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1. Einleitung

1.1.Historische Entwicklung der Nierentransplantation

Die Nierentransplantation hat sich seit Jahren als die Therapie der Wahl der terminalen
Niereninsuffizienz  etabliert.  Seit der  Durchfuhrung der ersten erfolgreichen
Nierentransplantation bei eineiigen Zwillingen in Boston im Jahr 1954 durch Joseph Murray hat
die Transplantationsmedizin eine rasante Entwicklung durchgemacht. Dazu haben die
Einfihrung effektiver Immunsuppressiva wie Azathioprin in den 60iger und Cyclosporin A in
den 80iger Jahren, neuer chirurgischer Techniken sowie ein besseres Verstandnis
immunologischer Prozesse beigetragen. Seit der ersten allogenen Nierentransplantation in Berlin
im Jahr 1963 sind in Deutschland tiber 62.000 Nieren transplantiert worden (Abb. 1). Zurzeit

gibt es in Deutschland 40 Transplantationszentren, das Gréf3te davon in Berlin (Abb. 2).
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Abb. 1: Organtransplantationen in Deutschland seit 1963
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Abb. 2: Nierentransplantationen in Deutschland 2008



Die Indikation fir die Nierentransplantation ist die terminale Niereninsuffizienz, die durch
unterschiedliche Grunderkrankungen verursacht wird. Laut der Deutschen Stiftung
Organtransplantation (DSO) war im Jahr 2008 die diabetische Nephropathie die h&ufigste
Ursache flr das terminale Nierenversagen, gefolgt von der Glomerulonephritis und dem

chronischen nephritischen Syndrom (Abb. 3).
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Indikationen fiir eine Nierentransplantation

DIE ZEHN HAUFIGSTEN ICD-10 HAUPTDIAGNOSEN (BEI NEUANMELDUNG)

E10.2 Primar insulinabhéngiger Diabetes mellitus mit Nierenkomplikation 356
N03.3 Chron. nephritisches Syndrom — Diffuse mesangioproliferative Glomerulonephr. 311
N03.9 Chronisches nephritisches Syndrom — nicht néher bezeichnet 263
as1.2  Polyzystische Niere, autosomal-dominant 251
1120 Hypertensive Nierenkrankheit mit Niereninsuffizienz 241
N1 Chronische Niereninsuffizienz 147
N18.9 Chronische Niereninsuffizienz, nicht ndher bezeichnet 128
No4.1  Nephrotisches Syndrom — Fokale und segmentale glomerulére Lasion 124

e1.2  Nicht primér insulinabhéngiger Diabetes mellitus — mit Nierenkomplikationen 122
N18.8  Sonstige chronische Niereninsuffizienz 101
2.044

Bei einem Patienten sind mehrere Diagnosen moglich. Insgesamt: 174 Hauptdiagnosen bei 3.599 Féllen

Quelle: Eurotransplant DSO 96

Abb. 3: Indikationen flr eine Nierentransplantation



1.1.1. Marginale Spenderorgane

Die heutige Situation in der Transplantation ist durch die wachsende Diskrepanz zwischen der
Zahl der Patienten auf der Warteliste und der Zahl der vorhandenen Organe gekennzeichnet
(Abb. 4). So haben in Deutschland im Jahr 1996 8112 Patienten auf eine Niere gewartet, aber nur
2016 Organe, das entspricht ca. 25% des Bedarfs, wurden transplantiert. Im Jahr 2000 gab es
entsprechend 9663 Patienten auf der Warteliste, 2219 (ca. 23%) erhielten ein Spenderorgan. Eine
leichte Verbesserung der Situation in den letzten Jahren hangt vor allem mit der Verwendung
marginaler Spenderorgane und dem wachsendem Anteil an Lebendspenden zusammen. Lag der
Nierenlebendspendenanteil 1996 bei 6,4%, so liegt er heute bei Gber 20% (Abb. 5).
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Abb. 4: Aktive Warteliste und Nierentransplantation
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Abb. 5: Anteil der Nierenlebendspenden an der Nierentransplantation

Mit dem Begriff ,,marginale Spenderorgane® werden Spenderorgane mit reduzierter Qualitat
bezeichnet, die nach Transplantation ein schlechteres Transplantatiiberleben und eine reduzierte
Transplantatfunktion im Vergleich zum ,idealen* Nierentransplantat (Spenderalter 10-39 Jahre,
keine Risikofaktoren wie Hirntod oder arterielle Hypertension, Serumkreatinin <1,5mg/dl)
aufweisen. Spender von Organen mit eingeschrénkter Qualitat werden auch als ECD (expanded
criteria donors) bezeichnet und umfassen Spender zwischen 50 und 59 Jahren mit einer
Hypertension in der Anamnese, cerebrovaskuldrer Todesursache oder renaler Insuffizienz mit

einem teminalen Serumkreatininspiegel unter 1,5 mg/dl, sowie alle Spender tiber 60 Jahre (1).

In den letzten 10 Jahren stieg der prozentuale Anteil der Spender Uber 65 Jahre in Deutschland
um ca. 10% (Abb. 6).
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Abb. 6: Alter der Organspender

Eine &hnliche Entwicklung ist in den anderen europdischen Landern zu beobachten (2). Laut
Eurotransplant nimmt die Gruppe der Uber 65-jahrigen Spender kontinuierlich zu und liegt
aktuell bei 20,7% (Eurotransplant. Annual Report 2008 http://www.eurotransplant.nl).
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1.2.Transplantationsimmunologie

1.2.1. Grundlagen der Immunantwort gegen das Transplantat

Die Immunantwort gegen Alloantigene kann sowohl vom humoralen als auch vom zelluldren
Typ sein. In der vorliegenden Arbeit wurden vorwiegend zelluldre Immunreaktionen nach der
Nierentransplantation untersucht.

T-Lymphozyten spielen eine zentrale Rolle bei der zellularen Immunantwort. Es werden 2
Haupttypen von alloreaktiven T-Zellen unterschieden: CD4+ Helfer T-Lymphozyten (Th) und
CDB8+ zytotoxische T-Lymphozyten (CTL).

Allotransplantate, die sich vom Empféanger beziiglich MHC-Klasse | (HLA-A, HLA-B, HLA-C)
und MHC-Klasse Il (HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ) Antigenen unterscheiden, fuhren tber die
Erkennung von Alloantigenen zur Aktivierung von CD8+ und CD4+ T-Lymphozyten. Bei der
Alloantigenerkennung sind T-Lymphozyten auf professionelle antigenprésentierende Zellen
(APZ: dendritische Zellen, B-Zellen, Makrophagen) sowie auf das Zusammenspiel sogenannter
costimulatorischer Molekile auf der Oberflache von T-Zellen und APZ (z.B. CD28-CD80/86;
CD40-CDA40L) angewiesen.

Es wird zwischen direkter und indirekter Antigenprasentation unterschieden. Bei der direkten
Présentation binden T-Zellen direkt an die fremden MHC Molekile, die durch APZ des
Spenderorgans, so genannte ,,passenger” Leukozyten, prasentiert werden. Bei der indirekten
Présentation werden Fremdproteine von APZ des Empfangers aufgenommen, prozessiert und
den T-Zellen des Empfangers présentiert (3).

Naive CD8+ Lymphozyten (CD8+ naive) werden durch fremde MHC Klasse | Molekile (HLA-
A, HLA-B, HLA-C), die auf allen Zellen des Transplantates vorhanden sind, zu zytotoxischen
Lymphozyten (CTL) aktiviert. Aktivierte CTL sind in der Lage mit Hilfe von Perforin Zellen,
die Fremdantigene aufweisen, zu lysieren.

Naive T-Helferlymphozyten (CD4+ Th naive; Th0) werden durch fremde MHC Klasse Il
Molekiile (HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ) aktiviert und sezernieren verschiedene Zytokine, die
zur T-Zellproliferation und einer weiteren T-Zellaktivierung fuhren (4).

Es gibt zwei Haupttypen von aktivierten Helfer-Zellen: Thl- und Th2-Zellen. Thl-Zellen
produzieren Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-y (IFN-y) und sind hauptsachlich an der
zelluldren Immunantwort beteiligt. Th2-Zellen begiinstigen durch die Ausschittung von
Zytokinen wie Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-10 (IL-10) eine
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humorale Immunantwort und hemmen die Th1l Antwort. Daneben sind Treg (regulatorische T-
Zellen) beschrieben, die fur die Suppression des Immunantworts verantwortlich sind.

Zur Charakterisierung aktivierter T-Zellen und APZ kann die Expression verschiedener
Aktivierungsmarker auf der Oberflache der Zellen mittels Durchflusszytometrie (FACS

[Fluorescence activated cell sorter]-Analyse) bestimmt werden (5):

CD25 a-Kette des IL-2-Rezeptors
HLA-DR MHC-KIlasse 11-Molekil auf APZ
CD62L L-Selektin (Adhasionsmolekul auf Lymphozytenoberflédche)

CD62L (L-Selectin, ,,homing“ Rezeptor) ist ein Oberflachenantigen, welches auf naiven T-
Helfer Zellen zu finden ist und insbesondere beim so genannten ,,rolling*, dem Bewegen der T-
Zellen entlang des Endothels zu den sekundaren lymphatischen Organen, wichtig ist. Im Zuge
der Entwicklung naiver CD4+ Zellen zu Ged&chtniszellen wird CD62L nach dem ersten
Antigenkontakt bei ungefahr der Halfte der Zellen von der Oberfl&che abgespalten.

Diejenigen T-Zellen, die noch keinen Antigenkontakt hatten, werden als naive T-Zellen
(CD45RA+) bezeichnet. Nach Antigenkontakt differenzieren sie sich zu so genannten Effektor-
Zellen, die meisten dieser Zellen sterben innerhalb weniger Wochen nach Erstkontakt mit dem
Antigen. Ein kleiner Teil der Zellen, so genannte Gedachtniszellen (CD45RO+), uberlebt
dagegen langere Zeit und ermdglicht in der Folge eine schnelle Immunantwort bei erneutem
Kontakt mit dem gleichen Antigen.

Naturliche Killer-Zellen (NK-Zellen, CD16+CD56+) spielen eine bedeutende Rolle in der
Tumor- und Infektionsabwehr, sind wahrscheinlich auch an der Immunantwort gegen das
Transplantat beteiligt. So wurden NK-Zellinfiltrate in abgestoenen Organtransplantaten
gefunden (6). Im Gegensatz zu den zytotoxischen Lymphozyten haben NK-Zellen keinen T-
Zellrezeptor (TCR), brauchen keine spezifische Aktivierung und bleiben nach einmaliger
unspezifischer Aktivierung ihr ganzes weiteres Leben aktiv. Die lytische Wirkung der NK-
Zellen ist ahnlich der von CTL und beruht auf der Produktion von Perforin, das zur Lyse von
Zielzellen fuhrt. NK-Zellen kénnen korpereigene MHC Klasse 1-Antigene erkennen, was eine
Zerstorung von eigenen Zellen verhindert. Aktivierte NK-Zellen sind in der Lage
proinflammatorische Zytokine wie IFN-y und TNF-a zu produzieren.

Humorale Immunreaktionen gegen das Transplantat sind in der Regel nur fiir 5-10 % der
AbstolRungsreaktionen (hyperakute, akute vaskuldre und chronische AbstoBung) verantwortlich.
Von T-Helferzellen produzierte Zytokine induzieren die Differenzierung von B-Zellen in
Plasmazellen, die in der Folge antigenspezifische AntikOrper produzieren. Allerdings ist

mittlerweile beschrieben, dass B-Zellen neben der Produktion von Antikérpern die T-Zell-
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vermittelte Immunantwort ber nicht-humorale Funktionen wie Aktivierung und Regulation der
T-Zellantwort, professionelle Antigenprésentation und Produktion von Zytokinen und
Chemokinen beeinflussen kénnen (7,8)

Eine zentrale Rolle bei der Immunantwort gegen Alloantigene spielt das Zytokin Interleukin-2.
IL-2 wird von aktivierten Th1l-Zellen und NK-Zellen produziert. Es fiihrt Gber die Bindung an
den IL-2-Rezeptor (IL-2R) auf T-Helferzellen zur Differenzierung und Proliferation aktivierter
Helferzellen (Thl), alloreaktiver CTL und B-Zellen und erhéht die zytolytische Aktivitat der
NK-Zellen. Es wird diskutiert, dass sich CTL auch unabhdngig von CD4+ T-Zellen
differenzieren konnen. Die Alternative besteht in der direkten Aktivierung von CD8+ T-Zellen
durch korperfremde Spender-APZ, die zur Produktion von Zytokinen fuhrt. Diese steuern auf
autokrinem Weg die Proliferation und Differenzierung der Lymphozyten zu CTL. Zusatzlich
kann von Makrophagen produziertes IL-1 zur Differenzierung der CTL beitragen.

Interleukin-4 ist ein Wachstums- und Differenzierungsfaktor fir B und T-Zellen
(Differenzierung von ThO zu Th2) und zum Teil fur zytotoxische T-Zellen. Es wird von
aktivierten Th2-Zellen und Basophilen produziert und induziert die IgE-Synthese von B-Zellen.
Des Weiteren hemmt es die Effekte von IL-2 auf B- und NK-Zellen und die Th1-Differenzierung
und unterstutzt dadurch die Toleranzinduktion.

Interleukin-5 wird wie IL-4 von aktivierten Th2-Zellen und Basophilen produziert und erhoht die
Proliferation und Immunglobulinsekretion von B-Zellen. IL-5 stimuliert die Eosinophilen-
Proliferation.

Interleukin-10, ein anti-inflammatorisches Zytokin, wird von Th2-Zellen, regulatorischen T-
Zellen (Treg), B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und Keratinozyten produziert. Es hemmt die
IFN-y-Synthese durch Thl-Zellen, induziert die Proliferation und Differenzierung von CD8+-
Zellen und Proliferation aktivierter B-Zellen. IL-10 spielt eine wichtige Rolle im Rahmen einer
Toleranzinduktion, Inflammation und anti-Tumorimmunitat.

Interferon-y, ein pro-inflammatorisches Zytokin, wird von aktivierten Th1-Zellen und NK-Zellen
produziert. Es induziert die Expression von MHC Klasse | und Il Antigenen, erhoht die Aktivitat
von NK-Zellen, hemmt die Th2-Proliferation sowie die IL-4- induzierte B-Zellaktivierung.
Tumor nekrosis factor-a (TNF-a), ein weiteres pro-inflammatorisches Zytokin, wird von einem
breiten Zellspektrum produziert (Monozyten, Makrophagen, T-Zellen, NK-Zellen, Kupferzellen
und B-Zellen). In der Regel induziert es eine inflammatorische Antwort, kann aber auch in
kleinen Konzentrationen die Immunitat durch Induktion von MHC Antigenen steigern. Dartiber

hinaus ist es an der Reifung dendritischer Zellen beteiligt.
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1.2.2. Grundlagen der Immunsuppression

Die Immunsuppression ist das wichtigste Instrument fir die Prdvention und Steuerung der
TransplantatabstoBung. Verschiedene immunsuppressive Behandlungsmethoden beruhen auf
einer Hemmung der Lymphozytenproliferation oder Lymphozytendifferenzierung,
Zytokinsignaltransduktion oder Nukleotidsynthese (6,9).

Moderne Immunsuppressiva kénnen in 2 grofie Gruppen unterteilt werden (10).

Kleinmolekulare Medikamente wirken primar intrazellular und werden vor allem in
Kombination in der Basisimmunsuppression verwendet. Zu dieser Gruppe gehdren
Immunophilin bindende Pharmazeutika (Cyclosporin, Tacrolimus, Sirolimus), Inhibitoren der
Purin—Pyrimidin-Synthese (Mycophenolat Mofetil, Azathioprin) und Corticosteroide.
Proteinbasierte Medikamente wirken primdr extrazellilar tber Oberflaichenmolekiile der
Zielzellen und werden primar in der Induktions- und Rejektionstherapie eingesetzt. Zur dieser
Gruppe gehdren polyklonale Antikorper (Antithymozytenglobulin (ATG), Thymoglobulin), und
monoklonale Antikdrper (Daclizimab, Basiliximab, OKT 3, Alemtuzumab).

Corticosteroide (Prednisolon, Methylprednisolon) sind potente anti-inflammatorische Agenzien
und haben mehrere Wirkungsmechanismen. So inhibieren Corticosteroide die T-
Zellproliferation, T-Zellaktivierung und Transkription verschiedener Zytokingene (z.B. IL-1 und
TNF-a)) und férdern die Apoptose von Leukozyten und Lymphozyten.

Der Antimetabolit Azathioprin blockiert durch die Hemmung der Nukleotidsynthese die
Proliferation und Differenzierung von allen Zellen, insbesondere die von sich schnell
vermehrenden Zellen wie z.B. Lymphozyten nach Transplantation, ein anderer Antimetabolit
Mycophenolat Mofetil (MMF) blockiert durch die Hemmung der Nukleotidsynthese
Proliferation und Differenzierung von Lymphozyten.

Calcineurininhibitoren (CNI: Cyclosprin A und Tacrolimus) beeinflussen unter anderem die
intrathymale T-Zellentwicklung. Ihre pharmakologische Wirkung entfalten sie durch Bindung an
eine Gruppe intrazelluldrer Proteine, den sogenannten Cyclophilinen, einer Untergruppe der
Immunophiline. Die so gebildeten Komplexe hemmen die Phosphataseaktivitit von Calcineurin
und unterbrechen auf diese Weise den calciumabhangigen Signaltransduktionsweg in der frihen
T-Zellaktivierung. Dies fuhrt zu einer verminderten  Genexpression  wichtiger
Wachstumsfaktoren fiir T-Zellen, wie zum Beispiel von IL-2.

mTOR-Inhibitoren (Sirolimus, Everolimus) hemmen die IL-2 Signaltransduktion und damit die
Proliferation aktivierter T-Zellen, auRerdem inhibiert Sirolimus die Antikorperbildung.
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Monoklonale anti-T-Zell-Antikorper (anti-CD3 Antikorper, anti-1L-2-Rezeptor Antikorper, anti-
CD52-Antikorper) sind gegen unterschiedliche Strukturen der T-Zellmembran gerichtet. Jeder
monoklonale Antikdrper reagiert spezifisch mit einem Oberflachenmarker.

Der anti-CD3 Antikorper (OKT 3) bindet an die e-Kette des CD3 Molekuls, welches auf allen
reifen T-Zellen exprimiert wird und fir die Signaltransduktion des T-Zellrezeptors
verantwortlich ist. OKT 3 flhrt zu einer Modulation und Blockade des TCR/CD3 Komplexes
und verhindert so die T-Zellantwort auf Alloantigene.

Anti-1L-2-Rezeptor Antikorper (anti-IL-2R-Ab: Basiliximab, Daclizumab) binden an die a-Kette
des Interleukin-2-Rezeptors (CD25), der hauptséchlich auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird,
und blockieren somit die T-Zellaktivierung Uber den IL-2/IL-2R Weg.

Der anti-CD52-Antikérper (CAMPATH), ein relativ neues Immunsuppressiva, bewirkt eine
Depletion von Empfénger-Lymphozyten.

Polyklonale Antikérper (Thymoglobulin, Lymphoglobulin) enthalten Antikérper gegen
verschiedene Oberflachenstrukturen humaner Lymphozyten und fuhren zur Elimination der
Lymphozyten aus der Zirkulation.

Weitere, neuere Immunsupressiva wie z.B. Leflunomid oder FTY720 werden zurzeit in
Klinischen Studien geprift. Leflunomid verhindert die Lymphozytenproliferation durch
Hemmung der Dihydroorotat-Dehydrogenase Aktivitat. Dieses Enzym wird zur Herstellung von
Pyrimidin-Nukleotid bei der Zellteilung von T-Lymphozyten gebraucht. Zusatzlich wird die
Leukozytenmigration gehemmt. FTY720 verhindert die Einwanderung der Lymphozyten in das
Transplantat durch Hemmung der T-Zell-Migration.

Bei hochimmunisierten Empféngern (Prasensibilisierung z.B. durch Ersttransplantation,
Schwangerschaft) kann zur Eliminierung von vorbestehenden Antikérpern die Plasmapherese
verwendet werden.

Da T-Lymphozyten als priméres Zielobjekt der immunosuppressiven Therapie dienen, wird das
Oberflachenprofil der Lymphozytenpopulation durch Immunsuppressiva stark beeinflusst (11).
Z.B. wurden persistierend niedrige CD4+ Lymphozytenzahlen bei gleichzeitiger
Uberreprasentation der CD8+ Zellen 24 Monate und langer nach initialer depletierender
Therapie beschrieben (10,11).
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1.3.Einfluss des Spenderalters

Das Alter des Organspenders ist ein wichtiger Prognosefaktor fiir die Transplantatfunktion. Das
Spenderalter wurde als einer der wichtigsten Risikofaktoren fiir das Transplantatiiberleben
definiert. So zeigte sich ein signifikant schlechteres 5-Jahres Transplantatiiberleben von
Fullhouse Nieren (Ubereinstimmung der HLA-Merkmale zwischen Spender und Empfénger) bei
Organen von Uber 60-jahrigen Spendern (39 % 5-Jahresuberleben) im Vergleich zu Organen 21-
30-jahriger Spender (81 % 5-Jahrestiberleben) (12). In einer klinischen Studie wurden bei
gleicher Immunsuppression haufiger akute Abstoungen bei Transplantatempfangern, die
Organe von Uber 50-jahrigen Spendern bekamen, beobachtet als bei Transplantatempféngern, die
Organe jungerer Spender bekamen (13).

Ebenso ist ein erhohtes Spenderalter in vielen Studien als Risikofaktor fiir ein primares
Transplantatversagen (primare Nichtfunktion) (14) und eine reduzierte
Transplantatlangzeitfunktion (12,15) beschrieben worden.

Schlechtere Ergebnisse der Transplantation von alten Organspendern sind einerseits durch
morphologische und biochemische Verdnderungen im ,alten* Transplantat und andererseits

durch immunologische Verénderungen in dlteren Empfangern zu erkléren.
1.3.1. Altersspezifische morphologische und funktionelle Veranderungen in der Niere

Der Alterungsvorgang in der Niere fuhrt zu einer progressiven Abnahme der Nierenmasse,
welche die Nierenrinde stérker als das Nierenmark betrifft. Makroskopisch findet sich die
Abnahme der Anzahl funktionierender Glomeruli. Vor allem im Kortex finden sich
Obliterationen der Vasa afferentia. In den gréReren Nierenarterien lasst sich eine zunehmende
Intimafibrosierung nachweisen. Die Glomeruli zeigen fokale Sklerosierungen und
Hyalinisierungen. Tubuldre Veranderungen sind durch Volumenminderung proximaler Tubuli,
Basalmembranaufsplitterungen und Divertikelbildungen in distalen Tubuli charakterisiert. Diese
morphologischen Verénderungen fuhren tber eine Reduktion des renalen Blutflusses sowie der
glomeruléaren Filtrationsrate zu einer Abnahme der Nierenfunktion, die durch vorbestehende
Erkrankungen wie Diabetes mellitus, Arteriosklerose oder arterielle Hypertonie zuséatzlich
eingeschrankt werden kann. AuRerdem ist in Folge einer veranderter Tubulusfunktion die
Konzentrierungs- und Verdinnungskapazitat der alternden Niere eingeschrénkt (16). Als Folge
dieser multiplen Veranderungen haben Organe é&lterer Spender héufig geringere
Kompensationsmoglichkeiten fur immunologische und nichtimmunologische Schédigungen
(17). Zusétzlicher Faktor ist die Verkirzung der Telomeren mit steigendem Alter und mit der
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Anzahl der Zellteilungen. Unterschreitet die L&nge der Telomeren einen kritischen Wert, ist die
Zellteilung nicht mehr moglich. Zellen alter Personen haben kiirzere Telomeren als die junger

Personen und sind damit zu weniger Zellteilungen noch im Stande (18).
1.3.2. Alterspezifische immunologische Veranderungen im Transplantat

Eine erhohte Inzidenz akuter AbstoBungen bei Empfangern alterer Transplantate kann
moglicherweise durch die zum Zeitpunkt der Transplantation bereits vorhandene
Gewebeinflammation in alteren Organen erklart werden. Zusatzlich gibt es Anhaltspunkte dafr,
dass Lymphozyten dlterer Individuen, die sich auch im Transplantat befinden, eine erhohte
HLA-Expression aufweisen (19). AuBerdem konnte im Tierexperiment eine gesteigerte
Allogenitdt alter Spender-APC’s nachgewiesen werden, die Fremdantigene direkt an
Empfangerlymphozyten  prasentieren. Diese Faktoren flilhren zur einer erhdhten

Alloantigenerkennung und damit zur einer gesteigerten allogenen Antwort (13).

18



1.4.Einfluss des Empfangeralters

Eines der Merkmale der heutigen Situation in der Transplantationsmedizin ist ein kontinuierlicher
Altersanstieg der Empfangerpopulation. Wéhrend in den USA im Jahr 1988 nur 26% der
Empféanger eines Nierentransplantats von verstorbenen Spendern élter als 50 Jahre waren, so waren
es im Jahr 2000 bereits 45%, bei den Lebendspenden entsprechend 10% versus 35% (20).
Zwischen 1998 und 2002 wurden in den USA mehr als 1000 Patienten im Alter von 70-75 Jahren
transplantiert (21). In Europa sieht die Entwicklung ahnlich aus. Laut dem Eurotransplant Annual
Report waren im Jahr 1998 6,5% Nierentransplantatempfanger alter als 65, im Jahr 2003 fast 19%
und im Jahr 2007 21%.

1.4.1. Alterspezifische immunologische Verédnderungen

Als alterspezifisch wurden folgende Verénderungen des Immunsystems beschrieben:

T-Zellen:  leicht erniedrigte T-Lymphozytenzahl, insbesondere von Helfer-, regulatorischen
und naiven T-Zellen, erniedrigte Anzahl CD28+ Zellen, eine gesteigerte Anzahl
und eingeschrankte Funktion von T-Gedachtniszellen sowie NK-Zellen, eine
gesteigerte Anzahl von zytotoxischen T-Zellen und CD95+ Zellen, eine erniedrigte
IL-2-Rezeptor Expression, eine defekte T-Zell-Signaltbertragung. (22,23).

B-Zellen:  erniedrigte Anzahl im peripheren Blut, erniedrigte Produktion spezifischer
Antikorper, erhohte Autoantikdrperproduktion (24).

NK-Zellen: erhohte Anzahl, aber verminderte Antwort auf inflammatorische Zytokine

Monozyten/Makrophagen: verminderte Aktivitat

APC: erhohte bis verminderte Funktion (25)

Zytokinprofil: Verschiebung von Thl- zu Th2-Zytokinproduktion d.h. erniedrigte IL-2- und
erhohte 1L-4- und IFN-y-Sekretion, deutlich erhdhte Spiegel proinflammatorischer
Zytokine wie IL-6, IL-8, IL-12 und TNF-a in &lteren Individuen (22).

Trotz zahlreicher Studien gab es zum Anfang des Jahrtausends keine eindeutige Meinung dazu, ob

die Immunantwort nach der Transplantation mit zunehmendem Empfangeralter insgesamt ab- oder

zunimmt. Seit Anfang der 90iger Jahre wurden viele Studien zum Thema Transplantation im

Alter durchgefiihrt. Anfangs wurde angenommen, dass alte Empfanger weniger

immunkompetent seien (26). Frihere Studien zeigten, dass &ltere Empfanger weniger akute

sowie chronische Transplantatabstolungen und eine reduzierte Immunantwort aufweisen

(27,28). Zusatzlich verlieren dltere Empfanger seltener ein Transplantat als Folge einer

irreversiblen AbstofRung (29). Diese Altersgruppe zeigte zudem eine hohere Sterberate mit
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funktionierendem Transplantat (30). AuBerdem zeigten &ltere Empfanger eines Transplantats
von alteren Spendern (>50 Jahre) 3 Jahre nach der Transplantation bessere Funktionen im
Vergleich zu jingeren Empféangern, die ein Organ aus dem gleichen Spender-Pool erhielten (31).
In jungsten experimentellen Untersuchungen zeigten altere Empfénger hingegen eine gesteigerte
Immunantwort und ein schlechteres Transplantatiiberleben. So konnte in einem Tierexperiment
eine Korrelation zwischen zunehmendem Empfangeralter und der Haufigkeit, Auspragung und
der Progression chronischer AbstolRungsreaktionen beobachtet werden (32). AulRerdem konnte in
einem Rattenmodell eine Zunahme chronischer AbstoRungsreaktionen in &lteren Empfangern auf
der Grundlage einer veranderten Immunantwort (erhohte Anzahl von Gedéachtniszellen sowie
alloreaktiven Zellen und ein verandertes Zytokinprofil) beobachtet werden (33-35). Gleichzeitig
gibt es klinische Analysen, die eine erhdhte Rate chronischer TransplantatabstoBungen und ein
signifikant schlechteres Transplantattiberleben in dlteren Empféngern zeigen (36). In der letzten
Zeit berichteten verschiedene Autoren Uber eine hohere Rate akuter AbstoRungen bei &lteren
Transplantatempfangern (15,37,38). So berichtet eine deutsche Studie Uber eine Rate akuter
AbstolRungsreaktionen von ca. 50 % bei édlteren Empféngern einer Niere von élteren Spendern
(39). AulRerdem zeigen mehrere klinische Studien nach einer initialen Calcineurininhibitor-freien
Immunsuppression bei dlteren Empféangern eine hohe Konversionsrate zur Calcineurininhibitor-
haltiger Immunsuppression. So wurden in einer klinischen Studie Nierentransplantatempfanger
mit einem geringen immunologischen Risiko bei der Transplantation suboptimaler Organe mit
einer ATG Induktionstherapie sowie einer MMF und Steroidtherapie behandelt. Nach einem
Beobachtungszeitraum von 6 Monaten funktionierten alle Organe, 30% der Patienten mussten
jedoch auf Cyclosporin A umgestellt werden (40). In einer weiteren Studie wurden altere
Empfanger eines alteren Nierentransplantates nach einer ATG Induktionstherapie mit einer
MMF Monotherapie behandelt. Wéhrend 1 Transplantat nach einer irreversiblen Abstoung
verloren ging, war eine grof3e Zahl an Konversionen zu Calcineurin-Inhibitoren notwendig (41).
Weitere experimentelle Untersuchungen ergaben, dass éltere Tiere eine erhdhte Mortalitat und
Morbiditat sowie eine ausgepragte Immunantwort und insbesondere eine hohere GVHD-Rate
(graft-versus-host disease) nach einer Stammzelltransplantation im Vergleich zu jlingeren Tieren
aufweisen (42).
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1.5.Eurotransplant Senior Programm (ESP)

Insgesamt hat sich gezeigt, dass auch (ber 65-jhrige Dialysepatienten von einer
Nierentransplantation profitieren. Das &uf3ert sich sowohl in der besseren Lebensqualitét als auch
in der verlangerten Lebenserwartung. So gewinnt ein 65-jéhriger Patient ohne schwere
Begleiterkrankungen 1,2 Jahre Lebenserwartung bei einer Transplantation im Vergleich zur
Dialysebehandlung, wenn die Wartezeit 2 Jahre betrdgt. AuBerdem ist die Transplantation
6konomisch sinnvoll. Die Ergebnisse beziehen sich in gleichem MaRe auf Transplantationen von
Nieren verstorbener Spender wie Lebendspender (43). Die Mortalitats- und Morbiditatsrate ist
bei transplantierten Patienten sehr viel geringer als bei Dialysepatienten. Das relative
Sterberisiko steigt im ersten Monat nach der Transplantation zwar steil an, ist aber dann viel
niedriger als bei Dialysepatienten (44). Diese aktuelle Studie aus Schottland konnte zeigen, dass
sich die Lebenserwartung nach Transplantation sogar verdoppelt.

Da Organe élterer Spender in jungen Empfangern nicht optimal funktionierten, in alteren
Empfangern jedoch akzeptable Ergebnisse zeigten, schien es sinnvoll, alte Organe an alte
Empféanger zu vermitteln.

Die Organknappheit und die veranderte Empfangerdemographie haben dazu gefuhrt, dass im
Januar 1999 das Eurotransplant-Senior-Programm (ESP) ins Leben gerufen wurde. Die
Aufnahme in dieses Programm aus der Warteliste erfolgt freiwillig. In diesem Programm werden
Nieren von (ber 64-jahrigen Spendern in Empfanger uber 64 Jahre transplantiert. Die
Organvergabe erfolgt nach Blutgruppenkompatibilitat und Wartezeit. Um die Organtransportzeit
und somit die nicht-immunologische Schadigung der alten Spenderniere durch eine verlangerte
kalte Isch&miezeit zu verkdrzen, erfolgt die Zuordnung von Spender und Empféanger auf lokaler
Ebene. Basierend auf der Annahme, dass dltere Empfanger eine weniger ausgepragte
Immunantwort aufweisen, wird zudem auf eine HLA-assoziierte Organzuordnung verzichtet.

Der Empfanger sollte zur Gewahrleistung eines niedrigen immunogenen Profils weniger als 5 %
Panel reaktive Antikorper (praformierte Antikorper gegen MHC-Molekiile) aufweisen. Die
Ergebnisse der ersten Jahre zeigen eine Rate akuter Abstolungen im ESP-Programm von 40 %
gegeniber 33 % in der Kontrollgruppe sowie ein 1-Jahres Transplantatiiberleben von 79 % in der
ESP-Gruppe und 73 % in der Kontrollgruppe (45). Die hohere Zahl akuter AbstoRungen wird
durch das schlechtere HLA-Matching bei der Allokation von Organen im ESP erklart (38).

Da im ESP sowohl Empfénger als auch Spender alter als 64 Jahre sind, ist es schwierig
ausschlielich anhand klinischer Daten zu differenzieren, ob die Veranderungen in der
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Immunantwort durch altersbedingte Veranderungen im Empféangerorganismus oder im
Transplantat bedingt sind.

Aus diesen Grinden wurde in der vorliegenden Arbeit die Immunantwort des Empfangers nach
Transplantation in Abh&ngigkeit des Alters untersucht.

Die eigenen Untersuchungen wurden im Rahmen der klinischen Studie ,,Altersabhéngige
Immunantwort nach Nierentransplantation ausgefuhrt.

Nach Vorlage des Ethikvotums der Charité wurden in der Studie Untersuchungen bezlglich
einer altersadaptierten Immunantwort nach Nierentransplantation durchgefuhrt, auf deren Basis

eine altersadaptierte Immunsuppression bzw. Organallokation entwickelt werden konnte.
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1.6.Zielsetzung

Inhalt der Studie war der Nachweis altersspezifischer Unterschiede in der Immunantwort von

Patienten nach Nierentransplantation mit dem Ziel Konzepte fir eine altersadaptierte

Immunsuppression entwickeln zu kénnen. Hierbei sollten veranderte Immunreaktionen als Folge

einer altersbedingt verdnderten Immunantwort des Empfangers, vor allem hinsichtlich der

zellul&ren Immunantwort, durch

1. T-Zelltypisierungen  (durchflusszytometrische  Bestimmung) mittels spezifischer
Antikorper gegen relevante Oberflaichenmarker (CD3, CD4, CD8, CD19, CD16/56,
CD45R0, CD45RA, CD25, HLA-DR, CD62L)

2. Zytokinprofilbestimmungen (IFN-y, TNF-a, IL-2, 1L-4, IL-10) in den Uberstanden nach
in vitro Stimulation des Vollbluts und

3. Bestimmung der Alloreaktivitdit des Empfangers mittels ELISPOT (Frequenz
alloreaktiver T-Zellen)

untersucht werden.

Es wurde eine verstarkte Immunantwort in der initialen Phase nach der Transplantation durch

eine verstarkte Gedachtnis-T-Zellantwort und langfristig eine reduzierte Immunantwort bei einer

reduzierten Anzahl nativer T-Zellen bei dlteren Empfangern erwartet.

Zusétzlich wurden ein verdndertes Zytokinprofil und eine erhohte Alloreaktivitat in der

Frihphase nach der Transplantation bei alteren Probanden angenommen.
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2. Material und Methoden

2.1.Studiendesign

Bei der Studie handelte es sich um eine monozentrische, offene, prospektive Studie.
Alle Patienten wurden an folgenden 3 Zeitpunkten untersucht:
1. Tag O (vor der Transplantation)
2. Tag 7 nach der Transplantation
3. 6 Monate nach der Transplantation
Von den Patienten wurde im Rahmen planmafiger Blutentnahmen zusatzlich eine Blutprobe (10
ml Heparin-Blut) an Tag 0 und an Tag 7 und bei der Nachsorgeuntersuchung 6 Monate nach der
Transplantation entnommen und folgende Untersuchungen durchgefthrt:

1. Lymphozytentypisierung (Durchflusszytometrie):
Vor der Lymphozytentypisierung wurde ein Automaten Blutbild am Hamatologieautomaten XE-
2100 (Sysmex, Japan) bestimmt. Die ermittelten Werte fir Leukozyten, Lymphozyten dienten
als Grundlage fur die Bestimmung der Absolutwerte der Subpopulationen. Am
Durchflusszytometer wurden die Lymphozyten im Vorwarts- (FSC) gegen Seitwartsscatter
(SSC) eingegrenzt (gegatet) und die verschieden Subpopulationen mit fluoreszenzmarkierten

monoklonalen Antikorpern bestimmt.

CDA45+/CD3+ T-Lymphozyten
CD45+/CD4+/CD3+ Helfer T-Lymphozyten (Th)
CD45+/CD8+/CD3+ Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL)
CD45+/CD19+/CD3+ B-Zellen

CD45+/CD16+/CD56+ NK-Zellen
CDA45+/CD4+/CD45RO+ Gedachtniszellen
CD45+/CD4+/CD45RA+ Naive T-Zellen
CD45+/CD4+/CD25+ Aktivierte T-Helfer
CD45+/CD8+/HLA-DR+ Aktivierte CTL
CDA45+/CD4+/CD62L+ Naive T-Helfer

2. Zytokinprofilbestimmung (im Uberstand nach unspezifischer Stimulation von Vollblut:
IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-10)
3. Alloreaktiver IFN-y-Sekretions-ELISPOT (Frequenz alloreaktiver T-Zellen)
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2.1.1. Patientengut

Die Durchfuhrung der vorliegenden Studie wurde von der Ethikkommission der Charité,
Campus Virchow-Klinikum befurwortet (Votum Nr. 149/2004). Die in Hinblick auf Ein- und
Ausschlusskriterien geeigneten Patienten wurden nach ausfihrlicher Erlduterung des Zieles und
der Methoden der Studie nach lhrer Bereitschaft zur Teilnahme befragt. Eine schriftliche
Einverstandniserklarung zur Teilnahme, die jederzeit und ohne Angabe von Griinden widerrufen
werden konnte, wurde eingeholt.

Einschlusskriterien:

Eingeschlossen wurden mannliche und weibliche Patienten, die das 18. Lebensjahr vollendet
hatten und deren schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der Studie vorlag. Es wurden 100
Patienten einer chirurgischen und einer nephrologischen Intensivstation der Charité, Campus
Virchow—Klinikum untersucht. Bei allen Patienten bestand bei Aufnahme eine dialysepflichtige
Niereninsuffizienz. 78 Patienten erhielten allogene Nierentransplantate von postmortalen
Spendern, 22 Patienten eine allogene Lebendspende. 74 Empfanger waren zum
Transplantationszeitpunkt jinger als 65 Jahre, 26 Empféanger élter als 65 Jahre.

Ausschlusskriterien:

Das Vorliegen folgender Kriterien bei der Aufnahme des Patienten galt als Ausschlusskriterium:
1. Alter<18 Jahre

2. Schwangere oder stillende Patientinnen

3. HLA-identische Lebendspende

Abbruchkriterien

Die Studie konnte im Falle des Transplantatversagens, des Transplantatverlustes, bei Tod des

Patienten sowie durch den Widerruf der Einwilligung des Patienten abgebrochen werden.

Tabelle 1: Gruppeneinteilung:

Gruppe 1 Patienten, die eine postmortale Spende (n=24) oder eine Lebendspende
ESP (n=2) von einem Spender >65 Jahre erhielten und zum

(n=26) Transplantationszeitpunkt &lter als 65 Jahre waren.

Gruppe 2 Patienten, die eine postmortale Spende (n=54) oder eine Lebendspende
Normalkollektiv (n=20) von einem Spender <65 Jahre erhielten und zum

(n=74) Transplantationszeitpunkt junger als 65 Jahre waren.
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2.2.1. Allgemeine technische Geréte

Tabelle 2: Allgemeine technische Gerate

Gefrierschrank
Glaswaren

Kihlschréanke

Schittler

Sterilwerkbanke
Ultratiefkihltruhe -152 °C
Vortex MS1 Minishaker

Waage AE 200
Wasserbad

Labofuge M
Zentrifuge RT 6000 D

2.2.2. Allgemeines Verbrauchsmaterial

Tabelle 3: Allgemeines Verbrauchsmaterial

Einwegpipetten (10 ml, 20 ml)

Einweg - Pasteurpipetten (3,0 ml)
Feinpipetten Research (100-1000 pl)
Finnpipette (5-40 pl, 40-200 pul)
Pipettenspitzen (10 ul, 200 ul, 1000 pl)
Polypropylenréhrchen (15 ml, 50 ml)
Polystyrolréhrchen (10 ml),
Reaktionsgefale (1,5 ml, 2 ml)
Pipettierhilfe Pipetboy acu

2.2.Allgemeine technische Gerate und Verbrauchsmterial

Heraeus, Hanau

Duran, Deutschland
Liebherr, Ochsenhausen
Heidolph REAX 2000
Heraeus, Hanau

Sanyo, Deutschland
IKA-Werke GmbH & Co KG,
Staufen

Mettler

GFL, Burgwedel
Heraeus, Hanau

Sorvall

Bibby Sterilin Ltd, Stone, UK
SARSTEDT, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Labsystems

Greiner GmbH, Frickenhausen
Falcon, Oxnard, USA

Greiner GmbH, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Integra Biosciences, Fernwald
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2.3. Préaparation peripherer mononukledrer Zellen aus peripherem Blut des
Empfangers
2.3.1. Gerate und Material

Tabelle 4: Geréte und Material, Praparation peripherer mononukleérer Zellen aus peripherem
Blut des Empféngers

Einfrierbox Nalgene

Einfrierrdhrchen Greiner bio - one, Frickenhausen
Glas-Petrischalen Falcon, Oxnard, USA
Ultratiefklhltruhe -152 °C Sanyo, Deutschland

Zellsiebe, 40 und 100 pm Becton Dickinson, San Jose, USA
Porendurchmesser

2.3.2. Durchfihrung

Alle folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen und mit sterilen Arbeitsmaterialien
durchgefiihrt.

Heparinblut wurde 1:1 mit AIM-V Medium verdinnt. Die Isolierung von Lymphozyten erfolgte
durch Dichtegradientenzentrifugation mit Lymphoprep™ Dichtegradient (Dichte 1.077 g/ml,
AXIS-SHIELD PoC AS, Oslo, Norway). Dabei wurden 3 ml Lymphoprep mit 5 ml
Zellsuspension pro Réhrchen Gberschichtet und 20 Minuten bei Raumtemperatur und 800 g ohne
Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die Interphase mit den mononukledren
Zellen vorsichtig abpipettiert, in ein neues Rohrchen Gberfuhrt, mit Medium auf 15 ml aufgefallt
und 10 Minuten bei Raumtemperatur und 1000 g mit Bremse zentrifugiert. Das Pellet wurde in
15 ml Medium aufgenommen und erneut zentrifugiert. AnschlieBend wurden die geernteten
Lymphozyten im Medium mit 5% Fungizone resuspendiert und auf eine Konzentration von 2,5
x10° Zellen/ml eingestellt. Die Zellzahlbestimmung erfolgte mittels eines Hamatologieautomaten
(Automat XE-2100, Firma Sysmex, Japan).
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2.4, Préaparation peripherer mononukledrer Zellen aus Milzgewebe des

Spenders

2.4.1. Gerate und Material

Tabelle 5:  Geréte und Material, Préparation peripherer mononukledrer Zellen aus
Milzgewebe des Spenders

Einfrierbox Nalgene

Einfrierrdhrchen Greiner bio-one, Frickenhausen
Glas-Petrischalen Falcon, Oxnard, USA
Ultratiefklhltruhe -152 °C Sanyo, Deutschland

Zellsiebe, 40 und 100 pm Becton Dickinson, San Jose, USA
Porendurchmesser

2.4.2. Durchfihrung

Alle folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen und mit sterilen Arbeitsmaterialien
durchgefiihrt.

Die Milz wurde zerkleinert und dabei frei gewordene Zellen durch ein Zellsieb in ein 50 ml
Falconrohrchen mit AIM-V Medium (Serum free Lymphocyte Medium, with L-glutamine,
Streptomycinsulfate 50 pg/ml, Gentamicinsulfate 10 pg/ml, Gibco) mit 0,5% Fungizone
uberfuhrt. Fur die Herstellung der Zellsuspension aus 1g Milzgewebe waren 25 ml Medium
notwendig. Die Isolierung von Lymphozyten erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation mit
Lymphoprep™ Dichtegradient (Dichte 1.077 g/ml, AXIS-SHIELD PoC AS, Oslo, Norway).
Dabei wurden 3 ml Lymphoprep mit 5 ml Zellsuspension pro Rohrchen tberschichtet und 20
Minuten bei Raumtemperatur und 800 g ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation
wurde die Interphase mit den mononukledaren Zellen vorsichtig abpipettiert, in ein neues
Réhrchen Gberfihrt, mit Medium auf 15 ml aufgefullt und 10 Minuten bei Raumtemperatur und
1000 g mit Bremse zentrifugiert. Das Pellet wurde in 15 ml Medium aufgenommen und erneut
zentrifugiert. AnschlieBend wurden die geernteten Stimulatorzellen im Medium mit 5%
Fungizone resuspendiert. Die Stimulatorzellen wurden eingefroren (Iml Zellsuspension+ 500ul
Freez A (40% AIM-V+60% FCS)+500ul Freez B (20% DMSO+ 80% FCS) tropfenweise) und
bei =150 °C 1 Woche gelagert. Nach einer Woche wurden die Stimulatorzellen im warmen

Kulturmedium aufgetaut, zentrifugiert, die Zellzahl wurde bestimmt und eingestellt.
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2.5.ELISPOT (Enzyme-Linked Immunosorbent Spot Assay)

2.5.1. Geréte und Material

Tabelle 6: Gerate und Material, ELISPOT

BIOREADER 3000 C
Inkubationsschrénke

Lichtmikroskop Okular 10 fach, Objektive
20 fach, 40 fach, 63 fache VergroRerung
mit Olimmersion

MultiScreen™-IP Filtrationsplaten
Neubauer Z&hlkammer

Sterilfilter (0,2 pm, 0,45 pm)

2.5.2. Chemikalien und Reagenzien

BIO-SYS, Karben
Heraeus, Hanau

Zeiss, Axioscop

Millipore, Molsheim, Frankreich
Fein-Optik, Blankenburg
Schleicher & Schuell, Dassel

Tabelle 7: Chemikaien und Reagenzien, ELISPOT

3-Amino-9-Ethyl-Carbazol
Aqua destillata

AIM-V

Bovine Serum Albumin (BSA)
Dimethylformamid

Eisessig

Essigsdure

Ethanol

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Natriumazetat
Natriumchlorid

PBS ohne Calcium

PHA (Polyhydroxyalkanoat)

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
(Tween 20)

Wasserstoffperoxid (H,O,, 30%)

Sigma. Steinheim

Delta Select, Dreieich
Gibko

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Selbst hergestellt
Herbeta-Arzneimittel, Berlin
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Austria
Biochrom KG, Berlin

Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim



2.5.3. Farbpuffer

Tabelle 8: Farbpuffer, ELISPOT

AEC-L04sung 100 mg 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol+ 10 ml Dimethylformamid
0,2 M Natrium-Acetat- 27,2 g Natrium —Azetat in 1 Liter Aqua dest.
Losung

0,1 M Acetat -Puffer 148 ml 0,2.M Essigsaure+2,3 ml Eisessig+200ml Agua dest+833
ml 0,2 M Natrium-Acetat —L6sung, mit Agua dest bis 11 auffillen

2.5.4. Durchfiihrung

Alle folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen und mit sterilen Arbeitsmaterialien
durchgefiihrt. Die Frequenz alloreaktiver T-Zellen wurde mittels eines anti-Human-IFN-
GAMMA ELISPOT Assays bestimmt. Dabei wurden PVDF-beschichtete 96-well Microfilter
Platten mit 100 pl Anti-Human-IFN-GAMMA-Bindungsantikorper (0,4% in PBS, Pierce
Biotechnology, Rockford, USA) pro well 12 Stunden inkubiert. Nach Blockierung der
unspezifischen Bindung mit 200ul Blocking Solution (1% Bovines Serum Albumin (BSA,
Sigma, Steinheim) in Dulbecco’s PBS (PAA Laboratories GmbH, Austria) pro well fir 2
Stunden, wurden entweder in AIM-V-Medium gelostes PHA (2%, Biochrom KG, Berlin)
(Positivkontrolle; unspezifische Stimulation) oder 2,5x10° Stimulatorzellen (Milzzellen des
Spenders) in 100 pl AIM-V-Medium bzw. 2,5x10° Responderzellen (PBMCs des Empfangers)
in 100 pl AIM-V-Medium (Negativkontrolle) in die Mikrotiterplatten verteilt. Fir die
spezifische Stimulation wurden 2,5x10° Responderzellen in100pl Medium zu 2,5x10°
Stimulatorzellen in 100 pul Medium hinzugefiigt. Um die statistische Analyse zu optimieren

wurde die spezifische Stimulation dreifach eingesetzt (s. Tabelle 9).
Tabelle 9: Spezifische Stimulation, ELISPOT

Bedeutung Zusammensetzung
Negativkontrolle Empfanger  2,5x10° Responderzellen in 100 pl AIM-V-Medium
Negativkontrolle Spender 2,5x10° Stimulatorzellen in 100 pl AIM-V-Medium

Spezifische Stimulation 1 2,5x10° Responderzellen+2,5x10° Stimulatorzellen
Spezifische Stimulation 2 2,5x10° Responderzellen+2,5x10° Stimulatorzellen
Spezifische Stimulation 3 2,5x10° Responderzellen+2,5x10° Stimulatorzellen

Positivkontrolle Empfanger 2 pl PHA (2mg/ml)+ 2,5x10° Responderzellen in 100 pl AIM-
V-Medium
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Die Mikrotiterplatten wurden uber 24 Stunden bei 37°C, 5% CO; inkubiert. Nach dem
dreimaligen Waschen der Platten mit 200 pul PBS und 200 pl 0,05% Tween 20 (Serva,
Heidelberg) in PBS pro well wurde der biotinylierte anti-Human-IFN-GAMMA
Detektionsantikorper (100 pl pro well, 0,2% in PBS/1% BSA/0,05% Tween 20, Pierce
Biotechnology, Rockford, USA) hinzugefligt und (ber 2 Stunden bei 37°C, 5% CO, belassen. Es
folgten eine 45-minutige Inkubation mit 100ul Streptavidin-Peroxidase Konjugat (0,05% in
PBS/BSA/Tween, Dako Cytomation, Denmark) pro well und die Farbung mit frisch
hergestelltem Farbepuffer (80 ul AEC-Losung+2,4 ml 0,1 M Azetat-Puffer+1,2ml
Wasserstoffperoxid (30%). Die trockenen ELISPOT-Platten wurden mit dem BIOREADER
3000C/BIOCOUNTER System gemessen und ausgewertet. Die Anzahl der IFN-y-
produzierenden donorreaktiven Zellen (=Spots) wurde durch Substraktion beider
Negativkontrollen (Empfanger und Spender) von dem Mittelwert der mit Spenderlymphozyten
spezifisch stimulierten Proben (Empféangerlymphozyten) bestimmt. Die aktuelle Frequenz
alloreaktiver T-Zellen wurde als prozentueller Anteil aller gemessenen alloreaktiver

Lymphozyten (=Spots) durchflusszytometrisch ermittelt.
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2.6.Durchflusszytometrie mittels FACS (fluorescence—activated cell sorter)

2.6.1. Geréte und Material

Tabelle 10: Gerate und Material, FACS

Durchflusszytometer FACScan

2.6.2. Antikorper

Tabelle 11: Antikorper, FACS

Spezifitat

CD4, human
CD45, human
CD3, human
CD4, human
CD8, human
CD45RA, human
CD3,human
CD4, human
CD8, human
CD16, human
CD19, human
CD25, human
CD56, human
CD62L, human
HLA DR, human
CD45 RO, human
CD14, human

Isotypkontrolle

2.6.3. Chemikalien

Klon
Sk3

2D1
SK7

Sk3

SK1
L48
SK7
SK3
SK1
B73.1
4G7
2A3
NCAM16.2
SK11
L243
UCHL-1
M¢P9

Yl/Yz

Tabelle 12: Chemikalien, FACS

Ammoniumchlorid (NH4CI)

Markierung
PERCP
PERCP
FITC
FITC
FITC
FITC
PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

PE

FITC/PE

Becton Dicinson, Heidelberg

Isotyp

Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gG;
Maus 1gGap
Maus 1gGap
Maus 1gGap
Maus 1gGap
Maus 1gGap

Anti-Maus
19G1/2a

Quelle

BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Merck, Darmstadt
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Aqua destillata Delta Select, Dreieich

EDTA (Ethylendinitrilotetraessigsaure) Merck, Darmstadt
Kaliumhydrogenkarbonat (KHCO3) Merck, Darmstadt
Natriumazid (NaNs) Merck, Darmstadt

2.6.4. Durchfiihrung

Vor der Lymphozytentypisierung wurde ein Automaten Blutbild am Hamatologieautomaten XE-
2100 (Sysmex, Japan) bestimmt. Die ermittelten Werte fiir Leukozyten, Lymphozyten dienten
als Grundlage fir die Bestimmung der Absolutwerte der Subpopulationen.

Die Zusammensetzung der Lymphozytenpopulationen im peripheren Blut wurde mittels
FACScan (Durchflusszytometrie) untersucht. Dabei wurde EDTA-Blut (50 ul pro Réhrchen )
mit FITC und PE markierten Antikdrpern, die gegen verschiedene Oberflachen-Antigene
gerichtet sind (25 pl Antikdrpermischung pro Rohrchen),10 Minuten bei Zimmertemperatur im
Dunklen inkubiert; danach wurden die Erythrozyten mit 3 ml Lysingpuffer (8,29 g
Ammoniumchlorid (NH4CI), 1,02 g Kaliumhydrogenkarbonat (KHCO3), 29,2 g EDTA pro 1L
Agua dest.) pro Rohrchen lysiert und die Zellen mit 3 ml Phosphatpufferlésung (0,2 g
Natriumazid (NaNs), 0,037 g EDTA pro 1L PBS) pro Réhrchen gewaschen (1800 U/min, 5 min,
mit Bremse). Anschlielend wurde die Expression der Antigene auf den Lymphozyten im
Durchflusszytometer mit der Software Cell-Quest (Becton Dickinson) gemessen und
ausgewertet.

Folgende monoklonale Maus—anti-Human Antikdrperkombinationen wurden verwendet (BD

Biosciences Clontech, Deutschland, Heidelberg)

Tabelle 13: Antikérpermischungen, FACS

Nr. FITC Menge (ul) PE Menge (ul) PerCP  Menge (ul) PBS
Verdlinnung Verdlnnung Verdinnung  Acid, pl
1 CD3 100, 1pg/ul  CD14 50, 1pg/pl CD45 100, 1pg/pl 750

2 Isotyp Anti-Maus 100, 1pug/ul  Anti-Maus 100, 1pg/ul  CD45 100, 1pg/ul - 800
kontrolle 1gG1 19G2a

3 CD3 100, 1pg/pul CD19 50, 1pg/ul CD45 100, 1pg/pl 750

4 CD3 150, 1pg/ul  CD16 75, lyg/pl  CD45 100, 1pg/pl 600
CD56 75, 1pg/ul

5 CD3 100, 1pg/ul  CD4 50, 1pg/ul CD45 100, 1pg/pl 750

6 CD3 100, 1pg/ul  CD8 50, 1pg/ul  CD45 100, 1pg/pl 750

7 CD4 100, 1pg/ul  CD25 50, 1pug/ul  CD45 100, 1pg/pl 750
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8 CD8 100, 1ug/ul  HLA-DR 50, 1ug/ul  CD45 100, 1pg/pl 750
9 CD4 100, 1ug/ul  CD62L 50, 1ug/ul  CD45 100, 1pg/pl 750
10 CD45RA 100, 1ug/ul CD45RO 100, lug/ul CD4 100, 1pg/ul 700

Die Zellen werden mit Licht der Anregungswellenlange 488 nm am Durchflusszytometer
(FACScan) mit dem Programm CellQuest BD, (USA) gemessen. Mit Fluoreszenz 1 (515-545
nm) wurden FITC- markierte und mit Fluoreszenz 2 (550 bis 600 nm) PE markierte
Oberfl&chenstrukturen gemessen. Mit Hilfe der Isotypkontrolle wurde die Grenze fiir eine
positive Expression der jeweiligen Oberflachenmarker festgelegt, 95% der Zellen waren negativ.
Die Lymphozyten wurden Scattergramm Vorwarts- gegen Seitwadrtsstreulicht eingegrenzt
(gegatet).

Im Rahmen der Qualitatskontrolle wurde tberpriift, ob die CD3+ Lymphozytenpopulation der
Summe von CD4+ und CD8+ Lymphozyten entspricht, ob die Summe von CD3+ Lymphozyten,
B-Lymphozyten und NK-Zellen der Gesamtlymphozytenzahl (100 %) entspricht und ob
Messungen von Subpopulationen in den verschiedenen Ansédtzen (Antikérpermischungen)

vergleichbare Ergebnisse erbringen.
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2.7.Zytokinbestimmung im Uberstand nach in vitro Stimulation des Vollbluts

Die Zytokinkonzentrationen wurden mittels CBA (Cytometric Bead Array) Assay im Uberstand
nach in vitro Stimulation des Vollbluts bestimmt. Hierflr wurde heparinisiertes Vollblut 24
Stunden bei 37 °C und 5 % CO, mit entsprechenden Stimulanzien inkubiert. Fir die Stimulation
von IL-10- und TNF-a wurden 50 pl Heparinblut mit 500 ul LPS (100ng/ml, Sigma, Steinheim)
inkubiert, flr eine IL-2-, IL-4- und IFN y-Stimulation wurden 200 pl Heparinblut mit 100 pl Con
A (100 pg/ml Concanavalin A, Pharmacia Biotech) in AIM-V inkubiert. Durch Zentrifugation
(1000 g, 10 min bei RT, mit Bremse) wurde im Anschluss der Uberstand mit den darin
enthaltenen sezernierten Zytokinen gewonnen, und bei -80 °C bis zur Messung der
Zyokinkonzentrationen gelagert.

Die Messung wurde mittels Cytometric Bead Array Th1/Th2 Cytokine Kit (BD Biosciences,
Heidelberg) nach der vom Hersteller angegebenen Methode (BD) im Durchflusszytometer
(FACSCalibur, Becton Dickinson, Heidelberg) mit Cell-Quest Software durchgefiihrt. Die

Auswertung wurde ebenso mittels Cell-Quest Software durchgefuhrt.
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2.8.Statistische Analyse

Die statistische Analyse des Patienten- und Transplantatiiberlebens wurde mittels Kaplan-Meier-
Test durchgefuhrt und signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen mit dem Log-Rank-Test
ermittelt. Fur den Vergleich der Werte zwischen den Altersgruppen wurde je nach
Verteilungstyp der erhaltenen Beobachtungswerte der t-Test (parametrische Werte) oder Mann-
Whitney-Test (nicht parametrische Werte) verwendet. Eine statistische Signifikanz wurde bei
einem p < 0,05 akzeptiert. Beim Vergleich der klinischen Parameter kam der exakte Test nach
Fisher zur Anwendung. Die Auswertung wurde mit Hilfe des Statistik-Programms SPSS

durchgefiihrt. Alle Ergebnisse sind im Folgenden als Mittelwert + Standardfehler dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1.Klinische Daten

Demographische und klinische Daten, die beide Patientengruppen vor der Transplantation

charakterisieren, sind in Tabelle 14 dargestelit.

Tabelle 14: Demographische und klinische Daten

alt (>65 Jahre, jung (<65 Jahre, p

ESP) Normalkollektiv)

Gruppe 1 Gruppe 2
Anzahl der Patienten 26 74
Geschlecht des Empfangers 15/11 (57,7%/42,3%)  45/29 (60,8%/39,2%) n.s.
(En%\pl)\?aingeralter 67,94+2.5 45,64+11,26 <0,0001
Spenderalter 69,27+8,46 49,72+£10,15 <0,0001
HLA-mismatch 3,96+1,84 2,64+1,43 0,0003
PRA >25% (n) 0 (0,0%) 4 (5,4%) n.s.
Kalte Ischamiezeit (Stunden) 8,64+3,22 9,67+5,49 n.s.
Mehrfachtransplantationen 4 (15,4%) 13 (17,6%) n.s.
Postmortale Spende 24 (92,3%) 54 (73,0%) n.s.
Lebendspende 2 (7,7%) 20 (27,0%) n.s.

n.s.—nicht signifikant

Entsprechend der Gruppenbildung und der Fragestellung war sowohl das Empféanger- als auch
das Spenderalter in der Gruppe ,,alt signifikant hoher (67,94+2,5 und 69,27+8,46 Jahre) als in
der Gruppe ,,jung” (vs. 45,64+11,26 und 49,72+10,15; beide p<0,0001).

Es gab keinen signifikanten Unterschied beziliglich des Geschlechts des Empfangers, der kalten
Ischdmiezeit, der Anzahl der Mehrfachtransplantationen und der Inzidenz préformierter
Antikorper gegen HLA (Human Leukocyte Antigen) zwischen den beiden Gruppen.

Das HLA-Mismatch (A, B, DR) lag im ESP deutlich héher (3,96+1,84 vs. 2,64+1,43; p=0,0003).
Patienten in der Gruppe <65 Jahre erhielten haufiger ein Organ von Lebendspendern als
Patienten des ESP (27,0% vs. 7,7%; n.s.).

3.1.1. Immunsuppressive Therapie

Die initiale Immunsuppression war in beiden Gruppen zum gro3ten Teil vergleichbar:
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Die meisten Patienten erhielten eine immunsuppressive Therapie mit Steroiden,
Calcineurininhibitoren  (CNI), Mycophenolatemofetil (MMF) und anti-1L-2-Rezeptor
Antikdrpern (anti-IL-2R Ab) zur Induktion (Tabelle 15).

29 Patienten der Gruppe 1 (ESP) und 20 Patienten der Gruppe 2 (Normalkollektiv) erhielten eine
immunosuppressive  Therapie mit anti-IL-2-Rezeptor-Antikérpern  (Basiliximab  n=33,
Daclizumab n=16), Calcineurininhibitoren (Tacrolimus n=32, Cyclosporin A n=17), MMF und
Steroiden (Methylprednisolon).

7 Patienten in der jingeren Gruppe und 3 Patienten in der &lteren Gruppe bekamen Basiliximab
zur Induktion, sowie Tacrolimus und Methylprednisolon.

8 Transplantatempfanger <65 Jahre und 1 Transplantatempfénger >65 Jahre wurden mit
Calcineurininhibitoren (Tacrolimus n=7, Cyclosporin A n=2), MMF und Methylprednisolon
therapiert.

2 Patienten der Gruppe 1 und 2 Patienten der Gruppe 2 erhielten Daclizumab, MMF,
Methylprednisolon und Sirolimus (Rapamune).

9 Transplantatempfanger der alteren Gruppe bekamen Tacrolimus, Leflunomid (FK 778) und
Methylprednisolon. Nach 3 Monaten wurde die FK 778-Therapie durch eine MMF-Therapie
ersetzt.

7 der jungeren Patienten wurden mit einer Kombination aus anti-CD52 Antikorper
(CAMPATH), Tacrolimus und Methylprednisolon therapiert.

3 jungere Transplantatempfanger erhielten FTY, Cyclosporin A und Methylprednisolon.

7 Patienten der Gruppe 2 waren durch vorangegangene Transplantationen presensibilisiert mit
nachgewiesenen HLA-Antikorpern und erhielten daher als Induktionstherapie OKT-3, den anti-
TNF Antikorper Infliximab sowie eine Plasmapherese.

1 junge Patientin bekam Basiliximab, Azathioprin, MMF und Methylprednisolon.
Tabelle 15: Immunosuppressive Protokolle

Protokoll alt jung
Steroid+CNI+MMF+anti-IL-2R Ab 20 29
Steroid+CNI+anti-IL-2R Ab
Steroid+CNI+MMF
Steroid+Sirolimus+MMF+anti-IL-2R Ab
Steroid+CNI+FK778
Steroid+CNI+CAMPATH
Steroid+CNI+FTY720

o O O N P W
w N © N oo N
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Steroid+CNI+Infliximab+OKT3+MMF+Plasmapherese 0 7

Diagnose akuter Rejektion

Die Diagnose einer akuten Rejektion basierte auf Kklinischen (Oligo-, Anurie) und
Laborparametern  (Kreatinin). Sie  wurde durch  histologische  Evaluation von
Transplantatbiopsien  bestdtigt. Der Grad der akuten AbstoBung wurde anhand
histopathologischer Kilassifikation (Banff) fir Nierentransplantatrejektionen diagnostiziert.

Borderline Rejektionen wurden ebenfalls als Rejektionen bewertet (46).

Rejektionstherapie

Bei klinischem Rejektionsverdacht wurde eine Biopsie durchgefihrt. Bioptisch gesicherte
Rejektionen (Banff Klassifikation) wurden folgendermalen therapiert: als Standardtherapie
wurde eine Urbason® StoRtherapie mit 250-500 mg Methylprednisolon an 3 bis 5 aufeinander
folgenden Tagen abh&ngig vom Rejektionsgrad durchgefiihrt. Bei steroidresistenter Rejektion
folgte eine 5-tdgige Behandlung mit OKT3 (5 mg pro Tag).

Die klinischen Daten, die beide Patientengruppen nach der Transplantation charakterisieren, sind
in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 16: Klinische Daten

alt (n=26) jung (n=74) p
Patienteniiberleben (6 Monate), % 100 (26/26) 98,7 (73/74) n.s.
Transplantatuberleben (6 Monate), % 88,5 93,2 n.s.
Serum Kreatinin 6 Monate post Tx, mg/dl 1,59+0,50 1,62+0,56 n.s.
Rejektionsrate (6 Monate), % 50,0 (13/26) 44,6 (33/74) ns.
Primare Nichtfunktion, % 7,7 (2/26) 1,4 (1/74) n.s.
Verzogerte Transplantatfunktion, % 26,9 (7/26) 28,4 (21/74) ns.

Das Patientenuiberleben nach 6 Monaten bei Empfangern des ESP betrug 100 % vs. 98,7% bei
Patienten <65 Jahre (n.s.; Abb. 1). Ursache fur den Tod des einen Patienten <65 Jahre war eine
Sepsis. Das Transplantatuberleben lag bei 88,5% (23/26) in der ESP-Gruppe vs. 93,2 % (69/74)
im Normalkollektiv (n.s., Abb. 7). Ursachen fir den Transplantatverlust in der ESP-Gruppe

waren hyperakute AbstoRung (n=2) und therapieresistente akute Rejektion (n=1), in der Gruppe
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jungerer Transplantatempfanger waren es Thrombose (n=2), vaskuldre AbstoRung (n=1) und
therapieresistente akute Rejektion (n=2).

Bei Transplantaten &lterer Empfanger trat in 2 Fallen eine primare Nichtfunktion auf gegentber
einem Fall in der Gruppe jlngerer Patienten (7,7 % vs. 1,4 %; n.s.). In allen Fallen war die
AbstolRung humoral bedingt.

Bezlglich der Rejektionsrate (50,0 % vs. 44,6 %, n.s.), der Haufigkeit einer verzdgerten
Transplantatfunktion (26,9 % vs. 28,4 %, n.s.) und der Transplantatfunktion nach 6 Monaten
(Serumkreatinin 1,59+0,50 mg/dl vs. 1,62+0,56 mg/dl, n.s.) gab es keine Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen. Insgesamt waren die Abstollungsraten in beiden Gruppen auffallig hoch.
Eine mogliche Ursache dafur ist der relativ hohe Anteil von Empfangern mit
Mehrfachtransplantationen in beiden Gruppen (15,4 % in der Gruppe alterer und 17,6 % in der
Gruppe jlngerer Empféanger).
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3.2.T-Zelltypisierung

3.2.1. Prdoperativ

Vor der Transplantation zeigten Empfénger >65 Jahre eine signifikant geringere relative Anzahl
von B Zellen (CD19+: 8,3£0,9 % vs. 10,9£0,7 %, p=0,0423), T-Helfer -Zellen (CD4+: 39,0+2,1
% vs. 44,7£1,4 %, p=0,0365) und naiven Helfer-Zellen (CD4+CD45RA+: 19,9423 % vs.
29,4+15 %, p<0,0011), jedoch eine erhohte Anzahl von Gedachtnis-Helfer-Zellen
(CD4+CD45R0O+: 68,7+3,4 % vs. 57,5+1,8 %, p=0,0024), aktivierten zytotoxischen T-Zellen
(CD8+HLA DR+: 25,4+3,6 % vs. 16,2+1,0 %, p=0,0191) und NK-Zellen (CD16+CD56+:
20,8+1,7 % vs. 17,7+1,4 %, p=0,05; Abb. 8 und 9).

70 [ 1 Empfanger <65 Jahre
i 1 Empfanger >65 Jahre

60

50 p=0.0365

40

p=0.0559 =0.0191
30 F

% Lymphozyten

20

10

CD3+ CD4+ CD4+CD62+ CD8+ CD8+HLADR+
Abb. 8: T-Zelltypisierung Tag 0, Teil 1
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3.2.2. Tag 7 postoperativ

I. Unabh&ngig von der initialen Immunsuppression

Wurden am 7. postoperativen Tag alle Patienten in die Auswertung eingeschlossen, zeigten
altere Transplantatempfanger im Vergleich zu jungen eine signifikant erhdhte Anzahl von
Gedachtnis Helfer-Zellen (CD4+CD45R0O+: 63,2+3,5 vs. 52,3+2,0 %, p=0,0072) und aktivierten
zytotoxischen Zellen (CD8+HLA DR+: 21,2+25 vs. 13,6+1,3 %, p=0,0042), wéhrend die
Anzahl naiver Helfer-Zellen (CD4+CD45RA+: 21,9+2,3 vs. 34,2+1,8 %; p=0,0004) signifikant
reduziert war. Die Anzahl aktivierter T-Zellen sank mit steigendem Empféngeralter
(CD4+CD25+: 0,1+0,1 vs. 12,1+2,2 %; p=0,0044), was durch die hdufigere Anwendung einer
anti-IL-2R Induktionstherapie bei alteren Empfangern zu erklaren ist (Abb. 10 und 11).
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Abb. 10: T-Zelltypisierung Tag 7, alle Patienten, Teil 1
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I1. Abhangig von der initialen Immunsuppression

Wenn nur Patienten mit vergleichbarer Immunsuppression gegenibergestellt wurden (gesamt:
n=68, ESP: n=24, Normalkollektiv: n=44), wiesen alte Transplantatempfanger eine signifikant
erhohte Anzahl von Gedachtnis-Helferzellen (CD4+CD45RO+: 63,2+3,6 vs. 52,3+2,5 %,
p=0,0133) und aktivierten zytotoxischen T-Zellen (CD8+HLA DR+: 21,2+2,4 vs. 12,3+1,3 %,
p=0,0008) auf, waéhrend die Anzahl naiver Helfer-Zellen (CD4+CD45RA+: 21,9+2,3 vs.
34,4+2,2 %; p=0,0004) signifikant vermindert war (Abb. 12 und 13). Die Anzahl aktivierter T-

Helferzellen (CD4+ CD25+) war bei vergleichbarer Immunsuppression nahezu identisch.
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Abb. 12: T-Zelltypisierung Tag 7, vergleichbare Immunsuppression, Teil 1
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1. Bei vergleichbarem HLA-Mismatch und vergleichbarer Immunsuppression

Zugunsten einer verkirzten kalten Ischamiezeit wird bei der Allokation von Transplantaten im
ESP nur die Blutgruppenkompatibilitat berticksichtigt und auf ein optimales HLA-Match
verzichtet. Da die Immunantwort nach der Transplantation allerdings auch durch das HLA-
Match beeinflusst werden kann, wurde flr ein vergleichbares HLA-Match die Immunantwort in
beiden Gruppen nur bei Patienten mit 3 und mehr Mismatches (HLA-A, -B, -DR) und
vergleichbarer Immunsuppression (ESP: n=23 und junge Transplantatempfanger: n=40)
analysiert.

Am Tag 7 nach der Transplantation war bei dlteren Patienten mit 3 und mehr Mismatches im
Vergleich zu jingeren Patienten mit vergleichbarem Mismatch die Anzahl aktivierter
zytotoxischer T-Zellen und Gedéachtnis-Helferzellen signifikant erhéht (CD8+HLA DR+:
21,4428 vs. 12,5+1,6 %; p=0,0055, CD4+CD45R0: 63,2+3,3 vs. 51,0+3,2 %; p=0,0117),
wéhrend die Anzahl naiver Helfer-Zellen signifikant vermindert war (CD4+CD45RA: 22,2124
vs. 34,3+2,8 %; p=0,0023; Abb. 14 und 15).
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Abb. 14: T-Zelltypisierung Tag 7, vergleichbares HLA-Mismatch, vergleichbare

Immunsuppression, Teil 1
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Abb. 15: T-Zelltypisierung Tag 7, vergleichbares HLA-Mismatch, vergleichbare

Immunsuppression, Teil 2
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3.2.3. 6 Monate postoperativ

I. Unabh&ngig von der initialen Immunsupression

Wurden die Daten von allen 100 Patienten verglichen, zeigten 6 Monate nach der
Transplantation Patienten >65 Jahre eine hohere Anzahl von Geddchtnis-Helferzellen
(CD4+CD45R0O+: 67,3+£3,3 vs. 59,5+2,1 %, p=0,0541) und eine signifikant reduzierte Anzahl
von naiven Helferzellen (CD4+CD45RA+: 20,1+2,3 vs. 28,8+1,6 %; p=0,0059), wahrend die
Anzahl aktivierter zytotoxischer T-Zellen (CD8+HLA DR+) vergleichbar mit denen der
jungeren Transplantatempfanger war (Abb. 16 und 17).
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Abb. 16: T-Zelltypisierung 6 Monate, alle Patienten, Teil 1
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I1. Abhangig von der initialen Immunsuppression

Wurden nur Patienten mit gleicher Immunsuppression verglichen, zeigten Patienten >65 Jahre 6
Monate nach der Transplantation eine signifikant hohere Anzahl von Geddchtnis-T-Zellen
(CD45RO+: 67,3£3,3 vs. 57,1+2,4 %, p=0,0156) und signifikant reduzierte Frequenzen naiver
T-Zellen (CD45RA+: 20,1+2,3 vs. 30,5£1,9 %; p=0,0010), wéhrend die Anzahl aktivierter
zytotoxischer T-Zellen (CD8+HLA DR+) vergleichbar mit denen der jlingeren
Transplantatempfanger war (Abb. 18 und 19).
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Abb. 18: T-Zelltypisierung 6 Monate, vergleichbare Immunsuppression, Teil 1
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Abb. 19: T-Zelltypisierung 6 Monate, vergleichbare Immunsuppression, Teil 2
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I11. Bei vergleichbarem HLA-Mismatch und vergleichbarer Immunsuppression

6 Monate nach der Transplantation waren folgende Unterschiede zwischen den beiden
Patientengruppen  mit  vergleichbarem  Mismatch zu  beobachten. Bei  &lteren
Nierentransplantatempfangern war der Anteil von Gedachtnis-Helferzellen signifikant hoher
(CD4+CD45R0: 67,4+3,3 vs. 56,5£3,3 %; p=0,0305) als bei jiingeren Patienten, wéhrend der
Anteil naiver Helferzellen signifikant vermindert war (CD4+CD45RA: 20,8+2,3 vs. 30,4£2,5 %);
p=0,0095; Abb. 20 und 21).

80 1 Empfinger <65 Jahre
- [1 Empfanger >65 Jahre

70
60
50

40

% Lymphozyten

30

20

10

CD3+ CD4+ CD4+CD62+ CD8+ CD8+HLADR+
Abb. 20: T-Zelltypisierung 6 Monate, vergleichbares HLA-Mismatch, vergleichbare
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3.3.Frequenz alloreaktiver T- Zellen

3.3.1. Préoperativ

Vor der Transplantation zeigten sich keine Unterschiede bezuglich der Alloreaktivitat zwischen
den Gruppen (Abb. 22: die linke Grafik zeigt die absolute Anzahl von IFN-y-produzierenden
Zellen (spots) pro well, rechts ist die Anzahl von IFN-y-produzierenden Zellen umgerechnet auf

10° CD3+Zellen dargestellt ).
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Abb. 22: T-Zell-Alloreaktivitat, Tag 0
3.3.2. Tag 7 postoperativ

I1. Unabhangig von der initialen Immunsuppression
Wurden alle Patienten unabh&ngig von der initialen Immunsuppression verglichen, zeigten sich
auch an Tag 7 nach der Transplantation keine signifikanten Unterschiede bezlglich der T-Zell

Alloreaktivitat zwischen den beiden Gruppen (Abb. 23).
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Abb. 23: T-Zell-Alloreaktivitat Tag 7, alle Patienten
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I1. Abhangig von der initialen Immunsuppression

Wurden nur Patienten mit &hnlicher initialer Immunsuppression verglichen, so zeigte sich an Tag
7 in alteren Empfangern tendenziell eine starker ausgepragte T Zell-Alloreaktivitat im Vergleich
zu jlngeren Empféangern, d.h. die Frequenz IFN-y-produzierender donorreaktiver Zellen war in
Patienten (ber 65 Jahre deutlich hoher, das Ergebnis erreichte jedoch keine statistische
Signifikanz (Tag 7, IFN-y+ Zellen/10° CD3+ T-Zellen: 155+76 vs. 77+26; Abb. 24).
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Abb. 24: T-Zell-Alloreaktivitat Tag 7, vergleichbare Immunsuppression

I11. Bei vergleichbarem HLA-Mismatch und vergleichbarer Immunsuppression

Auch bei einem vergleichbaren HLA-Mismatch war die Alloreaktivitét in dlteren Empfangern
starker ausgepragt, jedoch zeigten sich auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen (Tag 7, IFN-y+ Zellen/10° CD3+ T-Zellen: 171483 vs. 74+44; Abb. 25).
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Abb. 25: T-Zell-Alloreaktivitat Tag 7, vergleichbares HLA-Mismatch, vergleichbare

Immunsuppression

57



3.3.3. 6 Monate postoperativ

I. Unabh&ngig von der initialen Immunsuppression

Sechs Monate nach Transplantation waren beim Vergleich aller Patienten unabhéngig von der
initialen Immunsuppression keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl alloreaktiver Zellen
zu erkennen (Abb. 26).
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Abb. 26: T-Zell-Alloreaktivitat 6 Monate, alle Patienten

I1. Abh&angig von der initialen Immunsuppression

Ebenso wie eine Woche nach Transplantation war auch nach 6 Monaten in dlteren Empfangern
tendenziell eine stérker ausgepragte T Zell-Alloreaktivitat im Vergleich zu jungeren Patienten zu
erkennen, jedoch blieb auch hier das Ergebnis ohne statistische Signifikanz (6 Monate, IFN-y+

Zellen/10° CD3+ T-Zellen: 166108 vs. 88+28; Abb.27).
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Abb. 27: T-Zell-Alloreaktivitat 6 Monate, vergleichbare Immunsuppression
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I11. Bei vergleichbarem HLA-Mismatch und vergleichbarer Immunsuppression
Bei vergleichbarer Immunsuppression sowie vergleichbarem HLA-Mismatch war 6 Monate nach

Transplantation die Anzahl alloreaktiver Zellen annéhernd gleich in beiden Gruppen (Abb. 28).
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Abb. 28: T-Zell-Alloreaktivitat 6 Monate, vergleichbares HLA-Mismatch, vergleichbare
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3.4.Zytokinprofil

3.4.1. Prdoperativ

Vor der Transplantation waren bei Einschluss aller Patienten keine signifikanten Unterschiede in
der Zytokinproduktion (nach in vitro Stimulation von Empféangervollblut) zwischen den beiden
Gruppen zu erkennen (Abb. 29).
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Abb. 29: Zytokine Tag 0

3.4.2. Tag 7 nach der Transplantation

I. Unabhangig von der initialen Immunsupression

LieB man den Einfluss der Immunsuppression unbeachtet, waren auch an Tag 7 nach der
Transplantation keine Unterschiede in der Zytokinkonzentration zwischen den beiden Gruppen zu
beobachten (Abb. 30).
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I1. Abh&ngig von der initialen Immunsuppression

IL-4

IL-5

Am Tag 7 nach der Transplantation war die TNF-a Konzentration im Blut von Patienten >65

Jahre im Vergleich zu Patienten <65 Jahre mit vergleichbarer initialer Immunsuppression
signifikant erhoht (ESP: 184+33 vs. Normalkollektiv: 117+15 pg/ml; p=0,0324, Abb. 31).
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I11. Bei vergleichbarem HLA-Mismatch und vergleichbarer Immunsuppression

Die TNF-a- Konzentration war nach in vitro-Stimulation im dlteren Patientenkollektiv im
Vergleich zum jungeren Patientenkollektiv mit vergleichbarem HLA-Mismatch signifikant
erhoht (196x37 vs. 102+18 pg/ml; p=0,0176; Abb. 32).
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Abb. 32: Zytokine Tag 7, vergleichbares HLA-Mismatch, vergleichbare Immunsuppression

3.4.3. 6 Monate nach der Transplantation

I. Unabhangig von der initialen Immunsuppression

Sechs Monate nach der Transplantation zeigten &ltere Empfénger signifikant hohere 1FN-y-
Konzentrationen im Vergleich zu jlngeren Empfangern (1338+184 vs. 882+173 pg/ml,;
p=0,004). Gleichzeitig waren die IL-10 Konzentrationen in &lteren Empfangern deutlich, wenn
auch nicht signifikant, gegenuber jlingeren Patienten erniedrigt (7314 vs. 158+38 pg/ml, n.s.;
Abb. 33).
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Abb. 33: Zytokine 6 Monate, alle Patienten

I1. Abhangig von der initialen Immunsuppression
Im Gegensatz zu Tag 7 waren 6 Monate nach Transplantation sowohl die TNF-a als auch die IL-
10 Konzentrationen in der Gruppe é&lterer Empféanger signifikant niedriger (TNF-a: 167£21 vs.
269140 pg/ml, p=0,0419; IL-10: 73+14 vs. 13723 pg/ml, p=0,0300; Abb. 34) als in jlngeren
Patienten mit vergleichbarer Immunsuppression.
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Abb. 34: Zytokine 6 Monate, vergleichbare Immunsuppression
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I11. Bei vergleichbarem HLA-Mismatch und vergleichbarer Immunsuppression

Im Falle eines vergleichbaren HLA-Mismatches waren 6 Monate nach der Transplantation die
IL-10 Konzentrationen im &lteren Patientenkollektiv deutlich, aber nicht signifikant niedriger als
im jungeren Patientenkollektiv (IL-10: 78+18 vs. 156+36 pg/ml; p=0,0670), wahrend die IL-4
Konzentrationen leicht erhéht waren (IL-4: 537 vs. 34+6 pg/ml; p=0,0732; Abb. 35).
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Studie war der Nachweis altersspezifischer Unterschiede in der Immunantwort
bei Patienten nach Nierentransplantation. In den friheren Publikationen findet man
diesbeziiglich kontroverse Daten. So wurde die Immunantwort nach der Transplantation bei
alteren Patienten sowohl als starker als auch als schwécher im Vergleich zu jlingeren
Transplantatempfangern beschrieben (47).

Seit Anfang der 90er Jahre wurden zahlreiche Studien zum Thema Transplantation im Alter
durchgefiihrt. Anfangs wurde angenommen, dass alte Empfanger weniger immunkompetent
seien (26). Wéhrend frihere Studien eine niedrigere Rate an akuten und chronischen
Transplantatabstoungen sowie eine reduzierte Immunantwort in &lteren Empféangern zeigten
(27),(28) wurde in jungsten experimentellen Untersuchungen hingegen eine gesteigerte
Immunantwort und ein schlechteres Transplantatiberleben (32) sowie eine verdnderte
Immunantwort (erhohte Anzahl von Gedéachtniszellen sowie alloreaktiven Zellen und ein
veréndertes Zytokinprofil) (33-35) in alteren Empfangern beschrieben. Gleichzeitig gibt es
klinische Analysen, die Uber eine erhdhte Rate akuter und chronischer Transplantatabstoungen
sowie ein signifikant schlechteres Transplantatiiberleben in &lteren Empfangern berichten
(15,36-39).

Schlechtere Ergebnisse nach Transplantation im Alter kdnnen einerseits durch immunologische
Verénderungen sowohl im alten Empfangerorganismus als auch im alten Transplantatspender
und andererseits durch morphologische Veranderungen in Transplantaten &alterer Spender erklart
werden.

Dafur, dass altere Empfanger eine verstarkte Immunantwort aufweisen, sprechen die Ergebnisse
zahlreicher klinischer und experimenteller Arbeiten. So zeigen mehrere klinische Studien nach
einer initialen Calcineurininhibitor-freien Immunsuppression bei dlteren Empféngern eine hohe
Konversionsrate zur Calcineurininhibitoren. (40),(41).

Das Alter des Organspenders ist ein wichtiger Prognosefaktor fir die Transplantatfunktion.
Hohes Spenderalter wurde als einer der wichtigsten Risikofaktoren fir das
Transplantatiberleben definiert.

Erhohtes Spenderalter ist in vielen Studien als Risikofaktor fiir primares Transplantatversagen
(14) und reduzierte Transplantatlangzeitfunktion (12,15) beschrieben. Beide Kriterien werden
durch immunologische aber auch nicht immunologische Verénderungen im Transplantat
beeinflusst. Es ist bekannt, dass die Nierenfunktion mit steigendem Alter abnimmt. So ist z.B.

die Kreatinin-Clearance eines 80-jahrigen um 40 % gegenuber der eines 20-jahrigen erniedrigt
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(16). Klinisch zeigt sich ein signifikant schlechteres 5-Jahres Transplantattiberleben von full-
house Nieren von uber 60-jahrigen Spendern (39%) im Vergleich 21-30-jahrigen Spendern
(81%) (12). In einer anderen klinischen Studie wurden bei gleicher Immunsuppression haufiger
akute AbstoRungen bei Empfangern, die Organe von uber 50-jahrigen Spendern bekamen,
beobachtet als bei Empfangern von Organen jiingerer Spender (13).

Es wird angenommen, dass Organe alterer Spender immunogener sind als Organe jingerer
Spender (13). So wurde z.B. beschrieben, dass Lymphozyten in Transplantaten alterer
Individuen eine erhthte HLA-Expression im Vergleich zu jungeren Individuen aufweisen (19).
Es wird angenommen das eine erhohte Alloantigenerkennung bei Empfangern &lterer
Transplantate durch die zum Zeitpunkt der Transplantation bereits vorhandene
Gewebeinflammation in &lteren Organen hervorgerufen wird (13).

Da im ESP-Programm sowohl Empfanger als auch Spender &lter als 65 sind, ist es schwierig
ausschliellich anhand klinischer Daten zu differenzieren, ob die Veranderungen in der
Immunantwort durch altersbedingte Veranderungen des Empfangerorganismus oder des
Transplantates bedingt sind.

Zur Untersuchung altersabhangiger Veranderungen im Empféngerorganismus wurde in dieser
Studie eine Analyse der T-Zellantwort im Empfénger durchgefiihrt.
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4.1. Klinische Daten

In der vorliegenden Arbeit zeigten dltere Empfanger nach einem Beobachtungszeitraum von 6
Monaten keine Unterschiede bezuglich des Patienten- und Transplantatiiberlebens, der
Transplantatfunktion (Serumkreatinin nach 6 Monaten), der Rejektionsrate und der Haufigkeit
einer verzdgerten Transplantatfunktion im Vergleich zu jingeren Transplantatempfangern. Die
Transplantate alterer Transplantatempfanger wiesen im Trend, aber nicht signifikant hdufiger,
eine primare Nichtfunktion auf.

Die vorliegende Ergebnisse bezuglich des Patienten- und Transplantatiiberlebens, der Rate
akuter AbstoRungen, des Transplantatiiberlebens und der Transplantatfunktion nach 6 Monaten
entsprechen im wesentlichen den bereits publizierten Daten von Smits et al., die keine
Unterschiede in den oben genannten Parametern zwischen der ESP Gruppe und der
Kontrollgruppe 1 Jahr nach der Transplantation fanden (45). Vergleichbar mit den Ergebnissen
dieser Arbeit (Patienteniberleben nach 6 Monaten: 100 % im ESP vs. 98,7 % bei Patienten <65
Jahre), wird in dieser Studie Uber ein Patiententiberleben von 86 % in der &lteren versus 90 % in
der jingeren Gruppe berichtet. Das Transplantatiiberleben nach 1 Jahr, ausgewertet flr
Transplantatverlust durch Patiententod mit funktionierendem Transplantat, betrug 86 % im ESP
und 79 % in der Kontrollgruppe, wéhrend das Transplantattberleben der eigenen Studie bei 88,5
% im ESP versus 93,2 % bei Patienten <65 Jahren lag. Des Weiteren beobachteten die Autoren
eine  AbstoBungsrate von ca. 40 % in é&lteren gegenuber 33 % in jlngeren
Transplantatempfangern vergleichbar mit den Rejektionsraten der eigenen Studie (50,0 % vs.
44,6 %). Die Haufigkeit einer verzdgerten Transplantatfunktion lag hier bei 33 % im ESP und 37
% im Normalkollektiv gegenuber 26,9 % im ESP und 28,4 % im Normalkollektiv in der
aktuellen klinischen Studie.

Rejektionsraten von 50 % und mehr in dalteren Transplantatempfangern wurden auch von
anderen Autoren beschrieben (37),(39).

Es ist hervorzuheben, dass im Vergleich zu anderen Studien der Beobachtungszeitraum
vorliegender Studie lediglich 6 Monate betrug und die Rate akuter Abstoliungsreaktionen in
Transplantatempfangern unter 65 Jahren mit 44,6 % relativ hoch war. Die hohe Abstoungsrate
in der Gruppe der jingeren Transplantatempfanger kann moglicherweise durch den relativ hohen
Anteil an Patienten mit Mehrfachtransplantationen (15,4 % im ESP und 17,6 % im
Normakollektiv) und durch die hohere Anzahl von Empféngern mit erh6htem immunologischen
Risiko in der jlngeren Patientengruppe (PRA>25 % bei 4 jiingeren Empfangern vs. 0 bei

Patienten der dlteren Gruppe) erklart werden.
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3.5.T-Zelltypisierung

Die zur Lymphozytentypisierung benutzte FACS-Methode erfasst durch die Kombination von
charakteristischer Immunfluoreszenz und Lichtstreuung reproduzierbar ber 98% aller
Lymphozyten. Die Charakterisierung der Immunantwort durch die Messung der
Lymphozytenpopulationen weist die bekannten Einschrankungen auf, Zellen mit modulierten
Oberflachenantigenen werden nicht erfasst. Das periphere Blut bietet nur einen sehr
eingeschrankten Blick auf die tatséchliche Zusammenstellung der Lymphozytensubpopulationen -
nur 2-3% aller Lymphozyten befinden sich im Blut. Unterschiedliche Lymphozytensubgruppen
weisen auBerdem unterschiedliche Rezirkulations- und Migrationsmuster auf. Eine naive T-Zelle
z.B. zirkuliert mindestens 2 Mal innerhalb von 24 Stunden aus peripherem Blut ins lymphatische
Gewebe und zuriick. Die mittlere Aufenthaltsdauer eines Lymphozyten im peripheren Blut betragt
ca. 30 Minuten (11).

Die Methode hat allerdings den Vorteil, dass eine groRe Anzahl der Lymphozytenmarker
gleichzeitig erfasst werden kann. Dadurch, dass die Untersuchung immer von derselben Person
durchgefiihrt wurde, konnten eventuelle Untersucher-abhéngige Unterschiede minimiert werden.
Ein weiteres Problem ist, dass das Oberflachenprofil der Lymphozytensubpopulationen durch
Immunsuppressiva stark und zum Teil langfristig beeinflusst wird, da z.B. T-Lymphozyten als
primédres  Zielobjekt der immunosuppressiven Therapie dienen. So werden die
Oberflachenmolekile durch Antikorper moduliert, blockiert oder aktiviert (11).

Medikamente in der Basisimmunsuppression werden in der Regel als Kombinationstherapie
eingesetzt, was die Identifikation der Wirkung einzelner Medikamente auf die
Oberflachenprofile der Lymphozyten erschwert. Zusatzlich fuhren sie zu keinen ausgepragten
Veranderungen der Lymphozytenoberflachenmarker. Allerdings sind einige phénotypische
Verdanderungen der Immunzellen beschrieben, die auf bestimmte Immunosuppressiva
zurlickgefuhrt werden kénnen.

Glukokortikoide induzieren eine dosisabhéngige kurzzeitige Lymphozytopenie. Azathioprin hat
neben einem leukopenischen Effekt einen Effekt auf NK-Zellen (48). So sind die Anzahl und die
Funktion der NK-Zellen in Nierentransplantatempfangern, die eine Immunsuppressiontherapie
mit Azathioprin erhalten haben, signifikant vermindert. Dabei existiert eine Korrelation
zwischen der Azathioprin Dosis und der Anzahl und Funktion von NK-Zellen.

MMEF inhibiert die Expression von T-Zelloberflachenmarkern wie z.B. von IL-2— und TNF-a-
Rezeptoren, Adhé&sionsmolekiilen und co-stimulatorischen Molekllen (49-51) sowie die
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Expression von B-Zell-Aktivierungsmarkern (52). Zusétzlich ist die Induktion der Apoptose von
aktivierten peripheren T-Zellen beschrieben worden (53).

Medikamente, die zur Induktions- oder AbstoRungstherapie verwendet werden (poly- oder
monoklonale Antikorper) fiihren dagegen zur typischen Veranderungen des Oberflachenprofils.
Es wird zwischen depletierenden und nicht-depletierenden monoklonalen Antikdrpern
unterschieden. Depletierende monoklonale Antikdrper (anti-CD52) l6sen die Zerstérung der
Lymphozyten in vivo aus, wahrend nicht-depletierende monoklonale Antikorper (anti-CD3, anti-
CD25) die Funktion der jeweiligen Zielproteine blockieren ohne die Zellen zu zerstoren (6).

Die Modulation spezifischer Oberflachenmolekiile fihrt zu den phanotypischen Veranderungen.
Spezifische Fluoreszensantikorper, die fur die Markierung von Oberflachenmolekilen im FACS
benutzt werden, kdnnen dadurch nicht binden. Infolgedessen kénnen z.B. im Falle einer mono-
oder polyklonalen Antikorpertherapie ca. 30-40% der zirkulierenden Lymphozyten im FACS
nicht nachgewiesen werden.

Die monoklonalen Antikdrper Basiliximab und Daclizumab binden an die a-Kette des IL-2-
Rezeptors aktivierter T-Zellen, wodurch die T-Zell-Aktivierung und -Proliferation dosisabhéngig
blockiert werden. Lymphozyten von Patienten, die mit Basiliximab oder Daclizumab behandelt
wurden, exprimieren noch 10 bis 12 Wochen nach der Induktionstherapie kein CD25 (54).
Transplantatempfanger, die eine OKT-3 Behandlung erhielten, weisen eine starke, aber
reversible Reduktion CD3 positiver Zellen aufgrund einer Herrunterregulation des TCR/CD3
Komplexes auf (55,56). Zuséatzlich wurde eine T-Zell-Aktivierung, die ihrerseits eine T-Zell-
Apotose induziert, als Wirkungsmechanismus fur OKT3 beschrieben. Damit fihrt der T-Zell-
Antikdrper OKT3 in Dosierungen, die bei steroidresistenter Rejektion genutzt werden, sowohl zu
einer biologischen T-Zell-Depletion ber die Induktion der Apoptose, als auch zu einer
funktionellen T-Zell-Depletion aus dem Blut ber die Modifizierung des OKT3-T-Zell-
Rezeptor-Komplexes. Die entstehende T-Lymphopenie ist allerdings reversibel und wird
innerhalb einiger Wochen wieder ausgeglichen.

Eine Komplement-abhéngige Zelllyse ist der Hauptmechanismus bei der Depletion durch den
monoklalen anti-CD52-Antikorper Alemtuzumab (Campath®). Die Gabe von anti-CD52 fihrt
zu einem schnellen Abfall der Anzahl zirkulierender T- und B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten,
Makrophagen und Eosinophilen (57). Insbesondere wird die Anzahl CD4- und CD8-positiver
Zellen vermindert (58). Zusatzlich wurde eine gesteigerte Expression des Lymphozyten-
Aktivierungsmarkers CD69 beschrieben (59). Die Veranderungen in der Lymphozytenzahl sind
zum Teil langfristig und erreichen das praoperative Niveau erst nach tber 2 Jahren (60).
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Polyklonale Antikorper haben sowohl einen depletierenden, als auch nicht-depletierenden Effekt,
da sie aus einem Gemisch unterschiedlicher Antikdrper bestehen und somit eine Modulation
unterschiedlicher  Oberflachenmarker induzieren. So werden Dbei Verwendung von
Thymoglobulin Molekiile, die die T-Zell Aktivierung (TCR/CD3 Komplex, CD2, CD4, CDS8,
CD5, CD6) sowie die Leukozyt-Endothelium-Interaktion (CD11a/CD18, CD54) kontrollieren,
herunterreguliert. Dieser Effekt tritt nach ca. 2 Stunden ein und bleibt iber 4 Wochen erhalten.
Die Komplement-abhangige Zelllyse ist auch der Hauptmechanismus bei der Zelldepletion nach
Therapie mit polyklonalen Antikorpern. So induziert eine ATG-Therapie eine dosisabhéngige
Lymphozytopenie im peripheren Blut und eine dosis—abhéngige T-Zelldepletion in der Milz und
in den Lymphknoten. Eine Induktionstherapie mit ATG fuhrt zur langfristigen (bis zu 3 Jahren)
Depletion von T-, B- und NK-Zellen (61). AuBerdem wurden persistierend niedrige CD4+
Lymphozytenzahlen bei gleichzeitiger Uberreprasentation von CD8+ Zellen 24 Monate und
langer nach initial depletierender Therapie beschrieben (10).

Insgesamt ist die T-Zell Apoptose im peripheren lymphatischen Gewebe einer der
Hauptmechanismen der depletierenden Immunsuppression (62).

Einer der Befunde beim immunologischen Monitoring nach T-Zelldepletion ist die Inversion des
CD4+/CD8+ Ratio zugunsten CD8+ T-Zellen. Diese Inversion reflektiert Unterschiede in der T-
Zellregeneration. Wahrend die Rekonstruktion von CD4+ Zellen thymusabhéangig ist, kénnen
CDB8+ Zellen extrathymal wiederhergestellt werden (63). Dies erklart die Altersabhéngigkeit der
Regeneration CD4+ T-Zellen und die daraus folgende Veranderung der CD4+/CD8+ Ratio.
Zusétzlich teilen sich CD8 positive T-Zellen schneller als CD4 positive T-Zellen (6 versus 9-20
Stunden pro Teilung) (64).

Da das Oberflachenprofil der Lymphozytenpopulation durch Immunsuppressiva stark beeinflusst
wird, werden im Folgenden nur die Ergebnisse des Vergleichs zwischen den Patientengruppen
mit &hnlicher Immunsuppression nach der Transplantation diskutiert.

Zusammenfassend  fanden  wir  einen  modifizierten  T-Zellstatus bei  &lteren
Transplantatempfangern vor der Transplantation und in der friihen Phase nach Transplantation.
So weisen é&ltere Patienten vor der Transplantation eine signifikant erhdhte Anzahl von NK-
Zellen, Gedéachtnis-Helferzellen und aktivierten zytotoxischen T-Zellen, eine signifikant
niedrigere Anzahl von B-Zellen, Gesamt-T-Helferzellen, naiven T-Helferzellen sowie eine
verdnderte CD4/CD8 Ratio zugunsten CD8+ Zellen auf. Diese Ergebnisse entsprechen
groBtenteils den bereits bekannten physiologischen Verdnderungen des T-Zellstatus im Alter.
Die Veranderungen in den Lymphozytensubpopulationen wie die Reduktion naiver T-
Helferzellen (CD4+CD45RA+), B-Zellen (CD19+) und Gesamt-T-Helferzellen (CD3+CD4+)
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sowie die gesteigerte Anzahl von Gedachtnis-Helferzellen (CD4+CD45R0O+), NK-
(CD16+CD56+) und zytotoxischen T-Zellen (CD3+CD8+) in alteren Individuen wurden bereits
von mehreren Autoren beschrieben (22). So berichten Pawelec und seine Mitarbeiter iber eine
leicht erniedrigte Anzahl T-Helferzellen und eine signifikant erniedrigte Anzahl naiver T-Zellen
sowie eine gesteigerte Anzahl von T-Gedéchtniszellen und NK-Zellen in &lteren Individuen
(12;13)(23). Allerdings wurden in dieser Arbeit T-Lymphozytenpopulationen von 20-30jéahrigen
Probanden mit denen von 80jahrigen verglichen. Laut Gruebeck-Loebenstein et al. werden im
Alter naive T-Zellen durch T-Gedachtniszellen ersetzt, die eine eingeschréankte Funktion bei der
Infektionsabwehr zeigen (65).

In einer anderen Arbeit beschreibt die gleiche Autorin eine Erhohung der Anzahl HLA-DR+ T-
Lymphozyten sowie eine verminderte Immuntoleranz im Alter (66).

Die Anzahl der B-Zellen im peripheren Blut im Alter wurde sowohl als erniedrigt als auch nicht
erniedrigt beschrieben. Die Funktion der B-Zellen bei alteren Individuen scheint dagegen eindeutig
eingeschrankt zu sein. So wurde z. B. eine erniedrigte Produktion spezifischer Antikdrper in
alteren Individuen beschrieben (67),(68,69) .

Sieben Tage nach der Transplantation fanden wir eine signifikant hohere Anzahl von
Gedachtnis-Helferzellen und aktivierten zytotoxischen Zellen sowie eine signifikant verminderte
Anzahl naiver Helferzellen in &lteren Transplantatempféngern.

Auch zu diesem Untersuchungszeitpunkt war die Anzahl von NK-Zellen in beiden Gruppen im
Vergleich zum Normbereich erhéht. Zusatzlich wiesen &ltere Nierentransplantatempfénger eine
gesteigerte Anzahl aktivierter zytotoxischer Zellen im Vergleich zum Normalkollektiv auf.

Die Verdnderungen in den Lymphozytensubpopulationen wie die Reduktion der naiven T-
Helferzellen (CD4+CD45RA+) und die gesteigerte Anzahl der Gedéachtnis-Helferzellen
(CD4+CD45R0O+) in élteren Individuen nach der Transplantation entsprechen den
physiologischen Verdnderungen des Immunsystems im Alter und sind auch fiir den Zeitpunkt
nach Transplantation bereits beschrieben (33). Interessant ist allerdings unsere Beobachtung,
dass éltere Transplantatempfanger eine erhdhte Anzahl aktivierter zytotoxischer Zellen
(CD8+HLA DR+) sowohl vor als auch eine Woche nach Transplantation aufweisen.

Uber eine erhdhte Anzahl aktivierter zytotoxischer T-Zellen wurde bei gesunden Erwachsenen
im Vergleich zu gesunden Kindern berichtet (70). In einer &lteren Studie wurde eine signifikant
héhere Anzahl aktivierter T-Zellen (CD3+HLA DR+) mit steigendem Alter festgestellt (71).

Im Tierexperiment wurde eine gesteigerte Anzahl zytotoxischer Zellen im peripheren Blut zu
einem frihen Zeitpunkt nach Transplantation in Empfangern von Transplantaten &lterer Spender

beschrieben (35,72). In letzterer Arbeit wurden in einem allogenen Modell Nieren von jungen (3
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Monate) bzw. alten (18 Monate) F-344 Ratten in bilateral nephrektomierte junge Lewis-
Empfangerratten transplantiert.

Da die Erkennung und Lyse korperfremder Zellen durch zytotoxische Lymphozyten den
wichtigsten Mechanismus der akuten zellularen AbstoRungsreaktion darstellt, ist davon
auszugehen, dass Empfénger mit einer erhohten Anzahl zytotoxischer T-Lymphozyten und
insbesondere aktivierter zytotoxischer Lymphozyten, eher zu einer akuten Rejektion neigen als
Empfanger mit einer geringeren Anzahl zytototoxischer T-Zellen. Auf der anderen Seite kann
eine erhdhte Anzahl aktivierter zytotoxischer T-Zellen auch ein Zeichen fiir eine chronische
Immunstimulation im Alter sein (6). Unsere Ergebnisse konnten zudem in einer auch von
anderen Autoren beschriebenen erhdhten HLA-Expression auf Lymphozyten élterer Individuen
begriindet sein (19). Ebenso ist bekannt, dass APZ élterer Individuen eine erhthte Aktivitat
besitzen und somit zu einer gesteigerter Alloantigenerkennung fuhren (73).

Wider Erwarten war die Anzahl CD4+ T-Zellen, die das Adhasionsmolekiil L-Selektin (CD62L)
exprimieren, zu einem frihen Zeitpunkt nach Transplantation in &lteren Empfangern nicht
signifikant unterschiedlich zu jungeren Empfangern, obwohl eine deutliche Tendenz zu einer
reduzierten Anzahl CD4+CD62L+ T-Zellen zu erkennen war. In der Literatur ist eine
Verminderung der CD62L-Expression auf naiven Helferzellen in dlteren Individuen beschrieben,
was moglicherweise auf eine verdnderte (verminderte) Migration in die sekundaren
lymphatischen Organe im Alter hindeutet (6). Praaktivierte T-Zellen, die sogenannten ,,zentralen
Geddachtniszellen* (TCM) mit eingeschrankter Effektorfunktion exprimieren CD62L und
migrieren vorzugsweise in sekundares lymphatisches Gewebe. Bereits polarisierte (Typ 1 oder 2)
Effektor-Gedachtniszellen (TEM) mit unmittelbaren Effektorfunktionen im nicht-lymphatischen,
entziindeten Gewebe, exprimieren dagegen nicht zwingend CD62L (74).

6 Monate nach der Transplantation waren die Unterschiede in den Lymphozytensubpopulationen
zwischen beiden Patientengruppen auf naive und Geddachtnishelferzellen begrenzt. Das
entspricht Ergebnissen aus experimentellen Untersuchungen in Ratten, auch hier wurden keine
anderen Unterschiede in der T- und B-Zellantwort zu einem spaten Zeitpunkt nach
Transplantation beschrieben (35,72).

Insgesamt war eine Verschiebung in der Anzahl von Gedachtnis- (CD4+CD45R0O+) und naiven
T-Helfer Zellen (CD4+CD45RA+) zu Gunsten der T-Geddachtniszellen bei dlteren Patienten wie
erwartet an allen 3 Untersuchungszeitpunkten zu beobachten. Diese Veranderungen sind die
Folge der Thymusinvolution im Alter (75). Dabei werden epitheliales Gewebe, das in der Lage
ist Thymozyten zu produzieren, und zelluldre Anteile im Thymus durch Fett ersetzt (76).

Dadurch ist die Produktion von naiven T-Zellen im Thymus in Individuen ab ca. 40 Jahren stark
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reduziert. Bei einem 70-jahrigen Individuum ist der epitheliale Anteil im Thymus weniger als
10% (67).

Das Ausmal} der Regeneration der T-Zellen ist abhdngig vom Thymusalter. So gibt es eine
inverse Relation zwischen dem Alter und der Fahigkeit zur Wiederherstellung des naiven T-
Zellpools. Das betrifft insbesondere die naive CD4+ Zellpopulation, wahrend fir naive CD8+

Zellen eine thymusunabhéngige Rekonstitution beschrieben wurde (77).
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3.6.Frequenz alloreaktiver T-Zellen

Die hier verwendete ELISPOT-Methode zur Bestimmung alloreaktiver T-Zellen zeigte in
unseren Untersuchungen deutliche Schwéchen. So wiesen die im Dreifacheinsatz gemessenen
Werte nach spezifischer Stimulation intra- und interindividuell eine hohe Variabilitat auf,
dementsprechend war der Standardfehler relativ gro3, so dass keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen nachgewiesen werden konnten.

Aullerdem fiel eine erhdhte spontane Produktion von IFN-y durch unstimulierte Spenderzellen
(Negativkontrolle) auf. Dadurch kam es teilweise zu negativen Werten spenderspezifischer T-
Zellfrequenzen nach Abzug beider (Empfanger- und Spender Negativkontrollen) Negativwerte.
Es war daher auch schwierig zu identifizieren, ob die im ELISPOT-Assay gemessene
Zytokinsekretion in den Proben mit spezifischer Stimulation ausschlielRlich von Empfangerzellen

stammite.

Der Einsatz bestimmter Immunsuppressiva (OKT3) machte aulerdem die Durchfiihrung eines
ELISPOT-Assays bei einigen Patienten unmadglich, da bei diesen Patienten keine T-Zellen in den
FACS-Analysen nachgewiesen werden konnten. Der T-Zell-Antikérper OKT3 fihrt in
Dosierungen einer Antirejektionstherapie sowohl zu einer biologischen T-Zell-Depletion Uber
die Induktion von Apoptose, als auch zu einer funktionellen T-Zell-Depletion aus dem Blut tuber
die Modifizierung des OKT3-T-Zell-Rezeptor-Komplexes. Diese T-Lymphopenie ist allerdings

reversibel und wird innerhalb einiger Wochen wieder ausgeglichen.

Die oben genannten Probleme des verwendeten ELISPOT-Assays fihrten zu einer
eingeschrankten Relevanz einzelner Werte. Da jedoch alle Blut- und Gewebeproben gleich
behandelt und alle Platten gleich ausgewertet wurden, sind Ergebnisse dieser Studie als

aussagekraftig zu behandeln.

Altere Nierentransplantatempfanger wiesen zu allen 3 Untersuchungszeitpunkten eine erhohte
Frequenz alloreaktiver T-Zellen auf, was zum einen auf eine ausgepragtere T Zell Alloreaktivitat
bei &lteren Patienten, zum anderen auf eine erhohte Immunogenitdt von Transplantaten &lterer
Spender hindeuten kann .

Ahnliche Ergebnisse wurden bereits im Tierexperiment beschrieben. So zeigten Pascher et al in
einem ,high responder” Nierentransplantationsmodell der Ratte (Dark Agouti Spender/Lewis
Empfénger), dass altere (Alter 18 Monate) Empféanger die doppelte Anzahl donor-spezifischer
IFN-y-produzierender alloreaktiver T-Zellen im ELISPOT im Vergleich zu jingeren (Alter 3
Monate) Empféangern aufweisen (33).
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In einer weiteren tierexperimentellen Studie wurden die Nieren von jungen (3 Monate) und alten
(18 Monate) F-344 Ratten (chronisches Modell) in bilateral nephrektomierte jungen Lewis-
Empfanger transplantiert. Dabei zeigten Empfanger &lterer Nierentransplantate eine erhohte T-
Zellalloreaktivitat 1 und 3 Monate nach der Transplantation (72).

Heeger et al. fanden einen Zusammenhang zwischen der Frequenz donor-spezifischer IFN-y-
produzierender alloreaktiver T-Zellen im ELISPOT vor der Transplantation und der Inzidenz
akuter AbstolRungen danach (78). Dieser Zusammenhang wurde durch Arbeiten anderer Autoren
bestatigt (79-81). Die gleichzeitige Erhohung der Anzahl von T-Geddachtniszellen und der
alloreaktiver T-Zellen spiegelt eine groRere Immunerfahrung dlterer Individuen wieder und
bestétigt die Hypothese, dass die Frequenz alloreaktiver T-Zellen ein direkter Marker fiir das

immunologische Gedéachtnis ist (78).

75



3.7.Zytokinbestimmung im Uberstand nach ex vivo Stimulation des Vollbluts

Bei der Durchfiihrung der Zytokinbestimmung im Vollblut ergaben sich ebenso einige Probleme.
Da das Vollblut heterogene Zellpopulationen beinhaltet, ist zum einen die Herkunft der Zytokine
nicht eruierbar, zum anderen wurde der optimale Zeitpunkt der Zytokinausschuttung fir einige
der gemessenen Zytokine Uberschritten.

Zusammenfassend wurden folgende Ergebnisse betreffend der Zytokinkonzentrationen im
Uberstand nach in vitro Stimulation des Empféngerbluts gefunden:

An Tag 7 nach der Transplantation war die TNF-o Konzentration im Uberstand bei Patienten >65
Jahre erhéht, 6 Monate nach der Transplantation waren jedoch die TNF- o wie auch die 1L-10
Konzentrationen in der Gruppe &lterer Transplantatempfanger signifikant niedriger.

Wider Erwarten fanden sich vor der Transplantation keine Unterschiede im Zytokinprofil
zwischen jingeren und alteren Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz. In der Literatur
wurde allerdings Uber einen Shift von von einer Thl zu einer Th2 Zytokinproduktion, tber eine
erniedrigte 1L-2-, erhohte IL-4- und IFN-y-Sekretion sowie (ber deutlich erhohte Spiegel
proinflammatorischer Zytokine wie 1L-6, I1L-8, IL-12 und TNF-a in dlteren Individuen berichtet
(22),(76,82), (83). Aullerdem wurde eine verénderte Zytokinproduktion (erhdhte IL-2-, IL-4-,
IFN—y und TNF-o-Produktion) nach in vitro-Stimulation von Lymphozyten und Monozyten
alterer Ratten vor der Transplantation im Tierexperiment beschrieben (33).

Ebenso wurde von anderen Autoren sowohl (ber eine erhthte Plasmakonzentration von TNF-a
als auch Uber eine erhohte TNF-a-Produktion nach mitogener Stimulation in der &lteren
Population berichtet (84). In einer anderen Studie wurden PBMC von Patienten mit einer
chronischen Lebererkrankung, die auf eine Lebertransplantation warteten, mit LPS stimuliert. Es
konnte gezeigt werden, dass die PBMC der Patienten, die nach Lebertransplantation eine akute
Rejektion entwickelten, eine hohere TNF-o—Synthese aufwiesen als PBMC von Patienten ohne
akute Rejektion (85).

Das Fehlen dieser Unterschiede in vorliegendem Patientengut kann mdglicherweise durch
generell erhohte Spiegel proinflammatorischer Zytokine und persistierender Inflammation
sowohl bei é&lteren als auch bei jungeren dialysepflichtigen Patienten mit terminaler
Niereninsuffizienz erklért werden (86,87)

Kurz nach der Transplantation fanden sich signifikant hohere Konzentrationen von TNF-a nach
in vitro Stimulation im Blut dalteren Transplantatempfangern. Erhohte  Spiegel

proinflammatorischer Zytokine wie z.B. TNF-a gelten als gesicherter Risikofaktor fur die
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Entwicklung einer akuten Rejektion in Transplantaten mit einem Missmatch in den MHC Klasse
Il Antigenen (HLA-DR) (88).

Erhohte Konzentrationen von TNF-o im Serum wurden auch wahrend einer Abstoung von
Nierentransplantaten nachgewiesen (89).

Aulerdem ist bekannt, dass TNF-a die T-Zellproliferation und Differenzierung von ThO Zellen
in Thl Zellen nach alloantigenem Stimulus erhéht und damit eine entscheidende Rolle in der
Akzeleration der alloreaktiven T-Zellantwort spielt (90).

In der bereits erwéhnten tierexperimentellen Arbeit konnte ebenso ein verandertes Zytokinprofil
nach mitogener Stimulation des peripheren Bluts in Empféangern &lterer Nierentransplantate nach
Transplantation gezeigt werden. Allerdings war hier die Produktion von IL-2, IFN-y, IL-4 und
IL-10 einen Monat nach der Transplantation erhoht (72). 6 Monate nach der Transplantation
zeigten Empféanger alterer und jlingerer Organe keine Unterschiede mehr in der IL-2- und IL-10-
Produktion, wéhrend zu diesem Zeitpunkt die IFN-y- und IL-4-Produktion in Empfangern von
Nierentransplantaten junger Spender erhéht war.

In der vorliegender Arbeit waren die TNF-o. und 1L-10 Konzentrationen im Uberstand nach ex
vivo Stimulation 6 Monate nach der Transplantation signifikant niedriger in der Gruppe alterer
Transplantatempfanger. Dies kann mdglicherweise auf eine Uberimmunsuppression bei alteren
Patienten 6 Monate nach der Transplantation hinweisen, da auch in anderen Studien deutlich
erniedrigte TNF-a -Werte nach LPS-Stimulation im Stadium der Immunparalyse nachgewiesen
wurden (91,92).

Interessanterweise wurde aber auch eine Induktion IL-10 produzierender T-Zellen durch
Immunosuppressiva (Cortikosteroide) beschrieben (93).

Andererseits gibt es Hinweise fiir eine Rolle von IL-10 bei Sepsis und Immunparalyse durch die
Induktion der Endotoxin-Toleranz (94). Dabei korrelieren erhthte IL-10 Konzentrationen mit
einer schlechten Prognose bei Sepsis (95-98) und umgekehrt niedrigere IL-10 Konzentrationen
mit einer verbesserten Uberlebensrate von Sepsispatienten (99).

Zusétzlich besitzt 1L-10, welches in unserer Studie bei dlteren Empfangern 6 Monate nach der
Transplantation deutlich erniedrigt war, aber auch zahlreiche anti-inflammatorische
Eigenschaften. So inhibiert IL-10 die Produktion inflammatorischer Zytokine wie IFN-y, IL-1
und IL-8 und TNF-a (100).

IL-10 spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung regulatorischer T-Zellen (101). So
induziert IL-10 die Differenzierung naiver T-Helferzellen zu Zellen des regulatorischen Typs 1
(102). Diese Zellen sind in der Lage die T-Zellantwort auf Alloantigene zu inhibieren, entweder

durch die Suppression alloreaktiver T-Helferzellen (direkt via Zell-Zellkontakt oder via

7



Sekretion von IL-10 und TGF-B) oder durch die Vermittlung tolerogener Signale an APZ
(103,104).

Die Bedeutung von IL-10 fir die Verlangerung der Transplantatakzeptanz ist eindeutig. So
fuhrte eine virale Interleukin-10 Gentherapie nach der Herztransplantation zur Toleranzinduktion
in Mausen (105). AuBerdem konnte eine Suppression der allogenen Antwort nach
Hepatozytentransplantation durch einen viralen IL-10 Gentransfer nachgewiesen werden (106).
Die Kombination aus einer Rapamycin- und Interleukin-10-Therapie induziert eine antigen-
spezifische Transplantattoleranz durch die Induktion regulatorischer T-Zellen vom Typ 1 nach
Inselzelltransplantation (107).
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3.8.HLA-Diskrepanz

Die verstarkte Immunantwort nach der Transplantation bei &lteren Transplantatempfangern
konnte auch durch das schlechtere HLA-Matching im ESP-Programm erkl&rt werden.

Die HLA-Kompatibilitat hat einen ebenso wichtigen Einfluss auf das Transplantatiiberleben wie
die Immunsuppression. Am Anfang der 90er Jahre, vor Einfihrung neuer Immunsuppressiva wie
MMF und ATG, war das HLA-Missmatch (besonders ein HLA-DR-Missmatch), einer der
bedeutendsten Risikofaktoren fur den Transplantatverlust (108-111). Seit Mitte der 90er Jahre
mit der Verbesserung der immunsuppressiven Therapie verliert das HLA-Matching allerdings an
Bedeutung flr das Transplantatiiberleben und die Transplantatfunktion, besonders bei alteren
Transplantatempfangern (109).

Um die HLA-Diskrepanz als mdgliche Ursache fiir die modifizierte Immunantwort in der ESP-
Gruppe auszuschlieBen, wurde die Immunantwort in beiden Gruppen nur bei Patienten mit 3 und
mehr Mismatches analysiert. Hierbei zeigten sich &hnliche Ergebnisse wie beim Vergleich beider
Patientengruppen in Abhangigkeit von der initialen Immunsuppression, aber unabhéngig von der
Mismatchanzahl.

So war am Tag 7 nach der Transplantation bei alteren Patienten mit 3 und mehr Mismatches die
Anzahl aktivierter zytotoxischer T-Zellen und Gedéchtnis-Helfer-Zellen signifikant erhoht im
Vergleich zu jingeren Patienten mit gleicher Anzahl Mismatches, wahrend die Anzahl naiver
Helfer-Zellen signifikant vermindert war. Die TNF-a Konzentration war nach in vitro-
Stimulation im &lteren Patientenkollektiv ebenso signifikant erhoht.

6 Monate nach der Transplantation waren &hnliche Unterschiede wie beim Vergleich der
Patientengruppen mit unterschiedlichem HLA-Mismatch zu beobachten. So war bei é&lteren
Nierentransplantatempfangern der Anteil aktivierter zytotoxischer T-Zellen und Gedéachtnis-
Helfer-Zellen signifikant hoher als bei jungeren Patienten mit gleicher Anzahl Mismatches,
wahrend der Anteil naiver Helfer-Zellen signifikant vermindert war.

Die Ergebnisse sprechen dafir, dass eine HLA-Diskrepanz eine untergeordnete Rolle im
Vergleich zur Immunsuppression spielt und kaum Auswirkungen auf die Immunantwort nach der

Transplantation hat.
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Zusammenfassend demonstrieren diese Daten eine initial verstarkte Immunantwort &lterer
Transplantatempfanger bei Verwendung alterer Transplantate und unterstitzen damit das
Konzept einer altersadaptierten Immunosuppression in der friihen Phase nach Transplantation.
Die altersbedingte Veranderung der Immunantwort ist unter anderem mit der erhéhten Anzahl
von Gedachtnis- und zytotoxischen T Zellen assoziiert. Deshalb sollte die altersabhéngige
Immunantwort fir Empfanger und Spender als Faktor, der das Transplantattiberleben beeinflusst,
beachtet und in altersadaptierten immunosuppressiven Protokollen der friihen Phase nach der

Transplantation berlicksichtigt werden.
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Zusammenfassung

Hintergrund In der Klinik flhrte die zunehmende Anzahl &lterer Spender und Empfénger zur
Einfihrung einer altersadaptierten Allokation von Nierentransplantaten (European Senior
Program, ESP) unter der Annahme einer reduzierten Immunantwort in der alteren
Empfangerpopulation. Eigene experimentelle Studien zeigten allerdings eine verstarkte
Immunantwort in &alteren Empfangern bzw. nach Transplantation von Organen &lterer Spender.
In der vorliegenden Studie wurde die altersmodifizierte Immunantwort nach klinischer

Nierentransplantation untersucht.

Methoden Im Zeitraum 01/2004 bis 01/2005 wurden 100 Nierentransplantatempfanger
untersucht. Empfanger des ESP >65 Jahre (68+3; n=26) eines Nierentransplantats von Spendern
>65 (70£8), wurden mit Patienten des ETKAS (European Transplantation Kidney Allocation
System) <65 Jahre (46x11; n=74) verglichen  (Spenderalter: 49+11; p<0,0001). Die
altersabhéngige Immunantwort wurde an Tag 0, 7 sowie nach 6 Monaten mittels
Durchflusszytometrie (Typisierung relevanter Oberflachenmarker), Cytometric Bead Array
(Zytokinprofilbestimmung im Plasma) und ELISPOT (Bestimmung der T-Zell-Alloreaktivitat
durch Nachweis von intrazellularem IFN-y nach donorspezifischer Stimulation von

Empfangerlymphozyten) untersucht.

Ergebnisse Das Patienten-/Transplantatiiberleben betrug 100/89 % im ESP versus 98/93 % im
Normalkollektiv (mittlere Beobachtungszeit 214+33 vs. 207+33 Tage). Die kalte Ischamiezeit
war in der ESP-Gruppe nicht signifikant verkurzt (9+£3 vs. 10+5 Std.,), das HLA-Mismatch war
im Vergleich zum Normalkollektiv signifikant hoher (4.0£1.8 vs. 2.6+1.4 Mismatches/
Transplantat; p<0,001). Die Immunsuppression war in beiden Gruppen vergleichbar. 7 Tage
nach Transplantation war die T-Zell-Alloreaktivitat deutlich, aber nicht signifikant und die TNF-
o Plasmakonzentration in ESP-Patienten signifikant erhoht (p<0,05). Altere Patienten zeigten
eine signifikant erhdhte Anzahl von T-Geddchtniszellen bei gleichzeitig reduzierter Anzahl
nativer T-Zellen (p<0,01). Zusatzlich war die Frequenz aktivierter zytotoxischer T-Zellen
signifikant erhoht (CD8+HLADR+: 21+3 vs. 13+1, p<0,005). Nach 6 Monaten waren die
Zytokinplasmakonzentrationen sowie die Frequenz CD8+HLADR+ T-Zellen in beiden Gruppen
vergleichbar. Die Anzahl von T-Geddachtniszellen blieb auch nach 6 Monaten in der ESP-Gruppe
erhoht, wahrend die Anzahl nativer T-Zellen weiterhin signifikant reduziert war (p<0,01).
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Zusammenfassung Diese klinischen Daten bestatigen die Hypothese einer initial ausgepragten
Immunantwort in dlteren Empfangern von Nierentransplantaten alterer Spender und unterstiitzen

das Konzept einer potenten Immunsuppression in der friihen Phase nach der Transplantation im
ESP.
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Abkurzungsverzeichnis

Anti-IL-2R Ab
ATG
APC (APZ)
CNI

CTL

CD

DSO

ESP

ECD
HLA
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FACS
IFN-y
IL-2
IL-2R
IL-4
IL-10
MHC
MMF

NK

n.s.

Th
TNF-a
Treg

Tx

TZR

Vs.

z.B.

anti-Interleukin 2 Rezeptor Antibody
Antithymozytenglobulin

Antigen presenting cells (antigenprasentierende Zellen)
Calcineurininhibitor

Cytotoxic T lymphocyte (zytotoxische T-Lymphozyten)
cluster of differentiation

Deutsche Stiftung Organtransplantation
Eurotransplant Senior Programm

expanded criteria donors

human leukocyte antigen

Enzyme - Linked Immunosorbent Spot Assay
fluorescence — activated cell sorter

Interferon Gamma

Interleukin 2

IL-2-Rezeptor

Interleukin 4

Interleukin 10

Major Histocompatibility Complex
Mycophenolat Mofetil

Natural Killer

nicht signifikant

T-Helper

Tumor Nekrosis Faktor Alpha
Regulatorische T-Zellen

Transplantation

T-Zell Rezeptor

Versus

zum Beispiel
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