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Abstract

Der Hirntod des Spenders und die konsekutive generalisierte massive IL-6 Produktion und
Sezernierung beeinflussen mafBigeblich die Immunogenitit des Spenderorgans, verstirken den
Ischdmie-/Reperfusionsschaden und fiihren in der Folge vermehrt zu akuten AbstoBungen, einer
reduzierten initialen Transplantatfunktion und einer beeintrichtigten Langzeitfunktion des
Transplantats. In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer einmaligen Vorbehandlung des hirntoten
Spenders (BD) mit einem monoklonalen anti-IL-6-Rezeptor Antikorper (IL-6R mAb) auf die
frithe und spédte Immunantwort des Empfangers und den Ischdmie/Reperfusionsschaden nach
Nierentransplantation (NTx) in einem Rattenmodell untersucht. Es wurden Nieren hirntoter (BD)
und lebender (LD) F-344-Spenderratten in Lewis-Empfangerratten transplantiert. Der Hirntod
wurde im Spender 6 Stunden (h) vor der Organentnahme und Transplantation induziert. BD und
LD Spenderratten wurden 1 h nach Hirntodinduktion mit anti-IL-6R/CD126 mAb behandelt.
Empfinger von Transplantaten unbehandelter Spender dienten als Kontrollen. Um den Effekt
einer Spendervorbehandlung zu iiberpriifen, wurden zu den Zeitpunkten 18 h, 7 Tage und 5
Monate nach Transplantation Genexpressionsanalysen (RT-TagMan-PCR) spezifischer
Entziindungsmarker (IL-6, IL-10, IL-4, TNFa, IFNy, IP-10, CCL19/-20) , histologische und
immunhistologische Farbungen (ED1+, MHCII+, CD4+, CD8+) sowie durchflusszytometrische
(T-Zellen, Antigen-prisentierende Zellen (APZ), NK-, NKT-Zellen) und ELISA-
Untersuchungen (IL-6, TNFa, IFNy) durchgefiihrt . Die Langzeittransplantatfunktion wurde
zusitzlich durch serielle Messungen der Urin-Proteinkonzentration (Proteinurie) und der

Kreatinin-Clearance bewertet.

Es zeigte sich, dass durch die Vorbehandlung hirntoter Spender mit einem mAb gegen den IL-6-
Rezeptor die Schadigung von Nierentransplantaten in der frithen Phase nach Transplantation
deutlich minimiert werden kann. Die Genexpression pro- bzw. anti-inflammatorischer Zytokine
(IL-6, TNFa, INFy, IL-4, IL-10) und Chemokine (CCL-19, -21) wurde durch die Vorbehandlung
reduziert. Weiterhin zeigte sich unter Vorbehandlung eine geringere Infiltration spezifischer
Entziindungszellen (ED1+, CD8+ T-Zellen, APZs, DCs, NK-T-Zellen) in das Allograft sowie
signifikant geringere histomorphologische Schiddigungen im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Zusiétzliche  Analysen ergaben eine  Reduktion transplantatinfiltrierender  Zellen

(durchflusszytometrische Untersuchungen von Transplantatgewebeproben) sowie geringere



Serumproteinkonzentrationen der Zytokine IL-6, TNFa, und IFNy (ELISA) in der Gruppe
vorbehandelter Hirntodspender im Vergleich zur Kontrolle (unverdffentliche Daten der
Arbeitsgruppe).

Im Unterschied zur frilhen Phase nach Transplantation scheint eine einmalige
Spendervorbehandlung die Ausbildung einer Chronischen Allograft Nephropathie nicht
ausreichend unterdriicken zu konnen. Zwar zeigte sich unter Spendervorbehandlung nach 5
Monaten eine geringere Genexpression verschiedener Zyto- und Chemokine (IL-6, IFNy, TNFa,
IL-10, IP-10, und CCL19/-21) und immunhistologisch eine geringere Allograftinfiltration
(MHCII+, ED1+, und CD8+ Zellen), jedoch keine suffiziente Reduktion immunkompetenter
Zellen (NKT, NK-, CD4+ Zellen, APZs).

Durch eine Vorbehandlung des hirntoten Spenders mit einem anti-IL-6R mAb kann zum einen
die inflammatorische Immunantwort in der frilhen Phase nach Transplantation im Empfénger
deutlich reduziert, zum anderen der pathophysiologische Einfluss des Ischidmie-/
Reperfusionsschadens erheblich gemindert werden. Empfinger von Lebendspenden scheinen
dagegen nicht von einer Spendervorbehandlung zu profitieren. Eine einmalige Therapie des
Spenders scheint nicht ausreichend fiir die Verbesserung der Transplantat-Langzeitfunktion zu

sein.
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Abstract:

Brain death (BD) of the donor and the subsequent up-regulation of IL-6 production and secretion
significantly influence graft immunogenicity and ischemia/reperfusion injury, thus, leading to a
considerable impairment of initial and long-term graft function.

In a rat kidney transplant model we evaluated the efficacy of a single pretreatment of brain dead
donor rats with an anti-IL-6 receptor (IL-6R/CD126) monoclonal antibody (mAb) to decrease
the inflammatory immune response and the associated ischemia/reperfusion injury (IRI) after
kidney transplantation (NTx). Kidneys of BD and living (LD) F-344 donor rats were
transplanted into Lewis recipient. BD was induced in the donor 6 hours (h) before organ
recovery and transplantation. Both BD and LD donor rats were treated with anti-IL-6R mAb 1 h
after BD induction. Recipients of grafts from untreated donors served as controls. To assess the
effect of donor pretreatment was evaluated by gene expression analyses of inflammatory markers
(IL-6, IL-10, IL-4, TNFa, IFNg, IP-10, CCL19/-20; RT-TagMan PCR), by histological and
immunohistochemical staining (ED1+, MHCII+, CD4+ , CD8+ cells) and flow cytometry (T-
cells, antigen presenting cells (APC), NK, NKT cells) and ELISA protein analyses (IL-6, TNFa,
IFNg). The long-term graft function was evaluated by serial measurement of urinary protein
secretion (proteinuria) and creatinine clearance.

Pretreatment of BD donors by anti-IL-6 receptor mAb minimized BD associated graft injury
compared to the control group. Gene expression of specific cytokines (IL-6, TNF, IFNy, IL-4,
IL-10) and chemokines (CCL-19, -21) was reduced. Furthermore, the number of graft infiltrating
cells (ED1+, CD8+ cells, APCs, DCs, NK-T cells) was significantly lower, and fewer
histomorphological lesions were observed in recipients of pretreated organs, compared to the
control group. Flow cytometry analysis of PBMCs revealed reduced numbers of APCs.
Moreover, lower protein concentrations of IL-6, TNF, IFNy; ELISA) were detected recipients of

pretreated donor organs.

While a single donor pretreatment with anti IL-6R mAbis able to reduce the early inflammatory

immune response, chronic allograft nephropathy cannot be sufficiently prevented.

In summary donor treatment with anti-IL-6R mAb markedly reduced the inflammatory immune

response in the early phase after transplantation of grafts from BD donors, while recipients of



LD grafts do not seem to benefit. Furthermore, it can be assumed that the pathophysiological
effects of IRI could be significantly reduced by pretreatment. A single treatment of the donor

does not seem to be sufficient for the improvement of long-term graft function.
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1 EINLEITUNG

1.1 Organtransplantation

1.1.1 Geschichte der Nierentransplantation

Die Transplantationsmedizin begriindete sich urspriinglich aus der plastischen Chirurgie mit dem
Ziel des Behebens von Behinderungen und Missbildungen sowie der Deckung &uBerlicher
Verletzungen. Erst gegen Ende des 19. Jahrhunderts versuchten einige Pioniere, durch
Organtransplantationen Krankheiten zu therapieren. So verpflanzte der Berner Chirurg Theodor
Kocher 1883 einem Patienten, dem zuvor die Schilddriise entfernt wurde, Schilddriisengewebe
unter die Haut, um so seinen Mangel an Schilddriisenhormonen zu kompensieren. || |

Die erste erfolgreiche Nierentransplantation an einem Hund wurde durch den Wiener Chirurgen
Emerich Ullmann 1902 beschrieben. [2] Bei dieser Autotransplantation verpflanzte er die Niere
in den Nacken des Hundes, wéihrend der Harnleiter durch die Haut nach auBlen geleitet wurde,
um die Harnproduktion zu dokumentieren. Alexis Carell, dem Begriinder der modernen
Gefédfichirurgie, gelang es wenige Jahre spiter, die Anastomosetechnik entscheidend zu
verfeinern und so auch neue MaBstibe in der Transplantationschirurgie zu setzen. Fiir seine
Leistungen in der Chirurgie erhielt er 1912 den Nobelpreis. [3] Mit der Entdeckung der
erworbenen Immuntoleranz durch den britischen Zoologen Peter Medawar konnte 1943 gezeigt
werden, dass die TransplantatabstoBung die Folge einer aktiven Immunisierung des Empfingers
durch sein Transplant ist. [4] 1958 wurde dieses Bild durch die Entdeckung des HLA-Systems
(Human Leukozyten-Antigen) durch den Immunologen Jean Dausset vervollstindigt. Als Grund
fiir die Gewebeunvertraglichkeit machte er bestimmte Oberflichenantigene auf den Leukozyten
verantwortlich. [ 5] Beide erhielten Jahre spéter den Nobelpreis.

1954 gelang dem Team um Dr. Joseph Murray, Hartwell Harrison und John Merill die erste
erfolgreiche Nierentransplantation in Boston {iberhaupt. Bei dieser Isotransplantation transplan-
tierten sie eine Niere zwischen den eineiigen Zwillingen Robert und Ronald Herrick. Nach
heutiger Kenntnis ist die Organtransplantation bei monozygoten Zwillingen die einzige
Konstellation, in der es zu keiner AbstoBungsreaktion aufgrund der korpereigenen Abwehr
kommt. Erst 9 Jahre spiter verstarb der Empfanger Richard am Rezidiv seiner Grunderkrankung.
Mit dem Einzug der Dialyse als Nierenersatztherapie in die Klinik stieg in den 50er Jahren die
Zahl terminal niereninsuffizienter Patienten und damit das Klientel potenzieller Empfanger
rasant an. Im gleichen Zeitraum wurden die immunsuppressiven Eigenschaften des

Zytostatikums



6-Mercaptourin beobachtet und 1962 erstmals sein Derivat, Azathioprin, in einer Langzeitstudie
in Boston eingesetzt. In dieser Studie gelang es Murray, das Uberleben eines allonieren-
transplantierten Patienten zu erreichen. [6-8| Fiir seine herausragenden Verdienste auf dem
Gebiet der Transplantationsmedizin wurde Murray 1990 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. | 7]
Die erste erfolgreiche Nierentransplantation in Deutschland erfolgte 1964 durch Borsig und
Nagel in Berlin. [9]

Bis Ende der 70er-Jahre wurde Azathioprin prophylaktisch als Immunsuppressivum nach
Allotransplantationen eingesetzt, wodurch die 1-Jahres-Funktionsrate der Transplantate auf 60 %
anstieg. In der Kombination mit niedrig dosierten Corticosteroiden erhdhte sich zwar das 1-
Jahresiliberleben nierentransplantierter Patienten auf 90 %, die 1-Jahres-Funktionsrate der
Transplantate stagnierte aber bei 60 %. Mit der Einfilhrung des Calcineurininhibitors
Cyclosporin (CyA) Anfang der 80er-Jahre konnte schlieflich eine 1-Jahres-Funktionsrate von
iiber 80 % erreicht werden. [10, 11] Calcineurininhibitoren (CNI), wie Cyclosporin, Tacrolimus
(FK 506) und Sirolimus, sind allerdings nephrotoxisch und zeigen ein vermehrtes Auftreten
opportunistischer Infektionen und anderer Folgeschidden. [12] In der ELIE-SYMPHONIE-
STUDIE konnte gezeigt werden, dass CNIs moglichst niedrig dosiert zu Gunsten eines langeren
Transplantatiiberleben eingesetzt werden sollten. [13] Neben den CNIs werden heute neue
Wirkstoftklassen, wie z. B. Zytostatika (Mofetil), Biologicals (Belatacept) oder monoklonale
Anitkorper, zur AbstoBungsprophylaxe eingesetzt. Belatacept stellt eine ernstzunehmende
Alternative zu den klassischen CNI, da es im Vergleich zu CNI eine bessere glomeruldre

Filtrationsrate (GFR) respektive Nierenfunktion zeigt. [14, 15]

1.1.2 Das deutsche Transplantationsgesetz

Am 01. Dezember 1997 trat das deutsche Transplantationsgesetz (TPG) in Kraft. Seitdem ist
nach jahrzehntelangen Verhandlungen die Organtransplantation in Deutschland rechtlich
geregelt. [16] Zuvor hatten Organtransplantationen in einer organisatorischen sowie rechtlichen
und ethischen Grauzone stattgefunden. [17] Neben den Rechten und Pflichten aller beteiligten
Institutionen sind in diesem Gesetz die Spende, Entnahme, Vermittlung und Ubertragung von
Organen, die nach dem Tode oder zu Lebzeiten gespendet werden, festgeschrieben. Aullerdem
verbietet es den Organhandel, stellt diesen unter Strafe und beschrinkt die Verpflanzung von
Organen auf bestimmte Transplantationszentren. Weiterhin ist die Feststellung des Hirntodes als
Zeichen des Todes geméB den Richtlinien der Bundesdrztekammer zu einer unerldsslichen

Voraussetzung fiir eine Organspende gesetzlich festgeschrieben.



Die sog. ,.,erweiterte Zustimmungslosung® ist die Grundlage des Transplantationsgesetzes. Dabei
hat der Wille des Verstorbenen zu Lebzeiten Vorrang. Ist dieser nicht dokumentiert oder
bekannt, entscheiden die nidchsten Angehorigen auf der Grundlage des mutmaBlichen Willens
des Verstorbenen iiber die Spende der Organe. Seit dem 27. Juni 2000 ist die Deutsche Stiftung
Organtransplantation (DSO) als bundesweite Koordinierungsstelle fiir die Durchfiihrung und
Vorbereitung der Organspende verantwortlich. Die Organvermittlung wird durch die
gemeinniitzige Stiftung Eurotransplant in den Niederlande organisiert, zu deren Einzugsgebiet

rund 120 Millionen Menschen zéhlen. [ 18]

1.2 Aktuelle Epidemiologie

Durch stindige Weiterentwicklungen der OP-Techniken, Organkonservierungen und der
immunsuppressiven Therapie ist die Nierentransplantation (NTx) Therapie der Wahl des
terminalen Nierenversagens. Ursache dafiir sind die primér-insulinabhéngige Diabetes mellitus
mit Nierenkomplikation und die polyzystische Niere. Uber 11.000 Dialysepatienten warten
durchschnittlich 6-7 Jahre im Eurotransplantraum auf eine Nierentransplantation. Thre Zahl ist
damit mehr als doppelt so hoch wie die der pro Jahr iibertragenen Organe. 2013 wurden im
Eurotransplantraum 4.601 Nierentransplantationen durchgefiihrt und mit einem Riickgang von
5.2 % gegeniiber dem Vorjahr ein neuer Tiefstwert seit 2008 erreicht. Dieser Riickgang ist
iiberwiegend auf die geringe Spenderbereitschaft der deutschen Bevdlkerung zuriickzufiihren,
welche als Folge der Transplantationsskandale der Organallokation sowie der Transplantation im
Allgemeinen mit einer grofen Verunsicherung gegeniibersteht. Gleichzeitig hat vor dem
Hintergrund einer verbesserten Uberlebenswahrscheinlichkeit von Dialysepatienten im selben
Zeitraum die Zahl der jihrlichen Neuanmeldung fiir eine Nierentransplantation im
Eurotransplantraum mit 6.068 einen neuen Rekordwert erreicht. [ 19, 20| Wéhrend dieser Bedarf
noch in den letzten Jahren durch die tatséchlich realisierten Transplantationen anndhernd
kompensiert werden konnte und so die Warteliste seit 2008 zumindest nicht anwuchs, warteten
2013 iiber 11.000 Patienten auf eine Spenderniere. (Abb. 1) Dies entspricht einem Anstieg von
5.7 % im Vergleich zu 2012 und ist vor allem der Verunsicherung der Deutschen Bevolkerung
gegeniiber der Organspende als Nachwirkung der Transplantationsskandale geschuldet.

Die stetige Steigerung moglicher Spendernieren, welche fiir eine Transplantation in Frage
kamen, war u. a. nur durch die Erweiterung der Spenderkriterien bzw. durch die Akzeptanz sog.

,marginaler Organe* moglich, welche gegeniiber optimalen Spenderorganen eine grofere



Anfilligkeit gegeniiber transplantationsassoziierten Schéidigungsmechanismen besitzen und
damit eine geringere Transplantatiiberlebensdauer zeigen. Als Konsequenz werden immer neue
Strategien zur Verbesserung der Organqualitit marginaler Organe entwickelt. Durch optimierte
Operationstechniken wird versucht, die Schidden durch Ischdmie und Reperfusion zu minimieren
oder negative Einfliisse des Hirntodes durch Vorbehandlung hirntoter Spender, wie z. B. durch
Abfangen pro-inflammatorischer Mediatoren, wie Interleukin-6 (IL-6), Tumor Necrosis Factor a

(TNFa) oder Interferon-y (IFNy), zu vermindern.
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Abb. 1 Jdhrlich erfolgte Nierentransplantationen, unterteilt in postmortale Spende, Lebend- und
Hirntodspende sowie jéhrlich neu registrierte Patienten und Gesamtheit aller Patienten, welche

auf eine NTx warten; 2008-2013. [18, 21]

1.3 Grundziige der AbstoBungsreaktion
1.3.1 Die Alloreaktion

Bei dieser Immunantwort reagiert der Organismus des Empfangers auf das ,,fremde* Organ des
Spenders - auf das sog. Allotransplantat (allogen = genetisch nicht-identische Spender gleicher
Spezies). Proteine werden stidndig durch Protesomen im Cytosol abgebaut. AnschlieBend werden

ihre Peptide iiber MHC-I-Molekiile (MHC-I-Mo) an der Zelloberfliche anderen Zellen



prasentiert, um zwischen korperfremd und korpereigen zu unterscheiden. In der
Organtransplantation 16sen korperfremde MHC-I- und MHC-II-Molekiile eine Immunantwort
aus. Diese antigen-abhingige Immunreaktion des Empfangers auf sein Allotransplantat hiangt
dabei entscheidend von der MHC-Kompatibilitdt zwischen Spender und Empfénger ab. [22]

Im Falle der Organtransplantation werden 3 Mechanismen, welche eine Alloreaktion ausldsen
konnen, unterschieden: Bei der sog. “direct allorecognition wandern Antigenprisentierende
Zellen (APZ), vor allem interstitielle dendritische Zellen des Donors, welche allogene MHC-I-
Mo tragen, aus dem Transplantat {iber die Lymphfliissigkeit in die sekundéren Lymphorgane wie
Milz und Lymphknoten. Dort werden zirkulierende naive CD8+ T-Zellen, die fiir Antigene des
Allotransplantates spezifisch sind, aktiviert. Die “direct allorecognition® wird fiir die akute
AbstoBung verantwortlich gemacht, da die Donorzellen die Féhigkeit besitzen, auf ,,direktem
Weg* alloreaktive T-Effektorzellen zu aktivieren und hierdurch initial die Organdestruktion
induzieren.

Ein zweiter Mechanismus der T-Zellaktivierung, erfolgt iber den MHC-II-Rezeptor von APZ
des Empfingers. Hierbei werden allogene Proteine durch APZ des Empfiangers erkannt, durch
Endozytose aufgenommen und schlieBlich tiber Empfinger-eigene MHC-II-Mo als Allopeptide
an CD4+ T-Zellen in den sekundidren Lymphorganen prasentiert. [23]| Diese ,,indirect
allorecognition®, durch Lechler und Batchelor erstmals beschrieben, entspricht der
physiologischen Prédsentation extrazellulirer Antigene. [24, 25] Im sog. ,semidirect
allorecognition pathway*“ werden schlieBlich APZ des Empfingers durch direkte
Zellinteraktion/Kontakt mit APZ des Spenders aktiviert: Hierbei nehmen APZ des Empfiangers
spenderspezifische MHC Komplexe auf und konnen dadurch CD8+T- als auch CD4+ T-Zellen
aktivieren.

Fiir die NierenabstoBung sind alle drei Wege der Antigenprédsentation relevant. Da mit der Zeit
die Population empfingerspezifischer APZs im Transplantat abnimmt, beeinflusst vermutlich der
indirekte Weg tiber die Aktivierung von Makrophagen und konsekutiver Destruktion des
Transplantates stirker das langfristige Uberleben des Transplantates und damit die chronische
AbstoBung als der direkte. Dieser ist demnach hauptsdchlich verantwortlich fiir spéte

Abstoflungen im Rahmen einer Chronischen Allograft Nephropathie (CAN). [25-28]



1.3.2  T-Zellaktivierung
Dendritische Zellen (DCs) sind im Vergleich zu Monozyten/Makrophagen und B- bzw.

Gedidchtniszellen, die potentesten APZs, da sie ubiquitir in Geweben zirkulieren sowie
antigenspezifische bzw. alloreaktive T-Zellen direkt stimulieren und hierdurch die
TransplantatabstoBung initiieren. Diese wird durch den operativen Eingriff, welcher auf die
Antigenpréisentation stimulierend wirkt, zusétzlich gefordert. [29, 30] Nach der Aktivierung
differenzieren sich CD4+ naive T-Zellen zu CD4+ Tyj-Zellen oder CD4+ Typ-Zellen. CD4+
Tui-Zellen sezernieren TNFa, IL-2 sowie IFNy und aktivieren dadurch Natiirliche Killerzellen
(NK) und Makrophagen.

Die Ausschiittung des Zytokins IFNy steigert die Expression der MHC-Mo, wodurch u. a. die
Wahrscheinlichkeit fiir MHC-I beladene Zellen des Allograft, durch zytotoxische CD8+ T-
Zellen erkannt und zerstort zu werden, zunimmt. Neben der zellvermittelten- wird tiber CD4+
Tup-Zellen die humorale Immunantwort induziert. Typ-Zellen stimulieren tber sezernierte
Interleukine, wie IL-4, -IL-5 und IL-6, B-Zellen zur Antikorproduktion. CD8+ T-Zellen
differenzieren nach Kontakt mit MHC tragenden APZs zu zytotoxischen CD8+ T-Zellen, welche
iiber bestimmte Zytokine, Gramenzyme sowie Perforine oder {iber den FAS-Liganden Apoptose
induzieren und so das Transplantat schidigen. Erhohte Konzentrationen von TNFa, IFNy, IL-2,

IL-4 und IL-6 werden in Nierenbiospien bei akuten AbstoBungen nachgewiesen. [25, 31]

1.3.3 Abstoflung

1.3.3.1 Hyperakute Abstoflung

Die hyperakute AbstoBung tritt bereits wéhrend der Transplantation auf und beruht auf
praformierten Antikdrpern gegen HLA-Antigene. Diese bilden sich durch vorangegangene
Sensibilisierungen, wie z. B. nach Transfusionen oder Schwangerschaften. Binden diese
Antikorper am Endothel, folgen zytotoxische Reaktionen und Komplementaktivierungen, welche
zu Zellnekrosen und Mikrothromben fiihren. Dies fiihrt zur Zerstérung des Transplantates. Ein
vor Transplantation durchgefiihrtes ,,Cross match® zwischen zirkulierenden Antikdrpern des

Empfingers mit Spenderlymphozyten schlie3t in der Regel eine hyperakute Reaktion aus. [32]

1.3.3.2  Akzelerierte Abstolung
Diese Form der AbstoBung wird innerhalb der ersten Tage post transplantationem (p. t.)

beobachtet und begriindet sich in prisensibilisierten zytotoxischen T-Zellen (Tzyt). Meist tritt sie



nach Zweit- oder Dritt-Transplantationen auf. Sie ist hdufig therapierefraktdr und fiihrt zum

Transplantatverlust. [32]

1.3.3.3 Akute AbstoBung

Diese tritt gewohnlich ca. 7-10 Tagen p. t. auf und ist die héufigste Form der AbstoBung nach
allogener Nierentransplantation. Sie umfasst die zelluldre und humorale AbstoBungsreaktion und
wird nach Biopsie iiber die Banff-Klassifikation graduiert. Durch die tiberwiegend CD4+/CD8+
T-Zell vermittelte zellulire AbstoBung kommt es durch Infiltration von Monozyten, Plasma-
zellen und Lymphozyten zur Destruktion des Transplantates. Bei der Antikorper-abhéngigen
humoralen Reaktion fiihrt die Ablagerung von Antikdrpern am GefdaBBendothel zur Aktivierung
des Komplement- und Gerinnungssystems. Klinisch zeigt sich dadurch das Bild einer Vaskulitis.

[32]

1.3.3.4 Chronische Abstoflung

Fir die Chronische AbstoBung ist typisch, dass sie sich in Form einer chronischen
Transplantatnephropathie (CAN) langsam progredient entwickelt und mit einer funktionellen
Organverschlechterung einhergeht. Uber Monate bis Jahre kommt es zur Atrophie und zum
Funktionsverlust des Allotransplantats. Dabei verursacht die chronische Entziindung
morphologische Verdnderungen in der Niere: Auf die chronische Reizung des GefdBendothels
folgt eine iiberschieBende Proliferation der glatten Muskulatur in den GefiBBwadnden mit
konsekutiver Intimafibrose und —hyalinose. Nachfolgend wird das Nierenparenchym durch
Stenosierung der Kapillaren empfindlich geschéddigt, wodurch es zur Abnahme des renalen
Plasmaflusses und der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) kommt. Klinisch zeigen sich steigende
Nierenretentionswerte sowie Proteinurie, was schlieBlich zum Funktionsverlust der Niere fiihrt.

[32-34]

1.4 Hirntod
1.4.1 Definition

Der Hirntod wird im TPG als Zustand der irreversibel erloschenen Gesamtfunktion des
GroBhirns, des Kleinhirns und des Hirnstamms definiert. [35] Durch diese Definition ist die

Transplantation von Organen von Leichenspendern, die noch eine Herzaktion aufweisen,
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gesetzlich abgesichert. Eine Uberarbeitung der herkdmmlichen Definition des Todes, wurde mit
dem Einzug der kiinstlichen Beatmung in die Klinik Ende der 50er-Jahre und der daraus
resultierenden Moglichkeit, Atem- sowie Herzaktion aufrechtzuerhalten, ndtig; bis dato war der
Hirntod erst mit Eintritt des Herzkreislaufstillstandes festgeschrieben. In der Folge definierte
1968 das Ad Hoc Comittee der Havard Medical School erstmals die bis heute giiltige bestehende
Symptomtrias des Hirntodes aus: Apnoe, Verlust der Hirnstammreflexe und irreversibles Koma.

[35-37]

1.4.2 Diagnose

Der Hirntod ldsst sich durch verschiedene vorgeschriebene Untersuchungen zweifelsfrei fest-

stellen. Die Hirntod-Diagnostik wird gemiB TPG nur durch Arzte vorgenommen, die weder an

der Entnahme noch an der Organtransplantation beteiligt sind. Auflerdem miissen die Unter-

suchungen von zwei Arzten unabhiingig voneinander durchgefiihrt und dokumentiert werden. [9]

Die Sicherheit der Diagnose basiert auf einem dreistufigen Untersuchungsschema sowie

speziellen Anforderungen an die Qualifikation, Neutralitiit und Zahl der untersuchenden Arzte:

1. Voraussetzung fiir Diagnosestellung

1.1 Vorliegen einer akuten schweren priméren oder sekundiren Hirnverletzung

1.2 Ausschluss von Intoxikation, dimpfender Wirkung von Medikamenten, neuromuskulérer
Blockade, primirer Unterkiihlung, Kreislaufschock, Koma bei endokriner, metabolischer
oder entziindlicher Erkrankung als mogliche Ursache oder Mitursache des Ausfalls der
Hirnfunktion im Untersuchungszeitraum

2. Klinische Symptome des Ausfalls der Hirnfunktion

2.1 irreversible Bewusstlosigkeit (Koma)

2.2 Ausfall der Spontanatmung (Apnoe),

2.3 Verlust der Hirnstammreflexe (ausbleibende Schmerzreaktion im Trigeminusbereich,
Fehlen des Okulozephal-, Korneal-, Pharyngeal-, Trachealreflexes sowie Lichtstarre
beider Pupillen bei Ausschluss von Mydriatikum-Applikation)

3. Irreversibilititsnachweis des Hirnausfalles

3.1  Die Irreversibilitit des vollstindigen Gehirnausfalls und damit der Hirntod sind
bewiesen, wenn die klinischen Ausfallsymptome (siehe 2) in der Beobachtungszeit von
12 bis 72 Stunden (je nach Ursache der Hirnschddigung) wiederholt tibereinstimmen. Bei

Kindern
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< 2 Jahren ist wegen der Unreife des Gehirns ein kombiniertes Vorgehen aus klinischen
und apparativen Untersuchungen verpflichtend.
3.2  Beweisende apparative Diagnostik kann alternativ die Irreversibilitidt nachweisen:
- Null-Linien-EEG kann den Hirntod ohne weitere Beobachtungszeit sofort beweisen
- erloschene Evozierte Potenziale sind nur als Nachweis bei supratentorieller oder
sek. Hirnschddigung verwertbar
- zerebrale Perfusionsszintigrafie oder Dopplerszintigrafie zum Nachweis des

Zirkulationsstillstandes bei ausreichendem Systemblutdruck sind zuldssig. [35, 37]

1.4.3 Auswirkungen des Hirntodes

1.4.3.1 Intrakranielle Folgen

In Deutschland waren 2012 intrakranielle Blutungen mit mehr als 50 %, ischdmisch-hypoxische
Hirnschidden mit rund 15 % und Hirninfarkten mit fast 13 % — also mehr als 80 % atraumatische
Ursachen, fiir das Eintreten des Hirntodes verantwortlich. Weniger als 20 % waren Folgen von
Traumata. [38] Diesen Entitéten ist eine gemeinsame Endestrecke gemein:

Auf die Kompression von Hirngewebe durch Bildung eines Hirnddems folgt die transtentorielle
Herniation. Durch diese wird die Medulla oblongata des Hirnstammes im Bereich des Foramen
magnum komprimiert und damit die resultierende Symptomatik wie Koma, Hirnstammareflexie,

Apnoe sowie Storung der zentralen Herz-Kreislauf-Zentren induziert. [39]

1.4.3.2 Verinderung der Himodynamik

Die Hirndurchblutung wird iiber den autonomen Cushing-Reflex gesteuert, um die Sauerstoff-
versorgung auch bei niedrigen Perfusionsdriicken zu garantieren. Bei massiven Hirndriicken
bricht dieser Regulationsmechanismus allerdings zusammen. Es folgt ein Durchblutungs-
stillstand und damit ein Komplettinfarkt der gefédBversorgten Hirnregionen. [40] Im Folgenden
finden tiefgreifende hidmodynamische Verdnderungen im ganzen Organismus statt. Die
Herniation 10st eine sehr starke Sympathikus-Aktivierung mit iiberschieBender Kathechol-
aminausschiittung, konsekutiver Vasokonstriktion und folgender massiver Hypertension aus.
[41] Auf diesen ,,autonomen Sturm* folgt eine hypotone Phase mit Abfall des Herzzeitvolumens,
einer generellen Minderdurchblutung sowie ansteigenden Serum-Laktat-Spiegeln aufgrund

resultierender Ischimie in allen Organen. [37, 39, 42] Weiter kommt es nicht nur zu einer
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ausgedehnten Schidigung der Endothelzellen, sondern auch zum Zusammenbrechen der Blut-
Hirnschanke und nachfolgender Freisetzung von Hormonen und pro-inflammatorischen

Mediatoren, wie z. B. IL-6 in den Blutkreislauf. [43]

1.4.3.3 Effekte auf das endokrine System und den Metabolismus

Trotz dieses plotzlichen, irreversiblen und massiven zentralneurologischen Traumas bleibt auch
nach dem Hirntod fiir eine gewisse Zeit vitales und damit sekretionsfahiges Hirngewebe
erhalten. So konnten bis zu einer Woche nach Hirntod noch zirkulierende Hormone aus dem
Hypophysenvorderlappen nachgewiesen werden. [44, 45] Allerdings sind auch substanzielle
Beeintrachtigungen der hypothalamo-hypophysiren Achse nach Hirntod bestitigt:

So zeigen aufgrund der Dysfunktion des Hypophysenhinterlappens bis zu 90 % der
Organspender nach Hirntod eine reduzierte bis nicht nachweisbare ADH-Konzentration im Blut
und bis zu 80 % einen neurogenen Diabetes insipidus. [46, 47| Dieser fiihrt zu schwerer
Hypovoldmie mit konsekutiver Verschlechterung von Perfusion und Sauerstoffversorgung der
Spenderorgane. Dariiber hinaus berichteten Novitzky et al. iiber eine deutliche Abnahme von
Schilddriisenhormonen und Cortisol im Blut hirntoter Spender. [48-50] Diese hormonellen
Verianderungen, insbesondere der Mangel an freiem Trijodthyrodin, seien einer der Hauptgriinde
fiir die erniedrigte mitochondriale Stoffwechselleistung sowie den Wechsel in einen anaeroben
Stoffwechsel mit einhergehender Akkumulation von Laktat und Verbrauch energiereicher
Verbindungen (Kreatininphosphat, ATP). Durch das Leerlaufen der Energiespeicher und den
raschen Verlust von Fe’" wird der Energichaushalt der Zellen und damit die Organfunktion
entscheidend beeintrichtigt. [51, 52]

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mit Eintritt des Hirntodes die Ischdmie und die daraus
resultierende Schidigung eines potenziellen Spenderorganes beginnen. Somit ist der Hirntod als
ein nicht-immunologischer spenderspezifischer Risikofaktor anzusehen, der die Funktion des

Transplantates mafBgeblich beeinflusst.

1.4.4 Einfluss des Hirntodes auf die Transplantatfunktion

1.4.4.1 Der Ischimie/Reperfusionsschaden
Im Rahmen einer Transplantation tritt im Transplantat durch tempordre Abkopplung des

Spenderorgans vom  Blutkreislauf sowie nach erneuter Reperfusion durch den
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Empfingerkreislauf ein sogenannter Ischdmie-Reperfusionsschaden (I/R-Schaden) auf. Das

heiflt, die hirntodassoziierte Ischdmie wird nach Unterbrechung der Perfusion noch verstérkt: Die

Zellen des Transplantates verbrauchen im Zuge der Hypoxie vermehrt weiter ihre ATP-Speicher,

worauf Azidose und Elektrolytentgleisungen (Hypokaldmie) beobachtet werden. [53]

Dies hat weitreichende Folgen:

Aufgrund der Na'/K"-ATPase werden durch intrazellulir steigende Konzentrationen von Na"
CI* und Ca®', Zellédeme sowie durch Schiden an allen Zellkompartimenten, wie am
Endoplasmatischen Retikulum, an den Peroxisomen oder Mitochondrien, Apoptose
induzierende Prozesse ausgelost. [53-55]

Durch die ATP-Verarmung und beschidigten Peroxisomen ist die Hypoxanthin-Oxidation
beeintrachtig, wodurch verschiedene Sauerstoffradikale (Wasserstoffperoxid, Superoxide)
kumulieren und Schiden an Proteinen, RNA und DNA induzieren. Eine massive Bildung
dieser reaktiven Sauerstoffintermediate (ROI) wird bereits 25 Minuten nach warmer
Ischdmie in Herzzellen beobachtet. [56] Normalerweise inaktivieren verschiedene Enzym —
gesteuerte  Entgiftungsmechanismen (Katalase, Glutathionperoxidase, Superperoxid-
dismutase) ROI, die aber aufgrund des Energiemangels nur eine eingeschriankte Entgiftungs-
kapazitét aufweisen. [57, 58]

Der ansteigende intrazellulire Calciumspiegel aktiviert u. a. Phospholipase A2 und
begiinstigt dadurch die Bildung von Pléttchen-aktivierenden Faktor (PAF), welcher neben
Erhohung der Gefdlpermeabilitit zu einer Vasokonstriktion sowie Thrombozyten-
aggregation fiihrt. [59]

Das Zusammenspiel aus anschwellenden Endothelzellen, Vasokonstriktion sowie Adhision
von Thrombozyten und anderen Zellen an die GefdBwand fiihrt zur relativen Abnahme des
Gefdfldurchmessers und schlielich zur Verstirkung von Minderperfusion und Hypoxie. [54]
Hypoxie und rezeptorvermittelte Kaskaden fithren dann direkt zur Apoptose von Zellen.
Weiterhin 16sen sinkender pH-Wert und PAF die Zell-Zell-Interaktionen benachbarter
Zellen, wodurch die Migration von Makrophagen, Lymphozyten und Granulozyten in das
Transplantatgewebe v. a. nach Reperfusion erleichtert wird. Diese bilden wiederum ROI,
Proteasen und Zytokine, wodurch die Entziindungsreaktionen sowie Schiden in Form von

Apoptose und Nekrose der Zellen im Transplantat verstirkt werden. [60, 61|
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1.4.4.2 Inflammation und Immunogenitiit

Neben den beschriebenen Folgen, wird durch den Hirntod zusitzlich eine massive systemisch-
inflammatorische Reaktion ausgelost, die nicht nur die Organe schidigt und damit die
Transplantatiiberlebenszeit  verkiirzt, sondern die Immunogenitit des Transplantates
entscheidend erhoht. Dies wird deutlich am besseren Outcome nach Transplantation von
Organen nicht verwandter Lebendspender in Form einer besseren Kurz- und Langzeitfunktion
des Transplantates sowie einer geringeren Inzidenz akuter AbstoBungen im Vergleich zu
hirntoten Spendern. [62-66] Kusaka et al. verglichen in einem Rattenmodell die
Leukozyteninfiltration, die morphologischen Verdanderungen des Transplantates sowie die
Zytokinausschiittung in Empféngern von Organen hirntoter Spender mit Lebendspendern nach
Nierentransplantation. Dabei beobachteten sie eine stirkere Zytokinausschiittung und
Zellinfiltration in Nieren hirntoter Ratten. [67]

Verschiedene Arbeitsgruppen wiesen in Rattennieren nach Hirntodinduktion im Gegensatz zu
Lebendspenden eine gesteigerte Expression verschiedener Adhidsionsmolekiile auf
Endothelzellen (Selektinen, ICAM-1, beta2-Integrine) nach. So ist u.a. die Expression von E-
Selektin in der Frithphase der Inflammation hochreguliert, wodurch initial die Infiltration von
Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten vermittelt bzw. erleichtert wird. [62, 67-69]

Weiter konnten Terasaki et. al. nachweisen, dass die Transplantatiiberlebenszeiten von
verwandten und nicht-verwandten Lebendspendern dhnlich gute Ergebnisse aufweisen und damit
den Stellenwert von Antigen-unabhingigen Risikofaktoren, wie Kalte Ischdmie, Blutdruck-
schwankungen und Hirntod, unterstreichen. [70]

Dass die pro-inflammatorischen Verdnderungen hirntoter Spender weniger auf systemischer
Hypotension beruhen, als primér auf direkter Hirntod assoziierter Schidigung von Hirngewebe
zuriickzufithren sind, beobachteten Pratschke et al. in einem von ihnen etablierten Modell zur
graduellen langsamen Hirntodinduktion bei Ratten. [71, 72] Mit dem Untergang von
Hirngewebe werden u. a. Mikroglia-Zellen aktiviert, welche verstérkt Zytokine ausschiitten. [43]
Pratschke et al. zeigten erstmalig, dass der Hirntod im humanen Organspender zu einer
signifikanten Induktion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-6, IL-10, IFNy sowie TNFa,
filhrt und Spenderorgane somit bereits vor Transplantation immunologisch aktiviert werden.
Dieser unspezifischen Aktivierung folgt dann, wie in 1.4.4.1 beschrieben, ein verstirkter
Ischdmie-/Reperfusionsschaden sowie eine verstirkte Empfanger-Immunantwort. [64] Die
gleiche Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass durch eine Vorbehandlung hirntoter Leberspender mit
Metyhlprednisolon, die mRNA-Expression pro-inflammatorischer Zytokine, wie TNFa, IL-6

und ICAM-1, im Transplantat vermindert werden kann. Konsekutiv war die Organfunktion der
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vorbehandelten Hirntodspender aufgrund verminderter inflammatorischer und geringerer
Ischdmie-/Reperfusionsschaden wesentlich besser als die unbehandelter Spenderorgane. In der
gleichen Kohorte zeigte sich eine Abnahme der Inzidenz akuter Abstoungen. [73, 74]

Primir wird also eine vermehrte Expression und Ausschiittung verschiedener Zytokine durch die
Schéadigung von neuronalem Hirngewebe unmittelbar nach dem Hirntodeintritt induziert bzw
ausgelost. Folgend verstdrken ,,Katecholamin-Sturm*®, anaerober Stoffwechsel und Hypotension
eine globale Ischidmie, die zur Endothelaktivierung und damit zur weiteren Freisetzung von

Zytokinen fiihrt und hierdurch eine weitere Schiadigung des Transplantates verursachen. [75]

1.4.4.3  Pathophysiologische Effekte auf die Niere

Als Ergebnis der zerebralen Schiadigung bzw. des Hirntodes fiihrt die erhohte Anzahl
zirkulierender Zytokine auch zu einer lokalen Entziindungsreaktion in der Niere. [43, 51| Durch
den Hirntod kommt es, wie in 1.4.3.2 erwidhnt, zu starken himodynamischen Verédnderungen:
Als Folge der starken hypotonen Phase kommt es zu einem massiven Abfall der Durchblutung
und zur Ischdmie der Nieren. Es folgt eine starke Schidigung des Nierenparenchyms durch
Apoptose und generelle Entziindungsreaktionen.

So zeigen Microarray Untersuchungen in der Niere nach Eintritt des Hirntodes eine Zunahme
der Genexpression verschiedener Reparaturenzyme sowie inflammatorischer Zytokine. [76, 77]
In Nullbiopsien transplantierter Nieren untersuchten Kotsch et al. das Expressionsmuster
verschiedener messenger-RNAs (mRNA) in Organen von Lebend- und Hirntodspendern. Sie
beobachteten in Nieren von Hirntodspendern eine signifikant gesteigerte Induktion der
Chemokine CCL-19 und CCL-21. [78] Beide binden an den Chemokinrezeptor 7 (CCR7),
welcher auf APZ und naiven T-Zellen exprimiert wird. [79] Durch chemotaktische Migration
wandern diese Zellen in die Lymphknoten und andere sekundidre Lymphorgane ein, wodurch,
wie in weiteren Studien postuliert, die Immunogenitit entscheidend gesteigert wird. [80-82] Bei
allogenen Nierentransplantationen von Méusen konnte durch eine Behandlung mit einem CCL-
19-IgG  Antikdrper eine signifikant lingere Uberlebensdauer gegeniiber unbehandelten
Empfingermdusen erreicht werden. [83]

Des Weiteren beobachteten Welmoet et al. in einer kleinen Kohortenstudie eine erhohte
Konzentra-tion von Angiopoietin-2 sowie einen kleineren Angiopoietin-1/Angiopoietin-2-
Quotienten (Ang-1/Ang-2) in den Nieren hirntoter Spender im Vergleich zu Lebendspendern.
[84] Beide, Ang-1 und Ang-2, werden in Endothelzellen der Blutgefia3e gebildet und triggern als

kompetitive Antagonisten zueinander iiber den Angio-Tie-Rezeptor, Angiogenese und
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Permeabilitit der Blutgefdle. Wéhrend Ang-1 anti-inflammatorisch wirkt, fordert Ang-2 die
Entziindungsreaktion und Permeabilitit an Endothelzellen. Dieses relative Missverhéltnis
zugunsten Ang-2, so Ma et al., korreliert dabei mit der Entwicklung der chronischen
Transplantatnephropathie (CAN), welche eine der Hauptursachen fiir den spédten Verlust des
Transplantates darstellt. In ihrem Rattenmodell zeigten sie, je grofer der Banff-Score, desto

kleiner die Ang-1 und desto groBer die Ang-2 bzw. Angio-Tie-Rezeptor Expression. [85]

1.5 Interleukin-6 und Hirntod
1.5.1 Interleukin-6: Aufbau und Wirkung

IL-6 ist ein pro-inflammatorisches Zytokin, welches maBigeblich die Bildung von Akute-Phase-
Proteinen (APP) in Entziindungsprozessen reguliert und eine zentrale Rolle in der Pathogenese
von Nierenschiden nach Eintritt des Hirntods spielt. Es wird von T-Zellen, Makrophagen, Fibro-
blasten, Endothel- und Mikroglia- sowie mesangialen und Tubulusepithelzellen im Rahmen von
Gewebeschiden bei Infektionen, Verbrennungen oder Traumata verstérkt sezerniert. [86] Weiter
ist es in der Lage, aufgrund seiner biochemischen Eigenschaften die Blut-Hirschranke zu
iiberwinden. IL-6 ist ein aus 186 Aminosduren bestehendes Glykoprotein, welches auf dem
Chromosomenabschnitt ~ 7p21  kodiert ist und dessen Transkription durch den
Transkriptionsfaktor (TF) NF-kB induziert wird. Andere physiologische IL-6-stimulierende
Zytokine sind IL-1 und TNFa, IL-10 dagegen wirkt antagonistisch. Der IL-6 Rezeptor besteht
aus einem Komplex zweier Transmembranproteine: einem signaliibertragenden Transducer- und
einem IL-6 bindenden Protein, welches in geloster und gebundener Form vorliegen kann.
(Abb.2) [87] Als gebundener Proteinkomplex, bestehend aus Transducer-Protein (CD 130) mit
der IL-6 bindenden Rezeptorkomponente (CD 126/ IL-6R), wird dieser Proteinkomplex in
Hepatozyten, Neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und einigen Lymphozyten
exprimiert. Einzeln, d. h. ohne IL-6 bindende Rezeptorkomponente, liegt das Transducer-Protein
(CD 130) dagegen in den meisten Zellen des menschlichen Organismus vor. Die 16sliche
Rezeptoreinheit (sIL-6R) findet sich vor allem im Serum und wird bei Gewebeschiden vermehrt
sezerniert. [88] Nach Binden von IL-6 an seinen CD 126/IL-6-Rezeptor kommt es zur
Dimerisierung des Transducer-Proteins (CD 130) und iiber Aktivierung von STAT/Janus-
Kinasen zu einer gesteigerten Bildung verschiedener Transkriptionsfaktoren (TF), wie z. B. NF-
kB. [43, 89] Hierdurch wird wiederum die Synthese von IL-6, TNFa und anderen Zytokinen

potenziert. Daneben aktiviert IL-6 zytotoxische T-Zellen und sorgt als Wachstumsfaktor fiir die
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Ausdifferenzierung von B-Zellen zu Immunglobin-sezernierenden Plasmazellen, wodurch sich

auch seine immunsystemaktivierende Eigenschaft erklédren ldsst.

®
©
sIL-6R ‘

Abb. 2 Der l6sliche IL-6-Rezeptor (sIL-6R) und der gebundene membranstindige
IL-6-Rezeptor (IL-6R); [87]

1.5.2  IL-6: seine Schliisselrolle in der Pathogenese der Nierenschidigung

nach Hirntod

Die bisher beschriebenen negativen Einfliisse des Hirntods auf das Transplantat stehen direkt
und indirekt mit IL-6 im Zusammenhang: Klinische und experimentelle Untersuchungen zeigten,
dass der Hirntod Verdnderungen im Spenderorgan verursacht, die mit einem signifikanten
Anstieg pro-inflammatorischer Zytokine assoziiert sind und in der Folge nicht nur zu einem
verstdrktem I/R-Schaden, sondern auch zu einem schlechteren Outcome nach Transplantation im
Vergleich zur Lebendspende fiihren. [67, 90-92] In einer klinischen Studie beobachteten Weiss
et al. in Lebertransplantaten hirntoter Spender vor Organentnahme eine bis zu 100-fach
gesteigerte Induktion von IL-6 im Vergleich zu Transplantaten von Lebendspendern. [64] Dies
konnte auch von anderen Arbeitsgruppen bestétigt werden. [63, 91, 93, 94]

Interessanterweise wird auch bei SHT-Patienten eine stark erhohte IL-6 Konzentration in Serum

beobachtet, was einen mittelbaren Zusammenhang zwischen dem raschen IL-6 Anstieg und dem
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Untergang von neuronalem Hirngewebe nahelegt. [43, 95, 96] Diese Kausalitdt beschrieben
Boauma et al. in einer moglichen Enzymkaskade wie folgt:

Bei einer neuronalen Hirnverletzung, wie nach Hirntod, wird in Mikrogliazellen pro-IL-1f durch
Kaspase-1 intrazelluldr in seine aktive Form IL-1f gespalten. Durch Nekrose und/oder tiber
sekretorische Lysosomen, wihrend der Apoptose wird es dann in das Hirnparenchym freigesetzt.
Nach Binden von IL-18 an Rezeptoren der Gliazellen wird iiber intrazelluldre Signalwege die
Transkription von NF-kB und IL-6 stark aktiviert. [43] Konsekutiv kommt es zu einer massiven
Ausschiittung von IL-6; bereits 1 Stunde nach Hirntod ldsst sich eine signifikant erhdhte
Konzentration im Serum nachweisen. [94] Nach Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke induziert
zirkulierendes IL-6 iiber seine CD130-Rezeptoreinheit an verschiedenen Zellen eine Vielzahl

unterschiedlicher systemischer Entziindungsprozesse:

1.5.2.1 Stimulation der NF-kB-Synthese iiber MAP-Kinasen (Mitogen-activated-
protein-kinasen)

MAP-Kinase-Signalwege gehoren zu den wichtigsten Signaltransduktionswegen, welche bei der
Induktion der Entziindungsreaktion in der Niere beteiligt sind. Sie werden durch Stress-Stimuli
aktiviert und regulieren neben der Entziindungsreaktion, auch die Zelldifferenzierung und
Apoptose der Zellen. Nach Binden von IL-6 an seinen Rezeptor aktiviert das Transducer-Protein
(CD 130) durch Phosphorylierung STAT-Kinasen, die ihrerseits das Enzym p38 phosphorylieren
und damit aktivieren. Durch das nachgeschaltete Enzym Casein-Kinase II, welches iiber p53
auch einen Zellzyklusarrest und Apoptose einleitet, werden weitere intrazelluldre
Enzymkaskaden aktiviert, an deren Ende eine gesteigerte Synthese von NF-kB zu beobachten ist.
[97] Diese Aktivierung von NF-«kB erfolgt rasch nach der Induktion des Hirntodes und wird
mafgeblich von IL-6 getriggert. [98] Nach Translokation von NF-kB in den Zellkern leitet es
iiber Inhibition bestimmter kernlokalisierter JN-Kinasen (c-Jun N-terminal activated kinase) die
Aktivierung spezifischer Kaspasen ein, sodass die Zelle in die Apoptose iibergeht. Als TF
reguliert es zum anderen entscheidend die Genexpression der Zelle und somit die systemische
Entziindungsantwort. So induziert NF-kB die Expression von TNFa, IL-6 und E-Selektin. [99-
101] Zusammenfassend autoreguliert IL-6 seine Synthese iiber die NF-kB-Bildung und schidigt
die Niere durch Infiltration von Entzlindungszellen und Apoptose. Ebenso wurde eine inverse
Korrelation zwischen Serumspiegel von IL-6 und dem Uberleben von Nierentransplantaten

nachgewiesen. [102, 103]
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1.5.2.2  Rekrutierung von Entziindungszellen iiber Ty7-Stimulation

Verschiedene Studien zeigen, dass ein erhohter IL-6-Gradient die Differenzierung von naiven
T-Zellen zu Twi7-Zellen, nicht aber zu CD4+/CD25+ regulatorischen T-Zellen (Tyces) induziert.
1104, 105] Typ7-Zellen sezernieren vermehrt Interleukin-17, wodurch wiederum die IL-6
Synthese iiber die NF-xB— Aktivierung verstirkt wird. Daneben werden Entziindungszellen wie
Neutrophile Granulozyten rekrutiert und die TNFa- sowie IL-6 Bildung durch Makrophagen im
Transplantat gesteigert. [ 105, 106]

1.5.2.3 Stimulation der C3-Synthese in Tubuluszellen

Akute-Phase-Proteine (APP), wie Komplement C3 (C3) oder Fibrinogen-beta (FBG), werden
zwar vorwiegend in Leberzellen gebildet, allerdings ist auch eine extrahepatische Expression in
Lungen, Herz, Milz und Nieren nachgewiesen. [107] Es ist bekannt, dass IL-6 einer der
Hauptstimuli fiir die Aktivierung der Akuten-Phase-Reaktion (APR) ist. Ebenfalls wird diese
unspezifische Immunantwort durch lokale oder iatrogen verursachte Gewebeschidden, wie bei
einer Organexplantation, aktiviert. Die Funktion der APP ist allgemein die Wiederherstellung
der Homodstase, wobei FBG vor allem gerinnungsfordernd und C3 stimulierend auf
Immunzellen, wie Makrophagen oder Neutrophile Granulozyten, wirkt. [108] Daneben ist C3
der zentrale Induktor der Komplement-Aktivierung. Die Bedeutung der lokalen renalen C3-
Synthese in der Pathogenese der Nierenschidigung nach Transplantation wurde von mehreren
Gruppen beschrieben.

So korreliert die Bildung von C3 mit dem Auftreten akuter und chronischer NierenabstoBungen.
[108-110] Pratt et al. zeigten, dass Spendernieren von C3-knock-out-Midusen ein signifikant
besseres Transplantatiiberleben aufwiesen als Nieren von Wildtyp-Mausen. [110] Dariiber
hinaus erwiesen sich experimentelle Studien zur Inhibition der Komplementaktivierung als
vorteilhaft in Bezug auf eine Abschwichung des Ischimie-Reperfusionsschadens und
Verbesserung des Nierentransplantatiiberlebens. [111, 112] Eine wichtige Rolle bei der lokalen
C3-Synthese spielt IL-6: Damman et al. beobachteten, dass die lokale C3-Induktion in den
Nieren hirntoter Spender, verglichen zu den Lebendspendern, signifikant erhdht ist und dies mit
einer reduzierten Allograftfunktion nach Transplantation einhergeht. Sie zeigten sowohl in vitro
als auch in vivo in einem Rattenmodell, dass zum einen die C3-Synthese in epithelialen
Tubuluszellen durch IL-6 potenziert wird und zum anderen die IL-6 Konzentration sowie die
konsekutive C3-Expession vor Transplantation in Hirntodspendern gegeniiber Lebendspendern

bereits nach 4h signifikant erhoht ist. [94 ]
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2 STAND DER FORSCHUNG UND FRAGESTELLUNG
2.1 Therapeutischer Einsatz von Anit-IL-6 in der Medizin

Aufgrund der erwiesenen massiven IL-6 Expression in Organen hirntoter Spender sowie
erhohter IL-6-Serumspiegel erscheint eine Spendervorbehandlung mit monoklonalen
Antikdrpern (mAb) gegen den CDI126 IL-6-Rezeptor (IL-6R) vielversprechend. Der
therapeutische Einsatz mAb gegen den IL-6R zur Blockierung der IL-6-Synthese zeigte
experimentelle und klinische Erfolge. So konnte im Colitismodell der Maus gezeigt werden, dass
eine Blockade des IL-6-Signalweges durch anti-IL-6R mAb nicht nur die Apoptoseresistenz von
T-Zellen der Lamina propria authebt, sondern auch die Expression von vaskulidren
Adhésionsmolekiilen reduziert und somit die Entziindung deutlich herabsetzt oder verhindert.
[113] Morbus Crohn Patienten zeigten bereits nach einmaliger Infusion des anti-IL-6R mAb
Tocilizumab eine normalisierte APR. [114]| Andere Untersuchungen im experimentellen Modell
der Multiplen Sklerose (Experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, EAE) ergaben, dass die
Induktion von reaktiven Tyi- sowie Thxi7 T-Zellen durch anti-IL-6 mAb inhibiert und somit die
Entwicklung der EAE unterdriickt werden kann. [115] In der Organtransplantation wird
insbesondere in Bezug auf die Ty;7; T-Zellen angenommen, dass eine Blockierung von IL-6
einen Shift vom Tyj7- zum regulatorischen T-Zell Phianotyp bewirkt und damit eine Remission
von Entziindungsprozessen oder akuten AbstoBungsreaktionen nach Transplantation erreicht
werden kann. [116] Weiter konnte durch einmalige Gabe eines anti-IL-6 mAb direkt nach
Transplantation in einem experimentellen Nierentransplantationsmodell eine verzdgerte
Transplantatfunktion (delayed graft function, DGF) mit massiver tubuldrer Schidigung
verhindert werden. Ebenso wurde die kritische Rolle des IL-6/IL-6R-Signalweges im akuten
Nierenversagen sowie die Reduzierung des I/RSchadens nach NTx durch Blockierung des IL-6R

beschrieben. [117-119]
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2.2 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde im allogenen Nierentransplantationsmodell der Ratte (F-344-
nach-Lewis) der Einfluss einer anti-IL-6R mAb Spendervorbehandlung auf das Zytokinmuster,
die Alloreaktivitit sowie die frithe Transplantatfunktion und Langzeitfunktion von
Transplantaten hirntoter Spender untersucht. Dabei sollten Aussage {liber folgenden Fragen

getroffen werden:

1. Fiihrt eine Vorbehandlung hirntoter Nierenspender mit anti-Maus/Ratte CD126 (IL-6R)
Antikorper
a) zu einer reduzierten inflammatorischen Immunantwort im Empfénger?
b) zu einer Verminderung des Reperfusionsschadens und der Inzidenz akuter

Abstofungsreaktionen?

2. Fiihrt eine Vorbehandlung hirntoter Nierenspender mit anti-Maus/Ratte CD126 (IL-6R)
Antikorper
a) zueiner Verbesserung der Langzeit-Transplantatfunktion?

b) zu einer Verminderung chronischer Absto3ung?

3. Profitieren Empfianger von Lebendspenden von einer Spendervorbehandlung mit anti-

Maus/Ratte CD126 (IL-6R) Antikdrper?
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Versuchsaufbau

3.1.1 Das Akute und Chronische Modell

Zur Untersuchung der anti-IL-6R mAb Spendervorbehandlung auf die frithe Transplantfunktion
sowie Langzeitfunktion von Nierentransplantaten hirntoter Spender wurde ein etabliertes
allogenes Nierentransplantationsmodell der Ratte gewéhlt: Fischer-Ratten (F-344, RT1vl)
dienten als Spender und Lewis-Ratten (RTvl) als Empfanger. Diese Spender-
/Empféangerkombination ist ein Modell der chronischen Transplantatabstofung nach
Nierentransplantation (NTx), welches 1969 von White et al. etabliert und Tilney et al.
weiterentwickelt wurde. [33, 120] Die beiden Inzuchtstimme unterscheiden sich in 2 Loci des
MHC-I-Klasse-Gens und Nicht-MHC-Loci (minor histo-compatibility antigen), wodurch nach
NTx progrediente parenchymatdse Verdanderungen bis zum Transplantatversagen im
Transplantat induziert werden. Um eine akute Abstoung zu vermeiden, wird eine
Kurzzeitimmunsuppression empfohlen.

Zur Untersuchung der Langezeitfunktion des Allograft wurde in dieser Arbeit eine
Kurzzeitimmunsuppression mit Cyclosporin A (CsA: 1.5 mg/kg kg/d) fiir 10 Tage (d) nach NTx
durchgefiihrt. Dadurch kommt es zu einer reproduzierbaren Ausprdgung charakteristischer
Kriterien der chronischen Transplantatnephropathie (CAN). Die kontralateral verbliebene Niere
wurde nach 10d entfernt und die Langzeitnierenfunktion durch Bestimmung der
Nierenfunktionsparameter, der Proteinurie sowie Kreatinin-Clearance iiber serielle Blut- und
Urinkontrollen iiberpriift. Organ- und Blutentnahmen erfolgten durchschnittlich nach 150d am
Versuchsende. Das gleiche Modell wurde ebenfalls fiir die Untersuchung des I/R-Schadens
sowie akuter AbstoBungsreaktionen genutzt, wobei hier auf die CsA-Induktionstherapie
verzichtet wurde. Hierbei kommt es zu einer akuten Destruktion des Allograft, wodurch sich die
durchschnittliche Uberlebenszeit der Nierentransplantate verringert. 24 Stunden (h) und 7d nach
NTx erfolgten Organ- und Blutentnahmen. In beiden Fillen erfolgte die Spendervorbehandlung
mit anti-Maus/Ratte CD126 (IL-6R; Klon D7715A7, Isotyp Rat IgG2b «, BioLegend/Biozol,
Eching, Germany), welcher 1h nach Hirntodinduktion bzw. 5h vor NTx in einer Dosis von
0,5mg/Ratte i. v. injiziert wurde. In beiden Modellen dienten als Kontrollen neben nicht-
konditionierten hirntoten Spendern sowie vorbehandelten und unbehandelten Lebendspendern,
auch Nativtiere, die nicht transplantiert wurden, aber denen anti-Maus/Ratte IL-6R injiziert

wurde bzw. unbehandelt blieben. Aus dem Studiendesign ergaben sich folgende Gruppen:
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Akutes Modell
ohne CsA-Induktionstherapie

3) LD ohne IL-6R-mADb

Chronisches Modell
mit CsA-Induktionstherapie, 10d

3) LD ohne IL-6R-mADb

2) BD mit IL-6R-mAb 2) BD mit IL-6R-mAb

NATIVTIERE: mit + ohne IL-6R, aber keine NTx/keine BD-Induktion/CsA-Therapie

BD (Brain Death) LD (Living Donor)

3.1.2 Versuchsgruppen

BD-Gruppen akutes Modell:

Fir das akute Modell wurden die Spender/Empfangerratten in 4 Gruppen aufgeteilt
(behandelt/unbehandelt x 2 Zeitpunkte, n= 7-9/Gruppe), wobei die finale Allograftentnahme zu 2
verschiedenen Beobachtungszeitpunkten stattfand: Der 1. Zeitpunkt wurde auf 18h p. t. bzw. 24h
nach Hirntodinduktion festgelegt, der 2. Zeitpunkt auf 7d nach NTx, da hier die Inzidenz akuter
Abstoflungen am grofiten ist. Das Ende des Beobachtungszeitraumes wurde durch die Organ-
und Blutentnahme nach Transplantation der Empfangertiere definiert, die je nach
Gruppenzugehorigkeit, eine Niere eines vor- bzw. unbehandelten hirntoten Spendertieres
erhalten hatten. Das entnommene Allograft, die Milz und Blutproben wurden aufgearbeitet bzw.

Proben asserviert. Folgende Untersuchungen wurden durchgefiihrt:

Methoden Nierenallograft Blut Empfiangermilz
Histopathologie X - -
Immunhistologie X - -
real-time RT-PCR | x - X
FACS-Analysen* | x X -
ELISA-Analysen* | x X X

(*Ergebnisse werden durch eine weitere Doktorandin der Arbeitsgruppe noch verdffentlicht)

LD-Gruppen akutes Modell:

Die Versuchstiere der Lebendspendergruppen im akuten Modell wurden ebenso in 4 Gruppen
eingeteilt (behandelt/unbehandelt x 2 Zeitpunkte, n= 3/Gruppe). In diesen Gruppen erfolgte
keine Hirntodinduktion im Spender; die Probenentnahme und -analyse erfolgte analog zu den

Gruppen der Hirntodspender.
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BD-Gruppe chron. Modell:

Im chronischen Modell wurden die Versuchstiere in 2 Gruppen eingeteilt (behandelt/'unbehandelt
x 1 Zeitpunkt, n= 4-5/Gruppe), die Organentnahme erfolgte durchschnittlich an Tag 150 p. t..
Abweichend zum akuten Modell erfolgte die Explantation der kontralateralen Niere nicht
wihrend der Transplantation, sondern erst am Tag 10 nach NTx. Um eine frithe akute AbstoBung
zu verhindern, erhielten die Tiere zusétzlich eine CsA-Induktionstherapie iiber 10d. Serielle
Blut- und Urinkontrollen zur Beurteilung der Funktion des Allografts, erfolgten an den Tagen
15, 30, 60, 90, 120 und 150 Tag nach NTx. Am Ende des Beobachtungszeitraumes wurde das
Allograft, die Milz und Blut fiir die im akuten Modell beschriebenen Untersuchungen

entnommen.

LD-Gruppe chron. Modell

Die Versuchstiere wurden hier in 2 Gruppen eingeteilt (behandelt/unbehandelt x 1 Zeitpunkt, n=
4-5/Gruppe). Es erfolgte keine Hirntodinduktion, jedoch eine CsA-Induktionstherapie tiber 10d
sowie die kontralaterale Nephrektomie an Tag 10 p.t.. Serielle Blut und Urinkontrollen sowie
Untersuchungen der entnommen Organe am Ende es Beobachtungszeitpunktes erfolgten analog
zur BD-Gruppe.

Spendervorbehandlung mit anti IL-6R mAb
Nierentransplantation: F-344—LEW

Hirntoter .
Spender (BD) Empfénger
\\‘ e
©  F344 ———> -
B ‘E < J P
5-Monatsgruppe
CyA: 1.5 mg/kg x 10d
Hirntod - anti-IL-6R mAb NTX d10: Nephrektomie der
induktion (500pg|lrat, ) | kontralateralen Niere!I
| | |
I I I I I I
- 6h - 5h do 18h 7d 5 Mo
Beobachtungszeitraum
Kontrollen: {}
Lebendspender (LD) + mAb
FACS-Analysen: T, B, NK Zellen, DCs, Monozyten/Makrophagen
Unbehandelte LD und BD (Blut, Milz, Transplantat)

Immunhistologie: Zellulare Infiltration
Real-time RT-PCR: Genexpression relevanter Marker

ELISA: Zytokine
Nierenfunktion: Proteinurie, Kreatinin-Clearance
(5-Monatsgruppe)

©F. Beiglboeck, A. Reutzel-Selke

Abb. 4 Versuchsaufbau
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3.1.3 Versuchstiere, Haltung, Markierung

Fiir die experimentellen Untersuchungen wurden ausschlieBlich 3 Monate alte ménnliche, 200-
250g schwere Ratten der Inzuchtstimme Fischer (F344) und Lewis verwendet. Als Spender
dienten Fischer-Ratten, deren Nieren in Lewis-Ratten transplantiert wurden. Alle Ratten wurden
bei Harlan Winkelmann (Bochum, Deutschland) kéuflich erworben. Die Tierversuche dieser
Arbeit wurden durch das zustidndige Landesamt fiir Arbeits-, Gesundheitsschutz und technische
Sicherheit, Berlin genehmigt (Genehmigungsnummer G 0069/05). Betreuung und Aufsicht
erfolgte in der Tierexperimentellen Einrichtung der Charité unter Leitung von Herrn PD. Dr.
med. vet. C. GroB3e-Siestrup.

Je 4-6 Ratten wurden in einem Standardkifig (BHT 60x20x40cm, Tecniplast, Buguggiate,
Italien), bei 22°C Raumtemperatur, einem natiirlichen Tag-Nacht-Rhythmus sowie freiem
Zugang zu Wasser und Futter, artgerecht gehalten. Zur Identifikation wurden die Ratten an der

Schwanzwurzel mittels wasserunloslicher Farbe markiert.

3.2 Operationstechnik

3.2.1 Anaisthesie und Spendervorbereitung

Die Induktion der Narkose wurde mit Isofluran (4 Vol%) durchgefiihrt. AnschlieBend wurde den
Versuchstieren das Adbomen rasiert, die Ratten in Riickenlage auf einer mit einem OP-Tuch
abgedeckten Korkunterlage unter dem Operationsmikroskop fixiert und die Bauchdecke
desinfiziert. Zur Aufrechterhaltung der Anésthesie wurde ein Inhalationsgemisch aus 2 Vol%
Isofluran und Sauerstoff verwendet, welches kontinuierlich iiber eine Mund-Nasen-Maske
appliziert wurde. Durch Anderung der Isoflurankonzentrationen konnte die Narkosetiefe den
Operationsbedingungen angepasst werden.

Fiir alle Transplantationen wurde gewdhnlich die linke Niere gewihlt, da ihre anatomische Lage
und GefédBverlauf die Operation erleichtern. Alle chirurgischen Eingriffe fanden unter sauberen,
nicht aber unter sterilen Bedingungen statt. Uber die Penisvene wurde zu Beginn jeder Spender

prophylaktisch mit 100 IE Heparin heparinisiert. [ 11, 34]
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3.2.2 Nephrektomie des Spenders

Zur Explantation der Spenderniere wurde in der Mittellinie mit einer stumpfen Priparierschere
langslapratomiert. Ein Retraktor gewihrleistete die Sicht auf den Situs. Um eine freie Sicht auf
die Niere zu bekommen, wurde das Darmpaket zur Gegenseite mobilisiert und mit feuchten
Kompressen (0.9 NaCl) fixiert. Mithilfe von Tupfern wurde unter 16-facher VergroBBerung neben
Arteria und Vena renales der Ureter sowie Aorta und Vena cava inferior (VCI) freiprépariert.
Periureterales Fettgewebe wurde am Ureter zu dessen besseren Versorgung belassen und
mogliche renale Kollateralgefdfle mit 6-0 Seide legiert. AnschlieBend wurde die Niere gelost und
der Ureter zwischen Blase und Niere mit einem Scherenschlag abgesetzt. Zum Auswaschen von
Erythrozyten bzw. Spiilen der Niere wurde nun die Aortenbifurkation mit einem
Venenverweilkatheter punktiert und Aorta sowie VCI subdiaphragmal abgeklemmt. Eine
bifurkationsnahe Inzision der VCI garantierte den Abfluss wéhrend der Perfusion. Zum
Entfernen der Erythrozyten aus den Nierengefdflen wurde mit 2,5 ml 0,9% NaCl-Ldsung tiber
den Katheter perfundiert. Zur Konservierung wurde mit 1,5 ml UW-Losung nochmals gespiilt.
SchlieBlich wurde zum Erhalt des natiirlichen Ostiums der Art. renalis die Art. renalis mit einem
kleinen Patch aus der Aorta herausgeschnitten und die Ven. renalis nahe der Aorta abgesetzt.
Zum Schluss wurde die Niere aus dem Situs entnommen und bis zur Transplantation in UW-

Losung bei 4°C gelagert. [ 11, 34]

3.2.3 Hirntodmodell

Jede Hirntodinduktion erfolgte standardisiert nach einem in unserer Arbeitsgruppe entwickelten
Protokoll. Wie die Lebendspender, wurden auch alle Hirntodspender mit Isofluran betdubt und
fixiert, wobei Hals- und Kopfpartie sowie die Leisten zusétzlich neben der Bauchdecke rasiert
und desinfiziert wurden. Um nach Eintritt des Hirntodes die Beatmung zu garantieren, mussten
die Atemwege endotracheal gesichert werden. Nach einem zervikalen Léngsschnitt mit der
Priparierschere wurde die zervikale Muskulatur soweit stumpf manipuliert, bis eine adédquate
Sicht auf die Vorderwand der Trachea gegeben war. Nun wurde die Vorderwand mit zwei
Haltefdden fixiert. Fiir die Intubation mit einer stumpfen Kaniile wurde die Vorderwand mit
einem kleinen Schnitt transversal erdffnet, um anschlieBend einen ldngeren Vertikalschnitt zu
ermOglichen. Nach erfolgter Intubation wurde die Haut mit einer 7-0 Hautnaht genéht. Fiir die
direkte Blutdruckmessung, erfolgte eine laterale Inzision der Leiste, um die Arteria femoralis zu

explorieren. Zur Mobilisierung wurde die Arteria femoralis vorsichtig von der benachbarten

28



Vene freiprapariert und mit vorgelegten Féden separiert. Nach proximaler Abklemmung und
kaudaler Ligatur wurde die Arterie mit einem Skalpell inzidiert, um das Lumen mit einer
Mikropinzette behutsam zu dilatieren. Mit Entfernung der proximalen Klemme wurde der
Blutdruckkatheter vorgeschoben und per Ligatur fixiert. Dieser wurde dann mit einem mit
isotonischer Kochsalzlosung befiillten Transducer und Detektor verbunden. Zuletzt wurde die
Leiste gendht. Ratten mit einem arteriellen Mitteldruck (MAP) von > 80 mmHg iiber 6 h wurde
in die Studie aufgenommen, wiahrend Ratten mit kleinerem MAP aufgrund der
gewebeschiddigenden Hypotension ausgeschlossen wurden. Fiir einen leichteren Zugang zur
parietalen Kopfpartie und um einer Luxation des Blutdruckkatheders bei mdglichen tonisch-
klonischen Krdmpfen vorzubeugen, wurden die Ratten fiir die folgende Hirntodinduktion in
Bauchlage umgelagert. AnschlieBend erfolgte dorsoparietal die Entfernung von Kopfschwarte
und Periost sowie das Bohren eines Loches in die Sutura sagittalis, in welches ein Fogarty
Katheter (Gr.3) eingefiihrt wurde. Durch vorsichtiges Aufblasen des Ballons stieg der
intrakranielle Druck an, bis die Spenderratte das Stadium des Hirntodes erreichte. Bedingungen
fiir diesen waren: maximal dilatierte Pupillen, Apnoe als Zeichen des Aussetzens der
Atemaktivitidt sowie das Erloschen der Reflexe. Ab diesem Zeitpunkt wurde das Spendertier
aktiv beatmet. Gehorte der Spender zur BD-Gruppe mit Spendervorbehandlung, so wurde
diesem lh nach BD anti-Maus/Ratte IL-6R Antikorper i.v. injiziert. Nach 6h wurde das
Spendertier wieder in Riickenlage umgelagert und die Spenderniere auf gleiche Weise, wie bei

der in 3.2.2 beschrieben Methode, entnommen. [121]

3.2.4 Orthotope Nierenimplantation

Die Vorbereitung der Empfangertiere entsprach dem Protokoll der Nicht-Hirntod-Spender. Zur
Explantation der linken Empféngerniere wurde ebenfalls langslaparatomiert, das Darmpaket zur
Gegenseite luxiert und dieses zwischen feuchten Kompressen fixiert. Nach Freipriaparierung der
Nierengefile wurden Aorta und V. cava durch die atraumatischen ,De Bakey*-
Anastomoseklemme distal und proximal der Vasa renalis geklemmt. Nach Absetzen der
Nierenvene und Ureter wurde die Art. renalis aus der Aorta mit einem Patch herausgeldst und
die Niere aus dem Situs entfernt. Es folgte das Vorlegen von Eckfiden mit 10-0 Prolene im
kranialen und kaudalen Winkel der Aorteninzision. Nun wurde die Spenderniere orthotop im
linken Nierenlager des Empfingers so platziert, dass sich die Gefalstimpfe knapp beriihrten.
AnschlieBend wurden die GefaBstiimpfe mit der Mikropinzette passiv gedehnt und mit 0.9 %-
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tiger NaCl-Losung gesdubert. Die vorgelegten Eckhaltefdden wurden nun mit dem Aortenpatch
legiert. Hierauf erfolgte die End-zu-Seit-Anastomose mit 10-0 Prolenefdden bei einer bis zu 40-
fachen Vergroferung unter dem Operationsmikroskop. Die Anastomose von Ureter und Vene
erfolgte nach der etablierten End-zu-End-Technik ebenfalls mit 10-0 Prolenefiden. Durch
Offnen der De-Bakey-Klemme wurde die Spenderniere an das Kreislaufsystem des Empfingers
angeschlossen und reperfundiert. Dabei wurde neben der gleichméBigen Verfarbung der Niere
als Folge der Reperfusion auch auf eventuelle Anastomoseninsuffizienzen geachtet. Nach Bedarf
wurden diese durch weitere Einzelknopfnidhte behoben. Bei Blutverlust oder schwachen
Kreislauf erfolgte die Gabe von 1,0 ml NaCl {iber die Penisvene; die Warmischédmie betrug ca.
15 min., die kalte ca. 45 min.. Nach Reponierung der Bauchorgane wurde zunidchst das
Abdomen und anschlieBend die Haut (UPS 4-0) fortlaufend gendht sowie die Wunde
desinfiziert. Es folgte als Fliissigkeitsdepot die Injektion von je 5 ml NaCl in die rechte und linke
Beinbeuge. [ 11, 34]

3.2.5 Kontralaterale Nephrektomie und Postoperative Therapie

Um die Transplantatfunktion spéiter anhand der Nierenfunktionsparameter beurteilen zu kdnnen,
wurde den Empfangern im chron. Modell am 10.d p. t. die kontralaterale Niere entfernt. Im
akuten Modell erfolgte diese wéihrend der Transplantation. Vorbereitung, Narkotisierung und
Zugang zur rechten Niere entsprachen der beschriebenen Nephrektomie der Spendertiere. In situ
wurden zundchst die Vasa renalis arortennah und der Ureter unterbunden (6-0 Seide) und dann
durchtrennt. Zuletzt wurde die Niere aus dem Situs entfernt, das Darmpaket zuriickverlagert und
das Abdomen wie bekannt verschlossen. Zur Analgesierung wurde den transplantierten Ratten
postoperativ Smg/kg Carprofen s. c. liber 2d injiziert sowie 400mg/100ml Metamizol 4d {iber die
Trinklosung verabreicht. Zum Aufwachen wurden die Empfangerratten unter einer Warmelampe
beobachtet und fiir einen Tag im Kifig isoliert. Um eine akute AbstoBungsreaktion zu
vermeiden, wurden im chron. Modell allen Ratten Cyclosporin A (CsA, 1.5mg/kg) iiber 10d

intramuskuldr injiziert. [11, 34]

3.2.6 Organentnahmen am Ende des Beobachtungszeitraumes

Am Ende der Beobachtungsperioden wurden die Ratten analog zu 3.2.1 vorbereitet und

narkotisiert. Folgend wurde wie in 3.2.2 beschrieben das Retroperitoneum freigelegt. Fiir die
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spiatere FACS-Blut-Analyse wurden 5 ml Blut nach Punktierung der Aorta iiber einen
Venenverweilkatheter aspiriert und danach die Aorta subdiaphragmal mit einer Gefédflzange
abgeklemmt. Im Folgenden wurde die Aorta inzidiert und die Niere solange iiber den
Venenkatheter mit steriler 0.9 NaCl-Lsg gespiilt, bis sich diese homogen entfirbte. Nach
Absetzen von Ureter und Nierengefdlen wurde die Niere entnommen. Die Totung des Tieres
erfolgte in tiefer Narkose und Einschneiden des Zwerchfelles und der gro3en herznahen Gefafe.
Zuletzt wurde die Milz aus dem Situs entfernt, zweigeteilt und je zur Hélfte fiir die FACS-
Analyse in RPMI-Medium bzw. fiir die Real-Time PCR in fliissigen Stickstoff konserviert.
[11, 34]

3.3 Uberwachung der Transplantatfunktion
3.3.1 Datenerhebung

Zur Uberwachung der Nierenfunktion wurde im chronischen Modell die Proteinurie sowie die
Kreatinin-Clearance der transplantierten Ratten an den Tagen 15, 30, 60, 90, 120 und 150 post
transplantonem bestimmt. Wie in der Literatur beschrieben korreliert beim Menschen der
Schweregrad der Proteinurie mit dem Transplantatiiberleben [122, 123]. Auch bei der Ratte
kommt es zu histomorphologischen Verdnderungen im Rahmen einer chronischen
Transplantationsnephropathie [124] Die Kreatinin-Clearance erlaubt einen Riickschluss auf die

glomeruldre Filtrationsrate (GFR), einem der wichtigsten Parameter der Nierenfunktion.

3.3.3.1 Bestimmung der Kreatinin-Clerance

Nach erfolgter Narkotisierung, wie in 3.2.1 beschrieben, wurde iiber die Schwanzvene 1ml Blut
in eine EDTA-Monovette aspiriert. Die Serum- und Urinkreatininkonzentrationen wurden im
Institut fiir Labormedizin und Pathobiochemie der Charité nach modifizierter Jaffé-Reaktion
bestimmt und die Kreatinin-Clearance nach folgender Formel berechnet:

Kreatininclearance (C) (ml/min) = Urinvolumen/Zeit (ml/min) x Kreatinin im Urin (mg/ml) /

Kreatinin im Serum (mg/ml)

3.3.1.2 Bestimmung der Proteinurie
Hierfiir wurden die Tiere isoliert fiir einen Tag in einem Metabolischen Kifig gehalten und der
24-Stunden-Urin gesammelt. Das Urinvolumen und die Aufenthaltsdauer im Kéfig wurden

notiert. Neben der Elektrolyt- und Harnstoffkonzentrationsbestimmung des Sammelurins
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erfolgte die Determinierung der Proteinurie liber die Benzethoniumchloridreaktion im Institut fiir

Labormedizin und Pathobiochemie der Charité.

3.4 Histomorpholgische Untersuchung

Zuerst wurden die in 10%igem Formaldehyd fixierten Proben des Nierenallografts im
verwendeten Paraffinautomaten maschinell in einer Alkoholreihe aufsteigender Konzentration
entwéssert und in Paraffin eingebettet. Durch das Intermedium ,,Paraclear” wurde hierbei der
Alkohol verdringt und die Paraffinaufnahme in das Gewebe gefordert. Die Paraffinierung der
Proben erfolgte langsam bei 55-62°C. Mit dem Mikrotom wurden Schnitte von Sum angefertigt
und in einem Wasserbad (30°C) gestreckt, auf einen Objekttriger aufgetragen und liber Nacht
getrocknet. Auf die Entparaffinierung mit Xylolersatz, folgte die Rehydrierung der Schnitte in
einer Alkoholreihe absteigender Konzentration Nach Farbung mit Hdmatoxylin-Eosin (H&E),
folgten die Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe sowie eine Inkubation (2x15 min.)
im Paraclearbad. Zuletzt erfolgte die Fixierung der Schnitte in einem xylolhaltigen

Einbettmedium.

3.4.1 Auswertung Histologie

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit sich durch eine IL-6R-
Spendervorbehandlung histologische Zeichen einer akuten AbstoBungsreaktion und einer CAN
im Rahmen der Alloreaktion entwickeln. Alle Gewebeschnitte wurden verblindet ohne Kenntnis
der Gruppenzugehorigkeit des entsprechenden Tieres auf Grundlage eines fiir diese Arbeit
entwickelten Bewertungssystems unter dem Mikroskop (400-fache Vergroferung) evaluiert. Die
Auswertung der Schnitte erfolgte an 3 Zeitpunkten: 18 Stunden und 7 Stunden zur Beurteilung
einer evtl. akuten AbstoBung sowie nach 5 Monate zur Beurteilung einer moglichen CAN.

Hierbei wurde der Grad (°) der zelluldren Infiltration, tubuléren und glomeruldren Atrophie
sowie Arteriosklerose mittels einer semi-quantitativen Skala von ,,0“ bis ,,3“ anhand von 20
Gesichtsfeldern je Schnitt beurteilt: Wéhrend ,,0° einer morphologisch intakten Niere entsprach,
zeigte ,,3“ dagegen eine sehr stark pathologisch verdnderte Niere bis hin zur kompletten
Destruktion. Weiter wurde jeder Schweregrad durch einen spezifisch prozentualen Schweregrad
definiert: [0] kein 0 %, [1] leicht < 50 %, [2] maBig stark = 50 %, [3] sehr stark > 50 %. Wird

eine Tubulitis mit einer signifikanten interstitiellen Infiltration von Entziindungszellen (> 25%
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des Parenchyms betroffen) nachgewiesen sowie zusitzlich entziindliche Verdnderungen der
Lamina intima der Arterien bis zur Entziindung aller 3 Wandschichten und /oder fibrinoide
Verdnderungen, so liegt histomorphologisch eine akute AbstoBung vor.

Nach der Banff Klassifikation definieren Tubulusatrophie und interstitielle Fibrose die CAN; der
Grad der Glomerulopathie gibt erste Hinweise. Lichtmikroskopisch (400-fache Vergrof3erung)
wurden in 20 Gesichtsfeldern alle sichtbaren Glomeruli auf eine etwaige Glomerulosklerose
evaluiert. Im chronischen Modell wurden zur Beurteilung der Glomerulopathie zusitzlich die
pathologisch veridnderten Glomeruli pro Schnitt auf die Gesamtzahl aller pro Schnitt gezéhlten
Glomeruli prozentual ins Verhéltnis gesetzt. Ebenso galten Kapillarensklerosierung, Verdickung
der Bowman’schen Kapsel mit Verbreiterung des Mesangiums als Kriterien (im Gesunden sind
Tubuluswand und Kapillarwinde gleich dick) fiir eine CAN. Da IL-6 die Proliferierung des
Mesangiums direkt stimuliert, war hier schon eine erste Aussage zum therapeutischen Nutzen

der Spendervorbehandlung moglich. [125]

Grad 0 1 2 3
,Lkeine* ,Hleichte* ,»,malig stark* »sehr stark*
zelluléire Infiltration 0% <50% 50% > 50%
Tubulusmorphologie 0% <50% 50% > 50%
GefiBBmorphologie 0% <50% 50% >50%
Glomerulusmorphologie 0% <50% 50% > 50%
Glomerulosklerose Anzahl destruierter Glomeruli/Gesamtzahl der Glomeruli
(CAN Kriterium) pro Schnitt
. Anzahl arteriosklerotisch verdnderterer Arteriolen/Gesamtzahl der

Arteriosklerose Arteriol
(CAN Kriterium) rteriolen

pro Schnitt

Tabelle 1 Bewertungssystem zur histologischen Einschédtzung des Schweregrades der

Transplantatschddigung nach allogener Nierentransplantation

3.5 Immunhistologische Untersuchung

Bei akuten und chronischen AbstoBungen ist eine Infiltration des Nierentransplantats durch
immunologisch aktive Zellen zu beobachten. Mit der von Cordell beschriebenen APAAP-
Methode (Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase) konnen Zellen zellulédrer
Infiltrate im Transplantat anhand ihrer Oberflichenmolekiile weiter differenziert werden. [126]

Im ersten Schritt dieser Methode bindet ein primérer Maus-Anti-Ratte Antikorper mit Spezifitat
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fiir bestimmte Oberflichenmolekiile an einen sekundiren Kaninchen- Anti-Maus Antikdrper. Im
zweiten Schritt wird ein tertidrer, gegen den Sekunddrantikorper gerichteter Anti-Kaninchen AK,
der an den APAAP-Komplex gekoppelt ist, eingesetzt. Im finalen Schritt wird ein
Chromogen/Substrat Komplex verwendet, der Naphtol-AS-Bi-Phosphat als Substrat fiir die
Alkalische Phosphatase (AP) sowie Neufuchsin als Chromogen enthilt (roter Farbumschlag).

Aus den asservierten Nierenproben wurden Kryoschnitte angefertigt. Kryoschnitte von
Milzproben nativer Ratten dienten als Positiv-Kontrollen. Mit dem Kryotom wurden je Organ 8-
10 Gefrierschnitte von je 4 um Schnittdicke (-23°C Blocktemperatur, -26°C Boxtempertur,)
angefertigt. Nach 10 min Fixierung in Aceton wurden die Schnitte 24 h luftgetrocknet und bis
zur Farbung bei -80°C gelagert. Vor Farbung wurden die Schnitte bei Raumtemperatur (RT)
aufgetaut, nochmals in Aceton fixiert (10 min) und luftgetrocknet. Nach der Inkubation mit
Normal-Kaninchenserum (300 pl/Objekttrager, 30 min, bei RT, im Dunkeln) zur Reduktion
unspezifischer Hintergrundfarbungen, folgten drei Waschvorgiinge mit Tris-gepufferter NaCl-
Losung (TBS, pH= 7,4). Diese wurden nach jedem weiteren Inkubationsschritt wiederholt.
Anschlielend erfolgte die Inkubation mit dem jeweiligen monoklonalen Priméarantikorper (Maus
Anti-Ratte) in entsprechender Verdiinnung (200 pl/Objekttrager, 90 min, bei RT, im Dunkeln).
Nach anschlieBender Inkubation der Schnitte mit dem Briickenantikérper (Kaninchen Anti-
Maus-IgG, 1:150, 60 min, bei RT, im Dunkeln) wurde der APAAP-Komplex auf die
Objekttrager aufgetragen (1:100, 60 min, bei RT, im Dunkeln). Zuletzt wurden die
Immunkomplexe mit dem Substrat/Chromogen System visualisiert und mit Himatoxylin (2 min)
gegengefiarbt. Die Eindeckelung der Objekttrager erfolgte mit Kaiser’s-Glyceringelantine.

Schnitte ohne Primér- bzw. Sekundérantikdrper dienten als Negativkontrollen.

3.5.1 Immunhistologische Auswertung

Wie erwéhnt, fithrt der Hirntod im Spender zu einer gesteigerten IL-6-Ausschiittung, welche vor
der eigentlichen Transplantation zu einer gesteigerten Immunogenitit des Transplantats fiihrt.
Zusammen mit den negativen Einfliissen des I/R-Schadens kommt es hierdurch im Empfanger
zu einer funktionellen und morphologischen Einschriankung des Transplantats bis hin zur totalen
Transplantatdysfunktion. Wir nahmen an, dass eine Spendervorbehandlung mit anti-IL-6R mAb
zu einer Inhibierung des IL-6-Molekiils fithren und sich konsekutiv eine Minimierung der

initialen Transplantschiddigung sowie der chronische Transplantatverdnderungen einstellen wird.
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Der Schweregrad, der durch den Hirntod und I/R-Schaden induzierten inflamatorischen
Reaktionen im Transplantat wurde in der vorliegenden Arbeit anhand der Expression und
Infiltrationsrate von Entziindungszellen (EDI1+ Markrophagen/Monozyten, CD4+/CD8+ T-
Zellen) sowie von Antigenprisentierenden Zellen (APZ) der MHC Klasse II im Nierenallograft
evaluiert. Hierfiir sowie zur Unterscheidung der transplantatinfiltrierenden Leukozyten und der
Differenzierung der histomorphologischen Verdnderungen des Allograft erfolgten
immunbhistologische Untersuchungen mittels der APAAP-Methodel8h, 7d und 5 mths nach

Reperfusion. Hierbei wurde immunhistochemisch gegen folgende Antigene gefarbt:

Typ Klon Verdiinnung*
Maus Anti-Ratte ED1 EDI, Isotyp Maus IgGl1, (1:400)
(Antigen Monozyten/Makrophagen)
Maus Anti-Ratte CD8 MRC OX8, Isotyp Maus IgG (1:400)
(Antigen zytotoxische T-Zellen)
Maus Anti-Ratte CD4 W3/25, Isotyp Maus IgG1 (1:200)
(Antigen CD4+ T-Helfer Zellen)
Maus Anti-Ratte [A 0X3, Isotyp Maus IgG1 (1:400)
(MHC-II, Ia-Antigen auf Antigen-prisentieren
Zellen)

Alle Gewebeschnitte wurden verblindet unter dem Mikroskop (400 fache Vergroferung)
evaluiert. Es wurden in mindestens 20 Gesichtsfeldern pro Schnittpréparat die spezifisch
angefarbten Zellen pro Gesichtsfeld im Transplantat ausgezéhlt. Abschliefend wurde das
arithmetische Mittel der transplantatinfiltrierenden Zellen pro Gesichtsfeld gruppenabhéngig

ermittelt.

3.6 TaqMan-Real-Time-PCR

1984 entwickelte Kary Mullis die Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation von DNA-
Abschnitten bekannter Sequenzen. Auf dieser Methode basiert die Real-Time PCR iiber die
mittels Fluoreszenzfarbstoffe die Zunahme von PCR-Produkten in Echtzeit verfolgt werden
kann. Die Detektion spezifischer Gene oder Genabschnitte erfolgt iiber sequenzspezifische
Sonden-Hybridisierung und den sog. Fluoreszenz -Energietransfer (FET). Bei der Sonde handelt
es sich um ein fluorogenes Olignucleotid, welches hochspezifisch fiir das zu amplifizierende
Gen ist und am 5’-Ende mit einen fluoreszenten Reporter-Farbstoff (Fluoreszenin-Derivat) bzw.

am 3’-Ende mit einem Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat) markiert ist; zusatzlich ist das
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3’-Ende durch einen Phosphatrest blockiert, wodurch die Sondenextension unterbunden wird.
Wird die intakte Sonde bei einer spezifischen Wellenldnge (488 nm) zur Fluoreszenz angeregt,
so wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs aufgrund der raumlichen Ndhe zum Quencher
durch den Fluoreszenz-Energietransfer (FET) supprimiert. [ 127, 128]

In den durchgefiihrten Genanalysen verwendeten wir Sonden, welche am 3’-Ende mit dem
Quencher-Farbstoff TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin) und am 5’-Ende mit dem
fluoreszierenden Reporter-Farbstoff FAM (6-Carboxy-fluoreszin) markiert waren.

Wihrend der PCR hybridisiert zundchst die Sonde mit den Primern an dem Matrizen-Strang. In
der Extensionsphase trifft dann die Taq Polymerase auf die Sonde und beginnt sie zu
verdringen. Es entsteht eine Y-formige Sekundirstruktur, wodurch die 5'-3"-Exonuklease
Aktivitdt der AmpliTaq DNA Polymerase aktiviert und die Sonde geschnitten wird. Freie, nicht-
hybridisierte Sonde wird hingegen nicht hydrolisiert. Kommt es jedoch zur Sondenhydrolyse, so
wird die rdumliche Néhe - und damit auch der FET - zwischen Reporter und Quencher
unterbrochen. Dadurch wird die Reporterfluoreszenz durch den Quencher nicht mehr
ausgeldscht und kann iiber die CCD-(Charge-coupled Device) Kamera des ABI PRISM 7700
Sequence Detection System im Thermocycler detektiert werden. (Abb. 5) Die Fluoreszenz
nimmt dabei proportional zur Anzahl der Zyklen zu. Die Fluoreszenzkurve zeigt daher einen
exponentiellen Verlauf, welcher mit Verbrauch der Reaktionspartner (Primer, Nucleotide) in ein
Plateau tibergeht. Nur in der exponentiellen Phase erfolgte die Detektion, da nur dort optimale

Reaktionsbedingungen herrschen. [ 128]

Wadhrend des Annealing bindet die Sonde
sequenzspezifisch an die Targetsequence
Q o Reporter und Quencher l6schen sich aufgrund
der raumlichen Ndhe zueinander in lhren
fluorogenen Eigenschaften aus

>

 —
.‘ Extension Wihrend der Extension verdrangt die Taq
0 DNA-Polymerase die Sonde und trennt
<_9 durch ihre Exonuklease-Aktivitdt Reporter
— c— und Quencher
. Die Reporterfluoreszenz wird nicht mehr durch
den Quencher ausgeléscht und kann nun
0 detektier werden

Abb. 5 TagMan-Real-Time-PCR; angelehnt an [129]
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In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine relative Quantifizierung der urspriinglichen mRNA und
damit der Genexpression der zu untersuchenden Chemo- und Zytokine zu einem Referenz- bzw.
,Housekeeping-Gen“. Fiir jenes Gen ist charakteristich, dass es nicht-genreguliert, also
unabhingig von Zelltyp, Zellstadium und duBeren Einfliissen, konstant exprimiert wird. Als
,2Housekeeping-Gen* wurde B-Actin verwendet, welches als Matrix-Protein ubiqitdr in allen
humanen Zellen vorkommt. Setzt man die Expression des Housekeeping-Gens mit der des zu
untersuchenden Gens ins Verhiltnis, so ist eine quantitative Bestimmung der Anderungen der

Genexpression im zeitlichen Verlauf moglich.

3.6.1 RNA-Isolierung und Quantitative RNA-Bestimmung

Die RNA-Isolierung erfolgte mit dem Isolation NucleoSpin RNA II-Kit der Firma Machery-
Nagel. Dafiir wurden ca. 300 mg der kryokonservierten Organproben (Niere/Milz) in 2000 pl
Lysis-Puffer (RA-1)-Losung sowie 2-Mercaptoethanol (20 pl) geldst und mit dem Ultraturrax-
Gewebe-Homogenisator (Jahnke und Kunkel, Staufen i. Breisgau, Deutschland) (30 sec., max.
Stufe) mechanisch homogenisiert. 1600 pul des Homogenisats wurden bei -80°C fiir evtl. Nach-
messungen zwischengelagert. Das restliche Homogenisat (400 pl) wurde zur Aufreinigung und
Viskositidtsminderung iiber den NucleoSpin Filter bei Raumtemperatur (RT) filtriert und zentri-
fugiert (11000 rpm, 1 min). Zur Ausfillung der Nucleinsduren wurde das Filtrat mit 400 pl
70%igem Ethanol versetzt und gevortext. Zur Aufreinigung und Trennung der Nucleinséuren
von Zellbestandteilen wurde das Filtrat in eine Silicagel-Membran (NucleoSpin RNA 11
Coloumn) tiberfiihrt und zentrifugiert (30 sek RT, 11000rpm). Hier binden die Nucleinséuren bei
hoher Salzkonzentration an die Silicagel-Membran und werden mittels mehrerer Waschschritte
gereinigt. Die Entsalzung der Membran wurde mit Hilfe eines Membran-Desalting-Buffer (400
ul) und erneuter Zentrifugation (30 sek. RT, 11000 rpm) durchgefiihrt. Zur Auftrennung von
DNA und RNA erfolgte ein DNA-Verdau mit DNase reaction mix (95ul, bei RT, 30 min).
Durch 3 Waschschritte wurde die rDNase deaktiviert und die Membran von dann befreit. Zuletzt
wurde die RNA mit 60 pl RNase freiem H,O inkubiert (3 min) und von der Membran eluiert
(RT, 11000 rpm 1min).

Die RNA-Konzentrationen der Proben wurde photometrisch mit dem NanoDrop®-
Spektrophotometer (NanoDrop®-ND-1000-Spektrophotometer, Fa. NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) durch Bestimmung der Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm

ermittelt. Diese Wellenlidnge entspricht dem Absorptionsmaximum von Nucleinsduren. Hierbei
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gilt, dass eine Absorptionseinheit Azsp 40 pg ssSRNA/ml entspricht.* Zusétzlich wurden durch
graphische Darstellung des Absorptionsspektrums der Wellenlédngen von 220 - 350 nm im Nano-
Drop® mogliche Verunreinigungen (Losungsmittel/Proteine) der Proben detektiert. Fiir reine
RNA galt eine Absorptionsquotient Ajep/Azso von ca. 1,9 - 2,1. Verunreinigungen bzw.
Absorptionsquotienten < 1,7 kamen nicht vor. Dreimal wurde die Konzentration je Probe

bestimmt und das arithmetische Mittel gebildet.[103]

3.6.2 cDNA-Synthese

Zur Analyse der Zytokinexpression mittels rt-PCR muss die mRNA der gewonnenen Proben
zundchst in cDNA transkribiert werden. Diese sog. cDNA liegt dann als Einzelstrang-DNA vor.
Die cDNA-Synthese bestand aus zwei Arbeitsschritten: Im ersten Schritt wurden die RNA-
Proben moglichen DNA-Kontaminationen durch einen DNA-Verdau befreit; im zweiten erfolgte
die cDNA-Synthese. Zundchst wurden 2ug RNA in DEPC-H,O in insgesamt 18 pl geldst und
mit 2pul odT-Primer (0,1pg/ul) versetzt. Danach wurde die Losung gevortext, abzentrifugiert und
fiir die Denaturierung der Primer bei 75°C (10 min) inkubiert. Es folgte der Verdau durch
Zugabe von 18,5u1 des Mixansatzes** und Erwdrmung fiir 30 Minuten bei 37°C im
Thermocycler. Zur DNase-Inaktivierung wurden die Proben erhitzt (75°C, 5 min). Im zweiten
Schritt wurde fiir die Umschreibung in cDNA jeweils 1 ul Reverse-Transkriptase und RNase-
Inhibitor hinzugefiigt und das Gemisch erwidrmt (42°C, 60 min). Zur Transkriptaseinaktivierung

wurde das Gemisch erhitzt (94°C, 5 min) und die erhaltene cDNA bei -20°C gelagert.

*Best. der RNA-Konz.: **Der Mixansatz bestand aus:
8 ul | Reactionbuffer
4 ul | dNTPs (2,5 mM)
¢ u gRNA=Ay % 40 4 ul | Aqua dest.
2 pl | DNase
ml 0.5 ul | RNase-Inhibitor (40u /p)

3.6.3 TaqMan-Real-Time-PCR - Protokoll

Zunichst wurde 1 pl der cDNA der zu untersuchenden Proben in MicroAmp® Optical Tubes
vorgelegt sowie mit den fiir die rtPCR bendtigten Bestandteilen (TagMan®- Master Mix
bestehend aus AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, Uracil-DNA Glycosylase, ANTPs mit dUTP)
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wie dem genspezifischen Primer, der genspezifischen Sonde und Aqua. dest. vermischt.
Anschlieffend folgten 40 PCR-Zyklen nach einem definierten Temperatur- und Zeitprotokoll.
Fiir jede Probe wurde ein Doppelwert bestimmt. Der Ansatz der Negativkontrollen enthielt keine
cDNA.

Da nicht aus jeder Probe der verschiedenen Gruppen, Werte detektiert werden konnte, erfolgte in

Ausnahmefillen eine Doppelmessung einzelner Proben verschiedener Gruppen.

Zyklen | Zeit °C Probe | NTC
2 min | 50° | UNG-Verdau TM-Mastermix 12,5l | 12,5 pl
10 min | 95° | Inaktivierung der UNG/ Primermix 6 ul|6 pul
40 AmpliTaqGold Aqua. dest. 4,5 ul |55 pl
Aktivierung Sonde 1 ul |1 ul
15 sec | 95° | Denaturierung cDNA 1 ul]0  pl
60 sec | 60° | komb.
Annealing/Extension

3.6.4 TaqMan-Real-Time-PCR — Auswertung

Nach der AACt-Methode erfolgte die Berechnung der relativen Quantifizierung der Gen-
expression zwischen dem Referenzgen (B-Actin) und dem Zielgen. Zuerst wurde der Ct-Wert
(Cycle Threshold) beider Gene bestimmt. Dieser Schwellenwert zeigt an, wann die Fluoreszenz
erstmals signifikant iiber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Dieser ist frei wéhlbar, muss
aber nach logarithmischer Auftragung im linearen Teil der Kurve liegen. Je groBer die
Ausgangskonzentration der Zielsequenz ist, desto weniger Zyklen miissen durchlaufen werden
bis der Schwellenwert erreicht wird; je kleiner also der Ct-Wert desto hoher die Expression des
Zielgens. Zur Normierung auf das Referenzgen wurde der Ct-Wert von B-Actin vom Ct-Wert des
Zielgens subtrahiert (ACt). Die Berechnung des relativen Expressionniveaus des Zielgens erfolgt

nach der 274,

3.7 Statistische Verfahren

Die Auswertung und Darstellung der erhobenen Daten erfolgte elektronisch nach iiblichen
Verfahren der deskriptiven Statistik mit der Software GraphPad Prism Version 5.0c und 6.0e
(GrapPad Software Inc., San Diego, USA). Alle Werte wurden als MW £ SA und SF grafisch

dargestellt. Mithilfe des D’Agostino & Pearson omnibus normality test wurde die
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Normalverteilung der Daten tiberpriift. Fiir den Vergleich zweier Gruppen wurde der Students t-

test bzw. der nicht-parametrische Mann Whitney-Test verwendet. Beim Vergleich mehrerer

Gruppen (> 2 Gruppen) wurde die einfaktorielle “Analysis of Variance® (ANOVA) bzw. der

nicht parametrische Kuskal-Wallis test mit den jeweiligen post-hoc tests (Dunn’s bzw. Holm-

Sidak’s multiple comparison tests) eingesetzt. Im Falle zweier Variablen wurde eine

zweifaktorielle ANOVA (Two-way ANOVA) angewandt. Als statistisch signifikant wurde ein

p-Wert von < 0,05 festgelegt.

3.8 Material

Alle verwendeten Materialien sind den folgenden Tabellen zu entnehmen:

OP-Instrumente

Operationsmikroskop (Model M690)
Préaparierschere (Modell No. 14519-14)
Mikropinzetten (Model No. 11252-40)
Mikroschere (Model No. 15020-15)
MikrogefdBklemmen (Model No. 18320-11)
Mikronadelhalter (Model 80-2003)
Narkosezylinder / -maske

Laborgeriite

Inkubator

Mikrotom (HM 400)

Tischmikroskop (EX41)

Cryotom (HM 500 OM)

Macintosh PC

Neubauer Zdhlkammer
ELISA-Photometer (Fluostar Galaxy®)
ELISA-Software (Fluostar Galaxy® Ver. 4.21-0)
Photometer Fluostar Galaxy

Real-Time PCR Systeme:

- ABI PRISM 7700

- ABI 7500

DNS Thermo Cycler (TC1)

Zentrifuge

Verbrauchsmaterial

Faden USP 10-0 (Prolene®)/4-0 (Vicryl®)
Seide, 6/0 ,,E

CryogefaB, 1,8ml (Nalgene® Cryogenic Vial)
Einbettkassetten

Pipettenspitzen, diverse Grofien

Kompressen 10x10 cm

Cryoschnitt-Medium

DAKO-Pen

ELISA-Platten, Module je 16 Wells (F16 Maxisorp
Loose®; Nr. 469914)

Eppendorf-Gefifle, 2ml

Leica, Wetzlar, Deutschland
Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland
Codman, Norderstedt, Deutschland

113
113

113

Eigenbau

Heraeus, Hanau, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Olympus, Hamburg, Deutschland
Microm-Laborgerite, Walldorf, Deutschland
Apple Corporation, Cupertino, CA, USA
Fein-Optik, Blankenburg

BMG, Offenburg, Deutschland

113

113

Applied Biosystems, Darmstadt

113

113

Varifuge 3.0R, Heraeus Sepatech, Osterode /Harz,
Deutschland

Ethicon, Norderstedt, Deutschland

Resorba, Niirnberg, Deutschland

Nalgene Nunc, Rochester, NY, USA
Sanowa, Leimen, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Lohmann Rauscher, Rengsdorf, Deutschland
Killik, Mailand, Italien

Dako, Glostrup, Déanemark

Nunc, Roskilde, Ddnemark

Sarstedt AG&Co, Numbrecht, Deutschland
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Li-Heparin-Monovette, 5,5 ml
Blutmonovetten

Zellsieb, 70 pm (Falcon® Cell Strainer)
Venenverweilkaniile (REF 393204)
Kunstoffrohrchen, 14 ml (Falcon®-Tube)
Spritzen und Kaniilen, versch. Grof3e
Stickstofftanks

Zellkulturloch Platten
Zellkulturschalen (6 cm, 10 cm)
Zellsiebe, 40 und 100 pm Porengrdsse
Zentrifugenréhrchen (15, 50 ml)
Petrischale

Pharmaka

anti-Maus/Ratte CD126

(IL-6R; Klon D7715A7, Isotyp Rat IgG2b «)
Cyclosporin A (CsA, 1.5mg/kg) (Remicade ®)
Isofluran (Forene®)

0,9%ige NaCl-Losung, steril

Pentazocin (Fortral®)

Heparin (Liquemin®)

UW-Loésung (ViaSpan®)

Allgemeine Reagenzien und Losungen

Ethanol, 100 Vol%, denaturiert
Fomaldehyd-Losung, 4%, gepuffert
Aceton, pro analysi

Paraffin (Kendall Paraplast Plus®)
Fliissiger Stickstoff (N2)
Trypanblau

Tween-20

Reagenzien / Losg. H&E Firbung / Immunbhistologie

Héamatoxylin-Loésung (Nr. HHS32-1L)
Eosin-Ldsung

Kaisers Glyceringelatine (Nr. 1.09242.0100)
Der Waschpuffer enthielt:

Trizma® Base (Nr. T-1503), 0,9 g
Trizma® Hydrochlorid (Nr. 3253), 6,85 g
Natriumchlorid, 8,78 g

Aqua dest., 11

Die BSA-Verdiinnungslésung enthielt:
Waschpuffer (siche oben), 10 ml

Bovines Serumalbumin, 96%ig, 0,1 g
Das Neufuchsin-Substrat enthielt:
Waschpuffer (siehe oben), 105 ml
Propandiol-Lésung, 0,2 M, 37,5 ml
Levamisole, 0,06 g
Napthol-AS-Biphosphat, 0,075 g
N,N-Dimethylformamid, 900
Natriumnitrid, 0,03 g
Neufuchsin-Losung, 300

Antikérper und Farbreagenzien

ED1 Mouse Anti-Rat (Nr. MCA341R)
CD4 Mouse Anti-Rat (MCAS55G)
CD8 Mouse Anti-Rat (Nr. MCA48G)
0X3 Mouse Anti-Rat (MCA45G)
Rabbit Anti-Mouse Ig (Nr. Z-0259)

BD Biosciences, San Jose, CA, USA

tE)

Taylor-Wharton, Theodore, AL, USA
Falcon, Oxnard, USA

113
113

113

Becton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix,
Frankreich

BioLegend/ Biozol, Eching, Germany

Centocor, Leiden, Niederlande

Abbott, Wiesbaden, Deutschland

Braun Melsungen, Melsungen, Deutschland
Sanofi-Aventis, Frankfurt, Deutschland
Roche, Grenzach-Whylen, Deutschland
DuPont, Bad Homburg, Deutschland

Herbeta, Berlin, Deutschland

113

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Tyco, Mansfield, MA, USA

Linde, Wiesbaden, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschl

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Serotec, Diisseldorf, Deutschland

113
113

113

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland
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APAAP, Mouse, Monoclonal (Nr. D-0651)

Reagenzien und Losungen TagMan-Real-Time-PCR

NucleoSpin RNA II-Kit ~ Machery-Nagel
NanoDrop®- Spektrophotometer ~ Fa.NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA
TagMan®- Master Mix ~ Machery-Nagel

Tabelle 3 Aufstellung verwendeter Instrumente, Gerite, und Verbrauchsmaterialien

4 ERGEBNISSE - AKUTES MODELL
4.1 Histologie

BD Gruppe

In der vorliegenden Arbeit wurde nach Vorbehandlung hirntoter Spender mit anti-IL-6R mAb
eine signifikant reduzierte histomorphologische Schidigung im Vergleich zur Kontrollgruppe
ohne Antikorperbehandlung beobachtet: Es zeigte sich ein signifikant geringerer
Schéadigungsgrad bei Nierentransplantaten von anti-IL-6R mAb vorbehandelten Hirntodspendern
sowohl nachl8h p. t. als auch nach 7d p. t. Bei Transplantaten aus vorbehandelten
Hirntodspendern war 18h p. t. im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant geringere
Schéadigung der Glomeruli (p = 0,0017), der Tubuli (p = 0,0031) und der GefiaBe (p = 0,0054)
sowie eine geringere Zellinfiltration (p = 0,0026) festzustellen. Nach 7d waren Zellinfiltration

(p = 0,0430) und Glomerulischddigung signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe reduziert (p =
0,0430). (siche Abb. 6,7,8 und Tab. 3)

LD Gruppe

Tendenziell zeigten sich vergleichbare histologische Ergebnisse bei Nierentransplantaten von
Lebendspendern, allerdings erreichten die Unterschiede zwischen Transplantaten aus
vorbehandelten Lebendspendern und der unbehandelten Kontrollgruppe keine statistisch

signifikanten Unterschiede.
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Abb. 6 Histologische Bewertung der allogen transplantierten Niere (Score 0-4; s. auch Tab. 1)

Die Auswertung der Transplantate erfolgte18h und 7d nach Reperfusion.
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Glomeruli 18h post NTx

18h NTx BD con BD mAb p-Intervall LD con LD mAb p-Intervall
MW 2,389 0,8571 2,167 1,333
SA 0,7817 0,6268 p=0,0017 0,2887 0,2887 ns
SF 0,2606 0,2369 0,1667 0,1667
n 9 7 3 3
Tubuléire Atrophie 18h post NTx
18h NTx BD con BD mAb p-Intervall LD con LD mAb p-Intervall
MW 2,656 1,250 2,000 1,167
SA 0,6400 0,5774 p=0,0031 0,0 0,2887 ns
SF 0,2263 0,2182 0,0 0,1667
n 8 7 3 3
Zellulire Infiltration 18h post NTx
18h NTx BD con BD mAb p-Intervall LD con LD mAb p-Intervall
MW 2,556 1,214 1,833 1,167
SA 0,5270 0,5669 p=0,0026 0,2887 0,2887 ns
SF 0,1757 0,2143 0,1667 0,1667
n 9 7 3 3
Gefalimorphologie 18h post NTx
18h NTx BD con BD mAb p-Intervall LD con LD mAb p-Intervall
MW 2,333 1,000 2,000 1,167
SA 0,6614 0,7638 p=0,0054 0,0 0,2887 ns
SF 0,2205 0,2887 0,0 0,1667
n 9 7 3 3
Glomeruli 7d post NTx
7d NTx BD con BD mAb p-Intervall LD con LD mAb p-Intervall
MW 3,000 2,344 2,500 1,875
SA 0,0 0,5967 0,4082 1,031 ns
SF 0,0 0,2110 p=0,0430 0,2041 0,5154
n 6 8 4 4
Tubuliéire Atrophie 7d post NTx
7d NTx BD con BD mAb p-Intervall LD con LD mAb p-Intervall
MW 2,833 2,500 2,450 2,250
SA 0,4082 0,5825 ns 0,4472 0,6455 ns
SF 0,1667 0,2059 0,2000 0,3227
n 6 8 5 4
Zelluliire Infiltration 7d post NTx
7d NTx BD con BD mAb p-Intervall LD con LD mAb p-Intervall
MW 3,000 2,406 2,250 2,250
SA 0,0 0,5335 p=10,0430 0,5000 1,190 ns
SF 0,0 0,1886 0,2500 0,5951
n 6 8 4 4
GefiBmorphologie 7d post NTx
7d NTx BD con BD mAb p-Intervall LD con LD mAb p-Intervall
MW 3,000 2,469 2,250 2,000
SA 0,0 0,5738 ns 0,5000 0,8165 ns
SF 0,0 0,2029 0,2500 0,4082
n 6 8 4 4

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF), Stichprobe (n)

Tabelle 3 Histomorphologische Auswertung18h und 7d nach NTx
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Glomerulus

Arteriole

Glomerulus

Arteriole

Abb. 7 H&E Firbung (Lichtmikroskopi

peil e 1 &
- ek NN LU *

e, 400x) des Nierenallograft 18h nach NTx der
anti-IL6R mAb behandelten und unbehandelten Lebendspender bzw. der anti-IL6R mAb behan-
delten und unbehandelten Hirntodspender
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Abb. 8 H&E Firbung (Lichtmikroskopie, 400x) des Nierenallograft 7d nach NTx der

anti-IL6R mAb behandelten und unbehandelten Lebendspender bzw. der anti-IL6R mAb behan-
delten und unbehandelten Hirntodspender
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4.2 Immunbhistologie

4.2.1 Infiltration von ED1+ Monozyten/Makrophagen

BD 18h und 7d

18h p. t. zeigte sich eine stdrkere Inifiltration von EDI+ Monozyten/Makrophagen in der
BDmAb-Gruppe im Vergleich zur BDcon-Gruppe. Die Infiltrationsrate der BDmAb-Gruppe war
im Vergleich zur BDcon-Gruppe um den Faktor 1,6 erhoht, ein statistisch signifikanter
Unterschied bestand nicht.

7d p. t. hingegen war die Anzahl ED1+ Zellen in Nierentransplantaten beider Gruppen etwa
gleich groB3; in der BDmADb-Gruppe im Vergleich zur BDcon-Gruppe war die Infiltration um den
Faktor 0,9 reduziert; ein signifikanter Unterschied zeigte sich nicht.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) zeigte sich in beiden BD-Gruppen ein signifikanter Anstieg ED1+
Zellen im Transplantat. Wahrend in der BDcon-Gruppe die Infiltration um den Faktor 57,6
(p<0,0001) anstieg, vergroBerte sich unter anti-IL-6R mAb Vorbehandlung die Infiltration
jedoch nur um den Faktor 33,3 (p<0,0001).

LD 18h und 7d

Bei Transplantaten aus Lebendspendern zeigte sich 18h p. t. eine tendenziell geringere
Infiltration von ED1+ Zellen unter Spendervorbehandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Hingegen wurde 7d p. t eine tendenziell stirkere Infiltration von ED1+ Zellen in der LDmAb-
Gruppe im Vergleich zur LDcon-Gruppe beobachtet, allerdings erreichten die Ergebnisse
aufgrund der geringen Anzahl der Versuchstiere in diesen Gruppen keine statistische
Signifikanz.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) wurde auch hier eine signifikante Zunahme EDI1+
Monozyten/Makrophagen im Transplantat beobachtet: Die Infiltrationsrate vergroferte sich um
den Faktor 344,7 (p<0,0001) in der LDmAb-Gruppe. In der LDcon-Gruppe zeigte sich eine
Zunahme um den Faktor 38,9 (p<0,0165).
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Abb. 9 Statistische Auswertung der immunhistologischen Féarbung ED1+ Zellen im Nieren-

transplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD) nach Behandlung mit anti-IL-6R mAb

und in unbehandelten Kontrollen an 2 verschiedenen Zeitpunkten (18h u. 7d) nach NTx.

ED 1+
18h NTx BD con BD mAb p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 2,138 3,383 (BD mAb 1,767 0,3333 (LD mAb
Vs. Vs.
SA 1,453 2,248 ns BD con) 0,5686 0,2309 ns LD con)
SF 0,5137 0,9178 0,3283 0,1333
n 8 6 1,6 3 3 0,2
7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 123,2 112,6 (BD mAb 68,88 114,9 (LD mAb
Vs. vs.
SA 54,42 33,75 s BD con) 16,78 35,60 ns LD con)
SF 19,24 13,78 7,505 17,80
n 8 6 0,9 5 4 1,7
x fach 57,6 33,3 38,9 344,7
(18hvs. 7d) | p<0,0001 | p<0,0001 p<0,0165 p<0,0001

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 4 Statistische Auswertung der immunhistologischen Farbung ED1+

Monozyten/Makrophagen im Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD)
nach Behandlung mit anti-IL-6R mAb und in unbehandelten Kontrollen18h und 7d nach NTx.
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ED 1+

18h

7d

18h
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Abb. 10 Immunhistologisc
renallograft 18h und 7d nach NTx der anti-IL-6R mAb behandelten und unbehandelten Le-
bendspender bzw. der anti-IL-6R mAb behandelten und unbehandelten Hirntodspender
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4.2.2 Infiltration von APZ der MHC-Klasse I1

BD 18h und 7d

Wie schon im Falle ED1+ Zellen zeigte sich auch hier 18h p. t. in der Hirntodgruppe unter
Spendervorbehandlung eine tendenziell stirkere Transplantatinfiltration von MHC-Klasse-1I+
Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe (BDmADb vs BDcon: 28,80 + 17,73 vs. 12,73 £7,22; p =
0,532).

Derselbe Trend zeigte sich auch nach 7d: Die Anzahl MHC-Klasse 11+ APZ war in der BDmAb-
Gruppe im Vergleich zur BDcon-Gruppe leicht erhdht, ein signifikanter Unterschied zeigte sich
jedoch nicht.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) zeigte sich wiederum eine signifikante Zunahme der Infiltration von
MHC-Klasse 11+ Zellen: Wéhrend in den BDcon-Gruppen die Infiltration um den Faktor 11,2
anstieg (p=0,0069), wurde unter anti-IL-6R mAb Vorbehandlung jedoch nur ein 5,6-facher
Anstieg (p=0,0023) detektiert.

LD 18h und 7d

Bei Verwendung von Transplantaten aus Lebendspendern zeigte sich auch hier 18h p. t. eine
tendenziell geringere Infiltration von MHC-Klasse 11+ APZ unter Spendervorbehandlung im
Vergleich zur Kontrollgruppe.

7d p. t wurde dagegen eine geringfiigig erhohte Anzahl MHC-Klasse II+ APZ in Transplantaten
der LDmADb-Gruppe im Vergleich zur LDcon-Gruppe beobachtet. Die Unterschiede erreichten
jedoch keine statistische Signifikanz.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) zeigte sich auch hier eine starke Zunahme der APZ-MHC-Klasse 11

Infiltration, allerdings erreichten die Ergebnisse keine statistische Signifikanz.
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Abb. 11 Statistische Auswertung der immunhistologischen Farbung MHC-Klasse-1I+ APZ im

Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD) nach Behandlung mit
anti-IL-6R mAD und in unbehandelten Kontrollen 18h und 7d nach NTx.

MHC 11+
18h NTx BD con BD mAb p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 12,73 28,80 (BD mAb 22,67 16,07 (LD mAb
_ Vs. Vs.
SA 7,218 17,73 p=00532 | ., con) 3,208 4,474 ns LD con)
SF 2,728 7,927 1,852 2,583
n 7 5 2,3 3 3 0,7
7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 142,7 160,5 (BD mdb 110,2 130,0 (LD mAb
Vs. Vs.
SA 37,15 31,27 s BD con) 51,59 35,16 ns LD con)
SF 14,04 12,76 23,07 20,30
n 7 6 1,1 5 3 1,2
x fach 11,2 5,6 4,9 8,1
(18hvs.7d) | p=0,0023 | p=0,0069 p=0,2466 p=0,1346

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 5 Statistische Auswertung der immunhistologischen Farbung MHC-Klasse-1I+ APZ im

Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD) nach Behandlung mit anti-IL-

6R mAD und in unbehandelten Kontrollen 18h u. 7d nach NTx.
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MHC 11+ 7 BD Kontrolle 7 BD anti-IL- 6R mAb

18h

7d
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Abb. 12 Immunhlstologlsche Féarbungen von MHCII+ Zellen (Llchtmlkroskople 400x) des
Nierenallograft 18h und 7d nach NTx der anti-IL-6R mAb behandelten und unbehandelten
Lebendspender bzw. der anti-IL-6R mAb behandelten und unbehandelten Hirntodspender
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4.2.3 Infiltration von CD4+ TH-Zellen

BD [8h und 7d (168 h)

Auch in der immunhistologischen Untersuchung von CD4+ TH-Zellen zeigte sich 18h p.t. in der
Hirntodgruppe unter Spendervorbehandlung eine tendenziell erhdhte Zellinfiltration im
Vergleich zur Kontrollgruppe: ein signifikanter Unterschied zeigte sich nicht.

7d p. t. war die Anzahl CD4+ TH-Zellen in Transplantaten der BDmAb-Gruppe signifikant
groBer als in der unbehandelten Kontrollgruppe (BDmAb vs. BDcon: 77,72 + 9,75 vs. 52,63 +
5,38; p=0,0331)

Uber die Zeit (18h vs. 7d) zeigte sich hier ebenfalls eine signifikant gesteigerte Infiltration mit
CD4+ TH-Zellen: In der BDcon-Gruppe nahm die Infiltration um den Faktor 11,7 zu
(p<0,0001), in den BDmAb-Gruppen um den Faktor 15,1 (p<0,0001).

LD 18h und 7d

In Transplantaten von Lebendspendern zeigten sich weder nach 18h p. t. noch nach 7 Tagen
signifikante Unterschiede beziiglich der Anzahl CD4+ TH-Zellen zwischen der vorbehandelten
und der Kontrollgruppe.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) wurde sowohl in der vorbehandelten Gruppe als auch in der
Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme CD4+ TH-Zellen festgestellt (LDmAb, 18h vs. 7d:
p=0,0037, Faktor 5,1; LDcon, 18h vs. 7d: p=0,0003, Faktor 10,6).
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Abb. 13 Statistische Auswertung der immunhistologischen Farbung fiir CD4+ TH-Zellen im

Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD) nach Behandlung mit anti-IL-
6R mAb und in unbehandelten Kontrollen18h und 7d nach NTx.

CD 4+

18h NTx BD con BD mAb p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 4,514 5,140 BDmAb [ 5,250 8,833 (LD mAb
SA 3,951 3,358 ns 8D eon) | 0:9192 6,809 ns LD con)
SF 1,493 1,502 0,6500 3,931
n 7 5 L1 2 3 1,7

7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 52,63 77,72 BDmab | 5541 44,63 (LD mAb
SA 15,21 23.88 p=0,0331 | ppo 6.526 9,047 ns LD con)
SF 5.379 9,747 3.263 4,524
n 8 6 1,5 4 4 0.8

x fach 11,7 15,1 10,6 5.1
(18hvs. 7d) | p<0,0001 | p<0,0001 p=10.,0003 | p=0,0037

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 6 Statistische Auswertung der immunhistologischen Fiarbung fiir CD4+ TH-Zellen im

Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD) nach Behandlung
mit anti-IL-6R mAb und in unbehandelten Kontrollen 18h u. 7d nach NTx.
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Abb. 14 Immunhistologische Farbungen von CD4+ Zellen (Lichtmikroskopie, 400x) des
Nierenallograft 18h und 7d nach NTx der anti-IL-6R mAb behandelten und unbehandelten Le-

bendspender bzw. der anti-IL-6R mA behandelten und unbehandelten Hirntodspender
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4.2.4 Infiltration von CD8+ T-Zellen

BD [8h und 7d (168h)

Sowohl 18h als auch 7d p.t. zeigte sich in der Hirntodgruppe unter Spendervorbehandlung eine
geringere Infiltration von CD8+ Zellen in das Transplantat im Vergleich zur Kontrollgruppe, ein
signifikanter Unterschied zeigte sich nicht.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) war auch hier eine signifikant gesteigerte Infiltration von CD8+ T-
Zellen zu beobachten: In der BDcon-Gruppe nahm die Infiltration um den Faktor 102,9 zu
(p<0,0001), in der BDmAb-Gruppe um den Faktor 89,1 (p<0,0001).

LD 18h und 7d

Auch in der Gruppen der vorbehandelter Lebendspender wurde 18h als auch 7d p.t. eine
geringere Infiltration von CD8+ T-Zellen in das Transplantat im Vergleich zur Kontrollgruppe
detektiert. In allen Gruppen bestand kein statistisch signifikanter Unterschied.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) wurde hier eine starke Zunahme der CD8+ T-Zell-Infiltration mit
signifikanten Unterschieden gemessen: In der LDcon-Gruppe vergrofBerte sich die Infiltration um

den Faktor 54,1 (p<0,0001); in der LDmAb-Gruppe um den Faktor 155,1 (p<0,0001).
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Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD) nach Behandlung mit anti-IL-
6R mAb und in unbehandelten Kontrollen 18h und 7d nach NTx.

CD 8+
18h NTx BD con BD mAb p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,6286 0,5000 (BD mAb 1,200 0,3333 (LD mAb
vs. vs.
SA 0,4386 0,4082 ns BD con) 0,0 0,2309 ns LD con)
SF 0,1658 0,2041 0,0 0,1333
n 7 4 0,8 2 3 0.3
7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 56,02 51,44 (BD mAb 64,93 51,70 (LD mAb
Vs. Vs.
SA 22,28 10,77 s BD con) 12,19 7,969 ns LD con)
SF 9,962 4,069 6,097 3,985
n 7 5 0,9 4 4 0,8
x-fach 89,1 102,9 54,1 155,1
(18hvs.7d) | p<0,0001 | p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 7 Statistische Auswertung der immunhistologischen Farbung CD8+ T-Zellen im

Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD) nach Behandlung mit anti-IL-
6R mAb und in unbehandelten Kontrollen 18h und 7d nach NTx.
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18h
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Nierenallograft 18h und 7d nach NTx der anti-IL-6R mAb behandelten und unbehandelten Le-
bendspender bzw. der anti-IL-6R mAb behandelten und unbehandelten Hirntodspender

58



4.3 Zytokin- u. Chemokinexpression im Nierenallograft

Unsere Annahme war, dass durch eine Vorbehandlung mit anti-IL-6R mAb nicht nur auf
Proteinebene, sondern auch auf der Ebene der Genexpression eine verminderte Expression
diverser inflammatorischer Mediatoren und konsekutiv eine geringere Transplantatschiddigung
zu erreichen wiére. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit der Aktivierungszustand des
Immunsystems anhand der Expression verschiedener Zytokine und Chemokine, welche
typischerweise mit Eintreten des Hirntodes sowie im Rahmen des I/R-Schadens hoch- bzw.
herunterreguliert werden, analysiert. Es wurde untersucht, inwieweit eine Spendervorbehandlung
die Genexpression der Chemokine CCL-19, CCL-21 und IP-10 sowie der Zytokine IL-6, TNFa,
IFNy und IL-10 beeinflusst. Die Expressionsmuster dieser Gene wurde mittels quantitativer
Echtzeit-Fluoreszenz-PCR (TagMan-Real-Time-RT-PCR) aus den Proben des Allografts im
akuten und chronischen Modell sowie aus Empfangermilzproben im chronischen Modell

analysiert.

4.3.1 Interleukin-6 und Tumor-Nekrose-Faktor-o

Interleukin-6

BD 18h und BD 7d (168 h)

Im Nierentransplantat wurde anti-IL-6R mAb vorbehandelter Hirntodspender, der BDmAb-
Gruppe, eine geringfiigig kleinere IL-6 Expression, sowohl 18h als auch 7d nach NTx gegeniiber
nicht vorbehandelten Hirntodspendern, der BDcon-Gruppe, detektiert. So war die IL-6
Genexpression vorbehandelter Hirntodspender 7d p.t. etwa um den Faktor 0,5 gegeniiber den
unbehandelten Hirntodspendern reduziert. Die Ergebnisse waren jedoch nicht signifikant
unterschiedlich.

Interessanterweise war die IL-6 Genexpression in allen BD-Gruppen 7d p. t. gegentiiber 18h p. t.
geringfiigig reduziert. Uber die Zeit (18h vs. 7d) wurde eine nicht signifikante Reduktion der IL-
6 Expression in der BDmAb Gruppe (Faktor 0,2) sowie in der BDcon-Gruppe (Faktor 0,3)
beobachtet.

LD 18h und 7d

Sowohl 18h als auch 7d p.t. zeigte sich eine nicht signifikant groBere IL-6 Expression im
Nierenallograft anti-IL-6R mAb vorbehandelter Lebendspender gegeniiber der Kontrollgruppe.
Die IL-6 Expression reduzierte sich iiber die Zeit (18h vs. 7d) in der LDmAb-Gruppe um den
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Faktor 0,8 (p> 0,9999), vergroBerte sich aber um den Faktor 1,2 (p> 0,9999) in der LDcon-
Gruppe. In beiden Gruppen bestand kein signifikanter Unterschied.

Tumor-Nekrose-Faktor-a

BD 18h und 7d

In allen BD-Gruppen zeigte sich eine vergleichbare konstante TNFa-Expression ohne
signifikante Unterschiede. Uber die Zeit (18h vs. 7d) wurde eine signifikante Zunahme der
TNFa-Expression in den BD-Gruppen gemessen: In der BDmAb-Gruppe vergroBerte sich die
Expression um den Faktor 3,4 (p=0,0022); in der unbehandelten BDcon-Gruppe sogar um den
Faktor 5,9 (p< 0,0001).

LD 18h und 7d

Bei Verwendung von Transplantaten aus Lebendspendern zeigte sich 18h p. t. eine tendenziell
kleinere TNFa-Expression unter Spendervorbehandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe.

7d p. t wurde durch eine Spendervorbehandlung eine knapp nicht signifikante Reduktion der
TNFa-Expression um den Faktor 0,5 detektiert. (LDmAb vs. LDcon: 0,01406 £+ 0,003175 vs.
0,00678 + 0,001040; p = 0,0556)

Uber die Zeit (18h vs. 7d) zeigte sich in den LDmAb-Gruppen ein signifikanter Anstieg der
TNFoa-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Wéhrend in der LDmAb-Gruppe die
Expression um den Faktor 4,9 (p=0,0012) anstieg, wurde in der LDcon-Gruppe sogar ein 9,98-
facher Anstieg (p=0,0033) beobachtet.
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Abb. 17 a-b und Abb. 18 a-b

IL-6 und TNFa Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb Vorbehandlung von Hirntod- und
Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-RT-PCR 18h
und 7d nach NTx.
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Interleukin 6

18h NTx BD con BD mAb p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,002219 0,002005 (BDmAb | 0,0006087 0,001217 (LD mAb
Vs. vs.
SA 0,003391 0,003214 ns BD con) 0,0004455 | 0,0009151 ns LD con)
SF 0,001130 0,001215 0,0002572 | 0,0005283
n 9 7 0,9 3 3 1,9
7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,0006974 | 0,0003626 (BDmAb | 0,0007089 0,001004 (LD mAb
vs. Vs.
SA 0,0005995 | 0,0002818 ns BD con) 0,0005919 0,001000 ns LD con)
SF 0,0002119 | 0,0001065 0,0002647 | 0,0005000
n 8 7 0,5 5 4 1,4
x fach 0,3 0,2 1,2 0,8
(18hvs. 7d) | p=0,4880 | p=0,5063 p>0,9999 | p>0,9999
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)
Tumor-Nekrose-Faktor-a
18h NTx BD con BD mAb p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,001145 0,001665 (BDmAb | 0,001413 0,001388 (LD mAb
vs. vs.
SA 0,0004431 | 0,001720 ns BD con) 0,0007900 | 0,0006353 ns LD con)
SF 0,0001567 | 0,0006082 0,0004561 | 0,0003177
n 8 8 1,5 3 4 0.98
7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,006754 0,005605 (BD mAb 0,01406 0,00678 (LD mAb
Vs. Vs.
SA 0,002471 0,003007 ns BD con) 0,007099 0,002326 | p=20,0556 LD con)
SF 0,0008738 | 0,001136 0,003175 0,001040
n 8 7 0,8 5 5 0,5
x fach 5,9 3,4 9,95 4,9
(18hvs. 7d) | p<0,0001 | p=0,0022 p=0,0033 p=0,0012

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 8 IL-6 und TNFa Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb Vorbehandlung von

Hirntod- und Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-

PCR 18h u. 7d nach NTx

4.3.2 Interleukin 4

Interleukin-4

BD 18h und BD 7d

Im Nierentransplantat anti-IL-6R mAb vorbehandelter Hirntodspender wurde 18h p. t. eine
tendenziell verringerte IL-4 Genexpression im Vergleich zu nicht vorbehandelten Hirntod-
spendern detektiert. 7d p.t. zeigte sich unter Spendervorbehandlung sogar eine signifikante

Reduktion der IL-4 Expression im Vergleich zur Gruppe nicht vorbehandelter Hirntodspender.
(BDmAD vs. BDcon: 8,320e-005 £ 1,389¢-005 vs. 0,0002218 + 4,295e-005; p = 0,0035)
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Uber die Zeit (18h vs. 7d) blieb die IL-4 Expression unter Spendervorbehandlung nahezu
konstant, wihrend in der Gruppe unbehandelter Hirntodspender eine tendenzielle Reduktion

gemessen wurde. In beiden Gruppen war das Ergebnis nicht signifikant.

LD 18h und 7d

18h p.t. war die IL-4 Genexpression im Nierenallograft anti-IL-6R mAb vorbehandelter Lebend-
spender im Vergleich zur Kontrollgruppe etwa gleich groB, wéhrend 7d p.t. unter
Spendervorbehandlung eine deutliche Reduktion der IL-4 Genexpression gegeniiber der
Kontrollgruppe gemessen wurde.

Die IL-4 Expression reduzierte sich iiber die Zeit (18h vs. 7d) in der LDmAb-Gruppe um den
Faktor 0,7 (p=0,9161), vergroBerte sich aber um den Faktor 1,4 (p=0,8458) in der LDcon-
Gruppe. In beiden Gruppen bestand jedoch kein signifikanter Unterschied.

IL-4 18h IL-47d
7%10°04+ N 5.0%10704
4.5%10°04+
6x10°04 *
4.0%10°044
5x10°04+ 3.5x10-04-
-04]
5 4x1094 G3..0x1o
-04] *%
N oo os £25x10 p=0.0035
3x107 2.0%10°04-
2x10°044 1.5%10°04
1.0"10-04- -
-04.J
0 T T T : . 0.0 T T T T T
native BD con BD mAb LD con LD mAb native BD con BD mAb LD con LD mAb
Abb. 19 a Abb. 19b
Abb. 19 a-b

IL-4 Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb Vorbehandlung von Hirntod- und
Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-PCR 18h u.
7d nach NTx
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Interleukin 4

18h NTx BD con BD mAb | p-Intervall | Ratio LD mAb LD con p-Intervall Ratio
MW 0,001144 | 8,336e-005 (BDmAb | 0,0001640 | 0,0001596 (LD mAb
vs. vs.
SA 0,002449 | 4,822e-005 ns BD con) 0,0001931 | 0,0001390 ns LD con)
SF 0,0008165 | 1,392e-005 7,883e-005 | 6,216e-005
n 7 12 0,1 6 5 0,97
7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall | Ratio LD mAb LD con p-Intervall Ratio
MW 0,0002218 | 8,320e-005 (BDm4b | 0,0001088 | 0,0002176 (LD mAb
_ Vs. Vs.
SA 0,0001424 | 3,403e-005 | p=0,0035 | . con) 6,322e-005 | 0,0001373 ns LD con)
SF 4,295e-005 | 1,389e-005 1,999e-005 | 4,341e-005
n 5 3 0,4 5 6 0,5
x fach 0,2 0,99 0,7 1,4
(18hvs.7d) | p=0,8024 | p>0,9999 p=0,9161 p=0,8458

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 9 IL-4 Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb Vorbehandlung von Hirntod- und

Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-PCR 18h u.
7d nach NTx

4.3.3 Interferon-y und Interleukin-10

Interferon-y

BD 18h und 7d

18h p.t. war die IFNy-Expression in der BDmAb-Gruppe gegeniiber der BDcon-Gruppe
tendenziell erhoht. Ein kontrdres Bild zeigte sich hingegen nach 7d: Hier war unter
Spendervorbehandlung die IFNy-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe tendenziell
reduziert (BDmAb-Gruppe vs. BDcon-Gruppe: 0,04162 + 0,01402 vs. 0,0767 £ 0,01371).

Uber die Zeit (18h vs.7d) zeigte sich in beiden BD-Gruppen ein starker signifikanter Anstieg der
IFNy-Expression: In den BDcon-Gruppen vergroBerte sich die IFNy-Expression um den Faktor
359 (p=0,0407), unter anti-IL-6R mAb Vorbehandlung dagegen nur um den Faktor143 (p<
0,0001).

LD 18h und 7d

18h p.t. zeigte sich eine geringfiigig kleinere IFNy-Expression in der LDmAb-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe (Faktor 0,81).

7d p.t dagegen wurde eine leicht erhohte IFNy-Expression in der LDmAb-Gruppe im Vergleich
zur LDcon-Gruppe detektiert (Faktor 1,3). In beiden Fillen bestand statistisch kein signifikanter
Unterschied.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) wurde auch hier eine signifikante starke Zunahme der IFNy-

Expression beobachtet; in beiden Gruppen zeigte statistisch ein signifikanter Unterschied: In der
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LDmADb-Gruppe vergroferte sich die Expressionsrate um den Faktor 523,7 (p=0,0046) , in der
LDcon-Gruppe um den Faktor 323,2 (p=0,0300).

Interleukin-10

BD 18h und 7d

18h p.t. war die IL-10 Expression in der BDmAb-Gruppe gegeniiber der BDcon-Gruppe um den
Faktor 3,4 vergroert. 7d p.t. zeigte sich ein gegensitzliches Bild: in der BDmAb-Gruppe wurde
eine signifikant reduzierte IL-10 Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe bestimmt
(BDmAb vs. BDcon: 0,004096 + 0,0007917 vs. 0,01006 + 0,001713; p=0,0205; Faktor 0,41).
Uber die Zeit (18h vs. 7d) vergroBerte sich die IL-10 Expression in der BDmAb-Gruppe nur um
den Faktor 14,2 (p=0,9363) in der BDcon-Gruppe dagegen um den Faktor 119,6 (p=0,2055). In
beiden Gruppen war der Anstieg iiber die Zeit jedoch statistisch nicht signifikant.

LD 18h und 7d

In den LD Gruppen zeigte sich ein dhnliches IL-10 Expressionsmuster wie in den BD-Gruppen:
18h p.t. war die IL-10 Expression in der LDmAb-Gruppe gegeniiber der Kontrollgruppe leicht
vergroBert (Faktor 6,4).

7d p.t. zeigte sich wiederum ein kontrdres Bild: Die IL-10-Expression in der LDmAb-Gruppe
war hier gegeniiber der LDcon-Gruppe um den Faktor 0,3 reduziert. Ein signifikanter
Unterschied bestand nicht.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) stieg die IL-10 Expression in den LDcon-Gruppen um den Faktor
1450.99 (p=0,0082) signifikant an; unter Vorbehandlung der Lebendspender dagegen nur um
den Faktor 67,9 (p=0,8016).
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IFNy und IL-10 Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb Vorbehandlung von Hirntod- und
Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-PCR 18h u.
7d nach NTx



Interferon-y

18h NTx BD con BD mAb p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,0002076 | 0,0002903 (BDmAb | 0,0001687 | 0,0001361 (LD mAb
vs. vs.
SA 0,0001784 | 0,0002747 ns BD con) 0,0001657 | 0,0001418 ns LD con)
SF 5,947e005 | 0,0001038 8,285e005 | 7,092e005
n 9 7 1,3 4 4 0,81
7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,0767 0,04162 (BD mAb 0,05436 0,07128 (LD m4b
Vs. Vs.
SA 0,03877 0,03711 ns BD con) 0,02782 0,06089 ns LD con)
SF 0,01371 0,01402 0,01244 0,03045
n 8 7 0,5 5 4 1,3
x fach 369,5 143,4 322,2 523,7
(18hvs.7d) | p<0,0001 | p=0,0407 p=0,0300 | p=0,0046
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)
Interleukin-10
18h NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 8,408e-005 | 0,0002879 (BDmAb | 1,816e-005 | 0,0001165 (LD mAb
vs. Vs.
SA 8,744e-005 | 0,0003952 ns BD con) 1,395e-005 | 0,0001488 ns LD con)
SF 2,915e-005 | 0,0001494 8,051e-006 | 8,594e005
n 9 7 3,4 3 3 634
7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,01006 0,004096 (BD mAb 0,02635 0,007915 (LD mAb
_ Vs. Vs.
SA 0,004846 0,002095 | p=0,0205 BD con) 0,03530 0,004915 ns LD con)
SF 0,001713 | 0,0007917 0,01765 0,002457
n 8 7 0,41 4 4 0,30
x fach 119,6 14,2 1450,99 67,9
(18hvs. 7d) | p=0,2055 | p=0,9363 p=0,0082 p=0,8016

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 10 IFNy- und IL-10 Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb Vorbehandlung von

Hirntod- und Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-

PCR 18h u. 7d nach NTx

4.3.4 CCL-19 und CCL-21

CCL-19

BD 18h und 7d

18h p.t. wurde in der BDmAb-Gruppe eine um den Faktor 2,8 signifikant erhéhte CCL-19
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen (BDmAb vs. BDcon: 0,08656 + 0,01851
vs. 0,03056 + 0,01255; p = 0,0115). Dagegen war 7d p.t. unter Vorbehandlung der
Hirntodspender mit anti-IL-6R mAb im Vergleich zur Kontrollgruppe die CCL-19 Expression
geringfligig reduziert (n.s.; Faktor 0,75).
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Uber die Zeit (18h vs. 7d) wurde ein statistisch nicht signifikanter Anstieg der CCL-19
Expression in der BDmAb-Gruppe um den Faktor 2,99 (p=0,5605), sowie in der BDcon-Gruppe
um den Faktor 11,3 (p=0,0555) gemessen.

LD 18h und 7d

18h p.t. und 7d p.t. zeigte sich in der Gruppe vorbehandelter Lebendspender ebenfalls eine
tendenziell kleinere CCL-19 Expression im Vergleich zu unbehandelten Lebendspendern. (18h:
Faktor 0,6 und 7d: Faktor 0,8; n.s.). In beiden Fillen waren die Unterschiede nicht signifikant.
Uber die Zeit (18h vs. 7d) war die CCL-19 Expression in der LDmAb-Gruppe um den Faktor 4,7
(p=0,1779), in der LDcon-Gruppe um den Faktor 3,5 (p=0,1058) erhoht. Der Anstieg war jedoch

in beiden Fillen statistisch nicht signifikant.

CCL-21

BD 18h und 7d

Hier zeigte sich ein dhnliches Expressionsmuster wie zuvor bei der Genexpression von CCL-19:
18h p.t. war die CCL-21 Expression in der BDmAb-Gruppe im Vergleich der Kontrollgruppe
tendenziell vergroBert (Faktor 1,5; n.s.).

7d p.t. zeigte dagegen die Vorbehandlung eine signifikante Suppression der CCL-21 Expression:
(BDmADb-Gruppe vs. BDcon-Gruppe: 0,01463 + 0,004008 vs. 0,05504 + 0,01503; p=0,0080).
Uber die Zeit (18h vs. 7d) wurde in der BDmAb-Gruppe eine geringfiigige, nicht signifikante
Reduktion der CCL-21 Expression (Faktor 0,5; ns.) detektiert, wahrend sich in der BDcon-
Gruppe die Expression leicht erhohte (Faktor 2,7; n.s.).

LD 18h und 7d

Wihrend 18h p.t. eine etwa gleich groBe CCL-21 Expression in beiden Gruppen detektiert
wurde, konnte 7d p.t. eine leichte, aber nicht signifikante Reduktion der CCL-21 Expression in
der LDmAb-Gruppe im Vergleich zur LDcon-Gruppe unter der Spendervorbehandlung erreicht
werden.

Uber die Zeit (18h vs. 7d) wurde eine nicht signifikante Steigerung der CCL-21 Expression in
der LDmADb-Gruppe um den Faktor 1,2 (n.s.); in der LDcon-Gruppe um den Faktor 1,4 (n.s.)
detektiert.
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und Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-PCR 18h

u. 7d nach

NTx
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CCL 19

18h NTx BD con BD mAb p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio

MW 0,03056 0,08656 (BD mAb 0,1595 0,09653 (LD mAb
Vs. vs.

SA 0,03764 0,04898 p=0,0115 | BDcow 0,1538 0,08518 ns LD con)
SF 0,01255 0,01851 ’ 0,08879 0,04918
n 7 9 2,8 3 3 0,6

7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,3438 0,2584 (BD mAb 0,5642 0,4578 (LD mAb

vs. Vs.
SA 0,1144 0,3108 ns BD con) 0,4924 0,3995 ns LD con)
SF 0,03814 0,1269 0,2202 0,1787
n 9 6 0,75 5 5 0,8
x fach 11,3 2,99 3,5 4,7

(18hvs. 7d) | p=0,0555 | p=0,5605 p=0,1058 p=0,1779
Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)
CCL 21

18h NTx BD con BD mAb p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,02007 0,02976 (BD mAb 0,03275 0,02980 (LD mAb
SA 0,01076 | 0,03572 B 0,02501 0,02312 ns "

ns con) LD con)

SF 0,003804 0,01597 0,01444 0,01335
n 8 5 1,5 3 3 0,9

7d NTx BD con BD mAb | p-Intervall Ratio LD con LD mAb p-Intervall Ratio
MW 0,05504 0,01463 (BD mAb 0,04522 0,03474 (LD mAb

_ Vs. Vs.
SA 0,04251 0,009817 p=0,0080 BD con) 0,02596 0,02799 ns LD con)
SF 0,01503 0,004008 VI(/A};['(;M_ 0,01161 0,01400
n 8 6 me 03 5 4 0,8
x fach 2,7 0,5 1,4 1,2
(18hvs.7d) | p=0,0664 | p=0,8487 p=0,9568 p=0,9989

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 11 IL-6 und TNFa Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb Vorbehandlung von

Hirntod- und Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-

PCR 18h u. 7d nach NTx
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5 ERGEBNISSE — CHRON. MODELL

5.1 Kreatinin-Clearance und Proteinurie

CreaCl Protein
261 LD con 701 LD con
- LD anti-IL6R - LD+anti-IL6R
2.4 BD con 60+ BD con
2] - BDanti-IL6R -e- BD+ant-IL6R
—_— 50_
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E 20 g
E ] > 40
E 1.8 é
T 1.6 T 301
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O 444 =)
r 20_
1.24
1.04 104
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05 10 15 20 25 30 35 40 45 5.0 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
months post Tx months post Tx
Abb. 23 Kreatinin-Clearance Abb. 24 Proteinurie

Kreatinin-Clearance

Am Ende des Beobachtungszeitpunktes zeigte sich in allen Versuchsgruppen eine &hnliche
Kreatinin-Clearance ohne signifikante Unterschiede. Es wurde in den Kontrollgruppen eine
geringfiigig kleinere Kreatinin-Clearance und damit eine nicht wesentlich schlechtere
Nierenfunktion gegeniiber den vorbehandelten Gruppen beobachtet. Eine Spendervorbehandlung

scheint die Langzeit-Transplantatfunktion somit nicht wesentlich zu beeinflussen.

Proteinurie

Am Ende des Beobachtungszeitpunktes nach 5 Monaten zeigte sich in der BD-Gruppe unter
Spendervorbehandlung mit anti-IL-6R mAb eine signifikant erhdhte Proteinurie im Vergleich
zur Kontrollgruppe (p= 0,0005); hier scheint eine Spendervorbehandlung hinsichtlich der
Entwicklung einer Proteinurie prognostisch eher ungiinstig. In den LD-Gruppen war die
Proteinurie etwa gleich groB, ein signifikanter Unterschied zeigte sich nicht.

Die Spendervorbehandlung in der BD-Gruppe zeigte im Vergleich zur LD-Gruppe eine marginal
groflere Proteinurie. Die Proteinurie war in beiden Kontrollgruppen (BDcon und LDcon) &hnlich
niedrig, d.h. interessanterweise scheint in unseren Versuchen der Hirntod keine negativen

Auswirkungen auf die Proteinurie zu haben.
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5.2 Histologie
BD und LD

Anders als im akuten Modell stellte sich im chronischen Modell eine Spendervorbehandlung mit
anti-IL-6R mAb als nicht suffizient dar. Sowohl Transplantate vorbehandelter Hirntod- als auch
Lebendspender wiesen gegeniiber den Kontrollgruppen histomorphologisch stirkere Anzeichen
einer Transplantatschdadigung bzw. einer chronischen TransplantatabstoBung auf. Insbesondere
zeigte sich in Nierentransplantaten vorbehandelter Hirntodspender im Vergleich zur
Kontrollgruppe neben einer signifikant groeren Zellinfiltration (p = 0,0325), eine ausgeprégtere
Glomerulosklerose sowie eine signifikant stirkere Tubulusatrophie (p = 0,0361) und

Arteriosklerose (p = 0,0325).

Glomerulosklerose 5 Monate post Tx Zellulére Infiltration 5 Monate post Tx

%
Score

BDcon BD mAb LD con LD mAb ' BDcon BD mAb LDcon LD mAb

Tubulédre Atrophie 5 Monate post Tx Arteriosklerose 5 Monate post Tx
3.59 901

Score
%

BDcon BDmAb LDcon LD mAb "~ BDcon BDmAb LDcon LD mAb

Abb. 25 Histologische Bewertung der allogen transplantierten Niere anhand des in dieser Arbeit
verwendeten Bewertungssystem zur Einschéitzung des Grades der histologischen Schédigung (s. auch

Tabelle 12). Die histologische Auswertung der Transplantate erfolgte 5 mths nach Reperfusion.
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Glomerulosklerose (%) 5 mths post NTx

5 mths NTx BD mAb BD con p-Intervall LD mAb LD con p-Intervall
MW 65,42 59,08 58,80 52,99

SA 5,623 22,17 17,33 8,989 ns

SF 2,296 9,913 s 7,750 4,494

n 6 5 5 4

Tubuliire Atrophie 5 mths post NTx

5 mths NTx BD mAb BD con p-Intervall LD mAb LD con p-Intervall
MW 2,607 1,833 1,583 1,300

SA 0,5373 0,5164 p=10,0361 0,5845 0,4472 ns

SF 0,2031 0,2108 0,2386 0,2000

n 7 6 6 5

Zelluliire Infiltration Smths post NTx

5 mths NTx BD mAb BD con p-Intervall LD mAb LD con p-Intervall
MW 2,583 1,750 1,200 1,188

SA 0,4916 0,4330 p=10,0325 0,4472 0,3750 ns

SF 0,2007 0,1936 0,2000 0,1875

n 6 5 5 4

Arteriosklerose (%) 5 mths post NTx

5 mths NTx BD mAb BD con p-Intervall LD mAb LD con p-Intervall
MW 81,20 63,34 53,05 48,01

SA 6,829 10,36 p=10,0325 8,293 10,97 ns

SF 2,788 4,634 3,709 5,486

n 6 5 5 4

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 12 Histomorphologische Auswertung 18 mths nach NTx
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Abb. 26 H&E Farbung (Lichtmikroskopie, 400x) des Nierenallograft 5 mths nach NTx der
anti-IL6R mAb behandelten und unbehandelten Lebendspender bzw. der anti-IL6R mAb behan-

delten und unbehandelten Hirntodspender
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5.3 Immunhistologie

5.3.1 Infiltration von ED1+ Zellen und APZ der MHC-Klasse-11

ED 1

BD 5 mths

5 mths p.t. zeigte sich unter der anti-IL-6R mAb Vorbehandlung bei hirntoten Spendern eine
signifikant geringere Infiltration von EDI+ Zellen in das Allograft im Vergleich zu nicht
vorbehandelten Hirntodspendern (BDmADb-Gruppe vs. BDcon-Gruppe 1,600 + 0,2620 vs. 3,767
+0,4394; p=0,0017).

LD 5 mths
Ein kontrires Bild ergab sich hingegen in der Lebendspendergruppe: Hier zeigte sich nach
Spendervorbehandlung im Vergleich zur Kontrolle eine um den Faktor 2,0 gesteigerte

Infiltration von ED1+ Zellen in das Nierenallograft.

MHC 11+

BD 5 mths

Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich auch unter der Spendervorbehandlung beziiglich MHC-Klasse
II+ antigenprédsentierenden Zellen: Auch hier wurde eine signifikant (p = 0,0317) kleinere
Infiltration von MHC-Klasse I+ Zellen in der BDmAb-Gruppe (8,000 £+ 1,405) gegeniiber der
BDcon-Gruppe (17,38 £+ 1,933) gemessen.

LD 5 mths

In der Gruppe der Lebendspender ergab sich ein dhnlicher Trend wie zuvor bei ED1+ Zellen:
Smths p.t. wurde eine stirkere Infiltration von APZ-MHC-Klasse II+ in der LDmAb-Gruppe
gegeniiber der LDcon-Gruppe detektiert (Faktor 1,2). Der Unterschied war jedoch nicht

statistisch signifikant.
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Abb. 27 Statistische Auswertung der immunhistologischen Féarbung fiir ED1+ Zellen und

LD con LD mAb

Antigenprisentierende Zellen (APZ) der MHC-Klasse I1+ im Nierentransplantat von Hirntod- (BD)

und Lebendspendern (LD) nach Behandlung mit anti-IL-6R mAb und in unbehandelten Kontrollen 5
Monate nach NTx

ED 1+

;’;’,;hs BD con BD mAb p-Intervall (ZI;?Da ZZ b LD mAb LD con p-ntervall (fDa ZZ b
MW 3,767 1,600 v 2,940 1,500 v
SA 1,076 06419 | p=0,0017 | PPV [ 2,203 1,602 ns LD con)
SF 0,4394 0,2620 0,9852 0,8010

n 6 6 0,4 5 4 2,0
MHC 11+

;’;’,;hs BD con BD mAb p-Intervall (ZI;?Da ZZ b LD mAb LD con p-ntervall (fDa ZZ b
MW 17,38 8,000 BDV‘Z‘O " 12,00 10,03 LDV‘;'M )
SA 3,866 3,142 p=0,0317 6,530 3,729 ns

SF 1,933 1,405 2,920 1,864

n 4 5 0,5 5 4 1,2

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 13 Statistische Auswertung der immunhistologischen Farbung fiir ED1+ Zellen und

Antigenprasentierenden Zellen (APZ) der MHC-Klasse II+ im Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und

Lebendspendern (LD) nach Behandlung mit anti-IL-6R mAb und in unbehandelten Kontrollen 5 Monate

nach NTx
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ED 1+

BD- Kontrolle BD nti—IL—6R mADb

5 mths

MHC 11+

5 mths

Abb. 28 Immunhlstologlsche Farbungen von ED1+ und MHCH+ Zellen (Llchtmlkroskople
400x) des Nierenallograft 5 mths nach NTx der anti-IL6R mAb behandelten und unbehandelten
Lebendspender bzw. der anti-IL6R mAb behandelten und unbehandelten Hirntodspender
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5.3.2 Infiltration von CD4+ TH-Zellen und CD8+ T-Zellen

CD 4+

BD 5 mths

Vergleichbar mit den frithen Untersuchungszeitpunkten wurde 5 mths p. t. in der BDmAb-
Gruppe gegeniiber der BDcon-Gruppe eine tendenziell stirkere Infiltration (Faktor 1,4) von
CD4+ TH-Zellen in das Transplantat gemessen. Ein signifikanter Unterschied bestand nicht (p =
0,0779).

LD 5 mths

Interessanterweise zeigte sich in der Lebendspendergruppe ein kontréres Bild: Hier wurde unter
Spendervorbehandlung eine signifikante Reduktion der Infiltration von CD4+ TH-Zellen in das
Transplantat gegeniiber der Kontrollgruppe erreicht (21,22 +0,7671 vs. 32,50 +2,453; p =
0,0159).

CD 8+

BD 5 mths

Wie schon zuvor bei ED1+ Zellen und MHC-Klasse II+ APZ beobachtet, war durch eine
Spendervorbehandlung auch die Anzahl CD8+ T-Zellen im Nierentransplantat gegeniiber der

Kontrollgruppe deutlich reduziert (Faktor 0,4); eine statistische Signifikanz wurde nicht erreicht

(p =0,0752).

LD 5 mths
Ein dhnlicher Trend wurde auch in der LD-Gruppe beobachtet: Hier konnte ebenfalls unter
Spendervorbehandlung eine tendenziell geringere Infiltration CD8+ T-Zellen in das Transplant

in der LDmAD im Vergleich zur LDcon-Gruppe gemessen werden (Faktor 0,8; n.s.).
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Abb. 29 Statistische Auswertung der immunhistologischen Féarbung fiir CD4+ TH-Zellen und CD8+
T-Zellen im Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD) nach Behandlung mit
anti-IL-6R mAb und in unbehandelten Kontrollen 5 nach NTx.

CD 4+

]{,”;;hs BDcon | BDmAb | p-Intervall (55‘23 | tocon | Lomap | Poterval (fDaZA? ,
MW 18,23 26,18 sy |—32:50 21,22 o
SA 8,363 5329 | p=0,0779 4,906 1,715 | p=0,0159

SF 3,414 2,175 2,453 0,7671

n 6 6 14 4 5 0.7
CD 8+

]{,”;;hs BDcon | BDmAb | p-Intervall (55‘23 | tpocon | Lomap | Poterval (fDaZA? ,
MW 2,600 0,9429 50 | 1:500 1,180 o
SA 2,207 03910 | p=0,0752 0,4761 0,7294 ns

SF 0,9011 0,1478 0,2380 03262

n 6 7 04 4 5 0.8

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)
Tabelle 13 Statistische Auswertung der immunhistologischen Férbung fiir CD4+ TH-Zellen und
CD8+ T-Zellen im Nierentransplantat von Hirntod- (BD) und Lebendspendern (LD) nach
Behandlung mit anti-IL-6R mAb und in unbehandelten Kontrollen 5 nach NTx.
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CD 4+ __BD-Kontrolle _ BD anti-IL-6R b
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Abb. 30 Immunhlstologlsche F arbungen von CD4+ und CD8+ Zellen (L1chtm1kroskop1e 400x)
des Nierenallograft 5 mths nach NTx der anti-IL6R mAb behandelten und unbehandelten

Lebendspender bzw. der anti-IL6R mAb behandelten und unbehandelten Hirntodspender 80



5.4  Zytokin- u. Chemokinexpression im Nierenallograft
5.4.1 Interleukin-6, Tumor-Nekrose-Faktor-a, Interferon-y und Interferon

induziertes Protein 10

Interleukin-6

BD und LD 5 mths

5 mths p.t. wurde im Nierentransplantat anti-IL-6R mAb vorbehandelter Hirntodspender eine
signifikant geringere IL-6-Epression detektiert (BDmAb-Gruppe vs. BDcon-Gruppe, 5,076e-005
+ 6,943e-006 vs. 0,0002232 + 5,444e-005; p = 0,0191).

Ein kontrdres Bild zeigte sich dagegen in den LD-Gruppen: hier zeigte sich unter Vorbehandlung
ein leichter Anstieg der IL-6 Expression in der LDmAb-Gruppe im Vergleich zur LDcon-Gruppe
(Faktor 0,8; n.s.).

Tumor-Nekrose-Faktor-a

BD und LD 5 mths

Ein dhnliches Expressionsmuster wie bei IL-6, zeigte sich auch bei TNFa: In der vorbehandelten
Gruppe der Hirntodspender wurde eine geringere TNFa-Expression gegeniiber der
Kontrollgruppedetektiert (Faktor 0,6; n.s.). In der Gruppe der Lebendspender hingegen wurde
eine signifikant gesteigerte TNFa-Expression in der vorbehandelten im Vergleich zur
Kontrollgruppe beobachtet (LDmAb vs. LDcon, 0,001555 + 0,0002757 vs. 0,000825 + 9,092e-
005; p=0,0317).

Interferon-y

BD und LD 5 mths

Auch beziiglich der IFNy-Expression wurde in der Antikorper-vorbehandelten Hirntodgruppe
eine verringerte Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet (Faktor 0,3; n.s.). Ein
kontrires Bild zeigte sich erneut in der in den LD-Gruppe: Hier war nach Spendervorbehandlung
die IFNy-Expression in der LDmAb-Gruppe um den Faktor 3,2 gegeniiber der LDcon-Gruppe

vergroBert (n.s.).
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Interferon-y induziertes Protein 10

BD und LD 5 mths

Die IP-10 (Interferon-y induziertes Protein 10) Genexpression war in beiden Hirntodgruppen

etwa gleich groB3 (n.s.; Faktor 1,2). Dagegen zeigte sich in den LD-Gruppe ein signifikanter

Unterschied: Hier war nach Spendervorbehandlung die IP-10 Expression in der LDmAb-Gruppe

um den Faktor 8,7 gegeniiber der LDcon-Gruppe vergroBert (p=0,0357).

IL-6 5mths TNF-o. 5mths
8x10°04+ N 2.8%107034
7x10-044 2.4x10°034
-04 4
6x10 2.0%10°03
5%10°04+ *
- p=0.0191 + 1.6x107034
Q [$]
= 4x10-04- 2 *
¢ : =0.0317
N Ny 2x10-034 p=003
3%107044
2x10°04 8.0x10%% E
1x10°044 EI —_ 4.0x10°04
mEE 1
T T T T T 0.! T T T T T
N native BD con BD mAb LD con LD mAb " native BD con BD mAb LD con LD mAb
Abb. 31 a Abb.31b
IFN-y 5 mths IP-10 5mths
2.5%x10703 0.28
0.24
2.0x10°03
0.20
* -
e o o] _p=00357
S 3
2 ~N
N 0.124
1.0%107034
0.08
5.0%10704 0.041
0.00 —_ ——
0-0'—;.— BDI 5D T b LDI b T b native BD con BD mAb LD con LD mAb
native con m. con m
Abb. 31 ¢ Abb. 31d
Abb. 31 a-d

IL-6, TNFa, IFNy und IP-10 Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb Vorbehandlung von

Hirntod- und Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-

PCR nach 5 Monaten
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Interleukin 6

s | BDeon | BDmAb | pntervall | 0N IDcon | LDmab | pintervall | SO
MW 0,0002232 | 5, 076e-005 BDVS‘ 4,163e-005 | 0,000343 NS
con) LD con)

SA 0,0001334 | 1,552e-005 — 0.0191 1,301e-005 | 0,0003830 ns

SF 5,444e-005 | 6,943e-006 p=5 6,505e-006 | 0,0002211

n 6 5 0,2 4 3 8,2

Tumor-Nekrose-Faktor-o

Smths Ratio Ratio

NTx BD con BD mAb p-Intervall (BD mAb LD con LD mAb p-Intervall (LD mAb

MW 0,001493 0,0009678 v 0,000825 0,001555 v
BD con) LD con)

SA 0,0009064 | 0,0004289 ns 0,0001818 | 0,0006165 —0.0317

SF 0,0003700 | 0,0001751 9,092¢-005 | 0,0002757 L

n 6 6 0,6 4 5 0,2

Interferon-y

Smths Ratio p-Intervall Ratio

NTx BD con BD mAb p-Intervall (BD mAb LD con LD mAb (LD mAb

MW 0,0008482 | 0,0002924 v 0,0001622 | 0,0005268 v
BD con) LD con)

SA 0,0009025 | 0,0001760 ns 0,0001451 | 0,0004523 ns

SF 0,0003685 | 7,869e-005 7,257e-005 | 0,0002023

n 6 5 0,3 4 5 3,2

Interferon-y induziertes Protein 10

Smths Ratio p-Intervall Ratio

NTx BD con BD mAb p-Intervall (BD mAb LD con LD mAb (LD mAb

MW 0,07936 0,09143 v 0,009967 0,08728 v
BD con) LD con)

SA 0,09329 0,04479 N 0,006170 0,03424 | p=0,0357

SF 0,03809 0,01829 s 0,003562 0,01531

n 6 6 1,2 3 5 8,7

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 14 I1L-6, TNFa, IFNy und IP-10 Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb

Vorbehandlung von Hirntod- und Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und

Lebendspendern. Real-Time-PCR nach 5 Monaten
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54.2 CCL19, CCL21 und Interleukin-10

Interleukin 10

BD und LD 5 mths

5 mths p. t. zeigte sich in der BDmAb-Gruppe eine leicht verringerte IL-10 Expression im
Vergleich zur BDcon-Gruppe (Faktor 0,7; n.s.).

Bei den Lebendspendern wurde hingegen unter Vorbehandlung ein signifikanter Anstieg der IL-
10 Genexpression in der LDmAb-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe detektiert: (Faktor
11,9; LDmADb-Gruppe vs. LDcon: 7,66e-006 + 4,323e-006 vs. 6,443e-005 £1,632e-005; p =
0,0159).

CCL19

BD und LD 5 mths

Unter Spendervorbehandlung zeigte sich in der BDmAb-Gruppe ebenfalls eine, wenn auch nicht
signifikant verringerte CCL-19 Expression gegeniiber der nicht vorbehandelten Kontrolle
(Faktor 0,8; n.s.).

Hingegen wurde in der Gruppe der Lebendspender unter der Vorbehandlung eine nicht
signifikante, aber tendenziell, gesteigerte CCL-19 Genexpression im Vergleich zur

Kontrollgruppe gemessen (Faktor 3,6; n.s.).

CCL21

BD und LD 5 mths

Beziiglich der CCL-21 Expression zeigte sich 5 mths p.t. ein dhnlicher Trend wie zuvor bei
CCL-19: In der BDmAb-Gruppe wurde ebenfalls eine leicht reduzierte CCL-21 Genexpression
gegeniiber der BDcon-Gruppe detektiert (Faktor 0,7; n.s.).

In den LD-Gruppen zeigte sich unter Spendervorbehandlung wiederum keine Suppression der
CCL-21 Expression: In der LDmAb-Gruppe war die Expression gegeniiber der LDcon-Gruppe
erhoht (Faktor 2,3; n.s.).

84



1.6

1.2

1.04

0.8+

2-ACt

0.4+

0.21

0.0

=

CCL19 5mths

*%*
p=0.0095

—

2-ACt

Abb. 32 a

T
native

Abb. 32 a-c
CCL19, CCL21 und IL-10 Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb Vorbehandlung von

T T
BD con BD mAb

2-ACt

T T
LD con LD mAb

0.0028-

0.0024

0.0020

0.0016-

0.0012-

0.0008

0.0004

0.0000-

[——

Abb. 32 b

IL-10 5mths

2.2
2.01
1.8
1.6
1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4+
0.2+

0.0

CCL21 5mths

*
p=0.0317

==

=————"]

*
p=0.0159

T T T T T
native BD con BD mAb LD con LD mAb

T
native

T T
BD con BD mAb

Abb. 32 ¢

T T
LD con LD mAb

Hirntod- und Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und Lebendspendern. Real-Time-

PCR nach 5 Monaten

85



CCL19

Smths Ratio Ratio

NTx BD con BD mAb | p-Intervall (BD mAb LD con LD mAb | p-Intervall (LD mAb

MW 0,4645 0,3551 B DVan ) 0,04703 0,1694 I D"‘Z‘(m )

SA 0,5363 0,1957 ns 0,04012 0,08777 s

SF 0,2189 0,07991 0,02006 0,03925

n 6 6 0,8 4 5 3,6

CCL21

Smths Ratio Ratio

NTx BD con BD mAb p-Intervall (BD mAb LD con LD mAb p-Intervall (LD mAb
vs. Vs.

MW 0,5936 0,4305 BD con) 0,09948 0,2334 LD con)

SA 0,8339 0,2424 n 0,05171 0,1740 ns

SF 0,3729 0,09163 S 0,02585 0,07782

n 5 7 0,7 4 5 2,3

Interleukin 10

mihs BDcon | BDmAb | pintervall | 29" | [Dcon | LDmAb | pintervail | 00

MW 0,0006917 | 0,0005092 BDVZ}) " 6,443e-005 | 0,000766 LDVZ on)

SA 0,0007898 | 0,0003443 ns 3,264e-005 | 0,0009667 = 0.0159

SF 0,0003224 | 0,0001540 1,632e-005 | 0,0004323 p=5

n 6 5 0,7 4 5 11,9

Mittelwert (MW), Standardabweichung (SA), Standardfehler (SF)

Tabelle 15 CCL19, CCL21 und IL-10 Expression im Nierenallograft nach anti-IL-6R mAb

Vorbehandlung von Hirntod- und Lebendspendern im Vergleich zu unbehandelten Hirntod- und

Lebendspendern. Real-Time-PCR nach 5 Monaten
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6 DISKUSSION

Die Nierentransplantation ist sowohl aus medizinischen als auch 06konomischen
Geschichtspunkten die Therapie der Wahl des terminalen Nierenversagens. In erster Linie
werden Organe Verstorbener, d. h. Nieren hirntoter Spender verwendet. Aufgrund der
demografischen Entwicklung, einer groflziigigeren Indikation zur Transplantation sowie der
sinkenden Bereitschaft der Bevolkerung zur Organspende kommt es zu einer stetig steigenden
Anzahl von Patienten auf den Wartelisten im Eurotransplantraum. Die resultierende Diskrepanz
zwischen Organbedarf und verfiigbaren Organen fiihrt zudem zu einer steigenden Mortalitdt auf
der Warteliste. Um den riesigen Bedarf decken zu kénnen und das Uberleben moglichst vieler
Patienten zu garantieren, wurden die Spenderkriterien erweitert und die Transplantation so
genannter ,,marginaler Organe* akzeptiert. Auch im Falle der NTx steigt allerdings mit
Akzeptanz dieser Organe das Risiko einer eingeschridnkten Transplantatfunktion bzw. eines
reduzierten Transplantatiiberlebens, da diese Organe erheblich anfilliger gegeniiber
transplantationsassoziierten Schidigungsmechanismen sind. [130]

Der Hirntod als ein entscheidender Spender-spezifischer, Alloantigen-unabhingiger Risikofaktor
induziert bereits vor der eigentlichen Transplantation eine massive systemische Inflammation im
Spender. Hierdurch wird das Transplantat nicht nur (vor-)geschddigt und damit die
Transplantatiiberlebenszeit eingeschrinkt, sondern auch die Immunogenitit des Transplantates
entscheidend gesteigert. [63, 64, 90| Tatsdchlich zeigen Transplantate nicht verwandter
Lebendspender gegeniiber Organen hirntoter Spender eine bessere Kurz- und Langzeitfunktion
sowie eine geringere Inzidenz akuter und chronischer AbstoBBungen. [131, 132]

Um die Organqualitidt und konsekutiv das Transplantat- und Patienteniiberleben zu verbessern,
werden heute verschiedene Therapien zur Minimierung potenzieller Schiadigungen des
Transplantats vor, wihrend und nach NTx durchgefiihrt.

Das pro-inflammatorische Zytokin IL-6, welches mit, widhrend und nach Eintritt des Hirntodes
massiv systemisch sowohl von Zellen des neuronalen Gewebes als auch von verschiedenen
Zelltypen des Immunsystems sezerniert wird, spielt eine Schliisselrolle bei der (Vor-)schidigung
und Steigerung der Immunogenitdt der Spenderorgane (ausfiihrliche Darlegung unter 1.5.2.1 -
1.5.2.3). Klinische Studien sowie experimentelle Untersuchungen belegen, dass nicht nur eine
inverse Korrelation zwischen IL-6 Serumspiegel und dem Transplantatiiberleben besteht, [102,
103] sondern auch durch IL-6 direkt akute und chronische AbstoBungen induziert werden

konnen. [ 133, 134]
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In der vorliegenden Arbeit wurde daher im allogenen Nierentransplantationsmodell der Ratte (F-
344 Spender-, Lewis Empfangertiere) der Einfluss einer Spendervorbehandlung mit einem
monoklonalen anti-IL-6-Rezeptor (CD126)-Antikorper auf das Zytokin-/Chemokinmuster, die
Alloreaktivitit sowie die frithe Transplantatfunktion und Langzeitfunktion von Transplantaten

hirntoter Spender untersucht. Dabei sollten Aussage iiber folgenden Fragen getroffen werden:

4. Fiihrt eine Vorbehandlung hirntoter Nierenspender mit anti-Maus/Ratte CD126 (IL-6R)
c) zu einer reduzierten inflammatorischen Immunantwort im Empfénger?

d) zu einer Verminderung des Reperfusionsschadens und der Inzidenz akuter

Abstofungsreaktionen?

5. Fiihrt eine Vorbehandlung hirntoter Nierenspender mit anti-Maus/Ratte CD126 (IL-6R
c) zueiner Verbesserung der Langzeit-Transplantatfunktion?

d) zu einer Verminderung der chronischen Allograftnephropathie?

6. Profitieren Empfianger von Lebendspenden von einer Spendervorbehandlung mit anti-

Maus/Ratte CD126 (IL-6R)?

Hierzu verwendeten wir folgende Untersuchungsmethoden:
Histologische Untersuchungen
Immunbhistologische Untersuchungen
Molekularbiologische Untersuchungen (rt PCR)
FACS- und ELISA-Untersuchungen (noch nicht veroffentlicht)
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6.1 Der zeitliche Aspekt — Versuchsaufbau und Therapienutzen

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass durch eine Vorbehandlung hirntoter Spender mit einem
monoklonalen Antikérper (mAb) gegen den IL-6 Rezeptor (IL-6R) die Schidigung von
Nierentransplantaten minimiert werden kann. Ferner konnte wir zeigen, dass die durch den
Hirntod induzierte sowie durch den I/R-Schaden getriggerte Expression pro- bzw. anti-
inflammatorischer Zytokine, wie IL-6, TNFa, INFy, IL-4, IL-10, und von Chemokinen, wie
CCL-19/-21, durch die Vorbehandlung merklich reduziert wird.

Ebenso zeigte sich unter der anti-IL-6R mAb Vorbehandlung eine geringere Infiltration
spezifischer Entziindungszellen (ED1+, CD8+, APZs, DCs, NK-T-Zellen) in das Allograft sowie
signifikant geringere histomorphologische Schadigungen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies
legt den Schluss nahe, dass durch die Vorbehandlung nicht nur die inflammatorische
Immunantwort des Empfdangers reduziert wurde, sondern auch ein verminderter
Reperfusionsschadens und eine abgeschwiéchte akute AbstoBungsreaktion des Allografts erreicht
werden konnte.

Der Effekt der anit-IL-6R mAb Vorbehandlung auf die Zytokin- und Chemokinexpression sowie
auf immunkompetente Entziindungszellen war 7 Tage p. t. deutlich ausgeprégter als 18 Stunden
p. t. Die Expression aller in dieser Arbeit untersuchten Zytokine (IL-6, TNFa, INFy, IL-4, IL-10)
und Chemokine (CCL-19/-21) war unter Spendervorbehandlung im Vergleich zur
Kontrollgruppe 7d p. t. reduziert. Derselbe Trend wurde in der Immunhistochemie fiir alle
untersuchten Immunzellsubtypen, mit Ausnahme von CD4+ T-Zellen, beobachtet.
Interessanterweise wurde zu allen Untersuchungszeitpunkten eine erhohte Anzahl CD4+ T-

Zellen (7d p. t., p<0.05) in der vorbehandelten Gruppe nachgewiesen.

Fiir die hier beobachtete zeitliche Abhingigkeit des Effekts der Spendervorbehandlung wird der
im Folgenden beschriebene Mechanismus angenommen:

Es ist bekannt, dass es nach Eintreten des Hirntodes zu einer massiven generalisierten
systemischen IL-6-Ausschiittung kommt. So detektierten verschiedene Arbeitsgruppen nach
Hirntodinduktion eine signifikant grofere IL-6 Expression im Gewebe (Diinndarm und Leber)
und IL-6 Konzentration im Serum im Vergleich zu Lebendspendern. [90, 92] Weiss et al.
beobachteten in einer klinischen Lebertransplantationsstudie bereits vor Organentnahme eine bis
zu 100-fach erhohte IL-6 Konzentration im Serum hirntoter Spender im Vergleich zu

Lebendspendern. [64]
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In der vorliegenden Arbeit detektierten wir in PCR-Analysen bereits 18h p. t. eine etwa 10-fach
gesteigerte 1L-6 Expressionsrate in der Gruppe unbehandelter Hirntodspender gegeniiber der
Gruppe unbehandelter Lebendspender sowie eine groBere IL-6 Serum-Proteinkonzentration
(ELISA) in der selben Gruppe.

In einem Nierentransplantationsmodell der Ratte zeigten Damman et al. sowohl in in vitro als
auch in vivo Untersuchungen, dass es bereits 4h nach Hirntodinduktion nicht nur zu einer
gesteigerten C3-Expression in epithelialen Tubuluszellen kommt, sondern auch die IL-6
Konzentration im Serum signifikant ansteigt. [94] Ahnliche Ergebnisse beobachteten Koudstaal
et al. in einem Diinndarmtransplantationsmodell der Ratte: Sie detektierten in Leber und
Diinndarm nach 1 Stunde eine leicht erhohte sowie eine signifikant gesteigerte IL-6 Expression 4
Stunden nach Hirntodinduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe (scheinoperierte Ratten ohne
Hirntodinduktion ohne Tx). Ebenso waren die IL-6 Serumkonzentrationen 1 Stunde und 4

Stunden nach Hirntod im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich angestiegen. [92]

In mehreren klinischen Studien und Untersuchungen konnte zudem im Serum von Patienten,
welche ein Schéddel-Hirn-Trauma erlitten hatten, eine stark erhdhte IL-6 Konzentration gemessen
werden, sodass ein mittelbarer Zusammenhang zwischen dem raschen IL-6 Anstieg und dem
Untergang von neuronalem Hirngewebe angenommen wird. [95, 96]

Diese Kausalitdt wurde in einer Arbeit von Boauma et al. (siche auch unter 1.5.2) anhand einer
potenziellen Enzymkaskade beschrieben: So erfolgt nach einer neuronalen Hirnverletzung
ebenso wie nach Eintritt des Hirntods in den Mikrogliazellen eine gesteigerte Transkription von
NF-kappaBeta und eine vermehrte IL-6 Synthese. Konsekutiv kommt es zu einer massiven IL-6
Sezernierung, sodass sich nach Uberwinden der Blut-Hirnschranke bereits 1 Stunde nach
Hirntod eine signifikant erhdhte IL-6 Konzentration im Serum nachweisen ldsst. [43, 93] Diese
wird im Empféanger durch den I/R-Schaden wéhrend und nach der Transplantation noch weiter
potenziert. [64, 93]

Wie erstmalig durch Pratschke et al. beschrieben, fiihrt der Hirntod im humanen Organspender
zu einer signifikanten Induktion pro-inflammatorischer Zytokine, wie IL-6, IFNy und TNFa,
wodurch die immunologische Aktivierung und somit die Immunogenitit der Spenderorgane
bereits vor der eigentlichen Transplantation entscheidend induziert und gesteigert wird. Neben
dieser unspezifischen Aktivierung folgt daraus, wie in 1.4.4.2 bereits beschrieben, ein verstirkter
I/R-Schaden sowie eine verstirkte Empfanger-Immunantwort gegen das Transplantat, an deren
Ende im Vergleich zum Lebendspender eine stiarkere Schidigung und spiterer Organverlust zu

beobachten ist. [62-66, 73-75] Durch den Hirntod selbst und die folgende IL-6 Sezernierung
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kommt es bereits vor der Transplantation im Spender nicht nur zu einer gesteigerten Zytokin-
und Chemokinexpression, sondern ebenfalls zu einer raschen Aktivierung von
Entziindungszellen.

Kusaka et al. verglichen in einem Nierentransplantationsmodell in der Ratte die
Zytokinexpression, die Leukozyteninfiltration sowie die histomorphologischen Verdanderungen
in Nierentransplantaten hirntoter Spender im Vergleich zu Lebendspendern. Sie beobachteten bei
den Hirntodspendern eine verstérkte Expression der pro-inflammtorischen Zytokine TNFo und
IFNy, des Chemokins IP-10 sowie verschiedener Adhdsionsmolekiile (ICAM-1, VCAM, P-/E-
Selektine). Bereits 1 Stunde nach Hirntodinduktion zeigte sich in diesem Modell im Spender
eine erhohte Synthese von P- und E-Selektinen, die im Zuge des so genannten ,,Rollings* durch
Endothelaktivierung die Adhésion von Lymphozyten und neutrophilen Granulozyten vermitteln.

[67, 135]

Die hier genannten Aspekte verdeutlichen wie stark und vor allem wie schnell sich die
pathophysiologischen Folgen nach Eintritt des Hirntodes auf den Spender und das Spenderorgan
einstellen und damit die Organqualitdt entscheidend beeinflussen.

Setzt man den Versuchsaufbau dieser Arbeit mit den raschen pathophysiologischen
Verdnderungen nach FEintritt des Hirntodes und der pharmakokinetischen Eigenschaften
monoklonaler Antikoérper in Verbindung, so ldsst sich der vermeintlich nicht so stark
ausgeprigte Benefit einer anti-IL-6R mAb Vorbehandlung hirntoter Spender zum frithen
Untersuchungszeitpunkt 18 Stunden p. t. gegeniiber dem spiteren Untersuchungszeitpunkt 7
Tage p. t. erkldren:

In der vorliegenden Arbeit wurde den Spenderratten erst 1 Stunde nach Hirntodinduktion bzw. 5
Stunden vor Transplantation der anti-IL-6R monoklonale Antikorper injiziert. Somit konnte IL-6
bereits iiber den Zeitraum von 1 Stunde nach seiner massiven Freisetzung in die Peripherie, tiber
die Bindung an spezifische Rezeptoren seine pathogenen Eigenschaften im Spender entwickeln
und iiber seine Autoregulation (Abb. 3) die Expression und Produktion von weiterem IL-6
fordern. Hierdurch ist zu erkldren, dass sich der neutralisierende Effekt der anti-IL-6R mAb
Vorbehandlung 18 Stunden p.t noch nicht so kontrastreich darstellt, da innerhalb jener Stunde
bereits die Bildung pro-inflammatorischer Gene (TNFa, IFNy, IL-4) sowie die Differenzierung

von Entziindungszellen induziert wurde.
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Diese Annahme wird zusitzlich durch die pharmakokinetischen Eigenschaften monoklonaler
Antikorper im Allgemeinen sowie die pharmakokinetischen und -dynamischen Eigenschaften
von Tocilizumab im Speziellen untermauert:

Monoklonale Antikdrper, welche bedingt durch ihre Hydrophilie nur parenteral injiziert werden
konnen, zeichnen sich neben kleiner Verteilungsvolumina durch eine langsame
Eliminationshalbwertszeit und v. a. durch eine langsame Gewebeverteilung aus. [136]

Zhang et al. untersuchten in einer klinischen Studie an gesunden Probanden die
pharmakodynamischen und -kinetischen Eigenschaften von Tocilizumab. Bei diesem handelt es
sich um einen humanisierten monoklonalen Antikorper, welcher den Interleukin-6 Rezeptor
inhibiert. Der Wirkungsmechanismus von Tocilizumab entspricht dem des in dieser Arbeit
verwendeten anti-Maus/Ratte anti-IL-6R monoklonalen Antikdrpers. In der klinischen Studie
wurden die Probanden in 4 verschiedene Gruppen aufgeteilt, wobei je 2 Gruppen einmalig
Tocilizumab in unterschiedlicher Dosis intravends bzw. subkutan injiziert wurde. Nach der
Tocilizumab-Injektion erfolgten u. a. Blutentnahmen zur Konzentrationsbestimmung von
Tocilizumab, Neutrophilen Granulozyten, IL-6 und C-reaktivem Protein (CRP) zu mehreren
Zeitpunkten am ersten Tag sowie einmal tiglich an den folgenden Tagen (Tag 2,3,4,5,7,9,11-
25). Hierbei sei anzumerken, dass IL-6 direkt die CRP-Synthese in Hepatozyten der Leber
stimuliert und daher CRP als Indikator fiir die IL-6 Rezeptor Inhibierung durch Tocilizumab
dienen kann. [137, 138] Zhang et. al beobachteten in allen Gruppen relativ zur detektierten
Tocilizumab-Konzentration einen suffizienten Abfall der CRP-Konzentration im Serum: So
zeigte sich in der Gruppe der Probanden, welchen einmalig 162 mg Tocilizumab intravasal
injiziert wurde, eine max. Tocilizumab-Konzentration im Serum nach 1 Stunde; die kleinste
CRP-Konzentration wurde aber erst nach 11 Tagen gemessen. Ebenso war die Anzahl
Neutrophiler Granulouzyten zwischen Tag 2 und 9 am geringsten. [139]

Diese Beobachtungen sind mit unseren Ergebnissen vereinbar: Zeigte sich nach 18 Stunden, wie
beschrieben, noch kein klarer Benefit, so konnte hingegen 7 Tage nach p. t. ein deutlicher
Nutzen der Vorbehandlung hirntoter Spender gegentiber der Kontrollgruppe beobachtet werden.
Dies legt den Schluss nahe, dass bis zu diesem Zeitpunkt die entziindungsférdernden IL-6-
Kaskaden unter der Spendervorbehandlung erfolgreich gehemmt bzw. unterbrochen werden
konnten und der anti-IL-6R monoklonale Antikdrper bis zu jenem Zeitpunkt seine effiziente

Wirkung entfalten konnte.
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6.2 Akute Abstoflung

Es ist bekannt, dass die HLA-Kompatibilitdt zwischen Spender und Empfinger die Frequenz und
Intensitit akuter AbstoBungsreaktionen nach Transplantation beeinflusst. [72, 132, 140] Ebenso
ist klinisch eine enge Korrelation zwischen der Haufigkeit des Auftretens akuter Rejektionen und
dem Risiko einer chronischen AbstoBung dokumentiert. [72, 141, 142] Dennoch zeigen
Untersuchungen, dass Transplantate hirntoter Spender trotz groStmoglicher HLA-Kompatibilitét
eine signifikant schlechtere Kurzzeit- und Langzeitfunktion gegeniiber Organen nichtverwandter
Lebendspender aufweisen. Dies belegt den Einfluss alloantigen-unabhédngiger Faktoren (wie u. a.
Hirntod und I/R-Schaden) auf die Organqualitét. [70, 72]

Nach allogener oder auch xenogener Transplantation folgt neben der humoralen Immunantwort
eine vor allem zellvermittelte immunologische Reaktion auf das Fremdgewebe. Diese wird
entscheidend durch korperfremde und kopereigene MHC-Molekiile der Klasse I und II bestimmt.
Dendritische Zellen sind die potentesten APZs, da sie nicht nur durch die Prisentation
spezifischer Alloantigene an anderen Zellen die humorale Immunantwort initiieren, sondern
auch als einzige Zellen des Immunsystems naive T-Zellen direkt aktivieren und somit die
adaptive Immunantwort auslésen konnen. [143] Sie beeinflussen sowohl iiber die “direct
allorecognition® als auch iiber die “indirect allorecognition® entscheidend den Prozess der
TransplantatabstoBung. (siehe auch 1.3.1 u. 1.3.2) Die Migration aktivierter DCs in den nichsten
drainierenden Lymphkonten wird dabei durch eine gesteigerte Expression des Chemokin-
rezeptors CCR7 gelenkt. [144] Gleichzeitig fithrt die Aktivierung zu einer reduzierten
Phagozytoseleistung sowie einer vermehrten Expression von MHC-Klasse II-Molekiilen und
kostimulatorischer Molekiile auf der Oberfldche von APZs. [145] Durch die Dichteerh6hung und
gesteigerte Expression von MHC-II-Molekiilen der APZs wird nicht nur die zelluldre
Immunantwort, sondern auch die Immunogenitit des Transplantates potenziert.

Die nachgewiesene Korrelation zwischen histologisch gesicherter Allograft-Rejektion und einer
erhohten MHC-Dichte legt den Schluss nahe, dass eine Steigerung der Transplantat-
immunogenitdt zu einer erhdhten AbstoBungsrate fiithrt. [72, 146, 147]

Die initiale Phase der Allograft Rejektion ist v. a. durch eine ausgedehnte zelluldre Infiltration

von APZs und aktivierten T-Zellen charakterisiert. In unsere Arbeit konnten wir diese zelluldre

Infiltration durch die Vorbehandlung hirntoter Spender signifikant reduzieren. Es zeigte sich
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histomorphologisch nicht nur eine signifikant geringere Anzahl infiltrierender Zellen, sondern
auch eine signifikant verringerte Destruktion der Glomeruli.

Im Rahmen der Transmigration wandern v. a. im Blut zirkulierende mononuklédre Zellen tiber
das aktivierte Endothel in das Transplantat ein und differenzieren sich dort zu APZs und u. a. zu
DCs. APZs der MHC-Klasse II des Empfingers konnen im Rahmen der ,indirect
allorecognition” native CD4+ T-Zellen aktivieren. [148]| Hierauf folgt eine gesteigerte
Expression und Sezernierung verschiedener Zyto- und Chemokine, wie die hier untersuchten
Zytokine TNFa, IFNy, IL-6, IL-4, IL-10 und Chemokine CCL-19 und -21, wodurch die
Destruktion des Transplantates unterhalten wird. Uber eine intrazelluldr gesteigerte Expression
des Transkriptionsfaktors NFkB sezernieren wiederum v. a. Neutrophile Granulozyten IL-6 und
seinen 16slichen IL-6 Rezeptor (sl-IL-6R). [149] Konsekutiv wird dadurch die ohnehin schon
durch den I/R-Schaden getriggerte sowie durch den Hirntod induzierte erhohte IL-6
Konzentration weiter gesteigert und die Infiltration von Monozyten und anderen
Entziindungszellen in das Allograft gefordert.

Die Ausdifferenzierung naiver im Blut zirkulierender Monozyten hin zu gewebeinfiltrierenden
Monozyten/Makrophagen wird dabei entscheidend durch IL-6 im Zusammenspiel mit dem
Monozytenkolonien-stimulierenden  Faktor (M-CSF) und IL-4 beeinflusst: In-vitro-
Untersuchungen zeigten eine Akkumulation von Makrophagen nach IL-6 Gabe. Weitere in-
vitro-Analysen ergaben, dass eine Neutralisierung von IL-6 mittels eines monoklonalen
Antikorpers gegen IL-6 und/oder gegen seinen Rezeptor (IL-6R) eine signifikante Reduktion der
Bildung und Ausreifung infiltrierender Makrophagen zur Folge hat. [150, 151]

Diese Ergebnisse konnten wir durch unsere Untersuchungen untermauern: So zeigte sich durch
Blockierung des IL-6R in vorbehandelten hirntoten Spendern immunhistologisch eine geringere
Anzahl infiltrierender EDI+ Monozyten/Makrophagen im Transplantat gegeniiber nicht
vorbehandelten Hirntodspendern. Der direkte Benefit der anti-IL-6R mAb Vorbehandlung
hirntoter Spender konnte durch zusétzliche FACS-Analysen (nicht verdffentlichte Daten der
Arbeitsgruppe) belegt werden: Diese Untersuchungen des Transplantatgewebes zeigten nach 7
Tagen eine signifikante Reduktion EDI+ Monozyten/Makrophagen im Vergleich zur
Kontrollgruppe.

Interessanterweise beobachteten wir in den eigenen Untersuchungen nach Spendervorbe-
handlung eine Reduktion bzw. eine signifikante Hemmung der IL-4 Genexpression 18 Stunden
bzw. 7 Tage nach Hirntodinduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe. IL-4 induziert u. a. die

Differenzierung von B-Zellen in Plasmazellen, fordert die Differenzierung von naiven T-Zellen
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in Tpp-Zellen und hemmt die Bildung von Tpyj-Zellen und Makrophagen. Neben diesen
bekannten Wirkmechanismen wird inzwischen auch die Beteiligung von IL-4 in alternativen
Signalwegen und pro-inflammatorischen Prozessen diskutiert: [152] Denn neben der klassischen
Makrophagenaktivierung mittels IFNy {iber NK- und NK-T-Zellen zeigten in vitro
Untersuchungen, dass eine alternative Makrophagenaktivierung mafigeblich durch IL-4 und IL-
13 getriggert wird. [ 150, 152, 153] Eine andere Arbeitsgruppe um Famulski et al. beobachteten
in einem NTx-Modell der Maus zwar einen geringeren Einfluss von IL-4 bzw. IL-13 auf die
Aktivierung alternativ aktivierte Makrophagen (AMA), konnten aber deren pathologische
Wirkung/Eigenschaften auf das Allograft nachweisen bzw. aufzeigen: So demonstrierten sie in
threm Modell, dass hohe Spiegel spezifischer Gen-Transkripte (Argl, Mrcl, Mmpl2, Earl)
alternativ aktivierter Makrophagen mit einer verstirken Allograftinfiltration sowie mit einer
parenchymalen Schiadigung und einer verstirkten Tubulitis assoziiert waren. [ 154]

Es kann demnach vermutet werden, dass durch die anti-IL-6R Vorbehandlung und konsekutive
deutliche Reduzierung der IL-6 und IL-4 Expression, die Ausreifung infiltrierender

Makrophagen erfolgreich gehemmt werden konnte.

Ferner zeigte sich in unseren Genexpressionsanalysen unter der Spendervorbehandlung auch
eine signifikante Reduktion des Chemokins CCL-21 sowie eine verminderte Expression von
CCL-19. Kotsch et al. beobachteten in Nullbiopsien transplantierter Nieren eine signifikant
gesteigerte Induktion der Chemokine CCL-19 und CCL-21 in Transplantaten verstorbener
Spender im Vergleich zu denen von Lebendspendern. [78] Beide Chemokine teilen sich den
Chemokinrezeptor 7 (CCR7), welcher auf APZ und naiven T-Zellen exprimiert wird und die
chemotaktische Zellinfiltration in das Allograft fordert. [79]

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Vorbehandlung eine Suppression der CCL-19- und
CCL-21- Chemokinexpression erreicht werden, die eine weitere Reduzierung der Infiltration

naiver T-Zellen und APZs in das Transplantat zur Folge hatte.

Auch in den zusdtzlichen FACS-Analysen von Transplantatgewebeproben konnte gezeigt
werden, dass durch eine anti-IL-6R  mAb  Spendervorbehandlung die Anzahl
transplantatinfiltrierender APZs deutlich reduziert werden kann: So zeigte sich unter
Spendervorbehandlung neben der bereits erwidhnten signifikanten Minderung von EDI+
Monozyten/Makrophagen (7 Tage p.t.) auch eine signifikant reduzierte Anzahl Dendritischer
Zellen (OX62+) nach 7 Tagen respektive 18 Stunden p.t.. Ebenso wurden in FACS-
Doppelfiarbungen eine geringere Anzahl MHCII+ DCs (OX62+MHCII+) und MHCII+ B-Zellen
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(CD45RA+MHCII+) in der Gruppe vorbehandelter Hirntodspender gegeniiber den
Kontrollgruppen nach 7 Tagen detektiert.

Diese Korrelation zwischen der Abnahme der Monozyten/Makrophagen- und der DC-Population
ist bekannt. So initiieren aktivierte Monozyten/Makrophagen iiber die Sezernierung von TNFa,
die Stimulation und Mobilisierung von DCs. Diese wiederum wandern in die nédchsten
lymphatischen Organe und induzieren dort die T-Zell-Antwort. Auch wenn in den eigenen PCR-
Analysen kein relevanter Unterschied beziiglich der TNFa Genexpression zwischen den
Vergleichsgruppen zu erkennen war, konnte eine tendenziell reduzierte TNFa
Proteinkonzentration im ELISA (nicht verdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe) nach
Spendervorbehandlung im Vergleich zur Kontrolle ermittelt werden. Dies mag sowohl auf die
kleinere Population aktivierter Makrophagen, als auch auf die direkte Blockierung des IL-6R,
der konsekutiven Hemmung von NF-kB und der daraus resultierenden Inhibierung der TNFa

Synthese zuriickzufiihren sein. (Abb. 3)

Im Rahmen der Allograft-Rejektion spielen neben den bereits erwéhnten Makrophagen und DCs
verschiedene T-Zell-Populationen eine tragende Rolle. Nach Induktion durch eine APZ der
MHC-Klasse I oder II differenziert sich eine naive-T-Zelle in Abhéngigkeit vom Zytokinmilieu
in verschiedene Effektor-T-Zellen. Innerhalb der adaptiven Immunantwort imponieren T-
Helferzellen (TH) v. a. regulatorisch, wéihrend zytotoxische T-Zellen (Tzyt) und NK-T-Zellen
(NKT) aufgrund ihrer Apoptose induzierenden Eigenschaften mittelbar schadigend auf das
Allograft wirken. T-Helferzellen lassen sich in Subtypen einteilen, welche ihrerseits durch ein
typisches Zytokinexpressionsmuster charakterisiert sind. Allen THs ist das CD4+ Glykoprotein
gemein, welches ubiquitir je nach Subtyp alleine oder mit kostimulatorischen Molekiilen MHC-
II-tragende APZs erkennt.

Nach der Aktivierung durch eine APZ polarisiert sich eine naive CD4+ T-Zelle (nT) unter I1L-12
und IFNy zu einer IFNy sezernierenden Ty;-Zelle sowie unter IL-4 zu einer IL-4 sezernierenden
Tuo-Zelle. Eine Polarisierung in Richtung der erst kiirzlich beschriebenen Treo- bzw. Tri7-Zellen
wird dabei entscheidend durch IL-6 beeinflusst. [155] Beide Subtypen bendtigen fiir ihre
Differenzierung TGFp, allerdings wird in Anwesenheit von IL-6 die Differenzierung zu einer
IL-17 sezernierenden Tqj7-Zelle getriggert, wéhrend in Abwesenheit von IL-6 die
Differenzierung zu einer IL-10 sezernierende T, gefordert wird. [104, 155, 156] In einigen
Studien wurde jedoch beschrieben, dass eine erhohte IL-6 Konzentration die Differenzierung

von naiven T-Zellen sowohl zu Ty;7-Zellen als auch zu Ty,-Zellen induzieren kann. [104, 157]
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Tui7-Zellen sezernieren vermehrt Interleukin-17, wodurch zum einen die IL-6 Synthese {iber die
NF-kB-Aktivierung weiter verstdrkt wird und zum anderen die Transplantatdestruktion durch
Induktion neutrophiler Granulozyten und Fibroblasten getriggert wird. [ 104, 155-157]

So zeigte sich in einem allogenen Lungentransplantationsmodell der Maus im Vergleich zum
isogenen Modell eine stirkere IL-6 Expression, welche mit einer gro3eren Population von Ty7-
Zellen sowie einer stark ausgeprdgten Bronchiolitis obliterans als Folge einer akuten
AbstoBungsepisode assoziiert war. [ 158]

Der IL-6 Effekt auf die Ty;-Antwort wird in der Literatur durchaus kontrovers diskutiert; einige
Quellen geben eine supprimierende, [ 159] andere wiederum eine stimulierende Wirkung auf die
Tui-Zell Population an. [ 160, 161] Unbestritten ist jedoch, wie sowohl klinische Studien als auch
experimentelle Untersuchungen belegen, dass eine erhohte IL-6 Expression nicht nur die
Differenzierung von CD4+ T-Helferzellen, sondern auch von CD8+ T,y-Zellen induziert [134,
162, 163] sowie mit einer vergroBerten Inzidenz akuter und chronischer AbstofSungen assoziiert

ist. [133, 134]

In der vorliegenden Arbeit beobachteten wir unter der anti-IL-6R mAb Vorbehandlung hirntoter
Spender eine geringere Infiltration von CD8+ T-Zellen gegeniiber der unbehandelten Gruppe.
Dies ist besonders bemerkenswert, da in unseren immunhistologischen Untersuchungen CD8+
T-Zellen die groBite Population transplantatinfiltrierender Zellen darstellte. Der Benefit der
Spendervorbehandlung wird besonders deutlich, wenn man den Anstieg der CD8+ T-
Zellinfiltrtation iiber die Zeit (18h—> 7d p. t.) zwischen vorbehandelten Hirntodspendern und
Lebendspendern bzw. beiden Kontrollgruppen miteinander vergleicht: So zeigt die
Kontrollgruppe der Lebendspender gegeniiber der Kontrollgruppe der Hirntodspender, wie zu
erwarten, einen kleineren Anstieg der Allograftinfiltration zwischen 18 Stunden und 7 Tagen. In
den vorbehandelten Gruppen war jedoch ein geringerer Anstieg der Allograftinfiltration CD8+
T-Zellen in der Gruppe der Hirntodspender im Vergleich zu vorbehandelten Lebendspendern
zwischen 18 Stunden und 7 Tagen zu beobachten.

Diese Ergebnisse werden durch zusitzliche FACS-Analysen unserer Arbeitsgruppe bestitigt: So
detektierten wir 7 Tage p. t. eine signifikant geringere Anzahl CD8+ CDI161+ NKTs im
Allograft unter Vorbehandlung hirntoter Spender im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
Eine kleinere Anzahl von NKTs und zytotoxischen CD8+ T-Zellen, welche durch direkte Lyse
Endothel- und Parenchymzellen schidigen konnen, korreliert mit dem beobachteten geringeren
histologischen Schédigungsgrad des Allografts in der Gruppe vorbehandelter Hirntodspender
gegeniiber der Kontrollgruppe.
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Die Arbeitsgruppe um Booth et al. publizierten vergleichbare Ergebnisse in einem allogenen
Transplantationsmodell der Maus zur Untersuchung der CD4+/CDS8+ vermittelten akuten
Abstofung nach Herztransplantation unter IL-6 Neutralisierung mittels eines anti-IL-6R mAbs.
Sie demonstrierten, dass Méuse, welche mit anti-IL-6R mAb behandelt wurden, nicht nur eine
signifikant kleinere Allograftinfiltration durch sog. GIC (Graft Inflitrating Cells) aufwiesen,
sondern auch eine signifikant lingere Uberlebenszeit zeigten. In weiteren Untersuchungen
detektierten sie zudem unter anti-IL-6R  mAb Behandlung signifikant geringere
IFNy-Konzentrationen in Milzzellkulturiiberstinden sowie einen signifikanten Anstieg
Eosinophiler Granulozyten im prozentualen Verhéltnis zu anderen GICs. Dies fiihrten sie auf die
Hemmung der Tui-Antwort, einer konsekutiv geringeren IFNy-Synthese und resultierenden

Verschiebung der T-Zell-Antwort zu Gunsten einer T,-Antwort zurtick. [133]

Auch in unserer Arbeit erreichten wir unter der anti-IL-6R mAb Behandlung hirntoter
Nierenspender nach 7 Tagen eine deutliche Suppression der IFNy-Expression gegeniiber der
unbehandelten Kontrolle. Auch im zeitlichen Verlauf war unter der Spendervorbehandlung der
Anstieg der IFNy-Expression zwischen 18h und 7 Tagen nur etwa halb so grofl im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen. Die Ergebnisse konnten auf Proteinebene im ELISA bestitigt werden
(unveroffentlichte Daten der Arbeitsgruppe); auch hier war eine signifikant geringere IFNy-
Konzentration in der Empfangermilz unter der Vorbehandlung hirntoter Spender gegeniiber der
Kontrollgruppe 7 Tage p. t. zu verzeichnen. IFNy wird von Makrophagen, DCs, NKs, NKTs und
vor allem von CD4+ Ty;-Zellen sezerniert. [ 164, 165]

Daher kann postuliert werden, dass die durch eine Vorbehandlung erzielte Reduktion von
Allograft-infiltrierenden Zellen, wie Makrophagen, APZs und NKTs, u. a. auch eine verringerte
Expression und Sezernierung von IFNy bewirkt. Da IFNy ebenso fiir die Ausdifferenzierung von
Makrophagen wichtig ist, ldsst sich die verringerte IFNy-Expression im Rahmen der
Spendervorbehandlung auch mit der bereits diskutierten geringeren Allograftinfiltration von

ED1+ Monozyten/Makrophagen unter Spendervorbehandlung vereinbaren.

Interessanterweise beobachteten wir 18 Stunden p. t. eine vergleichbare Anzahl CD4+ T-
Helferzellen in Transplantaten vorbehandelter und unbehandelter Hirntodspender. 7 Tagen p. t.
zeigte sich dagegen eine signifikant groBere Infiltration von CD4+ T-Helferzellen in das
Allograft vorbehandelter Hirntodspender. Dies konnte ebenfalls mit einer geringeren IFNy-

Expression, welche wir unter der Spendervorbehandlung detektierten, in Zusammenhang stehen:
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So zeigten Untersuchungen, dass naive CD4+ T-Zellen nicht nur unter IL-12, sondern auch in
Anwesenheit von IFNy zu CD4+ Ty -Zellen differenzieren. [ 166| CD4+ Ty -Zellen, welche iiber
einen positiven Loop v. a. IFNy sezernieren, sind wiederum fahig, die Ausdifferenzierung von
naiven CD4+ T-Zellen zu CD4+ Tyy-Zellen zu hemmen. [165, 167] Es kann vermutet werden,
dass durch die anti-IL-6R mAb Spendervorbehandlung neben der Suppression von
Makrophagen, DCs, NKs, NKTs auch die Ty;-Antwort supprimiert wurde und hierdurch eine
Two-und/oder eine CD4+ T, vermittelte Antwort ausgeldst wurde.

Um die Bedeutung von CD4+ T-Zellen fiir die akute oder chronische AbstoBung im Kontext
einer Spendervorbehandlung zu analysieren, miisste zum Beispiel in zukiinftigen durch-
flusszytometrischen Analysen, eine Differenzierung zwischen CD4+ Ty;/Tup-Zellen bzw. Tyj7+
/CD4 +T,s erfolgen. Hierbei wire interessant zu kldren, inwieweit CD4+ T unter einer
Spendervorbehandlung vermehrt in das Allograft einwandern, da dieser T-Zell-Subtyp, durch
seine Modulation von T,-Zellen sowie durch Hemmung einer Allograftrejektion, mit einem

langeren Transplantatiiberleben assoziiert ist.[ 168

6.3 I/R-Schaden

Der Ischdmie-/Reperfusionsschaden (I/R-Schaden) ist ein Spender-unabhéngiger Risikofaktor,
der die Organqualitdt und damit die Transplantatfunktion stark beeintrichtigt und die negativen
Auswirkungen des Hirntods potenziert. [64, 72| Wie erwéhnt (siche 1.4.4.1), wird im Zuge des
Hirntodes und der durch den ,katecholaminen Sturm® vermittelten Vasokonstriktion eine
generalisierte Organischdmie induziert. [64, 75, 93] Die ischdmische Schidigung des
Transplantats setzt sich demnach wie folgt zusammen: Aus der warmen Ischidmie, d. h. der
verbleibenden Zeit im Spender nach Eintritt des Hirntodes, der Operationszeit und der
anschlieBenden Reperfusion im Empfinger sowie der kalten Ischimie, d.h. der Zeit der
Konservierungs- und Transportphase des Transplantates. Insgesamt wird das Transplantat durch
die Summe der ischdmischen Schddigungen und der nachfolgenden Reperfusion nach der
Transplantation geschéddigt. Pathophysiologisch kommt es infolge der Ischdmie und der
Reperfusion zu einer starken Expression pro-inflammatorischer Zyto- und Chemokine, wie IL-6,
TNFo, IFNy, IL-10, 1IP-10, sowie einer gesteigerten Transplantatinfiltration an
Monozyten/Makrophagen, Granulozyten und T-Zellen. [43, 64, 72, 93, 130]
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Die Arbeitsgruppe von Daemen et al. untersuchte die renale Ischdmie in einem Mausmodell.
Diese wurde durch tempordres Abklemmen (45 min) der renalen GefaBBe induziert. Bereits nach
1 Stunde detektierten sie eine gesteigerte Expression spezifischer Chemokine, wie C-X-C motif
ligand 1 (KC) und Macrophage inflammatory protein 2 (MIP-2). Der maximale Peak von MIP-2,
welches insbesondere bei inflammatorischen Prozessen durch Makrophagen gebildet wird,
wurde sowohl immunhistologisch als auch auf Genexpressionsniveau 6 Stunden nach
Ischdmieinduktion beobachtet. [61] Eine andere Arbeitsgruppe um Kaminska et al. untersuchte
im Rahmen einer klinischen Studie mittels Nierenbiopsien nach Lebendspende das
Expressionsniveau verschiedener Zytokine (u. a. IL-6, IFNy, TGFf, IL-10) vor NTx, nach kalter
Ischdmie und 30 Minuten nach Reperfusion. Hierbei detektierten sie in den Nierentubuli nach
Reperfusion eine signifikant gesteigerte Genexpression von IL-6, IL-10 und IL-2 im Vergleich
zu Biopsien nach kalter Ischdmie bzw. vor Reperfusion. [93]| De Vries et al. demonstrierten in
einer anderen klinischen Studie dhnliche Ergebnisse: Im Rahmen von Nierentransplantationen
von Lebendspendern wiesen sie durch atriovendse Konzentrationsmessungen 30 Minuten nach
Reperfusion eine massive Freisetzung von IL-6 und IL-8 im Vergleich zu Messungen, welche
vor der Nephrektomie durchgefiihrt wurden, nach. Diese Beobachtung konnten sie durch den
Nachweis einer gesteigerten IL-6 Expression bestdtigen. [169]

Insbesondere die Korrelation zwischen massivem IL-6-Anstieg und I/R-Schaden unterstreicht
den Vorteil einer anti-IL-6R mAb Vorbehandlung. Tatséchlich zeigen unsere Ergebnisse in den
durchgefiihrten Genexpressions- und Proteinanalysen bereits nach 18h eine leichte sowie nach
7d eine deutliche Reduzierung der IL-6 Genexpression (rt PCR) und IL-6 Proteinkonzentration
(ELISA) gegeniiber der nicht vorbehandelten Kontrollgruppe

Diese Beobachtung alleine als eindriickliche Hemmung des I/R-Schadens zu interpretieren, ist in
Anbetracht der komplexen Pathophysiologie nach Eintritt des Hirntodes im Zusammenspiel mit
dem I/R-Schaden zu vermessen. Stattdessen sollte in der vorliegenden Arbeit von einer
Reduzierung der pathophysiologischen Folgen des I/R-Schadens durch die einmalige
Spendervorbehandlung ausgegangen werden, dank derer eine Abschwichung des I/R-Schadens
und folglich eine Minimierung der Transplantatschddigung erreicht werden konnte. Um den
Benefit einer Spendervorbehandlung ausschlieflich im Hinblick auf eine Minimierung des I/R-
Schadens differenzierter betrachten zu konnen, wiren in zukiinftigen Untersuchungen
engmaschigere Untersuchungen vor Transplantation sowie v.a. vor und nach Reperfusion in

Betracht zu ziehen. Hier wire dann unter Beriicksichtigung der multiplen pathophysiologischen
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Folgen der IL-6 Synthese und Ausschiittung iiber eine zusdtzliche Empfinger-Behandlung
mittels anti-IL-6R mAb zu diskutieren.

6.4 chron. AbstoBung

Die chronische TransplantatabstoBung CAN (Chronic Allograft Nephropathy) ist die hiufigste
Ursache fiir einen vorzeitigen Funktionsverlust einer transplantierten Niere. [170] Wahrend
akute Abstoungen mit der Entwicklung neuer Immunsuppressiva immer besser zu therapieren
sind, zeigt die chronische AbstoBung noch unbefriedigende Ergebnisse und ist die Hauptursache
fiir die Notwendigkeit einer erneuten Dialysepflicht nierentransplantierter Patienten. [171]
Gomez et al. beobachteten in einer Studie zur Untersuchung der Langzeitfunktion des Allograft
nach Nierentransplantation, dass von insgesamt 487 transplantierten Patienten 263 (59 %) nach
15 Jahren ihr Transplantat verloren hatten; bei 47.2% war eine CAN ursdchlich. Ferner wurde
bei 29 (66 %) von 44 Patienten, welche nach mehr als 15 Jahren noch keinen Transplantatverlust
erlitten hatten, eine CAN diagnostiziert. [172] Andere Untersuchungen diagnostizierten in etwa
40-60 % aller Biopsien, welche routinemiBig 24 Monate nach Nierentransplantation
durchgefiihrt wurden, eine CAN. [170, 173]

Allgemein lésst sich die Pathophysiologie der chronischen Transplantatabstofung in 3 Phasen
unterteilen: in die initiale Transplantatdestruktion, welche teils durch Antikorper, teils durch eine
unspezifische  Schidigung charakterisiert ist, gefolgt von der zellvermittelten
Entziindungsreaktion des Transplantatgewebes sowie der fiir die Endphase typischen Fibrose
und Sklerose des Nierenallografts, bedingt durch iiberschieBende Reparaturmechanismen.
Histomorphologisch zeigt sich aufgrund von Fibrose und Sklerose eine Tubulusatrophie und
Glomerulopathie (Glomerulosklerose) sowie durch die krankhafte Bindegewebsproliferation
eine Verdickung der Intima und konsekutive Abnahme des Gefafllumens, wodurch letztlich die
Nierenperfusion und Urindrainierung zum Erliegen kommt. [72, 174, 175]

Ein wichtiger Risikofaktor fiir die chronische AbstoBungsreaktion scheinen vorangegangene
akute AbstoBungsreaktionen zu sein. So zeigen klinische Daten, dass eine Korrelation zwischen
der Anzahl akuter AbstoBungsreaktionen und dem Risiko, eine chronische
Transplantatdysfunktion zu erleiden, besteht und diese unabhingig von einer erfolgreichen

Therapie akuter AbstoSungsereignisse ist. [72, 176]
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Wie bereits in der vorliegenden Arbeit demonstriert, konnten wir unter der Vorbehandlung
hirntoter Nierenspender im Rahmen akuter Abstofungsereignisse einen eindeutigen Benefit
belegen. Unsere Ergebnisse demonstrieren auch im Hinblick auf die Langzeitfunktion des
Transplantats einen Nutzen der anti-IL-6R mAb Spendervorbehandlung, allerdings nicht in dem
Malle wie bei den Ergebnissen im Rahmen der akuten AbstoBung: Histomorphologisch zeigten
sich hinsichtlich der Zellinfiltration, der Arteriosklerose und Tubulimorphologie des
Nierenallografts signifikant schlechtere Werte in der vorbehandelten Spendergruppe gegeniiber
der Kontrollgruppe. Auch klinisch beobachteten wir im Rahmen der metabolischen
Untersuchungen in der Gruppe der Ratten, welche ein Transplant vorbehandelter Hirntodspender
erhalten hatten, eine signifikant schlechtere Proteinurie gegeniiber den Kontrolltieren, wiahrend
die Creatinin-Clearance vergleichbar war.

Allein betrachtet, lassen diese Beobachtungen darauf schliefen, dass eine Spendervorbehandlung
langfristig die Transplantatfunktion nicht zu verbessern scheint. Allerdings konnten wir unter der
Spendervorbehandlung eine deutliche Reduzierung nahezu aller untersuchten Zyto- und
Chemokine erreichen: Interessanterweise zeigte sich die IL-6 Expression auch langfristig noch
signifikant reduziert. Ebenso beobachteten wir sowohl eine tendenziell reduzierte TNFa-
Expression im Nierentransplantat als auch eine tendenziell verringerte TNFa-
Proteinkonzentration in Milzzellkulturiiberstinden (unverdffentlichte Daten der Arbeitsgruppe)

vorbehandelter Hirntodspender.

Ferner zeigte sich immunhistochemisch ein tendenzielle Verbesserung nach Spender-
vorbehandlung: So detektierten wir im Allograft der vorbehandelten Hirntodspender eine
geringere Infiltration von CD8+ T-Zellen sowie eine signifikant reduzierte Infiltration von ED1+
Monozyten/Makrophagen und APZs. Dagegen beobachteten wir, wie schon in der friihen Phase
nach Transplantation, im Allograft der vorbehandelten Hirntodspender eine grofere Population
von CD4+ T-Zellen gegeniiber der Kontrollgruppe.

Ahnliche Ergebnisse detektierten wir auch in FACS-Untersuchungen nach 5 Monaten. Bei der
Interpretation der Langzeitergebnisse muss allerdings beriicksichtigt werden, dass die
Gesamtanzahl infiltrierender Zellen nach 5 Monaten signifikant geringer war als 7 Tage nach

Transplantation.

In Anbetracht der gewonnen Langzeitparameter kann man davon ausgehen, dass sich die
einmalige Vorbehandlung mit dem anti-IL-6R monoklonalen Antikdrper nicht negativ auf die

Langzeitfunktion des Allografts auswirkt und die Entwicklung einer chronischen
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TransplantatabstoBung nicht begiinstigt. Um aber auch den langfristigen Nutzen einer anti-IL-6R
mAb Vorbehandlung im Sinne einer Minimierung chronischer Schiden eindeutig belegen zu
konnen, miisste in zukiinftigen Untersuchungen der potentielle Vorteil einer kombinierten

Spender- und Empfangerbehandlung {iberpriift werden.

Die gewonnenen Ergebnisse aus den Gruppen der Lebendspender legen den Schluss nahe, dass
sowohl in der frithen als auch spédten Phase nach Transplantation Lebendspender nicht von einer
Spendervorbehandlung profitieren kdnnen. Aufgrund der geringen Versuchstieranzahl in den
Gruppen der Lebendspender konnen diese Ergebnisse statistisch jedoch nur als Trend bewertet

werden und miissten mit einer erweiterten Versuchstierzahl verifiziert werden.
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7  ZUSAMMENFASSUNG

Die Nierentransplantation ist die Therapie der Wahl des terminalen Nierenversagens. Bedingt
durch die groBe Nachfrage nach Spendernieren bei gleichzeitig zeitweisen Riickgang der
Spenderbereitschaft in der Bevolkerung im Eurotransplantraum, wurden die Spenderkriterien fiir
eine Akzeptanz sog. ,,marginaler Organe* in den letzten 2 Jahrzehnten erweitert. Diese Organe
zeigen im Vergleich zu optimalen Spenderorganen eine grofBere Anfilligkeit gegentiber
transplantationsassoziierten Schidigungsmechanismen, verursacht zum Beispiel durch den
Hirntod, und damit eine geringere Transplantatiiberlebensdauer. Als Konsequenz werden immer
neue Strategien zur Verbesserung der Organqualitit marginaler Organe entwickelt. Aufgrund des
Hirntodes und der konsekutiven generalisierten massiven IL-6 Produktion und Sezernierung,
werden die Organe bereits im Spender (vor)geschddigt und immunologische aktiviert, wodurch
die Transplantatfunktion im Empfinger erheblich beeintrdchtigt wird. In dieser Arbeit
untersuchten wir die Vorbehandlung des hirntoten Spenders mit einem monoklonalen anti-1L-6-
Rezeptor Antikdrper zur Verminderung der inflammatorischen Immunantwort sowie des
assoziierten Ischdmie/Reperfusionsschadens nach Nierentransplantation in einem Rattenmodell.
Hierzu wurden Nieren hirntoter (BD) und lebender (LD) F-344-Spenderratten in Lewis-
Empfingerratten transplantiert. Der Hirntod wurde im Spender 6 Stunden (h) vor der
Organentnahme und Transplantation (Tx) induziert. Sowohl BD als auch LD Spenderratten
wurden 1 Stunde nach Hirntodinduktion mit anti-IL-6R/CD126 mAb behandelt. Die Empfanger
von Transplantaten unbehandelter Spender dienten als Kontrollen (con). Zur Untersuchung des
Benefits einer Spendervorbehandlung in der frithen (18h und 7d) bzw. spiten Phase (5mths) der
Transplantation wurde die Genexpression von Entziindungsmarkern (IL-6, IL-10, IL-4, TNFa,
IFNy, IP-10, CCL19/-20) in Transplantatbiopsien mittels quantitativer Echtzeit-RT-PCR
bestimmt, histologische und immunhistologische Farbungen (ED1+, MHCII+, CD4+, CD8+) des
Allografts durchgefiihrt sowie T-Zellen, Antigen-prisentierende Zellen (APZ), NK und NKT-
Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert und verschiedene pro-inflammatorischer Proteine
(IL-6, TNFa, IFNy) mittels ELISA detektiert. Zusétzlich wurde die Langzeittransplantatfunktion
durch Messung der Urin-Proteinkonzentration (Proteinurie, Uprot) und der Kreatinin-Clearance
(CreaCl) bewertet.

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass durch eine Vorbehandlung hirntoter Spender mit einem
monoklonalen Antikdrper (mAb) gegen den IL-6-Rezeptor (IL-6R) die Schiadigung von

Nierentransplantaten minimiert werden kann. So war die durch den Hirntod induzierte sowie
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durch den I/R-Schaden getriggerte Genexpression der pro- bzw. anti-inflammatorischen
Zytokine IL- 6, TNFa, INFy, IL-4, IL-10 und der Chemokine CCL-19 und -21 durch die
Vorbehandlung merklich reduziert. Ebenso zeigte sich unter der anti-IL-6R mAb Vorbehandlung
eine geringere Infiltration spezifischer Entziindungszellen (ED1+, CD8+, APZs, DCs, NK-T-
Zellen) in das Allograft sowie signifikant geringere histomorphologische Schéddigungen im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch in zusétzlichen FACS-Analysen (unverdffentliche Daten
der Arbeitsgruppe) von Transplantatgewebeproben konnte gezeigt werden, dass durch eine anti-
IL-6R mAb Spendervorbehandlung die Anzahl transplantatinfiltrierender Zellen deutlich
reduziert wird. Ferner zeigten sich auch geringere Proteinkonzentrationen (IL-6, TNFa,
IFNy; ELISA) in der Gruppe vorbehandelter Hirntodspender im Vergleich zur Kontrolle.

Im Vergleich zur frithen Phase scheint eine einmalige Spendervorbehandlung eine Ausbildung
einer Chronischen Allograft Nephropathie nicht ausreichend unterdriicken zu konnen. Zwar
zeigte sich unter Spendervorbehandlung eine geringere Genexpression verschiedener Zyto- und
Chemokine (IL-6, IFNy, TNFa, IL-10, IP-10, und CCL19/-21) und immunhistologisch eine
geringere Allograftinfiltration von MHCII+, ED1+, und CD8+ Zellen, jedoch konnte keine
suffiziente Reduktion weiterer immunkompetenter Zellen (NKT-, NK-, CD4+ Zellen, APZs) in

durchflusszytometrischen Untersuchungen nachgewiesen werden.

In der Zusammenschau aller Ergebnisse wird durch die Vorbehandlung des hirntoten Spenders
mit einem monoklonalen anti-IL-6R Antikoérper die inflammatorische Immunantwort in der
friilhen Phase nach Transplantation im Empfénger deutlich reduziert. Ferner ist davon
auszugehen, dass durch Vorbehandlung die pathophysiologischen Einfliisse des Ischdmie-
/Reperfusionsschadens erheblich gemindert werden konnten. Empfinger von Lebendspenden
scheinen dagegen nicht von einer Spendervorbehandlung profitieren zu kénnen. Ebenso scheint
die einmalige Therapie des Spenders nicht ausreichend fiir die Verbesserung der Transplantat-

Langzeitfunktion zu sein.
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9 ANHANG

9.1 Glossar

APP Akute-Phase-Proteine LD Living Donor

APR Akute-Phase-Reaktion FBG Fibrinogen beta

APZ Antigenprasentierende Zellen mAb Monoclonal antlb(?d?.] /
monoklonaler Antikdrper

APAAP Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische MAP- Mitogen-activated-protein-kinase

Phosphatase Kinase

BD Brain dead Donor? mRNA messenger-RNA

CAN Chronische Allograft Nephropathie MHC Major Histocompatibility Complex

C3 Complement C3 NKT NK-T-Zelle

CNI Calcineurininhibitoren NK natiirliche Killerzellen

CyA Cyclosporin NF-«xB nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells

DGF Delayed Graft Function NTx Nierentransplantation

DSO Deutsche Stiftung Organtransplantation PAF Plattchenaktivierender Faktor

DC Dendritic cells / Dendritische Zellen p.t. post transplantationem

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay ROI Sauerstoffintermediate/-radikale

FBG Fibrinogen beta SHT Schéidelhirntrauma

FACS Fluroescence activated cell sorting TH T-Helferzelle

GFR glomerulidre Filtrationsrate TF Transkriptionsfaktor

HLA Human Leukozyten-Antigen TNFa Tumornekrose Factor a

H&E Héamatoxylin & Eosin TPG Transplantationsgesetz

IFNy Interferon-y Tregs regulatorische T-Zellen

IL-6R IL-6-Rezeptor Tzyt zytotoxische T-Zellen

IFNy Interferon-y UW-Lsg.  University of Wisconsin-Losung

ICAM  Intercelluar adhesion molecule VCAM Vascular cell adhesion molecule

IP-10 Interferon gamma-induced protein

I/R- Ischdmie-Reperfusionsschaden

Schaden
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