





Abstakt

Hintergrund: Um akute Rejektionen nach Nierentransplantation frith erkennen und behandeln
zu konnen, gleichzeitig die Nebenwirkungen einer immunsuppressiven Therapie zu minimieren,
wire die Etablierung eines “Immunmonitorings”, welches zu jedem Zeitpunkt Hinweise auf die

Aktivierung des Immunsystems des Empfangers gegen das Transplantat gibt, wiinschenswert.

Methodik: In dieser Studie wurden die Anzahl der spenderreaktiven, IFNy-produzierenden T-
Zellen von 52 nierentransplantierten Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten vor (pra-TX) und
nach Transplantation (post-TX) im ELISpot-Assay gemessen und in Zusammenhang mit der
klinischen Entwicklung gebracht. Auflerdem wurde das Assay auf Reproduzierbarkeit

untersucht und versucht zu optimieren.

Ergebnisse: Eine stark erhohte Anzahl spenderreaktiver Zellen pra-TX (>200 IFNy-spots/3*10°
PBMZ, n = 5) war immer mit einer akuten Rejektion des Transplantats assoziiert. Post-TX
korrelierte die Anzahl der spenderreaktiven, IFNy-produzierenden Zellen mit der Nieren-
funktion ein Jahr nach Transplantation. Diese Korrelation wurde in den Wochen 2 und 3 post-
TX und bei Patienten ohne akute Rejektion, besonders deutlich. Hinsichtlich der methodischen

pos

Optimierung hat sich die magnetische Depletion CD2”>-Zellen als effektiv gezeigt, die IFNy-

Sekretion von Stimulatorzellen zu unterbinden. Um die Reproduzierbarkeit des Assays zu
verbessern sollten Stimulatorzellen im Uberschuss und Empfénger-T-Zellen in einer konstanten

Anzahl eingesetzt werden. Dabei sollte die Gesamtzellzahl iiber 10° Zellen/ml betragen.

Conclusion: Das ELISpot-Assay ist zur Erkennung klinisch relevanter T-Zellsensibilisierungen
vor und nach Transplantation geeignet. Vor einem Einsatz in der klinischen Routine sollten

jedoch einige methodische Verbesserungen vorgenommen werden.
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Abstract

Background: In order to perform early diagnosis and treatment of acute rejections after renal
transplantation while minimizing side effects of immunosuppression, an immune monitoring
tool is needed, which gives information on the activation state of the immune system of the

transplant recipient against the allograft at any given time.

Methods: In this study, frequencies of donor-reactive, IFNy-producing T cells where measured
in 52 renal transplant recipients at different time points before (pre-TX) and after transplantation
(post-TX) using the ELISPOT-assay. The frequencies were correlated with clinical outcome.

Also, the reproducibility of the assay and possibilities of optimization were tested.

Results: Highly elevated frequencies of donor-reactive cells pre-TX (>200 IFNy-spots/3*10°
PBMC's, n = 5) were always associated with acute rejection episodes after transplantation. Post-
TX frequencies of donor-reactive, IFNy-producing cells correlated significantly with graft
function one year post-TX. This correlation was strongest for frequencies in week 2 and 3 post-
TX and in patients without acute rejection. Regarding the methodical optimization, magnetic
CD2P*-cell depletion of donor leucocytes proved useful to inhibit IFNy secretion of stimulating
cells. To improve reproducibility of the assay stimulating cells should be used as a surplus, a
constant number of responding T cells should be chosen, and overall cell concentration should

exceed 10° cells/ml.

Conclusion: The ELISPOT-assay is a useful tool to detect clinically relevant T cell
sensibilisation pre- and post-TX. Before it is routinely used some methodical alterations must be

performed.
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Zusammenfassung

Fir den Erfolg einer Nierentransplantation ist es wichtig, Risikofaktoren fiir eine
immunologische Schédigung des Organs vor der Transplantation zu minimieren und akute
Rejektionen nach Transplantation friih zu diagnostizieren und zu therapieren um einen
Transplantatverlust oder die Entwicklung einer chronischen Transplantat-Nephropathie (CTN)
zu verhindern. Ebenso erstrebenswert ist eine individuelle Therapieanpassung, welche die
Nebenwirkungen der medikamentdsen Immunsuppression auf ein Minimum reduziert. Die
Etablierung eines ,Immunmonitorings®, welches zu jedem Zeitpunkt Hinweise auf die
momentane Aktivierung des Immunsystems des Empfangers gegen das Transplantat gibt, und

zwar sowohl vor wie nach der Transplantation, bedeutet eine Anndherung an diese Ziele.

Da T-Zellen eine zentrale Rolle bei der akuten Transplantatrejektion spielen und IFNy, welches
von aktivierten T-Zellen sezerniert wird, ebenfalls in Zusammenhang mit akuten und
chronischen Rejektionen gebracht wird, wurden im Rahmen dieser Arbeit die Anzahl
spenderreaktiver, IFNy-produzierender Zellen aus dem peripheren Blut nierentransplantierter
Patienten zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt und mit den klinischen Verldufen verglichen.
Dazu wurden 52 Patienten direkt vor Transplantation sowie wochentlich innerhalb der ersten
drei Monate nach Transplantation 20 ml Zitratblut abgenommen und die daraus préparierten
mononukledren Zellen (PBMZ) mit Spenderleukozyten fiir 24 h im Verhéltnis 1:1 im ELISpot-
Assay stimuliert. Das ELISpot-Assay ist eine von Heeger et al. fiir diese Fragestellung
adaptierte Technik, in der IFNy direkt neben der sezernierenden T-Zelle durch Antikorper an
eine Membran gebunden und iiber eine enzymatische Reaktion als farbiger ,,Spot“ sichtbar wird
[1]. Im Hinblick auf eine mogliche klinische Anwendung wurde das Assay auf
Reproduzierbarkeit iiberpriift und versucht zu optimieren. Dabei standen die eingesetzte
Zellkonzentration und die Inhibition der IFNy-Sekretion durch Spenderzellen im Vordergrund,
wobei der Einfluss von Bestrahlung, Calcineurininhibitoren und T-Zell-Depletion untersucht

wurde.

Es ergab sich fiir die Werte vor Transplantation ein signifikanter Unterschied zwischen
Patienten mit frither akuter Rejektion und Patienten ohne Rejektion. Stark erhdhte Frequenzen
(>200 IFNy-Spots/3*10° Empfinger-PBMZ, n = 5) waren immer mit einer akuten Rejektion
assoziiert. Bei Messwerten unter 200 Spots vor Transplantation wurde jedoch keine klare

Assoziation zu frithen akuten Rejektionen beobachtet. Nach Transplantation konnte kein



Zusammenfassung 11

statistischer Unterschied der Messwerte zwischen Patienten mit frither akuter Rejektion und
Patienten ohne Rejektion ihres Organs gezeigt werden. Dahingegen korrelierte die Anzahl der
nach Transplantation gemessenen IFNy-produzierenden Zellen mit der Nierenfunktion ein Jahr
nach Transplantation, welche ihrerseits einen prognostischen Marker fiir die Langzeitfunktion
des Transplantats darstellt [2]. Diese Korrelation wurde fiir die Messwerte in Woche 2 und 3
sowie innerhalb der Gruppe der Patienten ohne akute Rejektion besonders deutlich. Daher
handelt es sich bei einem erhdhten Wert innerhalb dieses Zeitraums um einen vom Auftreten
akuter Rejektionen unabhingigen Risikofaktor fiir eine schlechtere Langzeitprognose des
Spenderorgans. Die Anzahl spenderreaktiver Zellen nach Transplantation korrelierte aulerdem
mit dem HLA-Mismatch und war fiir Empfanger von Kadaverspenden sowie Patienten mit
langer Hadmodialysedauer (min. 79 Monate) signifikant hoher als fiir Empfanger einer
Lebendspende bzw. Patienten mit kurzer Himodialysedauer. Hinsichtlich der methodischen
Optimierung des Assays erwies sich die magnetische CD2P*-Zelldepletion der
Spenderleukozyten, mit der T-Zellen und NK-Zellen aus den stimulierenden Zellen entfernt
werden, als effektiv, die IFNy-Sekretion der Spenderzellen zu unterbinden. Der Einsatz von
stimulierenden Zellen im Uberschuss, die Einstellung der Empféanger-PBMZ auf eine konstante
Anzahl von T-Zellen sowie eine Zellkonzentration von iiber 10°%ml im Assay konnten in
Zukunft ebenfalls die Reproduzierbarkeit und Reliabilitit des Assays verbessern, dessen

Variationskoeffizient bis iiber 0,4 betrug.

Mit Hilfe des ELISpot-Assays scheint es moglich, sowohl eine klinisch relevante T-Zell-
Sensibilisierung vor einer Transplantation zu erkennen als auch Patienten mit einem Risiko fiir
eine immunologisch vermittelte Funktionseinschrinkung des Transplantats zu einem frithen
Zeitpunkt nach der Transplantation zu identifizieren. Vor Einsatz in der klinischen Routine
muss jedoch die Methodik noch weiter verbessert werden, um die klinische Relevanz zu

sichern.



1 Einleitung

Bei etwa 170 Patienten von einer Million Einwohner Deutschlands wird jahrlich eine
chronische Niereninsuffizienz neu diagnostiziert [3]. Unter Niereninsuffizienz versteht man eine
nicht ausreichende oder vollig ausgefallene Nierenfunktion. Es handelt sich dabei um einen
meist langsam fortschreitenden Verlust von funktionsfahigem Nierengewebe, der in der Folge
zu einer Abnahme des Glomerulumfiltrates fiihrt und in der Regel als Folgeschaden

verschiedener zugrunde liegender chronischer Krankheiten auftritt:

e Diabetische Nephropathie (ca. 36 %)

e Chronische Glomerulonephritis (ca. 14 %)

o Interstitielle Nephritis und chronische Pyelonephritis (ca. 9 %)

e Hypertone vaskulidre Nephropathie (ca. 18 %)

e Polyzystische Nephropathie (ca. 5 %)

e Systemerkrankungen wie z.B. Vaskulitiden oder Syst. Lupus Erythematodes (ca. 4 %)
e hereditire/ kongenitale Niereninsuffizienz (ca. 1 %)

e Analgetikanephropathie und sonstige Ursachen (ca. 4 %)

e nicht klassifizierte Ursachen (ca. 9 %)

(Diagnoseverteilung bei Inzidenz und Aufnahme in eine Nierenersatztherapie 2002 [3])

Im fortgeschrittenen Stadium der Niereninsuffizienz kommt es zu einer Hypertonie und
aufgrund der mangelnden Fliissigkeitsausscheidung zu Lungenddemen, Pleura- bzw.
Perikardergiissen sowie zur Neigung zu peripheren Odemen. Als Folge verminderter
Hormonfreisetzung treten Knochenverdnderungen und Blutbildverdnderungen wie die
sogenannte renale Andmie auf. Durch die Ansammlung von nicht ausgeschiedenen
harnpflichtigen Substanzen im Blut werden Beschwerden im Magen-Darm-Trakt wie Ubelkeit,
Erbrechen und Diarrhoe sowie weitere typische Symptome wie Juckreiz, Wadenkrampfe und
der Geruch der Betroffenen nach Urin, der sogenannte Foetor uraemicus, hervorgerufen. Es
kann auch zu neurologischen Symptomen wie Sensibilitdtsstorungen, Konzentrationsschwiche,
Verwirrtheit bis hin zur Bewusstlosigkeit und zum urdmischen Koma kommen. Bei einem
vollstindigen Funktionsausfall der Nierenglomeruli spricht man von terminalem
Nierenversagen, das ohne MaBnahmen innerhalb relativ kurzer Zeit zum Tod fiihrt.

Lebensrettend ist dann lediglich die Dialyse oder die Transplantation einer Spenderniere.
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Bei dem in Deutschland iiberwiegend praktizierten Hémodialyseverfahren wird das Blut des
Patienten drei-viermal wochentlich fiir vier bis acht Stunden iber einen Katheter von
harnpflichtigen Substanzen gereinigt. Daneben gibt es noch die Mdglichkeit der meist téglichen
Peritonealdialyse, bei der die harnpflichtigen Substanzen iiber das als semipermeable Membran
genutzte Peritoneum in eine in den Bauchraum geleitete Dialyselosung diffundieren. Neben
dem enormen Zeitaufwand beklagen Dialysepatienten vor allem die korperliche Anstrengung
und Einschrinkung. Eine Nierentransplantation fiihrt dagegen zu einer wesentlich besseren

Lebensqualitit.

Die erste Nierentransplantation am Menschen wurde im November 1911 in Philadelphia, USA
durchgefiihrt. Allerdings nahm das Transplantat seine Funktion nicht auf. Neben technischen
Problemen verhinderte vor allem das Unwissen iiber immunologische Zusammenhédnge den
Erfolg der Transplantation. Erst im Jahre 1947 gelang der Durchbruch, als einer Patientin mit
akutem Nierenversagen eine Niere extrakorporal am Arm transplantiert wurde. Die Niere

arbeitete einige Tage - die Patientin iiberlebte [4].

In Deutschland wurden seit 1963 fast 50000 Nierentransplantationen durchgefiihrt, 2346 davon
allein im Jahr 2001. Dabei wurde durch kontinuierliche Verbesserung immunsuppressiver
Medikamente, die das transplantierte Organ vor immunologischen Angriffen des
Organempfangers schiitzen sollen, eine stetige Verldngerung des Transplantatiiberlebens
erreicht. Wahrend in den 60er Jahren 80 % der Lebendspenden und nur 50 % der
Kadaverspenden ein Jahr nach Transplantation noch ausreichende Funktion zeigten [4], lag die
1-Jahres-Transplantatiiberlebensrate bei Patienten, die im Jahr 2002 in Deutschland
transplantiert wurden fiir Lebendspenden bei 94 % und fiir Kadaverspenden bei 82 % [5]. Dies
wurde einerseits durch besseres perioperatives Management, andererseits vor allem durch die
Einfithrung von Ciclosporin A in den 80er Jahren erreicht, aber auch durch weitere Substanzen
wie Antilymphozyten-Antikérper (OKT3, ATG), Tacrolimus, IL2-Rezeptorantagonisten,
Mycophenolat Mofetil, oder Sirolimus, die Eingang in die immunsuppressive Therapie fanden.
Heutzutage werden mehrere Substanzen miteinander kombiniert, um den immunsuppressiven
Effekt optimal und die Nebenwirkungen der einzelnen Substanzen minimal zu gestalten, wobei
meist eine Kombination aus Kortikosteroiden mit einem Calcineurininhibitor (Ciclosporin A
oder Tacrolimus) in Verbindung mit einer oder mehreren weiteren Substanzen bevorzugt wird.
Andere Kombinationen oder neue immunsuppressive Medikamente wie FTY720 [6] oder

Campath 1H [7] werden derzeit in Studien getestet.
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Trotz der Erfolge, die in den letzten Jahren vor allem kurzfristig zu verzeichnen sind, sind die
Langzeitresultate der Nierentransplantation nach wie vor unbefriedigend. Nach zehn Jahren

arbeiten nur noch etwa 55 % der Lebendspenden und nicht mal 40 % der Kadaverspenden [8].

Im besonderen Blickpunkt des Interesses stehen daher unter anderem folgende Faktoren, die

wesentlich fiir den eingeschriankten Erfolg der Nierentransplantation sein kdnnen:

o das Auftreten einer akuten Rejektion,
e das Auftreten einer chronischen Transplantat-Nephropathie,
e der Tod des Patienten bei funktionsfihigem Transplantat, vor allem aufgrund der

Nebenwirkungen der Langzeitimmunsuppression.



2 Theoretischer Hintergrund

2.1 Die akute Rejektion

Die meisten der akuten Rejektionsepisoden finden innerhalb der ersten Tage bis Wochen nach
Transplantation statt, konnen aber prinzipiell auch noch Jahre spiter auftreten. Dabei entwickelt
sich eine immunologische Reaktion des Empfiangers gegen das Transplantat, die mit einem
interstitiellen Odem und einer Schidigung von GefiBen und parenchymatdsen Strukturen
einhergeht und innerhalb weniger Tage zu einer zunehmenden Funktionseinschrinkung des
Organs fiihrt, die man anhand des Anstiegs des Serumkreatininspiegels messen kann. Je nach
klinischem Zentrum wird ein Anstieg des Serumkreatinins um 10-20 % von der ,,Baseline* -
dem durchschnittlich niedrigsten Wert - nach Transplantation als verdichtig angesehen [9, 10].
Fakultative klinische Zeichen wie Fieber und schmerzhafte Schwellungen des Transplantats
sind seit der Einfithrung der modernen immunsuppressiven Medikamente nur noch teilweise zu

beobachten [11].

Diagnose

Diagnostiziert wird die akute Rejektion durch die histologische Untersuchung eines
Transplantatbiopsats. Bei positivem Befund findet sich eine zunehmende Infiltration des
Transplantats vor allem durch mononukledre Zellen des Transplantatempfangers wie T- und B-
Lymphozyten, natiirliche Killerzellen, Makrophagen, aber auch Granulozyten, wobei im Voll-
bild einer akuten Rejektion die unspezifischen Zellen iiberwiegen. Mit Hilfe der Kriterien der
»Banff-Klassifikationen* werden die akuten Rejektionen in verschiedene Typen unterteilt, die
sowohl von prognostischer als auch von therapeutischer Bedeutung sind. Mafigebend dabei ist
eine Invasion der Nierentubuli und/oder Gefd3e durch inflammatorische Zellen. Die ,,Banft-
Klassifikation* von 1997 unterscheidet vier Typen anhand der Anzahl und der Lokalisation der
infiltrierenden Zellen: 1. eine ,,Borderline” Kategorie (,,borderline changes®), gekennzeichnet
durch eine milde Tubulitis und/oder milde fokale interstitielle Entziindung; 2. eine
tubulointerstitielle Rejektion (Typ I), Ia mit fokaler moderater Tubulitis, Ib mit schwerer
Tubulitis; 3. eine vaskuldre Rejektion (Typ II) mit intimaler Arteriitis, wobei weiter in Ila mit

milder bis moderater intimaler Arteriitis und IIb mit schwerer intimaler Arteriitis unterteilt wird;
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und 4. eine schwere Rejektion (Typ III) mit transmuraler Arteriitis, fokalen Infarkten und

Einblutungen [12].

Risikofaktoren

Unterschiede im Histokompatibilititssystem der HLA-Molekiile zwischen Spender und
Empfianger sowie die Présensibilisierung des Empfingers mit praformierten Anti-HLA-Anti-
korpern im Serum schon vor Transplantation (prd-Tx) erhohen die Wahrscheinlichkeit fiir eine

akute Rejektion [13, 14].

Therapie

Eine akute Rejektion wird zumeist mit einer Hochdosis Kortikosteroide behandelt. Bei
schweren akuten Rejektionen mit vaskuldrer Beteiligung, die schlechter zu therapieren sind,
oder bei Nichtansprechen auf Kortikosteroide konnen Antilymphozyten-Antikdrper wie OKT3
die Rejektion beherrschbar machen. Wenn bei Verdacht auf eine akute Rejektion eine
gerinnungshemmende Medikation eine Biopsie des Transplantats wegen mdglicher verstérkter
Blutungskomplikationen unmoglich macht, kann eine kalkulierte Gabe hochdosierter
Kortikosteroide erfolgen. Ein Abfall des Serumkreatinins gibt dann einen Hinweis auf eine

tatsdchlich stattgefundene, therapierte akute Rejektion.

Komplikationen

Obwohl akute Rejektionen des Transplantats durch die Verwendung von neueren Immun-
suppressiva generell seltener auftreten als frither (seit Einfiihrung von Sirolimus, MMF und
anti-IL2R-mAk etwa 30 %) und zum groBlen Teil behandelt werden konnen, so bleibt doch ein
kleiner Teil resistent gegeniiber den Therapiestrategien und fiihrt zum Versagen der
Organfunktion. Wéhrend friihe akute Rejektionen innerhalb der ersten sechs Monate noch zu
iiber 90 % auf eine Therapie ansprechen, liegen die Erfolgschancen bei spéten akuten
Rejektionen nur noch bei 55-75 %. Das Auftreten einer akuten Rejektion, besonders in der
Spétphase nach Transplantation, erhoht das Risiko fiir eine chronische Transplantatschadigung.
Auch bei Patienten mit nur einer akuten Rejektionsepisode liegt die Wahrscheinlichkeit, dass
das Organ ein Jahr nach Transplantation noch eine ausreichende Funktion besitzt, 15-25 %

niedriger als bei Patienten ohne Rejektionsepisode [13].
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Protokollbiopsien haben gezeigt, dass ein nicht unerheblicher Teil von etwa 30 % der
Nierentransplantatempfénger mit stabiler Organfunktion innerhalb der ersten drei Monate nach
Transplantation (post-Tx) inflammatorische Verédnderungen im Transplantat aufweist, die den
Kriterien einer akuten Rejektion Typ I nach Banff entsprechen [9]. Patienten mit unbehandelten
sogenannten ,,subklinischen* akuten Rejektionen innerhalb der ersten drei Monate post-Tx
haben eine erhohte Inzidenz von friihen (Monat 2 bis 3 nach Transplantation) und spiten
(Monat 7 bis 12 nach Transplantation) ,,klinischen” akuten Rejektionen und eine schlechtere
Nierenfunktion gemessen an einem héheren Serumkreatininwert nach zwei Jahren im Vergleich

zu Patienten mit behandelten ,,subklinischen‘ akuten Rejektionen [9, 15].

2.2 Die CTN- die chronische Transplantat-Nephropathie

Die chronische Transplantat-Nephropathie (CTN) ist der Hauptgrund fiir die Beschrankung der
Langzeitfunktion der Nierentransplantate auf durchschnittlich zehn Jahre und fiir die Riickkehr

zur Dialyse nach Transplantation [16].

Diagnose

Die CTN wird durch eine Funktionseinschrankung des Nierentransplantats mit erniedrigter
glomeruldrer Filtrationsrate und das unspezifische histologische Erscheinungsbild einer
interstitiellen Fibrose, einer tubuldren Atrophie und einer arteriellen Intimahyperplasie im
Transplantatbiopsat charakterisiert und tritt frilhestens drei Monate nach Transplantation auf
[12]. Ahnlich wie die akute Rejektion wird sie anhand der ,,Banff-Klassifikation” in drei

Schweregrade unterteilt.

Pathogenese

Fiir die Entstehung einer CTN spielen mehrere immunologische und nichtimmunologische

Faktoren eine Rolle.

Nichtimmunologische Faktoren: Chronische Einfliisse des Alters und der Erkrankungen des
Spenders wie Bluthochdruck, Dyslipiddmie und Diabetes mellitus kdnnen die Gewebestruktur
der Niere so verdndern, dass sie schon vor Transplantation histologische Verinderungen
aufweist, die einer CTN dhnlich sind. Die Entwicklung einer CTN nach Transplantation ist dann
wahrscheinlich [16]. Schiadigungen des Transplantats im direkten Zusammenhang mit dem

Transplantationsprozess (Bedeutung der Todesursache des Spenders [17, 18], der Art und Weise
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der Organentnahme, der Organautbewahrung und der Implantation und Reperfusion), die zu
verzogerter Aufnahme der Transplantatfunktion fithren konnen, sind stark negativ mit der
Langzeitfunktion des Transplantats korreliert. Ebenso fithren Erkrankungen wie Bluthochdruck
[19, 20], Hypertriglyzerindimie [21] und Diabetes mellitus des Empfangers zu
Transplantatverdnderungen im Sinne einer CTN. Die Grofie des transplantierten Organs, das
Geschlecht des Spenders und des Empféangers, Infektionen des Transplantats (z.B. CMV), eine
wiederkehrende Grunderkrankung der Niere, sowie Nephrotoxizitdit der verwendeten
Immunsuppressiva Ciclosporin A und Tacrolimus haben ebenfalls Einfluss auf die
Langzeitfunktion des Organs; der direkte Zusammenhang mit der Entstehung einer CTN ist

jedoch nicht vollstandig geklart [16].

Immunologische Faktoren: Ein wichtiger immunologischer Faktor, der die Entwicklung einer
CTN stark begiinstigt, ist das Auftreten von akuten Rejektionen, besonders zu einem spiten
Zeitpunkt nach Transplantation oder wenn sie schwer, wiederkehrend und schlecht therapierbar
sind [22, 23]. Ebenso scheinen subklinische akute Rejektionen einen negativen Einfluss auf die
Langzeitfunktion des Organs zu haben, falls sie nicht therapiert werden, wie schon weiter oben
erwdhnt von Rush et al. beobachtet wurde. Unterschiede im Histokompatibilititssystem
zwischen Spender und Empfinger sowie die Présensibilisierung des Empfingers mit
praformierten Anti-HLA-Antikdrpern im Serum (PRA) schon vor der Transplantation sind mit
schlechterer Prognose fiir die Langzeitfunktion des Transplantats verbunden [24, 25], ebenso
eine schlechte Wirksamkeit und Noncompliance beziiglich der Immunsuppressiva. Bei einigen
Patienten konnte nach Transplantation im Labor aber auch eine stindige spenderspezifische
Immunreaktion nachgewiesen werden, die mit einem Fortschreiten einer CTN assoziiert war

[26, 27].

Die immunologischen und nichtimmunologischen Faktoren beeinflussen sich gegenseitig. So
konnen Verletzungen und Schidden des Transplantatgewebes zu einer unspezifischen
Entziindung flihren, die durch Ausschiittung proinflammatorischer Zytokine, erhohter
Expression von HLA-Molekiilen auf Epithelien und Endothelien und einer Rekrutierung von
antigenpréasentierenden Zellen ihrerseits mit einer Aktivierung der spezifischen Immunantwort
gegen das Transplantat einhergeht [28, 29]. Es konnte daher auch gezeigt werden, dass
Nierentransplantate mit verzogerter Funktion nach Peritransplantationsstress hiufiger akute
Rejektionen durchlitten, wobei dann die Prognose beziiglich ihrer Langzeitfunktion besonders
schlecht war [30]. Auf der anderen Seite kann eine verzogerte Funktionsaufnahme der

transplantierten Niere auch durch eine frithe akute Rejektion bedingt sein.
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Das Zusammenspiel der immunologischen und nichtimmunologischen Faktoren fiihrt zu einer
chronischen Schidigung des Nierengewebes, die zu einem langfristigen fibrosierenden Umbau
mit dem histologischen Bild der CTN und zu einer Funktionseinschrankung des Organs fiihren

kann, welche irreversibel und nicht therapierbar sind.

2.3 Der Tod des Patienten bei funktionsfahigem Transplantat

Die Mortalitdt der Patienten nach Transplantation trotz funktionsfahigem Transplantat ist eine
der Hauptkomplikationen, die bis heute den Erfolg von Nierentransplantationen limitieren.
Dabei stehen die meisten Griinde fiir den Tod des Patienten in mehr oder weniger direktem

Zusammenhang mit der Immunsuppression selbst.

Kardiovaskuléire Erkrankungen

Besonders Kortikosteroide und Tacrolimus, aber auch Ciclosporin A und fithren zu einer
Hyperglykémie, die in bis zu 20 % der Fille einen Diabetes mellitus schon innerhalb des ersten
Jahres nach Transplantation auslosen kann [31], sowie zu einer Hypertonie, die bei bis zu 80 %
aller nierentransplantierten Patienten behandlungsbediirftig ist [32]. Eine Hyperlipidimie, wie
sie in 60-80 % [33] der Patienten nach Transplantation beobachtet wird, ist neben familidren
und anamnestischen Faktoren einer immunsuppressiven Behandlung besonders mit Sirolimus
[34], Kortikosteroiden und Ciclosporin A zuzuordnen. Die erhdhte Inzidenz von Anidmie und
Osteoporose nach Nierentransplantation ist ebenfalls zum Teil auf Nebenwirkungen
immunsuppressiver Medikamente  zuriickzufithren [35, 36]. Diese metabolischen
Nebenwirkungen konnen zu kardiovaskuldren Storungen fiihren, die einerseits neben der
direkten nephrotoxischen Wirkung der Calcineurininhibitoren Ciclosporin A und Tacrolimus zu
einer Schidigung des Transplantats mit schweren Folgen flir die Langzeitfunktion [37, 38]
beitragen, andererseits die Hauptursachen fiir den Tod des Patienten nach Nierentransplantation
darstellen [39]. Etwa ein Viertel aller Patienten entwickelt nach Transplantation eine KHK mit
der moglichen Folge eines Myokardinfarktes und etwa 15 % der Patienten leiden unter peripher
vaskuldren Storungen mit der moglichen Folge von cerebralen Insulten oder der Ausbildung

einer PAVK [40].
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Tumore

Ein weiteres Problem stellt die erhohte Inzidenz maligner Neubildungen bei
nierentransplantierten Patienten unter immunsuppressiver Therapie dar. Wahrend das Risiko fiir
nierentransplantierte Patienten an einem Tumor zu erkranken insgesamt drei-viermal hoher liegt
als in der Allgemeinbevolkerung [41], kann es fiir bestimmte Tumoren iiber 100-mal erhoht sein
[42]. Dabei kommt es neben der Entwicklung von Hauttumoren (bis zu 37 % aller
Transplantierten), Zervixkarzinomen, hepatobilidren Karzinomen, Nierenzellkarzinomen und
Sarkomen (inklusive dem Kaposi Sarkom) vor allem zu lymphoproliferativen Erkrankungen
[43], wobei der Anteil von Non-Hodgkin-Lymphomen 93 % betréigt. Pathogenetisch spielt bei
letzterem die Infektion mit dem Ebstein-Barr-Virus eine groe Rolle. Die Prognose ist mit einer
Letalitdt von 40 % innerhalb eines Jahres nach Diagnosestellung &uBerst schlecht [44, 45].
Bestimmte Tumore wie z.B. einige Lymphome oder das Kaposi Sarkom sprechen auf eine
Unterbrechung der Immunsuppression an [41]. Dadurch steigt jedoch wiederum das Risiko fiir

eine akute Rejektion des Nierentransplantats.

Infektionen

Neben dem Effekt, die spezifische Abwehr des Transplantatempfangers so zu schwichen, dass
zwar das Transplantat so gut wie moglich vor immunologischen Reaktionen geschiitzt wird,
aber auch gefihrliche Neuinfektionen durch vor allem opportunistische Erreger oder
Reaktivierungen bestimmter Virusinfektionen im Korper begiinstigt werden, hemmen
Immunsuppressiva auch die unspezifischen Abwehrmechanismen des Patienten. Daher ist die
rechtzeitige Diagnose von ablaufenden Infektionen bei Transplantationspatienten ohne die sonst
wegweisenden Symptome wie Fieber, Schmerzen und Schwellungen eine schwierige Aufgabe.
Wihrend zu Beginn der Transplantationsidra bei bis zu 70 % aller Nierentransplantierten
schwerwiegende infektiose Komplikationen auftraten, die bei 11-40 % der Patienten tddlich
endeten, betrdgt die durch Infektionen bedingte Mortalitdt nach Nierentransplantation
heutzutage weniger als 5 %. Das wurde vor allem durch verdnderte chirurgische Techniken,
verbesserte Immunsuppressiva und die Einfilhrung prophylaktischer antimikrobieller
Substanzen erreicht [46]. Infektionen bleiben jedoch eine der Hauptursachen fiir den Tod des
Patienten nach Nierentransplantation. Dabei spielen in erster Linie Bakterien wie Listerien,
Nocardien und Legionellen, Pilze wie Candida, Aspergillus und Cryptococcus, und Protozoen
wie Pneumocystis Carinii und Toxoplasma gondii eine gro3e Rolle. Hauptsichlich entwickeln
die Patienten Pneumonien, gefolgt von Pyelonephritiden, die in schweren Féllen zu einer Sepsis

fiihren konnen. Herpesviren wie CMV, EBV, HZV und VZV und Papovaviren stellen aufgrund
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der groflen Durchseuchung der Bevolkerung ein besonderes Problem dar. Sowohl eine
Primérinfektion als auch eine Virus-Reaktivierung sind dabei von Bedeutung [47]. So kann sich
eine CMV-Infektion klinisch unter vielem anderen als Enzephalitis, Meningitis, Hepatitis,
Enteritis, Myokarditis oder Pneumonie manifestieren, aber auch unter dem Bild einer
Myelosuppression durch eine zusétzliche Verminderung der Immunitét des Patienten weiteren
opportunistischen Erregern Vorschub leisten [48]. Sowohl CMV als auch EBV sind mit
lymphoproliferativen Erkrankungen assoziiert, ebenso wie das Papillomavirus aus der Gruppe

der Papovaviren mit der Entwicklung eines Zervixkarzinoms [44].

Die moglichen Folgen einer immunologischen Reaktion gegen das Transplantat wie die akute
Rejektion und die CTN stehen in direkter Konkurrenz zu den Nebenwirkungen der
immunsuppressiven Medikamente, die genau diese immunologischen Reaktionen unterdriicken
sollen. Wihrend Patienten, die eine oder mehrere akute Rejektionen erleiden, von einem Schutz
ihres Transplantats durch eine Erhéhung der Immunsuppression profitieren kdnnten [9, 49],
tolerieren andere Patienten eine niedrigere Dosierung der Immunsuppression oder den
vollstdndigen Verzicht auf ein bestimmtes Immunsuppressivum (z.B. Steroide oder Ciclosporin
A) [50, 51, 52] und wiirden damit weniger Nebenwirkungen in Kauf nehmen miissen. Gerade
im Hinblick auf subklinische akute Rejektionen verweisen Rush et al. daher auf die mogliche
Notwendigkeit wiederholter Protokollbiopsien wéhrend der frilhen Posttransplantationsphase
[53], die selbst jedoch durch ihren invasiven Charakter und mdglichen Blutungskomplikationen
einen weiteren Beitrag zur Schidigung des Transplantat leisten konnen. Kénnte man durch die
nicht- oder weniger invasive funktionelle Messung der spenderreaktiven Immunantwort
vorhersagen, fiir welche Patienten das Risiko fiir eine immunologische Schadigung des
Spenderorgans erhoht ist und bei welchen man die Immunsuppression minimieren kann, so
wire eine optimale, individuelle Therapieanpassung mit den wenigstmdglichen

Nebenwirkungen und Risiken aussichtsreich.

2.4 Die Immunantwort

Bedeutung von T-Zellen

Obwohl antigenspezifische und unspezifische Abwehrmechanismen in komplexer Weise
zusammenarbeiten, wird heutzutage angenommen, dass die akute Rejektion vor allem ein T-
Zell-abhéngiger und T-Zell-initierter Prozess ist [54]. Dafiir spricht, dass die Inzidenz akuter

Rejektionen seit Einfithrung der Calcineurinantagonisten Ciclosporin A und Tacrolimus als
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Immunsuppressiva zuriickgegangen ist. Calcineurinantagonisten inhibieren selektiv die
Aktivierung, Zytokinausschiittung und Proliferation von T-Zellen. Ebenso ist OKT3, ein
monoklonaler Antikdrper gegen das CD3-Oberflichenmolekiil, welches sich nur auf T-Zellen
befindet, ein potentes Medikament zur Therapie von akuten Rejektionen mit zum Teil besserer

Wirkung als sie hochdosierte Kortikosteroide zeigen [55].

T-Zellaktivierung

Naive T-Zellen, die gereift den Thymus verlassen haben, zirkulieren durch das Blut- und
Lymphsystem. Sie werden erst aktiviert, wenn ihr T-Zellrezeptor einen kérperfremden MHC-
Peptid-Komplex auf einer professionellen antigenprisentierenden Zelle innerhalb eines
Lymphknotens in Anwesenheit von kostimulatorischen Signalen erkennt. Dabei sind die T-Zell-
Rezeptoren einer Zelle spezifisch fiir einen korperfremden MHC-Peptid-Komplex.
Kreuzreaktionen zu anderen korperfremden MHC-Peptid-Komplexen kommen jedoch vor.
MHC-Molekiile sind polymorphe membranstindige Proteine, die in einer variablen
Bindungsgrube bestimmte Peptide binden konnen, die sie den T-Zellen présentieren. Es gibt
zwei Hauptklassen von MHC-Molekiilen: Wahrend MHC-Klasse 1 -Molekiile (HLA-A, HLA-
B, HLA-C) vor allem intrazellulire Antigene wie virale, onkogene oder zelleigene Peptide
préasentieren und auf den meisten somatischen Zellen exprimiert werden, werden durch MHC-
Klasse II -Molekiile (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP), die nur in lymphoiden Geweben, auf
monozytiren und dendritischen Zellen, B-Zellen und vaskuldrem Endothel exprimiert werden,
vor allem extrazellulire Antigene wie bakterielle Peptide oder Apoptose-Zellprodukte
prasentiert. MHC-Molekiile der Klasse I werden von T-Zell-Rezeptoren der CD8"**T-Zellen
erkannt, MHC-Molekiile der Klasse II von T-Zell-Rezeptoren der CD4"*T-Zellen. Als
kostimulatorische Signale dienen Interaktionen zwischen Oberfichenmolekiilen der
antigenprasentierenden Zellen (z.B. CD86, CD80, CD40) und deren Liganden auf T-Zellen
(CD28, CTLA-4, CD154), wobei auch Zytokine wie IL2 fiir diese Rolle in Betracht kommen
[56, 57].

Nach Aktivierung produziert die T-Zelle zunichst nur das Zytokin IL2 und exprimiert auf der
eigenen Zelloberflache 1L2-Rezeptoren. Erst danach 16st die Stimulierung der eigenen IL2-
Rezeptoren durch IL2 eine Kaskade von Ereignissen aus, die zur Proliferation als auch zur
weiteren Differenzierung zur Effektorzelle mit entsprechenden Effektorfunktionen anregt.
Diesen Vorgang bezeichnet man als ,,Priming®. Der ganze Prozess lauft innerhalb von Tagen ab
[58, 58, 60]. Eine Effektorzelle kann dagegen nach einem erneuten Kontakt mit ,,ihrem* Fremd-

MHC-Peptid-Antigen-Komplex ohne weitere Kostimulation innerhalb von Minuten aktiv



Theoretischer Hintergrund 23

werden. Kehrt eine aktivierte Zelle wieder in eine Art Ruhezustand zuriick, wird sie als
Gedichtniszelle bezeichnet. Gedichtniszellen brauchen zwar fiir ihre Reaktivierung bei
erneutem Antigenkontakt zusdtzliche kostimulatorische Signale, allerdings reicht ein viel
kleinerer Stimulus aus, um innerhalb von Stunden in Effektorzellen zu differenzieren, zu

proliferieren und Zytokine zu sezernieren [58, 59, 61]

Beide, Effektorzellen und Gedéchtniszellen, oder zumindest eine Subpopulation der
Gedichtniszellen, die sogenannten Effektor-Gedéchtniszellen, kdnnen im Gegensatz zu naiven
T-Zellen durch Expression von bestimmten Adhédsionsmolekiilen (z.B. CD11a) auch durch
peripheres Gewebe zirkulieren [62]. Dabei wird vermutet, dass Effektor- und Gedéchtniszellen
nicht unbedingt professionelle antigenprédsentierende Zellen zur Reaktivierung bendtigen,
sondern dass die erhohte Expression von MHC-Molekiilen und kostimulatorisch wirkenden
Oberflichenmolekiilen auf entziindeten Endothelien in der Peripherie fiir die Reaktivierung

ausreicht [63, 64].

Immunitit gegen das Transplantat

T-Zellen erkennen korperfremde MHC-Molekiile oder MHC-Molekiile, die korperfremde
Peptide prisentieren, darunter auch Peptide von prozessierten kdrperfremden MHC-Molekdilen.
In der Transplantationsmedizin wird daher versucht, jeweils ein Organ zu finden, dass die
gleichen MHC-Molekiile exprimiert wie der Empfanger - Spender und Empfanger also zu
,,matchen®. Dabei wird vor allem auf die MHC-Klasse I -Molekiile HLA-A und HLA-B sowie
das MHC-Klasse II -Molekiill HLA-DR Wert gelegt. Da die Molekiile kodominant exprimiert
werden, ist ein maximales Mismatch von 6 moglich. Es wurde gezeigt, dass sowohl die Inzidenz
von akuten Rejektionen als auch die Langzeitfunktion des Transplantats mit der Anzahl der
HLA-Mismatches korreliert ist [13, 24], was einen weiteren Hinweis fiir die Rolle von T-Zellen

bei den immunologischen Reaktionen gegen das Transplantat gibt.

In der Frithphase nach Transplantation werden fiir die allogene Aktivierung der T-Lymphozyten
vor allem die MHC II-exprimierenden dendritischen Zellen des Spenders im Transplantat durch
die ,direkte Pridsentation fremder Peptide durch fremde MHC-Molekiile verantwortlich
gemacht. Durch Abwanderung dieser antigenprisentierenden Zellen des Spenders in das
lymphoide System des Empfangers wird das Alloantigen nach und nach im gesamten Korper
verteilt [65, 66]. In der Spatphase nach Transplantation dominiert die ,,indirekte Prasentation®

fremder Peptide durch eigene MHC-Molekiile, d.h.die Prozessierung der Fremdantigene durch
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die antigenprisentierenden Zellen des Empfangers, darunter vor allem auch die Peptide fremder

MHC-Molekiile, durch eigene MHC-Molekiile [67, 68].

Da die ,,indirekte Prisentation” im Gegensatz zur ,,direkten Présentation* solange stattfinden
kann, wie sich das Transplantat und damit Antigen im Kdorper des Empfangers befindet, wurde
die Vermutung geduBert, dass vor allem indirekt geprimte T-Zellen fiir die Entwicklung einer

CTN mitverantwortlich seien [26, 69, 70, 71, 72].

CD4 und CDS8 sind akzessorische nichtpolymorphe Oberflaichenmolekiile auf T-Zellen, die mit
den invarianten extrazelluliren Doménen der MHC-Klasse II- bzw. MHC-Klasse I-Molekiile
interagieren. CD4"* T-Zellen und CD8" T-Zellen konnen im Rahmen akuter Rejektionen

verschiedene Funktionen zugeordnet werden:

Funktion der CD4°*T-Zellen: CD4"*T-Zellen, auch T-Helferzellen genannt, proliferieren
nach Aktivierung, sezernieren verschiedene Zytokine wie IL2, IFNy und TNFa und kdnnen
durch Interaktion mit antigenprisentierenden Zellen auf diesen eine verstirkte Expression
kostimulatorischer Signale bewirken [73], wodurch eine Proliferation und Differenzierung auch
der MHC I-aktivierten CD8”*T-Zellen angeregt wird. Unter weiterer Zytokinproduktion (IFNy,
TNFa) erfolgt eine Rekrutierung von Makrophagen und anderen unspezifischen
inflammatorischen Zellen in das Transplantat [65, 74]. Die von ihnen freigesetzten
zytolytischen Proteasen und freien Radikale fithren zu einer Gewebeschiddigung. In
Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass CD4"T-Zellen fiir das Auftreten einer akuten

Rejektion essentiell sind [75, 76].

Funktion der CD8"T-Zellen: Die sogenannten zytotoxischen CD8P*T-Zellen konnen eine
direkte Gewebsschiadigung auslosen, indem sie in Zielzellen mit spezifischen Fremd-MHC-
Peptid-Komplex Apoptose induzieren. Dies geschieht entweder iiber die Sekretion von Perforin
und Granzymen oder den Zell-Zellkontakt zwischen den Oberflaichenmolekiilen Fas-Ligand
(CD95L) und Fas (CD95). Obwohl in Infiltraten von Transplantaten mit einer akuten Rejektion
regelmiBig CD8P*T-Zellen nachgewiesen wurden und enge Assoziationen zwischen der
Expression zytotoxischer Effektormolekiile wie Perforin und Granzym B in Nierenbiopsaten
und einer akuten Rejektion bestehen [77, 78], bleibt die Rolle der zytotoxischen Mechanismen
bei akuten Rejektionen unklar. Zwar ist Apoptose Bestandteil der Vorgidnge wihrend einer
akuten Rejektion [79, 80], jedoch ist Apoptose generell ein nichtinflammatorischer Prozess. Die
Bildung von Gewebsnekrosen, die mit akuten Rejektionen einhergehen, ist nur durch
Inflammation und Ischdmie erkldrbar. Daher stehen mdglicherweise auch hier die

nichtzytotoxischen Effektormechanismen, vor allem die Sekretion von I[FNy im Vordergrund.
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Bedeutung von IFNy

IFNy ist ein Zytokin, das hauptsdchlich von aktivierten T-Zellen und NK-Zellen sezerniert
werden kann. Unter normalen Umstidnden werden nur sehr geringe Mengen produziert, grofie
Mengen jedoch bei Traumata, Infektionen, malignen Neoplasien, Autoimmunitit und
Alloimmunitét. IFNy ist im Wesentlichen ein ,,proinflammatorisches* Zytokin, das heif}t, es
reguliert zelluldre Vorginge, die zu einer Inflammation fithren und diese unterhalten. Auf fast
allen Korperzellen befinden sich Rezeptoren fiir IFNy. Zu seinen vielfaltigen Wirkungen zahlt
die Aktivierung von Granulozyten, Makrophagen und Endothelzellen, die selbst weitere
proinflammatorische Zytokine wie TNFq IL6 und IL1 sezernieren koOnnen, sowie eine
Hochregulation der Expression von MHC-, Adhésions- und kostimulatorischen Molekiilen auf
der Zelloberfliche vieler Zellen bewirken, wodurch die Présentation von Fremdantigenen
erhoht, die Aktivierung von T-Zellen und die Erkennung von antigenen Zielzellen sowie der
Eintritt inflammatorischer Zellen in das Gewebe erleichtert wird. Es wird daher vermutet, dass
IFNy auch bei akuten und chronischen Rejektionen eine entscheidende Rolle spielt. So
beobachteten Moudgil et al., dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten
einer akuten Rejektion in Lungentransplantierten und der Expression von IFNy mRNA in der
Fliissigkeit einer bronchoalveoldren Lavage besteht [81]. Van Besouw et al. testeten die
Zytokinsekretion von Lymphozyten, die nach Herztransplantation das Organ infiltriert hatten,
wenn sie mit Spenderzellen stimuliert wurden, und fanden innerhalb der ersten 90 Tage post-Tx
eine signifikant hohere IFNy-Sekretion in Lymphozytenkulturen, die von Biopsien wéhrend
einer akuten Rejektion stammten, im Vergleich zu Lymphozyten aus Kulturen einer Biopsie
ohne akute Rejektion [82]. Nagano et al. berichteten wiederum, dass bei Herztransplantationen
in IFNy-Knockout-Méusen die Rate und Schwere arterioskleroser Koronarverdnderungen im
Sinne einer chronischen Rejektion/Schidigung wesentlich niedriger war als beim Wildtyp.

Ahnliches galt fiir die Verwendung von anti-IFNy-mAk [83].

Gedichtniszellen und Effektorzellen

Im Gegensatz zu Effektor-T-Zellen, die nach Aktivierung nach wenigen Tagen durch Apoptose
sterben (activation induced cell death-AICD) [84], konnen Gedéchtnis-T-Zellen mehrere Jahre
iiberleben, wobei die Bedingungen fiir ihre Langlebigkeit, wie etwa permanente spezifische
oder unspezifische Antigenstimulation, bestimmte Zytokine oder andere Faktoren, nicht
vollstidndig geklart sind. Die groBe Anzahl immunologischer Stimulationen, denen der Mensch
durch vielfaltige Antigene ausgesetzt ist, z.B. virale oder bakterielle Infektionen, Impfungen,

Bluttransfusionen und Schwangerschaften, generiert im Laufe des Lebens eine Unmenge von
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Gedidchtnis-T-Zellen gegen die verschiedensten Antigene. Einige dieser Zellen kdnnen mit
unterschiedlichen Antigenen kreuzreagieren, wodurch es zu einer Présensibilisierung eines
Organempfingers gegen sein Transplantat kommen kann, ohne dass der Empfinger vor der

Transplantation Kontakt mit dem entsprechenden Antigen gehabt hat [85, 86, 87].

Es gibt messtechnisch wenig Mdglichkeiten Effektor-T-Zellen und aktivierte Gedachtnis-T-
Zellen voneinander zu trennen [88]. Beide unterscheiden sich aber von naiven T-Zellen
dadurch, dass sie in wesentlich kiirzerer Zeit mit einem Mindestmall an Antigen- und
Kostimulation auch in peripheren Geweben aktiviert werden konnen und dass sie die Fahigkeit
besitzen eine breite Palette von Zytokinen zu sezernieren. Sie sind daher in der Lage, das

Transplantat direkt zu attackieren und so eine akute Rejektion auszuldsen [89].

Die Messung alloreaktiver Effektor- und Gedéchtnis-T-Zellen konnte daher Auskunft iiber die
momentane Aktivierung des Immunsystems des Empfingers gegen das Transplantat geben, und

zwar sowohl vor wie nach der Transplantation.

2.5 Das ELISpot-Assay - Enzyme-Linked Immunosorbent Spot Assay

In der Vergangenheit gestaltete sich die Messung alloreaktiver T-Zell-Frequenzen schwierig.
Traditionell wurden alloreaktive T-Zellen durch die Messung der proliferativen Antwort in einer
,Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) gemessen. Dabei wurden mononukledre Zellen aus
peripherem Blut von zwei Individuen fiir sechs bis sieben Tage zusammen inkubiert, wobei die
Mitose der stimulierenden Zellen durch eine Bestrahlung oder Behandlung mit Mitomycin C
verhindert wurde, wihrend die Responderzellen unbehandelt blieben. Diese Methode gab
jedoch keine Auskunft iiber die Anzahl und Funktion der Zellen. Somit waren auch gemessene
Zusammenhinge zwischen alloreaktiver Antwort in vitro und Transplantatprognose inkonsistent
[90, 91, 92]. Die Methode der ,,Limiting Dilution Analysis*“ (LDA) kann alloreaktive T-Zellen
quantifizieren. Sie berechnet dafiir die statistische Wahrscheinlichkeit von Responderzellen
verschiedener Konzentrationen unter Stimulation zu proliferieren und Effektorfunktion zu
erlangen. Die sehr aufwendige Arbeitsweise, die schlechte Standardisierung und die langen
Inkubationszeiten stellen einerseits ein Hindernis fiir die routineméfige Nutzung dar, konnen
aber andererseits auch Artefakte produzieren z.B. durch Zellklone mit hdherer
Proliferationsaktivitdt und relativer Resistenz gegeniiber aktivierungsinduzierter Apoptose [93].
AuBerdem kann man mit den meisten Varianten der LDA eine Unterscheidung zwischen naiven

und geprimten Zellen nicht treffen. Einen weiteren mdglichen Ansatz zur Messung
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antigenspezifischer T-Zellen bietet die intrazelluldre Zytokinfarbung. Nach Antigenstimulation
bilden die spezifischen T-Zellen Zytokine (z.B. IFNy, welche durch Sekretionsinhibitoren im
Innern der Zelle festgehalten werden. Durch die zusétzliche Markierung des Zytokins mit einem
fluoreszierenden Farbstoff kann die Anzahl der markierten Zellen im Durchflusszytometer
erfasst werden. Da die Messschwelle der Durchflusszytometrie bei iiber 1/10* Zellen liegt, ist
die Methode zur Messung alloreaktiver T-Zellen moéglicherweise nicht geeignet und bisher auch
nicht erfolgreich angewandt worden. Die Weiterentwicklung des ELISpot-Assays durch Heeger
et al. [1] ermoglichte daher erstmals die Bestimmung der Frequenz antigenspezifischer,
zytokinproduzierender Zellen innerhalb relativ kurzer Zeit selbst auf einem so niedrigen Niveau

wie 1/10° Zellen.

Heeger et al. konnten kiirzlich mit Hilfe des ELISpot-Assays zeigen, dass man Effektor- und
Gedéchtniszellen von naiven Zellen anhand ihres Zytokinprofils zu einem bestimmten
Zeitpunkt unterscheiden kann. Wéhrend geprimte T-Zellen nach Aktivierung innerhalb von 24 h
neben geringen Mengen IL2 vor allem je nach Subspezifizierung IFNy, IL4, IL5 oder andere

Zytokine produzieren, konnen naive Zellen in dieser Zeit nur IL2 sezernieren [58, 94].

Auf diese Art konnten sie die Anzahl IFNy-produzierender, spenderreaktiver Zellen bei
Patienten vor Nierentransplantation messen. Heeger et al. konnten zwischen der Anzahl der
IFNy-produzierenden Zellen und dem HLA-Mismatch zwischen Spender und Empféanger keinen
Zusammenhang finden. Allerdings fiel auf, dass Patienten mit besonders hohen Werten fiir
IFNy-produzierende, spenderreaktive Zellen eine frithe akute Rejektion erlitten, wéhrend
Patienten, bei denen man vor Transplantation keine IFNy-produzierenden, spenderreaktiven
Zellen nachweisen konnte, rejektionsfrei blieben [95]. Man vermutete daher, dass die
gemessenen Zellen Ausdruck des immunologischen Gedéachtnisses im Sinne von schneller
aktivierbaren  Gedéchtnis-T-Zellen seien, die bei fritherem spenderunspezifischen
Antigenkontakt generiert worden waren und nun durch Kreuzreaktion mit dem Spendergewebe
zu einer Schidigung des Transplantats fiihrten. Ahnlich wie priaformierte Antikorper des
Empfangers gegen HLA-Molekiile des Spenders (PRA) zu einer hyperakuten Rejektion fiihren,
konnten spenderreaktive Gedachtniszellen zu einer Sensibilisierung des Empfangers gegen das
Spenderorgan vor der Transplantation und zu einer akuten Rejektion des Transplantats nach der

Transplantation fithren.



3 Aufgabenstellung

Um einen Transplantatverlust und chronische Folgeschdden durch die Aktivierung des
Immunsystems gegen das Transplantat zu verhindern, ist die Erfassung von immunologischen
Risikofaktoren vor der Transplantation und die frithzeitige Diagnosestellung und
Therapieeinleitung akuter Rejektionen nach der Transplantation besonders wichtig. Somit
werden heutzutage Empfanger/Spender-Konstellationen bei denen der Transplantatempfanger
bereits praformierte Antikérper gegen das Spenderorgan aufweist erfasst und vermieden, um
eine hyperakute Rejektion und den durch Komplementreaktion und arterieller
Mikrothrombosierung hervorgerufenen schnellen Transplantatverlust zu verhindern. Nach der
Transplantation wird durch die regelmiBige Messung von Parametern aus Blut und Urin (z.B.
Serumkreatinin) versucht, durch die Funktion der Niere auf mogliche immunologische
Schiadigungen zu schlieBen, die gegebenenfalls immunsuppressiv behandelt werden miissen.
Das hat zum Nachteil, dass einerseits die immunologische Aktivitdt gegen das Transplantat erst
erkannt wird, wenn die Schadigung zu einem moglicherweise nicht reversiblen Funktionsverlust
der Niere gefiihrt hat, andererseits diese bei uneingeschrinkter Funktion nicht bemerkt und
somit eventuelle Spétfolgen nicht verhindert werden konnen. Die routineméfige Nierenbiopsie
stellt wegen des einhergehenden Verlustes von Nierengewebe und den mdglichen schweren
Blutungskomplikationen gerade bei Patienten mit zusétzlicher gerinnungshemmender

Medikation keine Alternative dar.

Obwohl T-Zellen als Initiatoren und Vermittler einer akuten Rejektion eines Transplantats
gelten, werden spenderspezifische Effektor-T-Zellen routinemiBig bei Nierenpatienten bisher
weder vor Transplantation noch im Verlauf nach der Transplantation gemessen. Moglicherweise
wiirde aber gerade eine hohe Anzahl spenderspezifischer Effektor-T-Zellen im Blut des
Patienten vor Transplantation als Ausdruck einer zelluldren Sensibilisierung einen Risikofaktor
fiir eine nach Transplantation auftretende akute Rejektion darstellen (wie von Heeger et al.
vermutet [95]). Falls der Anstieg spenderspezifischer Effektor-T-Zellen nach Transplantation
einen Hinweis auf eine immunologische Schiddigung des Transplantats lieferte, konnten so
eventuell klinische akute Rejektionen frither erkannt und subklinische akute Rejektionen
iiberhaupt diagnostiziert und therapiert werden. Zusitzlich konnte der Erfolg therapeutischer
Strategien zur Hemmung/Eliminierung von Effektor- und Gedéichtniszellen besser liberwacht

werden.
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In dieser Arbeit wurden daher zwei Ziele verfolgt:

1. Die Anzahl spenderspezifischer, I[FNy-produzierender Effektor-T-Zellen im peripheren
Blut von Nierenpatienten sollte im ELISpot-Assay vor und nach der Nierentransplantation
gemessen und in Beziehung zu frithen akuten Rejektionen und zur Transplantatfunktion
gesetzt werden. Dabei wurde ein Hauptmesszeitraum von drei Monaten post-Tx gewdhlt,
da es galt, einen mdglichst frithen prognostischen Marker zu untersuchen, und da in dieser
Zeit nach klinischer Erfahrung die meisten akuten Rejektionen aber auch moglicherweise
transplantatschidigende, subklinische Rejektionen [9, 15] auftreten. Die Nierenfunktion
wurde nach sechs Monaten und nach einem Jahr post-Tx untersucht, da sie zu diesen
Zeitpunkten schon als sehr pradiktiv fiir die Langzeitfunktion des Organs gilt [2].
Zusitzlich wurde der Zusammenhang mit immunologisch sensibilisierenden Faktoren wie
der  Anzahl der  vorangegangenen  Bluttransfusionen, Transplantationen,
Schwangerschaften, der CMV-Serologie von Empfinger und Spender, dem HLA-
Mismatch zwischen Empfinger und Spender und der Himodialysedauer der Patienten
analysiert und der Einfluss verschiedener immunsuppressiver Therapieschemata und der
Art der Nierenspende untersucht. Ebenfalls gingen der Nachweis von panelreaktiven
Antikdrpern (PRA) als Ausdruck einer humoralen Sensibilisierung sowie einer
verzogerten Primérfunktion des Transplantats als Hinweis auf eine mogliche sehr frithe
akute Rejektion in die Analyse mit ein.

2. Da zum Zeitpunkt der Arbeit noch keine Daten iiber die Reproduzierbarkeit und
Variabilitdit des ELISpot-Assays vorlagen, sollten Variationskoeffizienten fiir die
Messung antigen-(CMV-)spezifischer und alloreaktiver T-Zellen bestimmt werden. Im
Hinblick auf eine mdgliche spétere klinische Anwendung wurde aullerdem der Versuch
unternommen, das ELISpot-Assay methodisch zu optimieren. Daher wurden verschiedene
Verfahren ausgetestet, die eine Inhibition der IFNy-Sekretion durch die Spenderzellen
hitten bewirken konnen. Zu den verwendeten Methoden gehorten die Behandlung der
Stimulatorzellen mit den Calcineurininhibitoren Ciclosporin A und Tacrolimus sowie die
Depletion der T-Lymphozyten aus den Spenderzellen mit Hilfe magnetischer Anti-CD2-
Mikrobeads. Der Einfluss der in der Patientenstudie verwendeten Bestrahlung mit 30
Gray sollte ebenfalls analysiert werden. Weiterhin wurde untersucht, ob die in der
Patientenstudie im Assay verwendeten Zellkonzentrationen fiir die Fragestellung optimal

waren oder ob sich andere Konzentrationen als geeigneter fiir das Verfahren erwiesen.



4 Methoden

Studiendesign

Die Patientenstudie wurde mit Genehmigung der Ethikkommission des Universitdtsklinikums

Charité Berlin durchgefiihrt. Sie war als prospektive, beobachtende Studie angelegt.

52 Patienten, die zwischen Juni 2001 und Mai 2002 in der Charité, Campus Virchow,

nierentransplantiert wurden, wurden in die Studie eingeschlossen.

Wenn organisatorisch moglich, wurden im Rahmen eines stationdren Aufenthaltes in der
Charité oder zu Routineuntersuchungszeitpunkten in der Transplantationsambulanz der Charité
direkt vor der Nierentransplantation und vor Anfang einer Immunsuppression, am Tag 1,
danach wochentlich bis Woche 12 von jedem Patienten (in Einzelfdllen auch etwa 6-7 Monate
post-Tx) 20 ml vendses Vollblut unter Verwendung von Zitratmonovetten abgenommen und am

gleichen Tag PBMZ pripariert.

Spenderzellen bei Kadaverspenden wurden am Tag der Transplantation aus einem Stiick Milz
des Spenders, welches vom HLA-Labor der Charit¢ zur Verfiigung gestellt wurde, und bei
Lebendspenden aus 500 ml vendsem Spenderblut eine Woche vor der Transplantation
prépariert. Einige Spenderzellen wurden darauthin im ELISpot-Assay eingesetzt, die anderen

wurden kryo-konserviert, um bei spiteren Messzeitpunkten zur Verfiigung zu stehen.

PBMZ der Empfénger wurden zu den genannten Zeitpunkten mit frischpriparierten oder
kryokonservierten Spenderzellen im ELISpot-Assay stimuliert und die Anzahl resultierender
IFNy-Spots gemessen, welche als Ausdruck aktivierter, spenderreaktiver T-Zellen des Patienten
gewertet wurden. Da das Spenderzellmaterial limitiert war, konnte nicht bei allen 52 Patienten

zu jedem genannten Zeitpunkt eine Messung durchgefiihrt werden.

Immunologisch sensibilisierende Charakteristika der Patienten wurden vor Transplantation, eine
verzdgerte Funktionsaufnahme des Organs sowie akute Rejektionsepisoden innerhalb der ersten
sechs Monate post-Tx wurden nach Transplantation erfasst. Etwa sechs und 12 Monate nach
Transplantation wurde mit Hilfe der MDRD-Formel und der zu diesen beiden Zeitpunkten im
klinischen Labor ermittelten Werte fiir Serumkreatinin, Serumharnstoff und Albumin die GFR

der Spenderniere der Patienten abgeschétzt, da die GFR die Nierenfunktion besser widerspiegelt
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als das schneller zu bestimmende Serumkreatinin. Die GFR eines gesunden Menschen mit zwei
funktionstiichtigen Nieren betrigt etwa 85-135 ml/min/1,73m’ (altersabhingig). Ein Anstieg des
Serumkreatinins aus dem Normbereich (0,5-1,2 mg/dl, abhdngig von Muskelmasse,
Stoffwechsel, Labor) ist jedoch erst bei einer pathologischen Verminderung der GFR um

mindestens 50 % zu erwarten.

ensibilisierende Faktoren? Nierenfunktionsmessung Nierenfunktionsmessung
verzogerte Transplantatfunktion?

= Auftreten friiher akuter Rejektionen?

y ELISpot-Messzeitraum v
T 1

L
Transplantation 3 Monate 6 Monate 12 Monate

Abbildung 1 Studiendesign

Fiir methodische Untersuchungen wurde gesunden Probanden vendses Vollblut abgenommen.
Zellpriparation

Priiparation mononukleiirer Zellen aus Zitratblut

1. 20 ml Zitratblut wurden mit PBS im Verhéltnis 1:1 in einem 50 ml-Réhrchen verdiinnt.

2. In 14 ml -Roéhrchen wurden je 3 ml des Lymphozytentrennmediums Ficoll-Paque
vorsichtig mit je 8ml des verdiinnten Zitratblutes {iberschichtet.

3. Die Rohrchen wurden bei Raumtemperatur und 1000 g fiir 20 min zentrifugiert. Dabei
bildeten sich 4 Phasen aus: Ein Pellet aus Erythrozyten und Granulozyten, dariiber eine
Schicht mit Lymphozytentrennmedium, auf der sich ein diinner, weiler Ring mit
mononukledren Zellen befand. Die oberste Schicht bestand aus Plasma und
Zellfragmenten.

4. Mit einer Pasteur-Pipette wurde der weille Ring moglichst vollstindig abgesaugt und in
ein 50 ml Rohrchen tiberfiihrt.

5. In diesem Rohrchen wurden die mononukledren Zellen zweimal mit 50 ml PBS
gewaschen und bei Raumtemperatur und 200 g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und jeweils verworfen.

6. Die Zellen wurden in Kulturmedium aufgenommen, vorsichtig resuspendiert, auf

3-5%10%ml eingestellt und iiber Nacht im Brutschrank gelagert.
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Priparation mononukleiirer Zellen aus Spendermilzanteilen

1. Das kleine Stiick Spendermilz wurde aus seinem Kulturmedium entfernt und auf einer
sterilen Zellkulturschale von seiner Kapsel und Bindegewebsstrangen befreit und in etwa
kirschgrofBe Stiicken geschnitten.

2. Die Milzstiickchen wurden mit Hilfe eines sterilen Einmalspritzenstempels durch einen
100 pm Maschenfilter (Cellstrainer) in 50 ml Rohrchen gedriickt, wobei haufig mit PBS
gespiilt wurde. Die Filter mit Geweberesten wurden verworfen.

3. Die Zellsuspension wurde mit PBS im Verhiltnis 1:1 verdiinnt.

4. In 50 ml Rohrchen wurden je 15 ml Lymphozytentrennmedium Ficoll-Paque mit 35 ml
Milzzellsuspension iiberschichtet.

5. Die Rohrchen wurden nun bei Raumtemperatur und 1000 g fiir 20 min zentrifugiert.
Dabei bildeten sich erneut 4 Phasen aus (siche oben).

6. Der weille Ring auf dem Lymphozytentrennmedium wurde wieder moglichst vollstidndig
abgesaugt und in 50 ml Réhrchen {iberfiihrt.

7. In diesem Rohrchen wurden die mononukledren Zellen zweimal mit 50 ml PBS
gewaschen und bei Raumtemperatur und 200 g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und jeweils verworfen. Manchmal neigten die Zellen zu
Verklumpungen und mussten zwischendurch erneut durch einen 100 pm Maschenfilter
(Cellstrainer gedriickt werden).

8. Die Zellen wurden vorsichtig resuspendiert, in Zellkulturflaschen in Kulturmedium

aufgenommen, auf 3 - 5*10%ml eingestellt und iiber Nacht im Brutschrank gelagert.

Zellzahlbestimmung

Zihlen von frisch priparierten, vitalen Zellen:

1. 10 pl der Zellsuspension wurden mit 190 pl 3 % Essigsdure in Mikrotitierplatten
verdiinnt.

2. Deckgldser wurden angefeuchtet und gegen die Neubauer-Zdhlkammer gedriickt bis
sogenannte Newton sche Ringe entstanden.

3. 10 pl der verdiinnten Zellsuspension wurden in die Zdhlkammer eingefiillt.

4. Die hellen, leuchtenden Zellen wurden unter dem Mikroskop in 4 Quadranten gezéhlt.
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Erythrozyten werden bei dieser Methode durch Essigsdure lysiert. Nichtvitale Zellen leuchten
zwar auch hell, durch die Priparation werden jedoch zuvor die meisten nichtvitalen Zellen aus

der Zellsuspension entfernt.

Die Zellzahl pro ml ergibt sich aus: Mittelwert*20*10* = Zellen/ml

Zihlen von aufgetauten, potentiell nichtvitalen Zellen:
Statt Essigsdure wurde 1 % Trypanblau verwendet.

Nichtvitale Zellen werden bei dieser Methode blau. Erythrozyten leuchten zwar auch hell, durch

die Kryokonservierung werden jedoch die meisten Erythrozyten zerstort.

Kryokonservierung von Spenderzellen

Einfrieren von Spenderzellen:

1. Die am Tage zuvor préparierten Spendermilzzellen oder Spender-PBMZ wurden aus dem
Brutschrank genommen und die Zellzahl bestimmt.

2. In 50 ml Rohrchen wurden die Zellen bei 200 g fir 10 min zentrifugiert und der
Uberstand abgenommen und verworfen. Das Rohrchen mit dem Zellpellet wurde auf Eis
gelagert.

3. Das Pellet wurde in eiskaltem Kryomedium (hitzeinaktiviertes FKS+10% DMSO)
folgenden Volumens resuspendiert: Gesamtzellzahl/12 *10°%1,8 ml.

4. Die Zellsuspension wurde auf Eis zu je 1,8 ml in Kryoréhrchen aliquotiert.

5. Die Kryoréhrchen wurden in Iso-Propylalkohol-GefriergefaB3en bei -84 °C eingefroren.

Auftauen von kryokonservierten Spenderzellen

1. Die Kryorohrchen mit den aufzutauenden Zellen wurden aus dem Tiefkiihler
herausgenommen und auf Eis gelagert.

2. Im 37 °C Wasserbad wurden sie so lange aufgetaut bis nur noch ein kleiner Eisrest iibrig
blieb, danach wurden sie sofort wieder auf Eis gelagert.

3. Mit einer Pipette wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Rohrchen iiberfiihrt.

4. Auf Eis gelagert wurde zundchst langsam, tropfenweise spéter etwas grofziigiger
eiskaltes Kulturmedium hinzugegeben bis eine Verdiinnung des Kryomediums von

mindestens 1:10 erreicht worden war.
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ELISpot-Assay

Prinzip: Fiir dieses Assay werden 96-Well Platten mit einer synthetischen, weilen Membran
am Boden der Wells benutzt. Die Membran wird mit PrimédrantikGrpern gegen das
interessierende sezernierte Zytokin (z.B. IFNy) beschichtet (a). Dann wird eine definierte
Anzahl von Immunzellen (z.B. PBMZ der Transplantatmpfinger) zusammen mit einem
Antigenstimulus (z.B. inhibierte Leukozyten des Transplantatspenders) in die einzelnen Wells
pipettiert (b). Wenn die Immunzellen auf den Stimulus reagieren, produzieren sie Zytokine, die
direkt neben ihnen vom Primérantikorper festgehalten werden bevor sie sich im Well verteilen
oder von anderen Zellen absorbiert werden konnen (c). Nach einer bestimmten Zeit (z.B. 24 h)
werden die Zellen und das Antigen aus den Wells herausgewaschen (d) und ein biotinylierter
Sekundirantikorper gegen das interessierende Zytokin hinzugefiigt, der nur an Stellen, an denen
das Zytokin gebunden wurde, haften bleibt (e). Der {iiberschiissige Rest wird ausgewaschen.
Streptavidin, welches eng an Biotin bindet, fiihrt nach Zugabe iiber eine enzymatische Reaktion
zur Ausféllung eines Chromogens (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol) an den Stellen, an denen Zellen
das interessierende Zytokin gebildet haben (f). Kleine Flecken, die sogenannten ,,Spots®,

a b c
o] i bt
d e

Abbildung 2 Schema zum Mechanismus des ELISpot-Assays

Ein spezielles computergestiitztes Gerdt (Bioreader) zéhlt die Anzahl der Spots iiber eine

Kamera, die der Anzahl der zytokinsezernierenden Zellen entspricht.



Methoden 35

N /
Leerwert unstimulierter PBMZ IFNy-Spots nach Stimulation der
eines Nierentransplantatempfangers PBMZ mit Splenozyten des Spenders

Abbildung 3 Kamerablick auf IFNy-Spots spenderreaktiver Zellen im ELISpot-Assay

Als Antigene fir die Aktivierung von T-Zellen kommen sowohl spezifische als auch

unspezifische Substanzen in Frage:

e Fremd-MHC-Peptid-Komplexe oder fremde préisentierte Peptide auf der Oberfliche von
Stimulatorzellen aktivieren Effektorzellen via T-Zell-Rezeptor.

e Superantigene wie PHA, ConA oder SEB konnen iiber eine direkte Bindung an den T-Zell-
Rezeptor an einem Ort, der nicht fiir die MHC-Komplex-Bindung zusténdig ist, unabhéngig
von einer Kostimulation eine Aktivierung der T-Zelle ausldsen.

e Peptide bestimmter Lénge, die zu den zu untersuchenden Immunzellen gegeben werden,
konnen bei einem Peptidiiberschuss kompetetiv die zelleigenen Peptide aus der
Bindungsgrube der MHC-Komplexen verdriangen und ersetzen. Nun présentieren die zu
untersuchenden Zellen auf ihren MHC-Molekiilen Fremdpeptide, die wiederum spezifische
T-Zellen der untersuchten Zellpopulation aktivieren und zur Zytokinproduktion anregen

konnen.

Wihrend die zweite Moglichkeit, z.B. die Stimulation der Leukozyten mit PHA (PHA aktiviert
T-Zellen unspezifisch iiber die Kreuzvernetzung ihrer CD3-Molekiile. Die resultierende IFNy-
Sekretion dient somit als Kontrolle der Messbarkeit aktivierter T-Zellen im Assay.) als
Positivkontrolle des Assays fungieren kann, eignet sich das letzte Verfahren z.B dazu, die
Frequenz CMV-spezifischer Effektor-T-Zellen anhand der Reaktion auf die Prisentation

verschiedener Peptide des pp65-Proteins, welches von CMV gebildet wird, zu messen.

Durchfiihrung: Die Behandlung aller Zellen, die im ELISpot-Assay eingesetzt wurden,

erfolgte vor bzw. wihrend der Inkubation im Assay unter sterilen Bedingungen.
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Tag 1:

L.

Die PBMZ der zu untersuchenden Person wurden aus 20 ml Zitratblut préapariert, auf
3-5%10%ml in Kulturmedium eingestellt und iiber Nacht im Brutschrank gelagert.

Die 96-Well Multiscreen-Mikrotitierplatte wurde mit einer 12-Kanal-Pipette mit Primér-
IFNy-Antikdrpern in sterilem PBS beschichtet (3 pg Primérantikorper/ml PBS;
100 pl/Well) und iiber Nacht in Frischhaltefolie eingewickelt und fiir mindestens 8 h bei
4 °C im Kiihlschrank inkubiert.

Tag 2:

4,

Die mit Antikdrpern beschichtete Platte wurde dreimal mit einer 12-Kanal-Pipette mit
200 pl PBS/Well gewaschen und auf trockenen Papiertiichern ausgeklopft. AnschlieBend
wurde die Platte fiir 1-4 h bei Raumtemperatur mit ,,Blocking Solution® (PBS-BSA,
200 pl/Well) mit Hilfe einer Mehrkanal-Pipette ,,geblockt™.

Die PBMZ der zu untersuchenden Person aus dem Brutschrank wurden auf 3*106/ml
Kulturmedium eingestellt.

Die Spendermilzzellen/-PBMZ wurden in 50 ml Réhrchen aufgetaut und anschlieend im
Blutbestrahlungsgerit mit 30 Gray bestrahlt***. Dabei zeigte sich, dass eine Bestrahlung
auf Eis eine ungewollte [FNy-Produktion vermindert. Danach wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen (beim ersten Mal auf 50 ml mit PBS aufgefiillt, beim zweiten mal mit
50 ml PBS) und fiir jeweils 10 min bei 200 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer
Pipette abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden in Kulturmedium aufgenommen,
resuspendiert und auf 3*10%ml eingestellt.

Nach dem Blocken wurde die Platte dreimal mit 200 pl PBS/Well gewaschen und auf
trockenen Papiertiichern ausgeklopft.

Die Stimulationsansitze auf der Platte wurden immer als Doppelansatz gefiihrt mit einem

Gesamtvolumen von 200 pl/Well. Es wurden pro untersuchter Person und Untersuchungstag:

eine Negativkontrolle der Responderzellen (zwei Wells mit je 100 pl Kulturmedium plus
100 pl PBM-Zellsuspension; Gesamtzellkonzentration: 3*10°/Well),
eine Negativkontrolle der Stimulatorzellen (zwei Wells mit je 100 pl Kulturmedium plus

100 pl Spendermilzzellsuspension; Gesamtzellkonzentration: 3*10°/Well),
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eine Positivkontrolle der Responderzellen (zwei Wells mit je 100 ul PHA-LOsung einer
Konzentration von 20 ug PHA/ml plus 100 ul PBM-Zellsuspension;
Gesamtzellkonzentration: 3*10°/Well; Gesamt-PHA-Konzentration:10 pg/ml)

ein Stimulationsansatz der Responder- und Stimulatorzellen im Verhéltnis 1:1 (zwei Wells
mit je 100 pl PBM-Zellsuspension plus 100 pl Spendermilzzellsuspension;
Gesamtzellkonzentration: 6%10°/Well)

angesetzt. Dabei wurden die Ansédtze pro Well jeweils mit einer neuen, sterilen Pipettenspitze

vorsichtig durchmischt um spéter eine moglichst gleichmafBige Verteilung der Zellen auf dem

Boden des Wells zu erzielen.

5. Die Platte wurde nun mit Frischhaltefolie umwickelt und im Brutschrank bei 37 °C und

5 % CO2 inkubiert. Die Inkubationszeit lag beim IFNy-ELISpot-Assay bei 24 h.

Tag 3:

1. Die Platte wurde aus dem Brutschrank genommen, ausgeklopft und dreimal mit einer 12-
Kanal-Pipette mit 200 pl PBS/Well gewaschen, wieder auf trockenem Papier ausgeklopft
und dreimal mit 200 ul PBS-Tween/Well (Washing Solution) erneut gewaschen.

2. Vor dem letzten Ausklopfen lieB man das PBS-Tween bei Raumtemperatur fiir 10 min
einwirken.

3. 100 pl biotinylierter IFNy-Sekundérantikorper/Well wurden in einer Konzentration von
2 pg/ml PBS mit einer Mehrkanal-Pipette hinzugegeben.

4. Die Platte wurde tiber Nacht, jedoch mindestens 4 h, im Kiihlschrank bei 4 °C in

Frischhaltefolie eingewickelt inkubiert.

Tag 4:

1. Die Platte wurde aus dem Kiihlschrank genommen, ausgeklopft und viermal mit 200 pl
PBS-Tween/Well gewaschen und auf trockenem Papier ausgeklopft.

2. 100 pl Streptavidin/Well wurden in einer 1:2000 fachen Verdiinnung in PBS-BSA-Tween
hinzugegeben und fiir 2-4 h bei Raumtemperatur inkubiert.

3. AnschlieBend wurde die Platte je dreimal mit 200 pl/Well PBS-Tween und PBS

gewaschen und ausgeklopft.
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4. In jedes Well der Platte kamen 200 pl ,,Visualisierungslosung®. Sie musste stets frisch
kurz zuvor aus AEC-Losung und AEC-Puffer zubereitet werden: AEC-Lsung und AEC-
puffer wurden im Verhéltnis 1:30 vermischt, durch einen 0,45 pm-Filter gegeben. Ein

2000stel des AEC-Puffervolumens H,O, wurde hinzugefiigt.

Unter Einwirkung des AECs entwickelten sich in den Wells rosafarbene Punkte (Spots) an den
Stellen, an denen sich zuvor eine IFNy-produzierende Zelle befand. Die Entwicklung dauerte
1-5 min. Bevor sich der Hintergrund des Wells ebenfalls rosa farbte, wurde die Reaktion durch

Spiilung mit Aqua dest. gestoppt.

Die Unterseite der Platte wurde entfernt, damit die Bodenmembran der Wells an der Luft
trocknen konnte. AnschlieBend wurde die Platte mit Hilfe des BlOreaders ausgewertet, der die
Punkte (Spots) pro Well zéhlte. Aus jedem Doppelansatz wurde der Mittelwert errechnet.

***Nur fiir methodische Untersuchungen wurden PBMZ von Probanden oder

Spendermilzzellen vor Stimulationsbeginn wie folgt behandelt:

e Es folgte keine Behandlung.

e Die Zellen wurden mit 30 Gray bestrahlt und anschlieBend zweimal in PBS gewaschen.

e Die Zellen wurden fiir 30 min, 60 min, 90 min, 120 min oder 24 h mit 1000 ng/ml
Ciclosporin im Brutschrank inkubiert und anschlieBend zweimal in PBS gewaschen.

e Die Zellen wurden fiir 2 h mit 200 ng/ml Tacrolimus im Brutschrank inkubiert und
anschlieBend zweimal in PBS gewaschen.

e C(CD2-positive Leukozyten wurden mittels MACS (Magnetic Cell Sorting) aus dem
Stimulatorzellgemisch entfernt (CD2-depletiert).

e Die Zellen wurden CD2 depletiert, mit 30 Gray bestrahlt und anschlieBend zweimal in PBS

gewaschen.

Um den Einfluss dieser MaBinahmen auf die IFNy-Sekretion der Zellen zu {liberpriifen, wurden
sie mit 1 pg/Well pp65-Gesamtpeptidmischung, 10 pg/Well PHA oder ebenso behandelten

Leukozyten anderer Probanden stimuliert. Ndheres Abschnitt 6.5.

CD2P**Zelldepletion durch MACS - Magnetic Cell Sorting

Prinzip: Zellen mit bestimmtem Oberflichenmolekiilen konnen durch dafiir spezifische
magnetische Antikorper markiert werden. Nur diese markierten Zellen werden dann in einer aus

Eisenkiigelchen bestehenden Séule in einem Magnetfeld festgehalten, wiahrend alle Zellen ohne
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diese entsprechenden Oberflichenmolekiile mit Hilfe eines FlieBmediums (MACS-Puffer, PBS)
ungehindert hindurchgelangen. CD2 ist ein Oberflichenmolekiil, welches sich auf T-
Lymphozyten, Thymozyten und Natiirlichen Killerzellen befindet. Durch die Depletion CD2"*
Leukozyten konnen alle IFN[]-produzierenden Zellen aus einem Leukozytengemisch entfernt

werden.

Durchfiihrung:

1. Die frisch préaparierten mononukledren Zellen wurden gezéhlt, mit PBS gewaschen, fiir 10
min bei 200 g zentrifugiert und der Uberstand vollstindig abgenommen und verworfen.

2. Das Pellet wurde in einem Gesamtvolumen von 40 pl MACS-Puffer/10” Zellen
resuspendiert und mit 10 pl CD2-Hapten-Antikorper (Miltenyi) pro 107 Zellen fiir 15 min
bei 4 °C im Kiihlschrank inkubiert.

3. Danach wurden 30 pl MACS-Puffer/10” Zellen und 20 pl Anti-Hapten-MicroBeads-
FITC/10” Zellen hinzugefiigt, gut durchgemischt (Schiittler) und die Zellen fiir 20 min bei
4 °C im Kiihlschrank inkubiert.

4. Ab jetzt musste moglichst schnell und kiihl/auf Eis gearbeitet werden, um eine erneute
unspezifische Bindung der Antikdrper zu verhindern.

5. Die Zellen wurden mit dem 20-fachen Farbevolumen MACS-Puffer gewaschen, bei 300 g
fiir 10 min bei 4 °C in der Kiihlzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und verworfen, das Zellpellet in 500 ul kaltem MACS-Puffer pro 10° Zellen
resuspendiert.

6. Der MidiMACS-Magnet wurde an dem Magnetstinder befestigt, eine LD-MACS-Saule
fiir Zelldepletion wurde in den Magneten gehdngt und mit 2 ml MACS-Puffer gespiilt
(dabei sollte der Puffer nur durchtropfen, nicht durchgedriickt werden).

7. Die Zellsuspension wurde mit einer Pipette durch einen Pri-Separationsfilter auf die
Saule gedriickt, durch die sie tropfenweise durchlief und unterhalb der Saule in einem
Rohrchen als CD2-Negativfraktion aufgefangen wurde. AnschlieBend wurde die Saule
mit 3 ml MACS-Puffer gespiilt, der ebenfalls als Negativfraktion aufgefangen wurde.

8. Die Negativfraktion wurde in PBS gewaschen und in Kulturmedium aufgenommen. Die

Reinheit konnte durchflusszytometrisch kontrolliert werden.

Messung des Anteils der T-Zellen in PBMZ

Prinzip: Die Durchflusszytometrie ermoglicht die Charakterisierung von Zellen anhand

spezifischer Antigene, die durch die Markierung mit fluoreszierenden Antikorpern erfasst
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werden konnen. Die zu messenden Zellen werden in den Strahlengang eines Lasers gebracht.
Haben Zellen mit den zu untersuchenden Antigenen den Antikorper gebunden, so absorbiert der
Fluoreszenzfarbstoff die Energie des Lasers und emittiert ein Licht mit der fiir den Farbstoff
spezifischen Wellenldnge, welches gemessen wird. Gleichzeitig erfahrt der Laserstrahl durch
GroBe und Granularitit der Zelle eine charakteristische Streuung, deren Erfassung
Informationen iiber diese Eigenschaften liefert. Zur Messung des Anteils der T-Zellen wurden
die Oberfliachenantigene CD45 und CD3 mit Hilfe der Farbstoffe Peridinin Chlorophyll-Protein
(PerCP) und Allophycocyanin (APC) markiert. Da CD45 auf allen Leukozyten und CD3 nur auf
T-Zellen exprimiert wird, konnten somit Leukozyten von Verunreinigungen getrennt und der

prozentuale Anteil der T-Zellen bestimmt werden.

Durchfiihrung:

1. Zu 50 ul PBMZ-Suspension einer Konzentration von 3*10° Zellen/ml Medium wurden
10 pl eines Antikorpergemisches aus CD3-APC und CD45-PerCP im Verhiltnis 3:1
hinzugegeben und gut mit dem Schiittler vermischt.

2. AnschlieBend wurden die Zellen fiir 20 min bei 4 °C inkubiert.

3. Danach erfolgte ein Waschgang mit 1 ml FACS-Puffer.

4. Nach einer Zentrifugation bei 200 g fiir 5 min wurde der Uberstand bis auf wenige pl
abgesaugt, in denen das Zellpellet mit Hilfe des Schiittlers resuspendiert wurde.

5. Die Messung der Zellen erfolgte kurz darauf mit dem FACSCalibur-Durchflusszytometer,
die Auswertung mit CellQuest.

6. Der verbliebene Anteil T-Zellen in CD2-depletierten PBMZ bzw. Splenozyten konnte
ebenfalls iiber die beschriebene Farbung mit CD3-Antikorpern bestimmt werden. Auf der
anderen Seite konnte die Reinheit beziiglich der Depletion auch direkt aus der MACS-
Negativfraktion kontrolliert werden, da die magnetischen CD2-Antikdrper zusitzlich mit

dem fluoreszierenden Farbstoff Fluoreszein Isothiocyanat (FITC) markiert waren.

Erfassung transplantationsspezifischer Daten

HLA-Typisierung: HLA-Antigene HLA-A, HLA-B und HLA-DR der Spender und Empfénger
wurden mittels Standard-Lymphozytentoxizititstests und PCR-SSP und/oder PCR-SSO durch

das Institut fiir Transfusionsmedizin der Charité Campus Virchow identifiziert.

Bestimmung panelreaktiver Antikoérper: Ein Screening zur Bestimmung von panelreaktiven

Antikorpern (PRA) wurde mithilfe eines komplementabhidngigen Zytotoxizitétstest bei



Methoden 41

Patienten auf der Warteliste fiir eine Nierentransplantation routineméfig alle drei Monate durch
das Institut fiir Transfusionsmedizin der Charité Campus Virchow durchgefiihrt. Daraus ergaben
sich die historisch maximal gemessenen Werte fir PRA max. Eine Bestimmung der

panelreaktiven Antikorper kurz vor der Transplantation ergab die aktuellen Werte PRA akt.

Diagnose der akuten Rejektion: Eine akute Rejektion des Nierentransplantates wurde durch
die histologische Beurteilung eines Transplantatbiopsates nach den Kriterien der Banff-
Klassifikation von 1997 durch die Pathologie der Charité gesichert. Eine erfolgreiche, dass heif3it
kreatininsenkende  Rejektionstherapie durch einen Kortikosteroidbolus (3*500 mg
Methylprednisolon) zu einem Zeitpunkt, zu dem aus klinischen Griinden keine Biopsie moglich

war, wurde ebenfalls als Beweis flir eine akute Rejektion angesehen.

Bestimmung der Nierenfunktion: Die glomeruldre Filtrationsrate (GFR in ml/min/1,73m?)

wurde fiir sechs und 12 Monate nach Transplantation nach der MDRD-Formel berechnet [96].

GFR =
(Albumin (g/dl) ®*'® *1,180 (falls schwarze Hautfarbe) * 0,762 (falls weiblich))/
(170 * Serumkreatinin (mg/dl)>*” * Alter (Jahre)™'’® * (Serumharnstoff (mg/dl) *0,467) '

Statistische Analysen

Die Daten wurden statistisch mit Hilfe von SPSS 11.5 fiir Windows ausgewertet. Da bei den
Datensédtzen nicht von einer Normalverteilung ausgegangen und durch die iiblichen Tests
(Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilk) auch meist ausgeschlossen werden konnte, wurden alle
statistischen Analysen mit parameterfreien, das heiit rangbasierten Tests durchgefiihrt. Fiir
Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurde der Mann-Whitney-U Test verwendet, zwischen
mehreren Gruppen der Kruska-Wallis-Test. Zusammenhidnge zwischen zwei Parametern

wurden auf Korrelationen nach Spearman-Rho untersucht.
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5 Materialien

Patienten und Probanden

Von den 52 Patienten erhielten 44 Patienten eine Kadaverspende, wovon 32 mit einer
immunsuppressiven Therapie bestehend aus anti-IL2R-mAk (Basiliximab), Calcineurininhibitor
(Tacrolimus n = 31, Ciclosporin A n = 1), Mycophenolat Mofetii (MMF) und
Methylprednisolon (MP), drei mit Tacrolimus, dem Leflunomidanalogon FK778 und MP
(wobei nach drei Monaten FK 778 gegen MMF ersetzt wurde) und sieben der Patienten mit
FTY720, Ciclosporin A und MP behandelt wurden. Zwei der Patienten, die eine Kadaverspende
erhielten, waren durch frithere Transplantationen mit einem rejektionsassoziierten frithen
Organverlust sensibilisiert und erhielten eine spezielle Induktionstherapie bestehend aus einer
Niedrigdosis OKT3, anti-TNF-mAk (Etanercept) und anti-CD20-mAk (Rituximab) perioperativ
sowie fiinf Plasmapheresen postoperativ. Danach wurde auf konventionelle Immunsuppression
mit Tacrolimus und MP umgestiegen. Acht Patienten erhielten ein Transplantat von einem
Lebendspender und wurden mit anti-IL2R-mAk (Basiliximab), Ciclosporin A, MMF und MP
behandelt. Ein Patient der Studie war Asiat, alle anderen Kaukasier. Weitere wichtige

Charakteristika der untersuchten Patientengruppe sind in Tabelle I zusammengefasst.
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Tabelle 1 Charakterisrika der untersuchten Patienten, n = 52
Parameter Wert
Nierengrunderkrankung: Chronische Glomerulonephritis 22
Himolytisch-urdmisches Syndrom 1
Interstitielle Nephritis 2
Chronische Pyelonephritis
Polyzystische Niere 15
Ciclosporintoxizitit 1
Primér maligne Nephrosklerose 1
Refluxnephropathie 1
Chronische Niereninsuffizienz o.A. 3
Alter bei Transplantation in Jahren: Median (Spannweite) 51 (28-69)
Geschlecht: ménnlich/weiblich 33/19
Diabetes vor Transplantation: ja/nein 6/46
Gravidititen (nur Frauen betrachtet): Median (Spannweite) 1 (0-7)
Patienten mit fiiiheren Tx: keine/Niere/Leber/Herz 44/6/1/1
Anzahl der Transfusion pa-Tx: Median (Spannweite) 0 (0-20)
Himodialysedauer pé-Tx in Monaten: Median (Spannweite) 80,5 (0-131)
Art des Transplantats: Lebendspende/Leichenspende 8/44
Spender-/Empfinger-CMV-Serostatus D+/R+ 22
D+/R- 6
D-/R+ 14
D-/R- 10
max. PRA pi-Tx: Median (Spannweite) 0% (0-100 %)
Patienten mit 0 % max.PRA 33
Patienten mit > 40 % max.PRA 10
akt. PRA pid-Tx: Median (Spannweite) 0% (0-80%)
Patienten mit 0 % akt.PRA 46
Patienten mit > 40 % akt PRA 1
HLA-Gesamt-Mismatch (A, B, DR): 0/1/2/3/4/5/6 10/6/9/16/8/1/2
Primérfunktion des Organs: ja/nein/unbekannt 37/14/1
frithe aRx: ja/nein 18/34
Serumkreatinin nach 6 Monaten in g/dl: Median (Spannweite) 1,47 (0,67-5,8)
GFR nach 6 Monaten in ml/min/1,73r% Median (Spannweite) 50,6 (13,5104,3)
Serumkreatinin einem Jahr in g/dl: Median (Spannweite) 1,43 (0,686,97)

GFR nach einem Jahr in ml/min/1,73m:

Median (Spannweite)

55,3 (10-109)
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Verbrauchsmaterialien und wiederverwendbare Materialien

10 ml Zitratmonovetten

14 ml ,,Cellstar* Polypropylenrohrchen

2070 FALCON-Ro6hrchen (50 ml)

2052 FALCON-Ro6hrchen (15 ml)

FALCON-Glaspipetten, steril (2-25 ml)

Sterile Transferpipetten

Sterile Pipettenspitzen (100 pl, 1000 ul)

Sterile Pipettenspitzen (20 ul)

Eppendorfgefife (0,5-2 ml)

Zellkulturflaschen (50 ml, 100 ml)

Sterile Filtersysteme (500 ml)

FALCON-Zellkulturschalen

FALCON-, Cellstrainer (100 um mesh)

Einmalspritzen, steril (10 ml)

Einmal-Skalpelle

Objekttrager

Pri-Separations Filter

LD-MACS-Zellseparationssaulen

FALCON 96-Well-Mikrotestplatten

SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Corning Incorporated, Corning, N.Y.,USA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Braun, Melsungen ,Deutschland

Becton Dickinson, N.Y., USA

Menzel-Glaser Al, Essex, England

Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach,Deutschland.

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
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Tieffrierrohrchen (1,8 ml)

96-Well-Multiscreen Mikrotitierplatten
Prod. Name MAIPS 4510

Pipetten (10-1000 pl)

12-Kanal-Pipetten (30-300 pl)

Rohrchenstiander

Neubauer-Zihlkammer

MACS-MultiStand

MidiMACS, Magnet

5100 Cryo 1 °C Freezing Container

Gerite

FACSCalibur-Durchflusszytometer

Zentrifuge Centrifuge 5810

Kiihlzentrifuge,CR4 22

Schiittler, Vortex-Genie2

Absaugpumpe Laboport

Pipettierhilfe Pipetus R Standard

Brutschrank EG 110 R

Lichtmikroskop

Nunc Inter Med, Roskilde, Ddnemark

Millipore Corporation, Bedford, USA

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Neolab, Heidelberg, Deutschland

Feinoptik, Bad Blankenburg, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Nalge Nunc International, Rochester, USA

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Jouan, Saint Nazaire, Frankreich H GmbH,

Scientific Industries, INC, Bohemia, USA

Neuberger, Freiburg, Deutschland

Labinstruments GmbH,

Crailsheim,Deutschland

Jouan, Saint Nazaire, Frankreich

Olympus, Tokio, Japan
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Tiefkiihltruhe BT 02 (2722)
BlOreader R 3000C
Wannenbad
Laminar-Flow-Box

Blutbestrahlungsgerit IBL-437C

Puffer, Losungen, Zellkulturmedien

phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)

Kulturmedium
1640 RPMI-Medium (500 ml)

+50 ml Fetales Kélberserum

hitzeinaktiviert, 30 min Wasserbad 57 °C
+2 mM L-Glutamin

+100 LE. Penicillin/ Streptavidin

—>Nach dem Mischen wurde steril gefiltert.

»Blocking Solution“ PBS-BSA

500 ml phosphatgepuff. Kochsalzlosung

+5 g Bovines Serum Albumin

—>Nach dem Mischen wurde steril gefiltert.

COTECH GmbH, Berlin, Deutschland
BioSys GmbH, Leverkusen, Deutschland
Grant Instruments, Cambridge, UK
Kendo, Hanau, Deutschland

CIS biointernational, Gif-Sur-

Yvette,Frankreich

DULBECCO's, GIBCO, Grof3britannien

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Biochrom KG,Berlin, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschlan

DULBECCO’s, GIBCO, Grof3britannien

SERVA, Heidelberg, Deutschland
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»Washing Solution“ PBS-Tween

500 ml phosphatgepuff. Kochsalzlosung

+250 ul Tween 20

Polyoxyethylen-Sorbitanmonolaureat

PBS-Tween-BSA

500 ml phosphatgepuff. Kochsalzlosung

+5 g Bovines Serum Albumin

+250 pl Tween 20

Polyoxyethylene-Sorbitanmonolaureat

Tieffriermedium

50 ml Fetales Kélberserum

hitzeinaktiviert, 30 min Wasserbad 57°C

+10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)

MACS-Puffer

DULBECCO’s, GIBCO, Grof3britannien

SERVA, Heidelberg, Deutschland

DULBECCO’s, GIBCO, Grof3britannien

SERVA, Heidelberg, Deutschland

SERVA, Heidelberg, Deutschland

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

SIGMA, Steinheim, Deutschland

-> Vor der Verwendung musste der MACS-Puffer entgast werden.

500 ml phosphatgepuff. Kochsalzlosung

+0,5 % Bovines Serum Albumin

+2 mM EDTA

Ethylendiamintetraessigsdure

DULBECCO’s, GIBCO, Grof3britannien

SERVA, Heidelberg, Deutschland

SIGMA, Steinheim, Deutschland



Materialien

48

FACS-Puffer

500 ml phosphatgepuff. Kochsalzlosung

+0,5 % Bovines Serum Albumin

+0,1 % Natriumazid (NaNj3)

AEC-Losung

100 mg AEC (3-Amino-9-Ethyl-Carbazol)

in 10 ml DMF (N,N Dimethylformamid)

AEC-Puffer
148 ml 0,2 M Essigsédure

+352 ml 0,2 M Natrium-Azetatlosung
Trihydrate ACS Reagent [613-90-4]

+500 ml Aqua dest.

—>Der pH-Wert wurde auf 5 eingestellt.

weitere Chemikalien
Ficoll-Paque™ PLUS

Rotipuran ® 2-Propanol

Biotin
Streptavidin HRP
Trypanblau 1 %

Essigsdure (Eisessig)

DULBECCO’s, GIBCO, Grof3britannien
SERVA, Heidelberg, Deutschland

SERVA, Heidelberg, Deutschland

SIGMA, Steinheim, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

SIGMA, Steinheim, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden

Carl Roth GmbH&Co, Karlsruhe,
Deutschland

Endogen, Illinois, USA
Dako, Glostrup, Ddnemark
Fluka Chemie, Buchs, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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H,0, 30 % SIGMA, Steinheim, Deutschland
Ethanol 70 % Merck, Darmstadt, Deutschland
Sandimmun ®(Optoral) Losung 1 ml Novartis Pharma GmbH, Niirnberg,
Ciclosporin Deutschland

Prograf ® (tacrolimus injection) 1 ml Fujisawa GmbH, Miinchen, Deutschland

Zellstimulantien und Antikorperkonjugate
Phytohemagglutinin (PHA) SIGMA, Steinheim, Deutschland

CMV-pp65-Gesamtpeptidmischung Jerini Biotools, Berlin, Deutschland
Swiss.Prot accession Nr. P0672515-AS-
Peptide (11 Uberlappungen)

IFNy-Primérantikorper Endogen, Illinois, USA

IFNy-Sekundérantikérper Endogen, Illinois, USA

Anti-CD2 MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Anti-CD3-APC Becton Dickinson, San Jose, USA

Anti-CD45-PerCP Becton Dickinson, San Jose, USA

Verwendete Software
SPSS 11.5 fir Windows SPSS Inc., Chicago, USA
MS Office 2003 Microsoft Corp.; Redmont, USA

CellQuest ™ Becton Dickinson, San Jose, USA



6 Ergebnisse

In der Theorie stammen die IFNy-Spots im ELISpot-Assay von spenderspezifischen T-Zellen
des Transplantatempfangers, die durch Spenderleukozyten stimuliert wurden. Da jedoch keine
weiteren Zytokinmuster oder Oberflacheneigenschaften der sezernierenden Zellen bekannt
sind, ist nicht 100 % sicher, dass die Spots tatsdchlich von T-Zellen stammen, da theoretisch
auch andere Zellen, vorrangig NK-Lymphozyten, [IFNy sezernieren kénnen. Auch die Spezifitit
der IFNy-produzierenden Zellen beziiglich des Spenders nicht zu beweisen, da unspezifische
Zellen durch die Bildung grofler Mengen Zytokine durch benachbarte, spezifische T-Zellen
ebenfalls aktiviert werden und IFNy produzieren konnten (sog. ,,Bystdnder“-Effekt). Im
Nachfolgenden wird daher statt ,spenderspezifische T-Zellen nur der Begriff der
»spenderreaktiven Zellen® verwendet. Die Anzahl der spenderreaktiven, IFNy-produzierenden
Zellen bezieht sich immer auf 3*10° PBMZ, die vom Patienten zum entsprechenden
Messzeitpunkt préapariert und im Assay stimuliert wurden. Sie entspricht der Anzahl der

Spots/Well. Einen Uberblick iiber die Anzahl und Hohe der ermittelten Werte gibt Tabelle 2.

Tabelle 2 Extremwerte und Mediane der zu den verschiedenen Messzeitpunkten ermittelten Werte fiir
spenderreaktive, IFNy-produzierende Zellen aller 52 Patienten der Studie ,Spots/3*10° PBMZ

Zeitpunkt der Analyse Median Minimum Maximum n
pra-Tx 6 -70,5 1000 42/52
Tag 1 post-Tx 0 -150 246 41/52
Woche 1 post-Tx 0 -57 74 29/52
Woche 2 post-Tx 4.5 -62,5 154 37/52
Woche 3 post-Tx 7 -24 315,5 30/52
Woche 4 post-Tx 6,5 -9 253 20/52
Woche 5 post-Tx 1,3 -24 240,5 17/52
Woche 7 post-Tx 0,5 -5 20,5 19/52
Woche 8 post-Tx 38,75 0 65,5 14 /52
Woche 9 post-Tx 2,25 -6 93,5 6/52
Woche 10 post-Tx 1 -4,5 39 9/52
Woche 11 post-Tx 31,5 -14 107,5 5/52
Woche 12 post-Tx 2,5 -58 19 5/52
max. ELISpot-Wert post-Tx 42,5 -0,5 315,5 52/52
mittl. ELISpot-Wert post-Tx (min. 3 Werte) 6,4 -9,75 125 41/52
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Bei 14 Patienten konnten weder vor noch zu irgendeinem Zeitpunkt nach Transplantation
spenderreaktive, IFNy-produzierende Zellen im vendsen Blut gemessen werden, bei neun
Patienten nahm die hohe Anzahl vor Transplantation unter Immunsuppression ab. Bei weitern
neun Patienten stieg die Zahl der messbaren spenderreaktiven, IFNy-produzierenden Zellen
nach Transplantation auf Werte, die hoher waren als vor Transplantation, bei 14 Patienten
waren die Zellen erstmalig nach Transplantation nachweisbar. Bei 38 der 52 Patienten konnten
post-Tx maximal iiber 10 IFNy-Spots, bei 25 Patienten {iber 40 IFNy-Spots und bei zehn
Patienten tiber 100 IFNy-Spots gezdhlt werden.

Zweimal kam es vor, dass sehr viele die Spots zu einer roten Fldche konfluierten, so dass die
Kamera diese nicht mehr vollstindig diskriminieren konnte. In die Auswertung gingen diese
Werte mit durch Messerfahrung geschétzten 1000 Spots ein. Waren die Spots ungleichméBig
nur auf einer Hélfte des Well konfluiert, so wurde der Wert auf 600 geschitzt. Letzteres spielte
aber nur fiir die methodischen Optimierungsversuche eine Rolle und werden in Diagrammen

mit einem Pfeil nach oben gekennzeichnet.

Bei der Messung ergaben sich zwei Probleme:

Die Bestrahlung der Spenderleukozyten mit 30 Gray konnte deren IFNy-Sekretion nicht
vollstindig unterdriicken. Im Gegenteil, sie schien sogar eine spontane IFNy-Sekretion der
Spenderleukozyten zu begiinstigen. Das flihrte mitunter zu hohen Messwerten fiir IFNy-
produzierende unstimulierte Spenderleukozyten (Stimulatorzellenleerwerte). Da ein
Doppelansatz fiir solche zufilligen Fehler nicht ausreicht, ergab sich nach Abzug des Leerwerts
vom Messwert teilweise eine negative Anzahl IFNy-produzierenderZellen des Empfangers.
Dies konnte jedoch im Laufe der Studie durch die Lagerung der Zellen auf Eis wihrend der
Bestrahlung vermindert werden. Obwohl solche negativen Werte biologisch nicht begriindbar
sind, wurden sie dennoch vollstindig in der Auswertung beriicksichtigt, da der Fehler zufillig

und eine statistische Auswertung trotzdem mdoglich war.

Die ungeniigende Deaktivierung der Spenderleukozyten fiihrte zweitens dazu, dass Patienten,
die mit OKT3 behandelt wurden, besonders hohe Werte fiir IFNy-produzierende Zellen
aufwiesen. OKT3 aktiviert T-Zellen unspezifisch, wodurch sie IFNy bilden konnen. Allerdings
schienen in diesen Féllen nicht die Patienten-PBMZ selbst IFNy zu bilden, da eine spontane
Bildung von IFNy in den Leerwerten der Patienten-PBMZ nicht zu beobachten war und auch
nicht nach Stimulation der Patienten-PBMZ mit PHA, sondern die Spenderleukozyten. Diese

wurden moglicherweise durch unspezifisch an Patientenleukozyten gebundenes OKT3
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aktiviert. Die Werte, die zum Zeitpunkt der Verabreichung von OKT3 bzw. einige Tage danach

gemessen wurden, konnten somit nicht in die Analyse mit einbezogen werden.

Diese beiden Probleme motivierten zu dem Versuch, neben der Patientenstudie das ELISpot-

Assay zu optimieren und die IFNy-Sekretion der Spenderleukozyten zu unterbinden.

6.1 Einige Patientenbeispiele im Verlauf

Patienten ohne Nachweis spenderreaktiver, IFNy-produzierender Zellen

Bei 14 Patienten konnten zu keinem Zeitpunkt weder vor noch nach der Nierentransplantation
spenderreaktive, IFNy-produzierende Zellen gemessen werden (zu jedem Messzeitpunkt < 10
IFNy-Spots). In Abbildung 4 sind drei dieser Patienten exemplarisch dargestellt. Wahrend der
ersten drei Monate nach Transplantation lagen bei diesen Patienten die Serumkreatininwerte im
Normbereich unter 1 mg/dl. Bei keinem der drei Patienten konnte eine frithe akute
Rejektionsepisode beobachtet werden. Die Nierenfunktion dieser Patienten war ein Jahr post-
Tx mit einer GFR von iiber 69 ml/min/1,73m* und einem Serumkreatininwert von unter 1
mg/dl jeweils sehr gut. Die Patienten hatten eine Kadaverspende erhalten und wurden mit

Basiliximab, Tacrolimus und Steroiden immunsuppressiv behandelt.

Patienten mit spenderreaktiven Zellen pra-Tx

Alle Patienten mit > 200 IFNy-Spots/3*10° PBMZ vor Transplantation erlitten eine friihe akute
Rejektion. Die fiinf betroffenen Patienten erhielten eine Kadaverspende und wurden mit
Basiliximab, Tacrolimus und Kortikosteroiden immunsuppressiv behandelt - mit Ausnahme
von Patient 5, der zunichst mit FTY 720, Ciclosporin A und Steroiden therapiert, sechs Wochen

nach Transplantation auf Tacrolimus und MMF umgestellt wurde.

In Abbildung 5 ist der Verlauf der Messwerte fiir drei der Patienten mit > 200 Spots vor
Transplantation dargestellt. Diese drei Patienten erlitten eine schwere akute Rejektionsepisode
innerhalb der ersten Woche, die in einem Fall zum Verlust der Organfunktion (Patient 5) und in
den anderen Féllen zu einer deutlich eingeschrinkten Nierenfunktion ein Jahr nach
Transplantation fithrte (GFR: 33,7 ml/min/1,73m*> bzw. 37,5 ml/min/1,73m?). Die beiden
letztgenannten Patienten wiesen interessanterweise zu einem Zeitpunkt vor der Transplantation
PRA > 40 % auf. Zwei der akuten Rejektionen wurden mit OKT3 behandelt. Die

Serumkreatininwerte der Patienten 4 und 5 lagen in den ersten drei Monaten post-Tx
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iiberwiegend weit iiber dem Normbereich. Bei Patient 6 fiel der Serumkreatininwert

voriibergehend in den Normbereich ab.

In Abbildung 6 kann man die Messwerte der anderen beiden Patienten mit > 200 IFNy-Spots
vor Transplantation verfolgen. Sie erlebten zwar ebenfalls akute Rejektionen (Patient 8 sogar
zwei), die jedoch zu einem spéteren Zeitpunkt auftraten (Monat 6 bzw. Woche 6 und Monat 4
post-Tx) und mit Kortikosteroiden beherrschbar waren. Das Serumkreatinin lag dabei in den
ersten drei Monaten post-Tx iliber dem Normbereich. Die Nierenfunktion dieser zwei Patienten
war nach einem Jahr post-Tx jedoch deutlich besser als die der anderen drei Patienten (GFR: 58

ml/min/1,73m? bzw. 63,5 ml/min/1,73m?).

Patient 1

» 150 3 %

Q =

=

4 100 2 .8

> g

£ £

I 50—t Ty T * -1 E‘
0 rv— L 000

prd post w2 W5 w7 W10

Ein Jahr post-Tx: GFR: 74,9 ml/min/1,73m?2; Kreatinin: 0,93 mg/dl.
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Ein Jahr post-Tx: GFR: 69,2 ml/min/1,73m?; Kreatinin: 0,87 mg/dl.
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Ein Jahr post-Tx: GFR: 81,1 ml/min/1,73m?; Kreatinin: 0,86 mg/dl.

Abbildung 4 Patienten ohne Nachweis spenderreaktiver Zellen vor und nach Nierentransplantation. Die
dargestellten Patienten blieben rejektionsfrei und wiesen innerhalb des Messzeitraums
Serumkreatininwerte im Normbereich sowie eine gute Nierenfunktion ein Jahr nach Transplantation auf.
ELISpot-Messwerte liegen nur zu den beschrifteten Zeitpunkten vor.
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Ein Jahr post-Tx: GFR: 37,5 ml/min/1,73m?; Serumkreatinin: 1,41 mg/dl.

Abbildung 5 Patienten mit spenderreaktiven, IFNy-produzierenden Zellen vor der Nierentransplantation.
Die dargestellten Patienten erlitten eine schwere akute Rejektion innerhalb der ersten Woche post-Tx.
Wihrend des Messzeitraums lagen die Serumkreatininwerte iiberwiegend iiber dem Normbereich. Die
Nierenfunktion war ein Jahr nach Transplantation stark eingeschrinkt. ELISpot-Messwerte liegen nur zu
den beschrifteten Zeitpunkten vor. Unter OKT3-Behandlung sind diese griin abgebildet
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Ein Jahr post-Tx: GFR: 58 ml/min/1,73m?; Serumkreatinin: 1,31 mg/dl.

Abbildung 6 Patienten mit spenderreaktiven, IFNy-produzierenden Zellen vor Ttransplantation (2). Die
dargestellten Patienten erlitten min. eine akute Rejektion. Bei Patient 8 wurde direkt vor
Rejektionsverdacht ein hoher Wert fiir spenderreaktive Zellen gemessen (70 IFNy-Spots). Wéhrend des
Messzeitraums lagen die Serumkreatininwerte iiber dem Normbereich. Die Nierenfunktion war ein Jahr

nach Transplantation jedoch iiberdurchschnittlich. ELISpot-Messwerte liegen nur zu beschrifteten
Zeitpunkten vor.

Patienten mit spenderreaktiven Zellen post-Tx

Bei sieben Patienten, die eine frithe akute Rejektion ihres Organs erlebten, konnte erst nach der
Transplantation ein Anstieg der spenderreaktiven, IFNy-produzierenden Zellen beobachtet
werden, bei fiinf von diesen auf Werte von > 40 IFNy-Spots. Der Verlauf drei dieser Patienten
ist in Abbildung 7 beispielhaft dargestellt. Diese drei Patienten wiesen wahrend der ersten drei
Monate post-Tx iiberwiegend stark erhohtes Serumkreatinin auf. Patient 10 und Patient 11

hatten direkt vor einer rejektionsbeweisenden Biopsie einen Anstieg der Anzahl der IFNy-
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Spots. Direkt vor der ersten akuten Rejektion fiir Patient 11 wurde kein ELISpot-Messwert
ermittelt. Bei Patient 9, bei dem zu dem Zeitpunkt, an dem die Zahl der IFNy-produzierenden
Zellen zumindest leicht anstieg, aus klinischen Griinden keine Biopsie moglich war, verbesserte
die explorative Gabe hochdosierter Kortikosteroide die Nierenfunktion, was auf eine
stattgehabte akute Rejektion hindeutet. Ein Jahr nach Transplantation war die Nierenfunktion
der drei Patienten jedoch hochst unterschiedlich zwischen 17,5 ml/min/1,73m” und 58,5
ml/min/1,73m?, wobei das Transplantat von Patient 11 zusitzlich einen toxischen
Tubulusepithelschaden aufwies. Alle drei Patienten hatten eine Kadaverspende erhalten und

wurden mit Basiliximab, Tacrolimus und Steroiden immunsuppressiv behandelt.

Bei 15 Patienten, bei denen zu einem oder mehreren Zeitpunkten nach Transplantation eine
hohe Anzahl von IFNy-produzierenden Zellen (> 40 IFNy-Spots) gemessen wurde, konnte
keine frithe akute Rejektion nachgewiesen werden. In Abbildung 8 wird der Verlauf der
Messwerte von vier dieser Patienten exemplarisch verdeutlicht. Trotz fehlenden Nachweises
schiadigender Einfliisse wie Toxizitdt von Immunsuppressiva, Hochdruckschiden, Harnstauung
oder Entziindungen des Transplantats waren die Kreatininwerte bei diesen vier Patienten
innerhalb der ersten drei Monate nach Transplantation iiberwiegend iiber den Normbereich
erhoht und die Nierenfunktion war ein Jahr post-Tx mit einer GFR von jeweils unter 44
ml/min/1,73m’ bei allen vier Patienten eingeschriinkt. Die Patienten hatten eine Kadaverspende

erhalten und wurden mit Basiliximab, Tacrolimus und Steroiden immunsuppressiv behandelt.

Patienten, die eine OKT3-Induktionstherapie erhielten

Zwei Patienten erhielten als immunsuppressive Therapie ein spezielles Induktionsschema.
Dabei wurde unter anderem OKT3 perioperativ als Bolus (bei Patient 16 auch am Tag 4 nach
Transplantation) gegeben. Ziel dieser Therapie ist eine Induktion von AICD ( activation
induced cell death) der Gedéichtniszellen. OKT3 bindet an das CD3-Molekiil von T-Zellen und
fiihrt zu ihrer Aktivierung und zur Sekretion von IFNy. Da diese IFNy-Sekretion
alloantigenunabhéngig ist, konnten die gemessenen Werte fiir den Zeitraum der Behandlung
mit OKT3 sowie einige Tage danach nicht in die Analyse miteinbezogen werden. Bei beiden
Patienten wurde zu einem spéteren Zeitpunkt nach Transplantation eine erhohte Anzahl von
IFNy-produzierenden Zellen nachgewiesen (Patient 16: Woche 8 und Woche 11; Patient 17:
Woche 4, Woche 8 und Monat 7 - letzteres nicht dargestellt). Trotzdem sank das
Serumkreatinin nach Transplantation dauerhaft auf Normwerte und keiner der beiden Patienten
erlitt eine frithe akute Rejektionsepisode. Beide hatten ein Jahr nach Transplantation eine gute

Nierenfunktion (GFR: 72,7 ml/min/1,73m* bzw. 109,17 ml/min/1,73m?) [Abbildung 9].
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Abbildung 7 Patienten mit spenderreaktiven, IFNy-produzierenden Zellen nach der
Nierentransplantation. Die dargestellten Patienten erlitten mindestens eine frithe akute Rejektion.
Teilweise konnte direkt nach dem Anstieg der Werte flir spenderreaktive, IFNy-produzierende Zellen die
Diagnose einer akuten Rejektion gestellt werden. Waihrend des Messzeitraums lagen die
Serumkreatininwerte iiber dem Normbereich. Die Nierenfunktion war ein Jahr nach Transplantation
teilweise stark eingeschrinkt. ELISpot-Messwerte liegen nur zu den beschrifteten Zeitpunkten vor.
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Abbildung 8 Patienten mit spenderreaktiven, IFNy-produzierenden Zellen nach Transplantation (2). Bei
den dargestellten Patienten wurde keine akute Rejektion diagnostiziert. Trotzdem lagen die
Serumkreatininwerte wéhrend des Messzeitraums iiber dem Normbereich und die Nierenfunktion war ein
Jahr post-Tx eingeschrinkt. ELISpot-Messwerte liegen nur zu den beschrifteten Zeitpunkten vor.
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Ein Jahr post-Tx: GFR: 109,1 ml/min/1,73m?; Kreatinin: 0,68 mg/dl.

Abbildung 9 Patienten mit OKT3-Induktionsschema. Obwohl bei den zwei Patienten einige Wochen
post-Tx erhohte Werte fiir spenderreaktive Zellen gemessen werden konnten, stiegen die
Serumkreatininwerte wahrend des Messzeitraums nie iiber den Normbereich und die Nierenfunktion war

ein Jahr post-Tx sehr gut. Unter OKT3-Therapie stiegen die Messwerte fehlerhaft an (griin). ELISpot-
Messwerte liegen nur zu den beschrifteten Zeitpunkten vor.
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Fiir die statistische Analyse aller Werte wurde die untersuchte Patientengruppe als Ganzes,

sowie die nach immunsuppressiven Therapieschemata unterschiedenen Subgruppen untersucht.

6.2 Spenderreaktive, IFNy-produzierende Zellen pra-Tx

Zusammenhang mit frithen akuten Rejektionen

Bei 42 der 52 an der Studie beteiligten Patienten konnte direkt vor Transplantation und vor
Beginn einer immunsuppressiven Therapie die Anzahl der spenderreaktiven, IFNy-
produzierenden Zellen in PBMZ im ELISpot-Assay bestimmt werden. Dabei liegen von zwei

der insgesamt 18 Patienten, die eine frithe akute Rejektion ihres Organs erlitten, keine pra-Tx-

Werte vor.

Patienten mit einer frilhen akuten Rejektion zeigten signifikant hohere Frequenzen IFNy-
produzierender Zellen als Patienten ohne nachgewiesene akute Rejektionsepisode (p = 0,047).
Wihrend jedoch eine Zellzahl von < 200/3*10° PBMZ keinen Vorhersagewert besaB, erlitten
alle fiinf Patienten mit Werten {iber 200 Spots eine frithe akute Rejektion [4bbildung 10].
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Abbildung 10 IFNy-produzierende, spenderreaktive Zellen vor Transplantation bei Patienten mit und
ohne Nachweis einer akuten Rejektion ihrer Spenderniere.

In Abschnitt 6.1 und Tabelle 3 werden Transplantatverlauf und transplantationsspezifische

Charakteristika dieser fiinf Patienten néher aufgefiihrt.
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Tabelle 3 Sensibilisierungsfaktoren und Transplantationsverlauf der Patienten mit iiber 200 IFNy-
produzierenden, spenderreaktiven Zellen/ 3*10° PBMZ vor Transplantation.

Pat.- | prd-Tx PRA (%) friih. frith. friih. i Dialyse-i HLA- : GFR 1 Jahr post-Tx
nr. Wert aRx akt/max Tx Grav. | Transf. | daver ; Mismatch (ml/min/1,73m?)
4 263 Wi 4/63 0 0 2 116 M 2 37,5
5 490 Wi 0/0 0 0 0 19,5M 3 10
6 996 Wi 0/44 1 1 2 95M 0 33,7
7 = 1000 Mé 0/0 0 0 0 31 M 2 63,5
8 = 1000 Wwé 0/0 1 0 0 36 M 6 58

Zusammenhang mit der Nierenfunktion

Weder innerhalb der Gruppe aller 42 Patienten noch in nach den verschiedenen
immunsuppressiven  Therapien unterteilten Subgruppen konnte ein signifikanter
Zusammenhang zwischen der Anzahl IFNy-produzierender Zellen vor der Transplantation und

der Nierenfunktion sechs Monate und ein Jahr nach der Transplantation gezeigt werden.

Zusammenhang mit Sensibilisierungsfaktoren

Patienten, bei denen vor Transplantation nie PRA (max.) nachgewiesen werden konnten,
wiesen generell statistisch signifikant weniger spenderreaktive, IFNy-produzierende Zellen vor
Transplantation auf als Patienten, bei denen vor Transplantation PRA gemessen werden
konnten (p = 0,026). Trotzdem konnten auch bei drei der 27 Patienten, bei denen vor
Transplantation nie PRA nachgewiesen werden konnten, hohe Zellfrequenzen iiber 200 Spots

und bei zwei weiteren iiber 100 Spots pra-Tx gemessen werden [Abbildung 11].
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Abbildung 11 IFNy-produzierende, spenderreaktive Zellen vor Transplantation bei Patienten mit und
ohne Nachweis praformierter Anti-HLA-Antikdrper (PRA).

Bei vier von finf Patienten mit iiber 200 Spots prd-Tx waren direkt vor der Transplantation
keine PRA (akt.) messbar und der flinfte Patient wies lediglich ein PRA-Niveau von 4 % auf.
Bei dem Patienten mit dem hochsten Wert fiir PRA direkt vor der Transplantation von tiber
80 % konnten nur sechs spenderreaktive, IFNy-produzierende Zellen auf 3*10° PBMZ mittels
ELISpot-Assay gemessen werden.

Weiterhin konnte kein signifikanter statistischer Zusammenhang zwischen spenderreaktiven,
IFNy-produzierenden Zellen vor der Transplantation gemessen im ELISpot-Assay und der
Anzahl vorhergehender Schwangerschaften, Bluttransfusionen, vorhergehender
Allotransplantationen, der Hdmodialysedauer in Monaten und dem HLA-Mismatch zwischen
Spender und Empfanger (schwankte z.B. bei Patienten mit pra-Tx-Werten von iiber 200 Spots
zwischen 0 und 6) gefunden werden. Auch gab es keine signifikanten Unterschiede der IFNy-
produzierenden Zellen vor Transplantation im Zusammenhang mit der Primérfunktion versus

verzogerte Transplantatfunktion und den CMV-Serologien der Spender und Empfénger.

Zusammenhang zwischen spenderreaktiven Zellen pri- und post-Tx

Die Zahl der vor Transplantation gemessenen spenderreaktiven, IFNy-produzierenden Zellen
zeigte eine signifikante Korrelation mit der nach Transplantation gemessenen Anzahl am Tag 1
post-Tx (r, = 0,465; p=0,005; n = 35), in Woche 3 (r; = 0,467; p = 0,019; n = 25) und dem
maximalen nach der Transplantation gemessenen Wert (r; = 0,542; p = 0,000; n = 42). Dabei

erreichten drei Patienten mit Werten iiber 200 Spots vor Transplantation auch die hochsten
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Werte am Tag 1 post-Tx, welche gleichzeitig auch die Maximalwerte nach Transplantation
darstellten. Unabhéngig von diesen drei Patienten korrelierten die Werte vor Transplantation
jedoch trotzdem mit dem hochsten gemessenen Wert nach Transplantation (r; = 0,454; p =

0,004; n = 39).

6.3 Spenderreaktive, IFNy-produzierende Zellen post-Tx

Zusammenhang mit der Nierenfunktion

Bei allen 52 in der Studie eingeschlossenen Patienten konnte zumindest einmal innerhalb von
drei Monaten nach Transplantation ein Wert filir spenderreaktive, IFNy-produzierende Zellen
gemessen werden und daher ein Maximalwert bestimmt werden. Die Mittelwerte aller, jedoch
mindestens drei Werte nach Transplantation innerhalb der ersten drei Monate, konnten fiir 41
Patienten errechnet werden. Zusétzlich wurde analysiert inwieweit bestimmte Zeitpunkte fiir
die Messung von spenderreaktiven, IFNy-produzierenden Zellen nach Transplantation
entscheidend sind. In die Untersuchung gingen somit sowohl die maximalen und mittleren
ELISpot-Werte als auch die einzelnen Wochenwerte sowie Mittelwerte zweier aufeinander

folgender Wochen ein.

Sowohl in der gesamten Kohorte als auch in den Untergruppen

(a) ohne Patienten, die mit FTY720 oder OKT3-Induktionsschema behandelt wurden (n = 43)
(b) nur mit Tacrolimus behandelte Patienten (n = 35)

korrelierten der maximale und der mittlere ELISpot-Wert nach Transplantation signifikant

negativ mit der GFR nach einem Jahr post-Tx.

Interessanterweise zeigten die durchschnittlichen spenderreaktiven Zellfrequenzen aller
untersuchten Patienten der Woche 1 und 2 und der Woche 2 und 3 post-Tx eine signifikant
positive Korrelation mit dem Serumkreatinin nach sechs Monaten und einem Jahr post-Tx und
eine signifikant negative Korrelation mit der GFR nach sechs Monaten und einem Jahr post-Tx.

Tabelle 4 fasst diese Ergebnisse fiir die gesamte Patientengruppe zusammen:
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Tabelle 4 Korrelationen zwischen der Anzahl spenderreaktiver, IFNy-produzierender Zellen und der
Nierenfunktion sechs Monate bzw. ein Jahr post-Tx innerhalb der gesamten untersuchten
Patientengruppe,l: n=51;2:n=48;3:n=40;4:n=39; 5: n=41; 6: n=42

max. ELISpot-Wert| mittl. ELISpot-Wert| Mittelwert post-Tx | Mittelwert post-Tx
post-Tx post-Tx Woche 1 und 2 Woche 2 und 3
Serumkreatinin r=0,163 r=0248 , r=0384 r=0325
6 Monate post-Tx p=0,252 p=0,123 p=0,012 p=10,038
GFR r=-0,216 . r=-0,323 s r=-0,310 . r=-0,350 s
6 Monate post-Tx p=0,127 p =0,042 p = 0,046 p =0,025
SerumKreatinin r=0,402 r=0,311 r=0,453 r=0,349
1 Jahr post-Tx p=0005 ’ p=0054 * p=0,004 * p=0029 *
GFR r=-0,432 ) r=-0,414 . r=-0,447 . r=-0,390 .
1 Jahr post-Tx p = 0,002 p =0,009 p = 0,004 p=0,014

Ein dhnlicher Zusammenhang fand sich auch allein zwischen den ELISpot-Werten der Woche 2
und der Nierenfunktion nach Transplantation. Er war allerdings nicht so deutlich ausgeprigt
und fiir die GFR nach sechs Monaten auch nicht signifikant (GFR nach einem Jahr post-Tx:
rs = 0,36; p = 0,036; n = 34). Die ELISpot-Werte der Woche 1 korrelierten nur mit der GFR ein
Jahr nach Transplantation (r; = 0,396; p = 0,045; n = 26).

Um die Zusammenhénge grafisch zu verdeutlichen, wurde fiir die maximalen, die mittleren und
die durchschnittlichen ELISpot-Werte der Wochen 2 und 3 ein Cut-Off gewahlt, der bei 40, 5
bzw. 10 Spots liegt. Die Gruppen der Patienten, deren Werte fiir spenderreaktive Zellen iiber
bzw. unterhalb dieses Cut-Offs liegen, unterscheiden sich im Median ihrer GFR ein Jahr nach

Transplantation [4bbildung 12]:
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Abbildung 12 Nierenfunktion ein Jahr post-Tx bei Patienten mit Werten spenderreaktiver Zellen post-
Tx iiber bzw. unter einem experimentell ermittelten Cut-Off. Die Gruppen unterscheiden sich in ihrem
Median ( schwarzer Balken) teilweise signifikant.

Uberraschenderweise fielen allerdings drei Patienten auf, die bei hohen maximalen
Zellfrequenzen nach Transplantation eine gute Nierenfunktion und keine Rejektionsepisode
aufwiesen. Patient 18 der Tacrolimusgruppe erreichte in Woche 3 einen Spitzenwert von iiber
300 Spots (Serumkreatinin ein Jahr post-Tx: 1 mg/dl; GFR ein Jahr post-Tx: 69,1

ml/min/1,73m?).

Auffallend war, dass dieser Patient in der Zeit vor der Transplantation 20 Bluttransfusionen

erhalten hatte. Bei den Patienten 16 und 17, die mit dem OKT3-Induktionsschema behandelt
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wurden, waren zu viel spéteren Zeitpunkten {iber 100 Spots (Woche 11) bzw. iiber 200 Spots

(Monat 7) nachweisbar (Serumkreatinin und GFR ein Jahr post-Tx siche Abschnitt 6.1).

Zusammenhang mit frithen akuten Rejektionen

Da akute Rejektionen einen Risikofaktor fiir die Langzeitfunktion der Transplantatniere
darstellen, sollte im folgenden gepriift werden, inwieweit auch subklinische Prozesse erfasst

werden.

Auch bei der Analyse der Patientengruppe, in der keine klinisch detektierbaren akuten
Rejektionen auftraten, korrelierten der maximale und der mittlere Wert spenderreaktiver Zellen
nach Transplantation signifikant negativ mit der GFR nach einem Jahr post-Tx, auch in den

Untergruppen (a) und (b).

Der Zusammenhang zwischen der durchschnittlichen Anzahl spenderreaktiver, IFNy-
produzierender Zellen in Woche 2 und 3 post-Tx und der Nierenfunktion sechs Monate und ein
Jahr post-Tx wurde bei Patienten ohne nachgewiesene Rejektion sogar noch deutlicher. Dies

gilt auch fiir die untersuchten Untergruppen (a) und (b).

Tabelle 5 gibt einen Uberblick iiber die Korrelationen von spenderreaktiven Zellen und der

Nierenfunktion nach Transplantation bei Patienten ohne frithe akute Rejektionsepisode:

Tabelle 5 Korrelationen zwischen der Anzahl spenderreaktiver, IFNy-produzierender Zellen und der
Nierenfunktion sechs Monate bzw. ein Jahr post-Tx innerhalb der Patientengruppe ohne frithe akute
Rejektionen, 1: n=33;2:n=32;3:n=27;4:n=26;5:n=29; 6:n=28; 7: n=30

max. ELISpot-Wert | mittl. ELISpot-Wert | Mittelwert post-Tx | Mittelwert post-Tx
post-Tx post-Tx Woche 1 und 2 Woche 2 und 3
SerumKkreatinin r= 0,185 1 r= 0,271 3 r= 0,339 7 r= 0,544 5
6 Monate post-Tx p = 0,303 p=0,171 p = 0,067 p = 0,002
GFR r=-0,139 . r=-0,275 3 r=-0,197 ; r =-0,545 s
6 Monate post-Tx p=10,441 p=0,164 p = 0,297 p = 0,002
SerumKkreatinin r=0,405 r=10,338 r=10,403 r=0,511
1 Jahr post-Tx p=0021 ° p=0,091 * p=0,030 ° p=0,005 °
GFR r=-0,434 5 r=-0,362 . r=-0,415 s r=-0,636 .
1 Jahr post-Tx p=0,027 p=0,042 p=0,025 p = 0,000
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