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1 Abkürzungsverzeichnis 

aCasp3    active Caspase 3, aktive Caspase 3 

APC    Antigen presenting cells, antigenpräsentierende Zellen 

BD    Becton, Dickinson and Company (BD Biosciences) 

BL    Biolegend 

CD    Cluster of differentiation, Unterscheidungsgruppen 

CyA    Cyclosporin A 

CTLA-4   Cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4, CD152 

D    day, Tag 

Diff    Differenzierung 

DN    Doppelt (CD4 und CD8) negativ 

eBio    eBioscience 

EF    Effektorfunktion 

EM    Effector Memory, Effektor-Gedächtnis (T-Zellen) 

f     female, weiblich 

FSC    Forward Scatter, Vorwärtsstreulicht 

FoxP3    Forkhead-Box-Protein P3 

gMFI    Geometric mean, geometrisches Mittel 

GREs    Glucocorticoid responsive elements 

GrB    Granzyme B, Granzym B 

GS    Gesunde SpenderInnen 

HBV    Hepatitis B Virus 

HCC    Hepatocellular Carcinoma, Hepatozelluläres Karzinom 

HCV    Hepatitis C Virus 

IFNγ    Interferon γ 

IL    Interleukin 
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IMPDH   Inosin-5’-Monophosphat Dehydrogenase 

IS    Immunsuppression / Immunsuppressiva 

LAG-3    Lymphocyte-activation gene 3 

m     male, männlich 

MAIT-Zellen   Mucosal-associated invariant T-cells 

MDR1    ATP‐binding cassette‐multi‐drug efflux protein 1 

MELD Score   Match model of end-stage liver disease score 

MFI Mean fluorescence intensity, durchschnittliche 

Fluoreszenzintensität  

mg    Milligramm 

μg    Mikrogramm 

ml    Milliliter 

µl    Mikroliter 

MHC    Major histocompatibility complex 

MMF    Mycophenolate mofetile, Mycophenolat Mofetil 

MOI    Multiplicity of infection, Multiplizität der Infektion 

MPA    Mycophenolic acid, Mycophenolensäure 

MR-1    MHC-related molecule 1 

mTOR    Mechanistic target of Rapamycin 

NF κ-B   Nuclear factor κ-B 

ng    Nanogramm 

NK-Zellen   Natürliche Killerzellen 

nm    Nanometer 

NTx    Nierentransplantation 

OD    Optische Dichte 
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PBMCs Peripheral blood mononuclear cells, mononukleäre Zellen des 

peripheren Blutes 

PBS    Phosphate-buffered saline, phosphatgepufferte Kochsalzlösung 

PLZF    Promyelocytic leukemia zinc finger / zbtb16 

Pred    Prednisolon 

RORγt    RAR-related orphan receptor γ 

SEM    Standard error of the mean, Standardfehler 

SOP    Standard Operating Procedures 

SSC    Side scatter, Seitwärtsstreulicht  

STAT3   Signal transducer and activator of transcription 3 

Tac    Tacrolimus 

T-bet    T-box transcription factor TBX21 

TCR    T-cell receptor, T-Zell Rezeptor 

TL1A    TNF-like ligand 1A / Vascular endothelial growth inhibitor (VEGI) 

TNFα     Tumornekrosefaktor α  

Tol    Operational tolerant nach Weaning 

TR    Tissue Residency 

TReg    Regulatorische T-Zelle 

UNOS    United Network for Organ Sharing 

y     years, Jahre 
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2 Abstracts 

2.1 Abstract (englisch)  

Within the last 30 years, one-year survival of liver transplanted individuals dramatically improved 

due to the introduction of novel immunosuppressive drugs. Nevertheless, long term survival 

following liver transplantation (LTx) has not changed appreciably. Mucosal associated invariant 

T (MAIT) cells particularly react to microbial vitamin B metabolites as well as to inflammatory 

stimulation. They represent up to 50% of liver T cells thus suggesting an important role in liver 

immunity. However, little is known about the impact of commonly used immunosuppressants (IS) 

after LTx on MAIT cells. Here, effector molecule production of MAIT cells was significantly 

impaired after in vitro stimulation of healthy donors derived peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) when preincubated with prednisolone (Pred). Antigenspecific in vitro stimulation of 

MAIT cells with lysed Escherichia coli was additionally impaired after preincubation with 

calcineurin inhibitors. Ex vivo flow cytometric analysis of peripheral MAIT cells in patients after 

LTx showed significantly decreased MAIT cell frequencies independently of IS type and dosage. 

These did not recover after weaning of IS and were similarly decreased in operationally tolerant 

(tol) and kidney transplanted individuals. MAIT cells of liver transplanted donors additionally 

showed an activated, PD-1 positive phenotype. Furthermore, impairment of MAIT cell effector 

functions and polyfunctionality in liver transplanted patients was independent of IS regimen and 

dosage. Nevertheless, normalization tendencies of MAIT cell phenotype and functionality after 

weaning and in tolerant patients were observed. In summary, this study demonstrates a functional 

and phenotypic impairment of MAIT cells by IS and LTx, which was not completely reversible 

after discontinuation of IS. Altogether, the results shown here indicate a loss of MAIT cells 

probably caused by primary disease even before LTx. They also provide further explanations for 

increased infection frequency under IS after LTx. More studies will be needed to evaluate an 

impaired MAIT cell recovery due to dysbiosis as well as to confirm the potential of MAIT cells 

as potential indicators for development of operational tolerance.   
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2.2 Abstract (deutsch) 

Das 1-Jahres-Überleben von lebertransplantierten PatientInnen hat sich in den letzten 30 Jahren 

aufgrund der Einführung neuer Immunsuppressiva (IS) deutlich verbessert. Es besteht jedoch 

weiterhin eine gleichbleibend hohe Langzeitmortalität, welche insbesondere durch 

Nebenwirkungen der Immunsuppression bedingt ist. Mucosal associated invariant T (MAIT) 

Zellen erkennen mikrobielle Vitamin-B-Metabolite und reagieren auf inflammatorische Stimuli. 

Ihr Anteil an intrahepatischen T-Zellen beträgt bis zu 50%, sodass von einer wichtigen Rolle in 

der (Leber-)Immunität ausgegangen wird. Über den Einfluss nach Lebertransplantation (LTx) 

verwendeter IS auf MAIT Zellen ist bisher wenig bekannt. In dieser Arbeit zeigte sich nach in 

vitro Stimulation von peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) gesunder SpenderInnen durch 

einen Zytokinstimulus eine signifikant reduzierte Frequenz Effektormoleküle produzierender 

MAIT Zellen nach Vorinkubation mit Prednisolon (Pred). Bei antigenspezifischer Stimulation mit 

lysierten Escherichia coli war die MAIT Zell-Antwort nach Vorinkubation mit Pred sowie 

Calcineurininhibitoren beeinträchtigt. In durchflusszytometrischen ex vivo Analysen von MAIT 

Zellen lebertransplantierter PatientInnen zeigte sich eine deutliche Reduktion der MAIT Zell- 

Frequenz unabhängig von Art und Stärke der IS, welche auch nach Weaning der IS, bei 

„operational“ toleranten (tol) PatientInnen und in PatientInnen nach Nierentransplantation (NTx) 

bestand. Ex vivo konnte weiterhin ein aktivierter und PD-1-positiver MAIT Zell Phänotyp bei 

lebertransplantierten PatientInnen nachgewiesen werden. Darüber hinaus zeigte sich ex vivo eine 

von IS Regime und Stärke unabhängige Beeinträchtigung von MAIT Zell Effektorfunktionen und 

Polyfunktionalität lebertransplantierter PatientInnen. Bei tol PatientInnen und nach Weaning der 

IS waren eine weitestgehende Normalisierung des Phänotyps sowie eine leicht verbesserte 

Funktionalität nach Stimulation auffällig. Zusammenfassend betrachtet konnte in dieser Arbeit 

eine funktionelle und phänotypische Beeinträchtigung von MAIT Zellen durch IS und LTx gezeigt 

werden, welche nach Absetzen der IS nicht vollständig reversibel war. Insgesamt deuten die hier 

gezeigten Ergebnisse auf einen grunderkrankungsbedingten MAIT Zell Verlust bereits vor LTx 

hin und bieten einen weiteren Erklärungsansatz für gehäufte Infektionen unter IS nach LTx. Eine 

möglicherweise verminderte Rekonstitution der MAIT Zell Populationen nach LTx im Rahmen 

von Dysbiose sowie die Eignung von MAIT Zellen als Biomarker für Toleranzentwicklung sollte 

in weiteren Studien objektiviert werden. 
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3 Einleitung 

3.1 MAIT Zellen  

Eine Immunantwort kann allgemein in eine angeborene und erworbene (adaptive) Immunreaktion 

eingeteilt werden. Eine schnelle, aber unspezifische initiale Abwehrreaktion erfolgt insbesondere 

durch das angeborene Immunsystem. Diesem werden beispielsweise Makrophagen, Natürliche 

Killer (NK) Zellen, Granulozyten oder das Komplementsystem zugeordnet. Nach Kontakt mit 

einem, die Immunreaktion auslösenden, Antigen, tritt im Verlauf zusätzlich eine verzögerte, 

antigenspezifische Abwehr durch das adaptive Immunsystem ein. Vereinfacht wird eine 

antikörpervermittelte, humorale Antwort durch B-Lymphozyten von einer zellulären, T-Zell-

vermittelten Reaktion unterschieden (zusammengefasst in (1)). Nicht jede Immunzelle kann 

eindeutig einem der oben genannten Konzepte zugeordnet werden. Die erstmals im Jahr 1993 von 

Porcelli et al. beschriebenen mucosal-associated invariant T (MAIT) Zellen sind T-Lymphozyten 

mit Eigenschaften von Zellen des angeborenen Immunsystems (2). Der Anteil von MAIT Zellen 

beträgt zwischen 1 und 10% der CD3+ T-Zellen im peripheren Blut. Ein signifikanter Anteil der 

T-Zellen in mukosalen Grenzflächen wie dem Darm (insbesondere im Jejunum) und bis zu 50% 

aller intrahepatischen T-Zellen, sind ebenfalls MAIT Zellen. Darüber hinaus wurden MAIT Zellen 

auch in der Lunge, dem Pankreas oder dem Endometrium nachgewiesen (zusammengefasst in (3)).  

3.1.1 MAIT Zell Differenzierung 

Analog zu konventionellen T-Lymphozyten entwickeln MAIT Zellen im Thymus zunächst über 

Rekombination entsprechender Gene einen spezifischen T-Zell Rezeptor (TCR) mit semi-

invarianter α- und limitierter β-Kette. Im Gegensatz zu konventionellen T-Zellen erfolgt die 

positive Selektion jedoch nicht über polymorphe major histocompatibility complex (MHC) 1 oder 

2 Moleküle, sondern durch das spezialisierte, monomorphe MHC1–ähnliche Molekül (MHC-

related protein 1) MR1 (4). MR1 präsentiert Vitamin B Metabolite des Riboflavinbiosynthese 

Reaktionsweges, welche von diversen Bakterien und Pilzen produziert werden (5). Sowohl der 

MAIT TCR, als auch MR1 sind in Säugetieren hoch konserviert, sodass von einem hohen 

Selektionsdruck ausgegangen wird (6). MAIT Zellen verlassen den Thymus als naive 

(CCR7+CD45RA+) Zellen. Die weitere Expansion und Reifung sowie der Erwerb eines Effector-

Memory (EM, CCR7-CD45RA-) Phänotyps erfolgt in peripheren Geweben, hauptsächlich über 

Interaktionen mit B-Zellen und Kommensalen der Darmflora (7). 
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3.1.2 MAIT Zell Phänotyp 

MAIT Zellen exprimieren einen semi-invarianten TCR mit der invarianten Alpha-Kette Vα7.2-

Jα33 sowie einer varianten Beta-Kette mit begrenztem Repertoire (8). Weitere zur Identifikation 

genutzte Surrogatmerkmale sind eine hohe Expression der Oberflächenmoleküle CD161, einem 

C-type lectin (9), sowie die alpha-Kette des Interleukin 18 Rezeptors (IL18Rα; auch: CD218) (10). 

MAIT-Zellen im Blut haben überwiegend einen CD4−CD8− (doppelt negativen, DN) oder CD8α+ 

Phänotyp, wobei auch geringe Frequenzen von CD4+ und CD4+CD8+ MAIT Zellen nachgewiesen 

wurden (zusammengefasst in (11)). Periphere MAIT Zellen haben vorranging einen CCR7-

CD45RA- Effector Memory Phänotyp (12). Außerdem befinden sich MAIT Zellen aus Blutproben 

in einem nicht-proliferativen G0 Stadium mit geringer Expression des Zellteilungsmarkers Ki67 

(9). Interessanterweise exprimieren MAIT Zellen im Vergleich zu anderen CD8+ T-Zellen in 

hohem Maße ATP‐binding cassette‐multi‐drug efflux protein 1 (MDR1 beziehungsweise P‐

Glycoprotein), eine Efflux-Pumpe, welche mit Resistenzen gegenüber verschiedenen Substanzen 

assoziiert ist (13).  

3.1.3 MAIT Zell Aktivierung 

MAIT Zellen können über eine antigenvermittelte TCR-Stimulation (5) oder alternativ TCR-

unabhängig über Zytokine (14) aktiviert werden. Eine zytokinvermittelte MAIT Zell Stimulation 

kann auch durch Antigen präsentierende Zellen (APCs) oder bakteriell (15) beziehungsweise viral 

(16) infizierte Zellen erfolgen. Humane MAIT Zellen weisen ein gemischtes Th1-Th17-

Transkriptionsfaktorprofil auf. Sie exprimieren neben Promyelocytic leukemia zinc finger 

(PLZF), Nuclear factor κ-B (NF-kB) (17) oder Signal transducer and activator of transcription 3 

(STAT3) (18) überwiegend den mit Interferon γ (IFNγ) Produktion assoziierten T-box 

transcription factor TBX21 (T-bet) sowie den mit IL17A Produktion assoziierten RAR-related 

orphan receptor γ (RORγt) (zusammengefasst in (19)). Grundsätzlich können MAIT Zellen nach 

Aktivierung verschiedene Effektormoleküle, darunter Tumornekrosefaktor α (TNFα), IFNγ, 

Granzyme B (GrB), IL2 und IL17, produzieren (11). Nach aktuellem Wissensstand scheinen TCR-

unabhängige Stimulationswege jedoch langsamer zu sein und eine weniger vielfältige Expression 

von Effektormolekülen zu induzieren (20). Außerdem sind synergistische Effekte bei 

gleichzeitiger TCR-abhängiger und -unabhängiger Stimulation bekannt (21).  
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3.1.4 Rolle von MAIT Zellen bei Lebererkrankungen 

Obwohl über die Funktion von MAIT Zellen für den Organismus noch wenig bekannt ist, wird 

davon ausgegangen, dass sie unter anderem eine wichtige Rolle in der Darm-Leber Achse des 

Immunsystems einnehmen (zusammengefasst in (3)). Als Teil dessen verhindern sie die 

Translokation vom Darm über die Vena porta transportierter mikrobieller Metaboliten und 

bakterieller Bestandteile in den Systemkreislauf. Ferner konnten MAIT Zellen mit zahlreichen 

infektiösen, autoinflammatorischen und malignen Erkrankungen assoziiert werden 

(zusammengefasst in (11)). Insbesondere für verschiedene, auch im Kontext einer 

Lebertransplantation relevante (22), bakterielle Erreger wie beispielsweise Coli, Salmonellen oder 

Mykobakterien, aber auch Fungi (beispielsweise Aspergillus, Candida) (23, 24) sind Interaktionen 

mit MAIT Zellen bekannt. Darüber hinaus berichten mehrere Autoren von einer veränderten 

MAIT Zell Biologie bei autoimmuner Hepatitis, primär biliärer Zirrhose, primär sklerosierender 

Cholangitis, alkoholinduzierter Leberzirrhose, nicht-alkoholischer Fettleber und chronischen 

Hepatitiden (zusammengefasst in (3)), Hepatitis-B (HBV) beziehungsweise -C Virus (HCV) 

Infektionen (zusammengefasst in (25)) sowie bei hepatozellulärem Karzinom (HCC) und 

Abbildung 1. Schematische Darstellung relevanter (Effektor-)Moleküle der MAIT Zelle. 

Die MAIT Zelle wird über eine starke Expression von CD161 und ihren spezifischen T-Zell Rezeptor Vα7.2 identifiziert. Ein 

weiteres Merkmal ist die Expression der Effluxpumpe MDR1. MAIT Zellen können antigenspezifisch über den MR1-Rezeptor und 

oder inflammatorisch durch Zytokine stimuliert werden. Über verschiedene Signalwege (Th1 / Th17 Transkriptionsprofil) 

exprimierte Effektormoleküle beinhalten TNFα, IFNγ, GrB und IL2. Nach antigenspezifischer Stimulation sind zusätzlich IL17 

sowie der vesikelständige Degranulationsmarker CD107a nachweisbar. Nach: Kurioka et al.(3). 
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Lebermetastasen (zusammengefasst in (26)). Eine Studie von Hegde et al. erbrachte außerdem 

Hinweise darauf, dass MAIT Zellen profibrotische und proinflammatorische Veränderungen bei 

chronischen Lebererkrankungen fördern (27).  

3.2 Lebertransplantation 

Eine Lebertransplantation (LTx) ist als ultima ratio bei schweren Lebererkrankungen eine 

potenziell lebensrettende Therapie. Die Organallokation erfolgt in Abhängigkeit des match model 

of end-stage liver disease (MELD) Scores. Zu den häufigsten Indikationen in Europa gehören 

chronische virale Hepatitiden, insbesondere HCV, alkoholinduzierte Leberzirrhose sowie das 

HCC (28). Die kurzfristigen Outcomes (1-Jahres-Überleben) von Lebertransplantationen haben 

sich in den letzten 30 Jahren aufgrund der Einführung neuer immunsuppressiver Medikamente 

deutlich verbessert. Im Gegensatz dazu ist einer retrospektiven Analyse der United Network for 

Organ Sharing (UNOS) Datenbank zufolge das Langzeitüberleben von lebertransplantierten 

PatientInnen nicht signifikant verändert. Ein Hauptgrund für die gleichbleibend hohe 

Langzeitmortalität sind die gemeinsamen Langzeitnebenwirkungen verwendeter 

Immunsuppressiva (IS): vor allem ein erhöhtes Risiko für Infektionen und maligne Erkrankungen 

(29). Entsprechend betonen Rana et al. den Bedarf nach einer optimierten 

Langzeitimmunsuppression (29), welche direkt oder indirekt für bis zu 68,9% der Mortalität nach 

LTx ursächlich ist (30). 

3.3 Abstoßungsreaktionen 

Ziel einer IS Therapie ist das Verhindern von Transplantatabstoßungsreaktionen. Hyperakute, 

durch bereits existierende zirkulierende Antikörper vermittelte Abstoßungen innerhalb von 

Stunden sind nicht zuletzt aufgrund der Verwendung blutgruppenkompatibler Transplantate 

selten. Akute zellulär (T-Zell Aktivierung über Präsentation alloreaktiver Moleküle durch APC) 

oder humoral (Alloantikörperproduktion von B-Zellen, insbesondere gegen MHC Klasse I 

Moleküle) vermittelte Abstoßungsreaktionen innerhalb von Monaten können in einem Großteil 

der Fälle mit gängigen IS adäquat behandelt werden. Im Gegensatz dazu kann eine chronische 

Abstoßung über Jahre durch aktuelle IS Therapien wenig beeinflusst werden. Hier resultieren 

antigenspezifische zelluläre und humorale Immunreaktionen in einer chronischen Entzündung mit 

konsekutiver Endothelaktivierung und Ausschüttung von Entzündungsmediatoren sowie freien 

Radikalen. Diese führen langfristig zu einer Gefäßschädigung mit Intimaproliferation, welche eine 

zunehmende Gewebsischämie bis hin zu einem Transplantatverlust bewirkt (zusammengefasst in 

(31)).  
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3.4 Immunsuppression 

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte IS bei LTx umfassen Prednisolon (Pred), Cyclosporin 

A (CyA), Tacrolimus (Tac) und Mycophenolat Mofetil (MMF). Dabei handelt es sich um die am 

häufigsten zur Immunsuppression eingesetzten Substanzen, wobei neuere Therapieansätze wie 

mamallian target of Rapamycin (mTOR)-Inhibitoren zunehmend an Bedeutung gewinnen 

(zusammengefasst in (32)). Viele IS sind ebenfalls Substrate des von MAIT Zellen exprimierten 

MDR1 (zusammengefasst in (33)). 

3.4.1 Prednisolon  

Pred ist ein synthetisches Glucocorticoid und aktiver Metabolit von Prednison. Der Wirkstoff 

supprimiert das Immunsystem über verschiedene Wege, welche bis heute nicht vollständig 

verstanden sind. Insgesamt beeinflusst Pred die Aktivierung, Proliferation und Verteilung von 

Lymphozyten. Bekannte Wirkmechanismen sind unter anderem eine Hemmung der Zytokin-

Genexpression über Bindung an verschiedene DNA Loci in Form von glucocorticoid responsive 

elements (GREs) sowie eine Hemmung der Translokation des Transkriptionsfaktors NF-κB in den 

Zellkern. So werden beispielsweise die Produktion von IL1, 2 und 6, aber auch von IFNγ oder 

TNFα gehemmt (zusammengefasst in (34)). Glucocorticoide werden insbesondere in der frühen 

postoperativen Phase und seltener auch im Rahmen einer Erhaltungstherapie eingesetzt. Eine 

Langzeittherapie kann unter anderem zur Entwicklung eines Katarakts, eines Metabolischen 

Syndroms, einer Osteoporose oder emotionaler Instabilität führen (zusammengefasst in (35)). 

3.4.2 Calcineurin Inhibitoren 

Die Hauptsubstanzen der gegenwärtigen immunsuppressiven Therapie nach LTx sind die 

Calcineurin Inhibitoren Tac und das seltener eingesetzte CyA. Nach Komplexbildung mit dem 

FK-binding protein 12 (Tac) respektive Cyclophilin (CyA) binden und hemmen die Medikamente 

die Calcium- und Calmodulin‐abhängige Phosphatase Calcineurin. Calcineurin ermöglicht die 

Transkription von multiplen inflammatorisch und aktivierend wirkenden Zytokinen wie 

beispielsweise IL2, welches die Proliferation (alloreaktiver) T-Zellen fördert, und ist somit eine 

wichtige Komponente der Immunantwort beziehungsweise der Transplantatabstoßung. Beide 

Medikamente haben ähnliche Nebenwirkungsprofile. Wichtige unerwünschte 

Arzneimittelwirkungen sind Nephrotoxizität, metabolische Nebenwirkungen und arterielle 

Hypertonie (zusammengefasst in (35)). 
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3.4.3 Mycophenolat Mofetil und Mycophenolsäure 

MMF sowie dessen Metabolit Mycophenolsäure (MPA) sind Antimetabolite und verhindern die 

de novo Purin-Nukleotidsynthese über Bindung der Inosin-5’-Monophosphat Dehydrogenase 

(IMPDH). Dies hemmt die DNA Replikation und damit auch die Proliferation von B- und T-

Lymphozyten. Weitere Hauptnebenwirkungen sind insbesondere gastrointestinale Symptome 

sowie Leuko-, Erythro- und Thrombopenien (zusammengefasst in (35)). 

3.5 Weaning und operationale Toleranz nach Lebertransplantation 

3.5.1 Weaning von Immunsuppression nach Lebertransplantation 

Aufgrund der Nebenwirkungen immunsuppressiver Medikation werden verschiedene Strategien 

zur Reduktion und zum vollständigen Absetzen (Weaning) von IS entwickelt. Auf Basis bisheriger 

Studien ist davon auszugehen, dass ein Weaning nach LTx in ungefähr 20 – 30 % (Spanne: 6 – 63 

%) der Fälle erfolgreich verläuft (zusammengefasst in (36)). Aufgrund des Risikos einer 

Abstoßungsreaktion nach Reduktion der IS, welche mit teils lebensbedrohlichen Nebenwirkungen 

einhergeht, erhält jedoch ein Großteil der PatientInnen eine lebenslange IS. Die Entwicklung von 

Strategien zur Identifikation potenziell toleranter PatientInnen ist deshalb ein wichtiger 

Forschungsbereich. Gegenwärtig sind jedoch noch keine zuverlässigen Biomarker zur 

Identifikation dieses Patientenkollektives bekannt. Am vielversprechendsten scheinen derzeit 

Analysen von Genexpressionsprofilen zur Eisenhomöostase aus bioptisch entnommenem 

Lebergewebe (zusammengefasst in (36)). Durch weniger invasive Verfahren (beispielsweise 

Blutuntersuchungen) gewonnene Biomarker zur prospektiven Detektion immunologisch 

toleranter PatientInnen nach LTx konnten bislang nicht identifiziert werden. 

3.5.2 Operationale Toleranz 

Ziel von Weaning- oder Toleranzinduktionsmaßnahmen ist das Erreichen von Toleranz gegenüber 

dem Transplantat. Diese kann unterschiedlich definiert werden. In klinischen Kontexten ist die 

Surrogatdefinition operationaler Toleranz gebräuchlich. Operationale Toleranz bezeichnet den 

Zustand einer fehlenden Transplantatabstoßungsreaktion bei immunkompetenten, IS-freien 

PatientInnen (zusammengefasst in (31)). Goldstandard zum Monitoring von Toleranz ist die 

histologische Untersuchung von Lebergewebe via Leberbiopsie. Aufgrund der Invasivität des 

Eingriffs erfolgt ein Routinemonitoring Lebertransplantierter außerhalb von Akutsituationen meist 

über klinische Untersuchung sowie laborchemisches Monitoring von Leberenzymen. 

Insbesondere bei chronischen Abstoßungsreaktionen können diese Leberenzyme im Normbereich 
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oder nur gering erhöht sein. Entsprechend gelten beide Methoden als wenig sensitiv und 

spezifisch, aber ausreichend für die Feststellung operationaler Toleranz (zusammengefasst in 

(37)). Aus immunologischer Perspektive kann Toleranz außerdem in eine zentrale und periphere 

Komponente unterteilt werden, wobei insbesondere letztere im Transplantationskontext relevant 

ist. Mechanismen peripherer Toleranz beinhalten die sogenannte Anergie, eine funktionelle 

Inaktivierung durch ausbleibende Kostimulation bei TCR-Stimulation, und die Apoptose, ein, 

beispielsweise durch Überstimulation, induzierter programmierter Zelltod. Außerdem 

kontrollieren verschiedene regulatorische Immunzellen, insbesondere CD4+CD25high FoxP3+ 

regulatorische T-Zellen (Tregs) die Immunantwort. Sie supprimieren die Immunzellaktivität über 

direkten Kontakt durch cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) und lymphocyte-

activation gene 3 (LAG-3) Moleküle, Induktion von Apoptose, Zytokinsekretion oder eine 

metabolische Beeinträchtigung der Zielzelle (zusammengefasst in (31)). Insgesamt gilt das 

Erreichen von Toleranz als naheliegendste Lösung zur Verbesserung der Langzeitmorbidität und 

-mortalität von Lebertransplantierten (38). Einerseits würden die mit der IS einhergehenden 

gravierenden Nebenwirkungen vermieden werden, andererseits wäre das langfristige 

Organüberleben durch eine ausbleibende chronische Abstoßungsreaktion verbessert.   

3.6 MAIT Zellen und Immunsuppressiva im Transplantationskontext (Forschungsstand) 

Aufgrund hoher MAIT-Zell Frequenzen sowohl im peripheren Blut als auch in der Leber sowie 

deren hochkonservierten TCR wird angenommen, dass diese eine wichtige Funktion im 

menschlichen Immunsystem beziehungsweise in der Leber erfüllen. Dafür spricht auch, dass eine 

Reaktivität von MAIT Zellen auf viele Erreger (23, 24), welche zu Infektionen nach 

Lebertransplantation führen (22), gezeigt ist. Außerdem wird von einer Beteiligung von MAIT 

Zellen bei autoimmunen Lebererkrankungen ausgegangen (siehe 3.1.4), sodass auch eine pro- oder 

antiinflammatorische Beteiligung der Zellen im Rahmen einer Abstoßungsreaktion nach 

Transplantation denkbar wäre. Zum Verfassungszeitpunkt der vorliegenden Arbeit waren nur 

wenige Daten zu den Auswirkungen einer LTx und/oder von IS und deren Weaning auf die 

Biologie von MAIT Zellen publiziert. Eine Pharmakoresistenz von MAIT-Zellen aufgrund ihrer 

hohen MDR1 Expression wurde bisher hauptsächlich für verschiedene Chemotherapeutika gezeigt 

(39). Im Gegensatz dazu konnten mehrere Studien Effekte von IS auf MAIT Zellen nachweisen. 

Fergusson et al. beobachteten nach in vitro Inkubation mit MPA oder Tac eine beeinträchtige 

MAIT Zell Proliferation sowie eine verminderte GrB Expression von MAIT Zellen nach 

Inkubation mit Pred (13). Darüber hinaus konnten Hinks et al. einen Effekt inhalativer 



 

 

16 

Glucocorticoide auf MAIT Zell Frequenzen und IFNγ Produktion bei elf COPD PatientInnen 

nachweisen (40). Insgesamt bleibt die Datenlage zum Einfluss verschiedener IS auf MAIT Zellen 

jedoch begrenzt.   
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4 Fragestellung 

Die in der Leber zahlreich vorhandenen MAIT Zellen sind eine relevante, bisher unzureichend 

erforschte T-Zell Population. Es gibt Hinweise auf eine protektive Rolle bei bakteriellen (41), 

viralen (42) und Pilz-Infektionen (43). Gleichzeitig haben MAIT Zellen auch proinflammatorische 

und -fibrotische Eigenschaften (27). Die genannten Charakteristika sind von besonderer Relevanz 

im Kontext einer LTx sowie der damit verbundenen IS. Ein Hauptproblem ist hier das zuletzt 

wenig verbesserte Langzeitüberleben lebertransplantierter PatientInnen (29). Wichtige Ursachen 

dafür sind unter anderem eine erhöhte Infektanfälligkeit unter IS (30) sowie eine chronische 

Abstoßungsreaktion des Transplantats mit zunehmender Fibrosierung der Leber (44). Bei wenigen 

PatientInnen ist jedoch ein Absetzen der IS unter Ausbleiben einer Rejektion möglich, was das 

(Transplantat-) Überleben verbessert (zusammengefasst in (45)). Angesichts ihrer großen Anzahl 

in der Leber, sowohl protektiven als auch profibrotischen Eigenschaften ist eine Beteiligung von 

MAIT Zellen an den oben genannten Prozessen wahrscheinlich. Zum Einfluss von LTx, IS und 

deren Weaning auf MAIT Zellen existieren jedoch nur wenige Daten. Hauptziel der vorliegenden 

Arbeit ist, funktionelle und phänotypische Veränderungen von MAIT Zellen im Kontext einer LTx 

sowie der damit einhergehenden IS zu untersuchen. Beide Faktoren werden dabei differenziell 

anhand einer vergleichenden Analyse peripherer MAIT Zellen gesunder SpenderInnen (GS), 

immunsuprimierter und operational toleranter lebertransplantierter PatientInnen ohne IS (tol) 

sowie nierentransplantierter PatientInnen analysiert. Dabei ergeben sich folgende Fragestellungen.  

1.) Beeinflussen die derzeit in der klinischen Routine nach LTx verwendeten 

Immunsuppressiva wie beispielsweise Glucocorticoide, Calcineurininhibitoren oder 

Antimetabolite grundsätzlich die MAIT Zell Funktionalität?  

2.) Welche funktionellen und phänotypischen Veränderungen sind in MAIT Zellen im 

peripheren Blut lebertransplantierter PatientInnen nachweisbar? Existieren dosis- oder 

substanzabhängige Unterschiede?  

3.) Werden MAIT Zellen bereits durch die LTx selbst beeinflusst oder sind potentielle 

Beeinträchtigungen der MAIT Zell Funktionalität sowie phänotypsiche Veränderungen 

ausschließlich auf die immunsuppressive Therapie zurückzuführen? 

4.) Inwieweit sind phänotypische und funktionelle Veränderungen der peripheren MAIT 

Zellen nach LTx und IS durch Weaning der IS reversibel?  

5.) Welche phänotypischen Eigenschaften und funktionelle Einschränkungen zeigen 

periphere MAIT Zellen operational toleranter lebertransplantierter PatientInnen? 
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5 Material und Methoden 

5.1 Immunsuppressiva 

Die Auswahl der untersuchten IS für die in vitro Experimente erfolgte nach ihrer klinischen 

Relevanz, welche über eine Literaturrecherche in der Datenbank PubMed sowie in Rücksprache 

mit behandelnden Ärzten des Transplantationszentrums der Charité eingeschätzt wurde.  Zur 

Konzentrationsbestimmung der IS erfolgte eine Auswertung der entsprechenden Standard 

Operating Procedures (SOPs) des Charité Transplantationszentrums, internationalen 

Empfehlungen (35, 46) sowie strukturell ähnlicher Experimente (47). Zur Gewährleistung 

möglichst standardisierter Untersuchungsbedingungen wurden die jeweiligen Wirkstoffe 

aliquotiert und bei -20°C (CyA, MPA, Pred) respektive 4°C (Tac) gelagert. Hierfür wurden nach 

entsprechender Verdünnung mit Ethanol Aliquots von Tacrolimus (Prograf®, Astellas Pharma, 

Tokyo, Japan) in einer Konzentration von 10 µg/ml, Cyclosporin A (Cayman Chemical, Ann 

Arbor, Michigan, USA) in einer Konzentration von 120 µg/ml und Mycophenolsäure (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Minnesota, USA) in einer Konzentration von 2,7 mg/ml hergestellt. 

Prednisolon (Prednisolut®, Mibe, Sandersdorf-Brehna, Deutschland) wurde in phosphate-

buffered saline (PBS) gelöst und in einer Konzentration von 570 µg/ml aliquotiert. Die Inkubation 

von PBMCs mit den jeweiligen Substanzen erfolgte dann in den Endkonzentrationen 10 ng/ml für 

Tac, 120 ng/ml für CyA, 2,7 μg / ml für MPA und 0,57 μg / ml für Pred. Dies entsprach IS 

Dosierungen, wie sie unmittelbar nach einer Lebertransplantation angestrebt werden. Zur 

Versuchsoptimierung wurden außerdem antigen- sowie zytokinvermittelte Stimulationen (siehe 

4.5) von PBMCs gesunder SpenderInnen (n=6) mit jeweils der 0,1-fachen, 10-fachen sowie der 

festgelegten IS Konzentration, beziehungsweise mit Präinkubationszeiten verschiedener Länge 

durchgeführt. 

5.2 Antigene und Zytokine 

Für die funktionalen Assays wurden peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) bei 37°C und 

einem Luft-CO2-Gehalt von 5% in jeweils 300 µl RPMI 1640 Medium (Biochrom, Berlin, 

Deutschland) stimuliert. Letzteres war mit 0,3 mg / ml Glutamin, 100 U / ml Penicillin und 0,1 mg 

/ ml Streptomycin sowie 10 % menschlichem AB Serum (jeweils Biochrom) versetzt. Als 

inflammatorischer Stimulus wurde eine Kombination der Zytokine IL12, IL15 (jeweils Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland), IL18 und TNF-like ligand 1A (TL1A) (je R&D, 

Minneapolis, Minnesota, USA) gewählt, wobei Titrationen mit 1%, 10% und 100% der ebenfalls 

in einer Arbeit von Sattler et al. (14) verwendeten Zytokinkonzentrationen bei gleichzeitiger 
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Inkubation mit den festgelegten IS Konzentrationen durchgeführt wurden. Die finalen 

Zytokinkonzentrationen betrugen je 5 ng / ml für IL12, IL15 und IL18 sowie 10 ng / ml für TL1A. 

Für die antigenvermittelte Stimulation wurden lysierte E. coli Bakterien (Laborstamm DH5α) als 

Modellantigen sowie anti-CD28 Antikörper in der Konzentration von 1 μg / ml (Biolegend, San 

Diego, Kalifornien, USA) als Ko-Stimulus verwendet. Die Bakterien wurden aus einer 

laboreigenen Kultur gezüchtet und in 1%iger Formalinlösung für 5 Minuten fixiert. Zur 

Minimierung von Formalinrückständen erfolgten anschließend mehrere Waschschritte. Die 

Anzahl der Bakterien wurde mit einem NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, Massachusetts, USA) spektralphotometrisch über den Optischen Dichtewert (OD) bei 

einer Wellenänge von 600 nm bestimmt. Aliquots wurden bei -20°C gelagert und vor Gebrauch 

mit RPMI Medium auf eine Konzentration von 106 Bakterien / 10 µl verdünnt. Für die DH5α 

Antigenstimulation erfolgten Titrationen mit einer Multiplizität der Infektion von 10, 30 und 100 

zur optimierten Darstellung der Stimulations- und Immunsuppressionseffekte. Diese war bei einer 

MOI von 30 gegeben. Die Spezifität der bakteriellen Stimulation wurde über Hinzugabe von anti-

MR1 Antikörpern in einer Konzentration von 10 μg/ml (Biolegend) beziehungsweise einer 

Isotypkontrolle vor bakterieller Stimulation bestätigt. 

5.3 Antikörper 

Die durchflusszytometrischen Multiparameter-Messungen beinhalteten Kombinationen der in 

Tabelle 1 gelisteten Markersets zur Analyse relevanter Lymphozytenpopulationen, deren 

Phänotyp sowie ihres funktionellen Repertoires nach Stimulation. Für die Auswahl geeigneter 

Marker erfolgte zunächst eine Literaturrecherche über die Datenbank PubMed hinsichtlich der von 

MAIT Zellen exprimierten Moleküle. Anschließend wurden geeignete Markersets 

zusammengestellt. Die Arbeitskonzentrationen der verwendeten Antikörper wurden durch 

Titrationen ermittelt, wobei die jeweils niedrigste Konzentration zum Einsatz kam, bei der zwei 

klar trennbare Populationen unterschieden werden konnten.  
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Tabelle 1: Liste verwendeter Antikörper zur Oberflächenfärbung 

Marker Fluorochrom Hersteller Klon Konzentration Eigenschaft 

CD3 PerCP / Cy5.5 BL SK7 1:100 T-Zellen 

CD4 BUV395 BD SK3 1:50 T-Helfer 

CD8 APC eFluor 780 eBio SK1 1:100 T-Zytotoxisch 

CD14 BV510 BL M5E2 1:100 Monozyten 

CD19 BV510 BL H1B19 1:100 B-Zellen 

Life / Death Aqua (BV510) BL  1:800 Tote Zellen 

CD161 PE / Dazzle 594 

BV421 

BL HP-3G10 

HP-3G10 

1:30 

1:30 

MAIT 

IL18R  PE / Dazzle 594 BL H44 1:100 MAIT 

TCR Vα 7.2 APC BL 3C10 1:100 MAIT 

CD56 BV785 

Alexa 700 

BL 

BL 

5.1.H11 

HCD56 

1:200 

1:100 

NK 

CD69 Alexa 700 BL FN50 1:100 Aktivierung 

CD103 PE BL Ber-ACT8 1:200 TR 

KLRG1 FITC BL SA231A2 1:200 TR 

NKG2D BV421 BL 1D11 1:30 NK 

CD45RA PE / Cy7 BL HI100 1:800 Diff 

CCR7 BV711 BD 3D12 1:50 Diff 

CD8β PE / Cy7 eBio SIDI8BEE 1:200 Diff 

CD27 PE BL M-T271 1:200 Diff 

CXCR3 BV785 BL G025H7 1:200 Diff 

HLA-DR FITC BL L243 1:100 Aktivierung 

CD38 BV605 BL HIT2 1:200 Aktivierung 

PD1 BV711 BD EH12.1 1:200 Anergie 

CD107a FITC BL H4A3 1:400 Degranulation 

CD25 PE / Cy7 BL BC96 1:100 TReg 
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Tabelle 2: Liste verwendeter Antikörper zur intrazellulären Färbung 

Marker Fluorochrom Hersteller Klon Konzentration Eigenschaft 

FoxP3 Alexa647 BL 150D 1:50 TReg 

CTLA4 BV421 BL BNI3 1:50 TReg 

Ki67 Alexa700 BD B56 1:100 Proliferation 

aCasp3 BV650 BD C92-605 1:300 Apoptose 

TNFa PE BL MAb11 1:800 EF 

IL2 BV605 BL MG1-17H12 1:200 EF 

IL17 BV785 BL BL168 1:200 EF 

TNFa PE BL MAb11 1:800 EF 

IFNg eFluor 450 eBio 4S.B3 1:100 EF 

GrB Alexa 700 BD GB11 1:100 EF 

Tabellen 1 und 2: Zusammenfassung der zur Immunfluoreszenzfärbung verwendeten Antikörper.  

Die Antikörper wurden in verschiedenen Panels kombiniert. Abkürzungen: BL: Biolegend; BD: Beckton Dickinson; eBio: 

eBioscience. TR: Tissue Residency; Diff: Differenzierung; EF: Effektorfunktion. 

5.4 Versuchsaufbau und Durchflusszytometrie 

5.4.1 Durchflusszytometrie 

In der Durchflusszytometrie können sowohl physikalische Eigenschaften als auch 

Oberflächenantigene und intrazelluläre Moleküle von Zellen gemessen werden. Die Zellen 

passieren dazu in einer Flüssigkeit, meist PBS, einzeln durch einen Hüllstrom hydrodynamisch 

fokussiert, mehrere Lichtquellen (meist Laser). Verschiedene Detektoren (Photodioden und/oder 

Photoelektronenvervielfacher) messen die Lichtstreuung der Zellen und das Fluoreszenzlicht. 

Dabei konvertieren und verstärken die Detektoren die Lichtsignale (Photonen) zu einem 

elektrischen Signal, welches von entsprechenden Programmen in graphische Darstellungen 

umgewandelt wird. Streulicht wird als Vorwärtsstreulicht (forward scatter, FSC) oder 

Seitwärtsstreulicht (side scatter, SSC) detektiert. Der FSC bezeichnet die Streuung entlang der 

Lichtachse des Lasers und gibt Auskunft über die Größe gemessener Zellen. Der SSC misst die 

Granularität von Zellen, indem Lichtstreuung im rechten Winkel (annähernd 90°) zum 

einfallenden Lichtstrahl erfasst wird. Schließlich kann auch die Durchflussrate der Zellen 

abhängig vom Zweck der Analyse festgelegt werden. Hohe Durchflussraten, wie in der 

vorliegenden Arbeit, werden unter anderem bei Immunphänotypisierungen verwendet 

(zusammengefasst in (48)). 
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5.4.2 Immunfluoreszenzfärbung 

Zur Analyse von Zellkomponenten werden diese mit Antikörpern gegen die zu bestimmende 

Struktur markiert. Der Sichtbarmachung dienen Fluoreszenzfarbstoffe (Fluorophore), die direkt 

an den Antikörper oder an einen gegen den ersten Antikörper gerichteten Antikörper gebunden 

sind. Die Fluorophore werden durch Licht unterschiedlicher Wellenlängen angeregt und emittieren 

daraufhin ein definiertes, langwelligeres Lichtspektrum. Da die Farben von anregendem und 

ausgestrahltem Licht unterschiedlich sind, können diese durch die Verwendung optischer Filter 

(long pass, short pass, band pass) getrennt und von nachgeschalteten Detektoren unterschieden 

werden. Die Verwendung unterschiedlicher Farbstoff-Laser Kombinationen ermöglicht eine 

gleichzeitige Messung verschiedener Moleküle. Zusätzliche Variabilität kann über sogenannte 

Tandem-Fluorophore, Kombinationen zweier Farbstoffe, erreicht werden. Da sich die 

Emissionsspektra einzelner Fluorophore überschneiden können (spektrale Überlappung), müssen 

für eine korrekte Messung im Rahmen einer Kompensation Teile der jeweiligen Signale von denen 

anderer Emissionen subtrahiert werden und umgekehrt (zusammengefasst in (48)). Als 

Ausgangswerte für eine adäquate Kompensation wurden deshalb zunächst Einzelmessungen der 

verwendeten Farbstoffe durchgeführt und ein entsprechendes Kompensationsprofil erstellt, 

welches probenabhängig individuell angepasst werden konnte. Neben der Frequenz der ein 

Merkmal exprimierenden Zellen kann auch die Stärke der Merkmalsausprägung über die mean 

fluorescence intensity (MFI) bestimmt werden. Zur Berechnung der MFI wurde in dieser Arbeit 

der geometric mean (gMFI) verwendet.  

5.4.3 Zellisolation 

Für die Untersuchungen wurden PBMCs aus jeweils 20 ml heparinisiertem Vollblut von leber- 

und nierentransplantierten ProbandInnen sowie von gesunden SpenderInnen isoliert. Die Zellen 

wurden über Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll (Dichte 1,077 g/ml, Biochrom, Berlin, 

Deutschland) getrennt. Anschließend erfolgte eine Zellzahlbestimmung durch 

Stromausschlussverfahren und Pulsflächenanalyse mittels CASY® TT (OLS OMNI Life Science, 

Bremen, Deutschland). Danach wurden eine Phänotypisierung und funktionale Assays (siehe 

3.4.4-5) durchgeführt. Für weiterführende Untersuchungen wurde jeweils ein Teil der Zellen 

sowie Serumproben der PatientInnen kryokonserviert.  
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5.4.4 Phänotypisierung 

Für die Phänotypisierung wurden abhängig von der Gesamtzellzahl 1-2x106 PBMCs pro Probe in 

zwei verschiedenen Panels analysiert, wobei die Zellen jeweils in PBS / BSA mit den in Tabelle 

1 genannten Fluoreszenzfarbstoffen in den angegebenen Konzentrationen resuspendiert wurden, 

sodass sich ein Gesamtvolumen von 100µl ergab.  Die Färbung erfolgte für 20 Minuten bei 

Raumtemperatur. In manchen Fällen war ein zweiter Färbeschritt für die Dauer von 10 Minuten 

bei 4°C nötig.  

5.4.5 Funktionelle Assays 

Für die funktionellen Assays (siehe Abbildung 2) wurden abhängig von der Gesamtzahl der 

isolierten PBMCs zwischen 5x105 bis 1x106 Zellen pro Probe verwendet. Die Zellen wurden in 

300 µl RPMI Medium (siehe 4.2) für 22 Stunden bei 37°C mit den entsprechenden Zytokinen oder 

E. coli und aCD28 inkubiert. Zur intrazellulären Messung sezernierter Proteine wurde Brefeldin 

A (BrefA, Sigma-Aldrich) mit einer Konzentration von 10 µg/ml in den letzten 4 Stunden der 

Zytokinstimulation beziehungsweise zusammen mit BD GolgiStopTM (Hauptbestandteil: 

Monensin, BD Biosciences, 1: 1000) für die letzten 18 Stunden der E. coli Stimulation 

hinzugegeben. Beide Substanzen wirken über eine Inhibierung des Golgi Apparates und führen so 

zur intrazellulären Akkumulation normalerweise sezernierter Proteine (49). Für die in vitro 

Experimente mit PBMCs gesunder SpenderInnen wurden diese in 300 µl RPMI zwei Stunden mit 

den oben genannten IS in verschiedenen Konzentrationen oder den Kombinationen Tac + MPA, 

Abbildung 2: Zusammenfassung der funktionellen Assays.  
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Tac + Pred, CyA + Pred beziehungsweise MPA + Pred vorinkubiert. Bei allen 

Stimulationsexperimenten erfolgte eine Negativ- (keine Stimulation) und bei in vitro Versuchen 

zusätzlich eine Positivkontrolle (Stimulus ohne IS sowie Stimulus mit Ethanol, dem verwendeten 

Lösungsmittel der IS). Nach Stimulationsende wurde zunächst eine Oberflächenfärbung (siehe 

5.4.4) durchgeführt. Anschließend erfolgte eine Fixierung und Permeabilisierung der Zellen mit 

BD FACS™ Lysing Solution respektive BD FACS™ Permeabilizing Solution 2 (beide BD 

Biosciences). Dann folgte eine Färbung intrazellulär akkumulierter Proteine wie beispielsweise 

TNFα, IFNγ oder aCasp3 für 30 Minuten bei Raumtemperatur.  

5.5 Durchflusszytometrische Analyse 

Alle durchflusszytometrischen Analysen erfolgten mit einem FACS LSR FortessaTM X20 (Becton 

Dickinson and Company, BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA) mit vier Lasern in den 

Farben Rot (633 nm), Blau (488 nm), Violett (405 nm) und Ultraviolett (355 nm) sowie 16 Filtern. 

In dieser Konfiguration konnten maximal 16 verschiedene Parameter gleichzeitig gemessen 

werden. Vor der durchflusszytometrischen Analyse wurden die gewaschenen Zellpellets zunächst 

in 100µl PBS gelöst und kurz gevortext. Noch nicht gemessene Proben wurden bis zu ihrer 

Messung bei 4°C gelagert. Aus Übersichtlichkeitsgründen wurde ein Detektionsschwellenwert 

(Threshold) von 20.000 festgelegt, sodass kleinere Partikel nicht aufgezeichnet wurden.  

5.5.1 Gating Strategie 

Für die Analyse durchflusszytometrischer Daten existieren wenig definierte Standards. Deshalb 

ist sie in hohem Maße von der Erfahrung des Experimentators abhängig. Leitkonzepte der 

Datenanalyse sind es, die zu erforschenden Zellpopulationen selektiv darzustellen und dann über 

Abbildung untersuchter Biomarker weitere Informationen über diese zu gewinnen. Diese Methode 

wird als Gating bezeichnet. Ein Gate ist dabei eine definierte Region auf einem Graphen, welche 

eine abgrenzbare Zellpopulation umfasst (zusammengefasst in (48)). Durch das Definieren von 

Gates können störende Zellen und Partikel schrittweise ausgeschlossen werden, bis die 

Zielpopulationen dargestellt sind. Die verwendete Gating Strategie kann in Abbildung 3 

nachvollzogen werden. 
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5.5.2 Auswertung 

Die Datenauswertung erfolgte manuell mit dem Programm FlowJo (Version 10, Treestar, Ashland, 

Oregon, USA). In dieser Arbeit gezeigte Durchflusszytometriedaten sind als Dot Plots 

(zweidimensionale Streudiagramme zur gleichzeitigen Auswertung zweier Merkmale) dargestellt. 

Um in die Analyse integriert zu werden, musste eine Mindestzellzahl von 25 Zellen in der 

jeweiligen Zielpopulation nachweisbar sein. Außerdem wurden für einzelne Proben Marker mit 

ungenügendem Färbeergebnis ausgeschlossen. In unseren Analysen erfolgte jeweils eine 

Gruppierung der PatientInnen entsprechend ihrer IS sowie deren Stärke. Hier entspricht Gruppe 1 

einer Medikation mit Tac Serumspiegeln < 3 ng/ml oder CyA < 50 ng/ml. Gruppe 2 erhielt IS mit 

Tac 3-5 ng/ml oder CyA 50-100 ng/ml. Gruppe 3 wurde mit Tac Spiegeln über 5ng/ml bzw. CyA 

Spiegeln über 100 ng/ml behandelt. Die MMF Dosis (bis zu 500 mg/d) war für die 

Gruppeneinteilung unerheblich. 

5.5.3 Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung der in FlowJo ausgewerteten Daten erfolgte durch die Software 

Graphpad PRISM (Version 8.0, GraphPad Software, San Diego, Kalifornien, USA). Ergebnisse 

wurden in Diagrammen dargestellt. Alle Balkendiagramme zeigen den Mittelwert ± 

Abbildung 3: Gating Strategie 

Zunächst erfolgte ein Gating auf Lymphozyten. Im Anschluss wurden über FSC-W und -H Dubletten ausgeschlossen. Über einen 

„dump“ (CD14, CD19, L/D) Channel wurden tote Zellen, Monozyten und B-Zellen ausgeschlossen. MAIT Zellen waren CD3+, 

CD8+ oder CD8-CD4- sowie Vα7.2+CD161high. „Konventionelle“, nicht-MAIT CD8+ Zellen wurden entsprechend der Darstellung 

identifiziert. CD4+ T-Zellen waren CD3+ und CD4+CD8-. Regulatorische T-Zellen waren CD3+, CD4+CD8- und CD25highFoxP3+. 

NK Zellen wurden als CD3- Zellen über CD56 Expression selektiert. Nach Sattler, Thiel et al. (50). 



 

 

26 

Standardfehler (Standard error of the mean, SEM). Für die statistische Analyse wurden die 

Messwerte zunächst mittels D’Agostino-Pearson sowie Shapiro-Wilk Tests auf eine 

Normalverteilung hin überprüft. Abhängig von der Normalverteilung wurde bei Vergleichen von 

zwei unabhängigen Stichproben ein T-Test mit Welch-Korrektur beziehungsweise ein Mann-

Whitney Test angewandt. Statistische Vergleiche von mehr als zwei ungepaarten Gruppen 

erfolgten via ANOVA, wenn eine Normalverteilung angenommen werden konnte, oder Kruskal-

Wallis-Test, falls keine Normalverteilung bestand. In allen statistischen Tests mit mehreren 

Gruppen wurden die jeweiligen Behandlungsgruppen mit der Referenzpopulation (GS) 

verglichen. 

5.6 PatientInnen und gesunde SpenderInnen 

Die Studie wurde vom Ethikkomitee der Charité-Universitätsmedizin Berlin genehmigt und nach 

dessen Vorgaben ausgeführt (EA 2/028/13, EA 2/035/16, EA 4/127/17). Alle Probanden gaben 

entsprechend der Helsinki Deklaration ihr Einverständnis zur Teilnahme an dieser Studie. 

Gesunde SpenderInnen für eine altersangepasste Kontrollgruppe wurden auf freiwilliger Basis 

rekrutiert. Einschlusskriterium für leber- und nierentransplantierte PatientInnen war eine 

laborchemisch und klinisch stabile Transplantatfunktion zum Zeitpunkt der immunologischen 

Analyse. Ausgeschlossen wurden PatientInnen und gesunde SpenderInnen mit klinischen 

Hinweisen auf eine akute beziehungsweise chronische Infektion oder Inflammation zum 

Untersuchungszeitpunkt. Ein Ausschlusskriterium bei HBV- oder HCV-infizierten ProbandInnen 

waren darüber hinaus Rezidive innerhalb eines Jahres vor dem Messzeitpunkt. Die Liste der 

eingeschlossenen PatientInnen ist in den Tabellen 2 und 3 einsehbar (modifiziert nach Sattler, 

Thiel et al. (50)). 
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Tabelle 3: Charakteristika lebertransplantierter PatientInnen und gesunder SpenderInnen 

Variablen Alle 

PatientInnen 

(n=58) 

Tolerante 

PatientInnen 

(n=8)  

Gesunde 

SpenderInnen 

(n=19) 

Alter (y ± SD)* 61,78 (11,75) 63,8 (10,3) 61,26 (6,51) 

Geschlecht (weiblich)** 21/58 (36,2%) 1/8 (12,5%) 10/19 (52,6%) 

Jahre seit Transplantation (y ± SD)* 12.59 (7,2) 15.5 (7,2)  

Tolerante Gruppe (IS-frei)**  8/58 (13,8%)  

Tolerante Gruppe: durchschnittliche  IS-

freie Zeit# 

 36.8 (75,6)  

IS Gruppe 1** 20/58 (34,5%)   

IS Gruppe 2** 19/58 (32,8%)   

IS Gruppe 3** 11/58 (19%)   

IS**    

Tacrolimus + Mycophenolat Mofetil 19/58 (32,8%)   

Tacrolimus 16/58 (27,6%)   

Keine 8/58 (13,8%)   

Mycophenolat Mofetil  6/58 (10,3%)   

Cyclosporin A + Mycophenolat Mofetil  5/58 (8,6%)   

Cyclosporin A  4/58 (6,9%)   

Grunderkrankung**    

Nutritiv-toxische Zirrhose 13/58 (22, 4%)   

Hepatitis C 11/58 (19%) 5 (62,5%)  

Hepatozelluläres Karzinom (HCC)  9/58 (15,5%) 1 (12,5%)  

Hepatitis B  9/58 (15,5%) 1 (12,5%)  

Primär billiäre Cholangitis  4/58 (6,9%)   

Kryptogene Zirrhose 3/58 (5,2%) 1 (12,5%)  

Alpha-1 Antitrypsin Mangel 2/58 (3,4%)   

Primär sklerosierende Cholangitis 2/58 (3,4%)   

Budd–Chiari Syndrom 1/58 (1,7%)   

Caroli Syndrom 1/58 (1,7%)   

Chemotherapie-induzierte Zirrhose 1/58 (1,7%)   

Sekundär biliäre Zirrhose 1/58 (1,7%)   

Morbus Wilson 1/58 (1,7%)   

Tabelle 3: Charakteristika lebertransplantierter PatientInnen und gesunder SpenderInnen 

Fußnoten: y: Jahre, *Durchschnitt ± Standardabweichung; **Anteil (Prozentzahl;) #Monate ± Standardabweichung. Die 

Einteilung der PatientInnen in IS Gruppen ist in Kapitel 5.4.8 beschrieben. Nach Sattler, Thiel et al.(50).  
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Tabelle 4: Charakteristika während der Studie geweanter PatientInnen 

Patientennummer Alter+ Geschlecht 

(m/f) 

Zeit 

seit 

Tx$ 

Grunderkrankung IS° IS-

freie 

Zeit# 

11 74 m 13 HCV MMF 9 

12 60 m 8 Kryptogen Tac + MMF 6 

13 65 m 14 HCC Tac 4  

Tabelle 4: Charakteristika während der Studie geweanter PatientInnen.  

Fußnoten: m: männlich, f: weiblich, Tx: Transplantation, +Bei Baseline Analyse, $Jahre, °vor Absetzen der IS,  #Monate. Nach 

Sattler, Thiel et al.(50). 

 

Tabelle 5: Charakteristika nierentransplantierter PatientInnen 

Variablen PatientInnen 

(n=23) 

Alter (y ± SD)* 58,57 (11,7) 

Geschlecht (weiblich)** 8/23 (34,8%) 

Jahre seit Transplantation (y ± SD)* 9,3 (5,0) 

IS**  

Tacrolimus + Mycophenolat Mofetil + Prednisolon 11/23 (47,8%) 

Cyclosporin A + Mycophenolat Mofetil + Prednisolon 8/23 (34,8%) 

Tacrolimus +Mycophenolat Mofetil 2/23 (8,7%) 

Tacrolimus + Prednisolon  2/23 (8,7%) 

Grunderkrankung**  

Hypertensive Nephropathie 5/23 (21,7%) 

IgA Nephropathie 3/23 (13%) 

Glomerulonephritis 3/23 (13%) 

Pyelonephritis 2/23 (8,7%) 

Polyzystische Nierenerkrankung 2/23 (8,7%) 

Kryptogen 2/23 (8,7%) 

Zystinose 1/23 (4,3%) 

Diabetische Nephropathie 1/23 (4,3%) 

Diabetische + Hypertensive Nephropathie 1/23 (4,3%) 

Fokal segmentale Glomerulosklerose 1/23 (4,3%) 

Obstruktive Nephropathie 1/23 (4,3%) 

Systemischer Lupus Erythematodes 1/23 (4,3%) 

Tabelle 5: Charakteristika nierentransplantierter PatientInnen 

Fußnoten: y: Jahre, *Durchschnitt ± Standardabweichung; **Anteil (Prozentzahl;) #Monate ± Standardabweichung. Die 

Einteilung der PatientInnen in IS Gruppen ist in Kapitel 5.4.8 beschrieben. Nach Sattler, Thiel et al.(50).   
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6 Ergebnisse 

6.1 Beeinflussung von MAIT Zell Funktionen gesunder SpenderInnen durch 

Immunsuppression abhängig vom Aktivierungsmechanismus 

Zur Untersuchung eines potenziellen Einflusses bei LTx gängiger IS auf MAIT Zellen wurden 

PBMCs gesunder SpenderInnen in vitro mit verschiedenen IS (Tac, CyA, MPA, Pred und 

Kombinationen) in unterschiedlichen Konzentrationen vorinkubiert. Anschließend erfolgte eine 

22-stündige Stimulation, entweder mittels Zytokinstimulation unter Verwendung von IL12, IL15, 

IL18 sowie TL1A in vortitrierten Konzentrationen oder mit E. coli Bakterien in Kombination mit 

aCD28. Durchflusszytometrische Messungen der von MAIT Zellen produzierten Zytokine zeigten 

hierbei, dass nach Zytokinstimulation lediglich Prednisolon die Expression der Zytokine TNFα 

und IFNγ signifikant supprimierte (Abbildung 4). Bei antigenspezifischer Stimulation war eine 

signifikante Hemmung der TNFα und IFNγ Expression zusätzlich unter IS mit Tac beobachtbar. 

TNFα konnte außerdem nach Präinkubation mit CyA supprimiert werden (Abbildung 4). 

Weiterhin beeinträchtigte sowohl eine Vorinkubation mit Pred als auch mit Calcineurininhibitoren 

die Ausschüttung von IL17. Die Expression des bei E. coli Stimulation nachweisbaren 

Degranulationsmarkers CD107a blieb durch die IS unbeeinträchtigt. Die sowohl bei Zytokin- als 

auch E. coli Stimulation gemessene Serinprotease GrB war lediglich nach antigenspezifischer 

Stimulation und Präinkubation mit Pred signifikant vermindert (Daten nicht gezeigt. Vergleiche 

jeweils Sattler, Thiel et al. (50)). 

6.2 Divergente T-Zell Frequenzen unter Immunsuppression 

Zur Untersuchung des Einflusses von LTx beziehungsweise IS auf MAIT Zellen erfolgte eine 

durchflusszytometrische ex vivo Phänotypisierung verschiedener Lymphozytenpopulationen 

lebertransplantierter SpenderInnen im Vergleich zu einer gesunden altersgematchten 

Vergleichsgruppe (Abbildung 5). Hier waren signifikant reduzierte MAIT Zell Frequenzen bei 

immunsupprimierten SpenderInnen auffällig. Diese zeigten sich unabhängig von der individuellen 

IS Medikation. Bei toleranten geweanten (tol) lebertransplantierten PatientInnen blieben MAIT 

Zell Frequenzen ebenfalls signifikant erniedrigt. Die Frequenzen von Treg sowie konventionellen 

CD4+ T-Zellen waren lediglich bei IS PatientInnen signifikant vermindert und erholten sich nach 

Weaning. Weiterhin zeigten sich die Frequenzen CD8+ T-Zellen bei beiden Patientengruppen 

signifikant erhöh signifikant erhöht. Bezüglich der NK Zell Frequenzen zeigten sich keine 

signifikanten Veränderungen gegenüber gesunden Individuen.  
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 Abbildung 4: Anteil von TNFα und IFNγ produzierenden CD8+ und DN MAIT-Zellen nach inflammatorischer (A) oder 

antigenspezifischer (B) Stimulation von PBMCs unter 22h Koinkubation mit verschiedenen IS. 

Oben: exemplarische Darstellung einzelner Dotplots. Unten: Balkendiagramme zeigen den Mittelwert ± SEM in Prozent der 

Zytokinproduktion stimulierter PBMCs ohne IS, welche als 100% definiert wurden. Signifikanzen beziehen sich jeweils auf den 

Vergleich einzelner Gruppen (n=6) mit der Referenzgruppe (ohne IS). Legende für diese und alle folgenden Abbildungen: *: 

p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001. Abbildung nach Sattler, Thiel et al. (50). 
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6.3 MAIT Zellen in LTx-Patienten zeigen unter Immunsuppression einen aktivierten, 

funktionell erschöpften Phänotyp 

Zur Identifizierung möglicher Biomarker für die Entwicklung operationaler Toleranz nach 

Lebertransplantation erfolgte außerdem eine durchflusszytometrische Analyse verschiedener 

MAIT Zell Aktivierungs- und Differenzierungsmarker (Abbildung 6). Hier zeigten sich bei MAIT 

Zellen immunsupprimierter PatientInnen erhöhte Aktivierungsmarker (CD69, CD38, HLA-DR) 

im Vergleich zu einer altersgematchten Kontrollgruppe gesunder SpenderInnen. 

Interessanterweise war hier bei toleranten PatientInnen kein signifikanter Unterschied zur 

Abbildung 5: Zellfrequenzen altersgematchter gesunder SpenderInnen (GS, n=20) im Vergleich zu immunsupprimierten (IS, 

n=58) sowie toleranten (tol, n=7-8) lebertransplantierten PatientInnen. 

 MAIT-Zell Frequenzen lebertransplantierter PatientInnen (A) sind zusätzlich aufgeschlüsselt nach der jeweiligen IS dargestellt. 

Unten (B) sind NK (CD3-CD56+), CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie nTReg Frequenzen abgebildet. Die Punktdiagramme zeigen 

einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM. Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die Referenzpopulation (GS). 

Nach Sattler, Thiel et al. (50). 
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Kontrollgruppe detektierbar. Auch in einer IS-Subgruppenanalyse konnte eine Signifikanz nicht 

für alle IS-Regimes nachgewiesen werden. Weiterhin war bei immunsupprimierten sowie 

toleranten PatientInnen eine signifikante Erhöhung des Erschöpfungsmarkers PD1 auffällig, 

welche in einer Analyse der IS-Subgruppen nicht für jede IS-Kohorte Signifikanz erreichte. 

Darüber hinaus konnte in unstimulierten MAIT-Zellen immunsupprimierter und toleranter 

PatientInnen eine signifikant erhöhte ex vivo Expression von GrB nachgewiesen werden, welche 

ebenfalls nicht bei allen IS-Subgruppen Signifikanz erreichte. 

6.4 Funktionelle MAIT Zell Beeinträchtigung nach Lebertransplantation  

Zur Analyse der funktionellen Beeinträchtigung von MAIT Zellen lebertransplantierter 

PatientInnen wurden PBMCs analog zu 5.1 mit Zytokinen oder E.coli und aCD28 stimuliert und 

die durchflusszytometrisch gemessene Produktion verschiedener Effektormoleküle mit einer 

altersgematchten gesunden Referenzpopulation (GS) statistisch verglichen (Abbildung 7). 

Unabhängig von der Art der Stimulation zeigte sich hierbei eine signifikant verminderte 

Expression von TNFα und IFNγ bei immunsupprimierten PatientInnen. In einer 

Subgruppenanalyse abhängig von der verwendeten IS waren Unterschiede nur in wenigen Fällen 

signifikant. Bei toleranten PatientInnen war ausschließlich die IFNγ Produktion nach 

antigenspezifischer Stimulation signifikant vermindert. Weiterhin zeigte sich eine reduzierte 

Expression des bei E. coli Stimulation nachweisbaren Degranulationsmarkers CD107a in der IS 

Gruppe, welche nach Subgruppenanalyse nicht in allen Untergruppen signifikant wurde. Darüber 

hinaus konnte eine signifikante Erhöhung der GrB Expression immunsupprimierter PatientInnen 

nach E. coli Stimulation festgestellt werden, welche nicht für alle IS Untergruppen Signifikanz 

erreichte (Daten nicht gezeigt. Vergleiche Sattler, Thiel et al. (50)).   
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Abbildung 6: Exemplarische Darstellung von Aktivierungsmarkern (A+B), funktionellen Erschöpfungsmarkern (C) sowie ex 

vivo Granzyme B Expression (D) von MAIT Zellen gesunder SpenderInnen (GS, n=20), immunsupprimierter (IS, n=58) und 

toleranter (tol, n=7-8) PatientInnen. 

Balkendiagramme zeigen den Mittelwert ± SEM. Punktdiagramme zeigen einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM. 

Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die Referenzpopulation (GS). Nach Sattler, Thiel et al. (50). 
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 Abbildung 7: Exemplarische Darstellung der Effektormolekülexpression von MAIT Zellen gesunder SpenderInnen (GS, n=20) 

im Vergleich zu immunsupprimierten (IS, n=58) und toleranten (tol, n=7-8) PatientInnen nach inflammatorischem Stimulus 

durch Zytokine (A) oder antigenspezifischer Stimulation mit E. coli (B).  

Balkendiagramme zeigen den Mittelwert ± SEM. Punktdiagramme zeigen einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM. 

Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die Referenzpopulation (GS). Nach Sattler, Thiel et al. (50). 
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6.5 Verminderte MAIT Zell Polyfunktionalität unter Immunsuppression 

Außerdem erfolgte eine Bewertung der Beeinträchtigung von MAIT Zell Funktionalität bei 

lebertransplantierten PatientInnen durch eine Analyse der gleichzeitigen Produktion multipler 

Effektormoleküle mithilfe von Boolean Gating. Unterschieden werden dabei Zellen, welche 

keines (0), eines (1) oder gleichzeitig mehrere Moleküle (2, 3 oder 4) produzieren. Nach 

Zytokinstimulation erfasste Marker beinhalteten TNFα, IFNγ und GrB. Nach E. coli Stimulation 

gemessene Moleküle waren TNFα, IFNγ, GrB sowie CD107a. Im Vergleich zu einer 

altersgematchten gesunden Kontrollgruppe zeigte sich hier nach Zytokinstimulation eine 

Reduktion tripel- und doppelpositiver Zellen sowohl unter verschiedenen IS als auch bei toleranten 

PatientInnen. Nach antigenspezifischer Stimulation waren die Frequenzen quadrupel-, tripel- und 

doppelpositiver MAIT Zellen lebertransplantierter PatientInnen reduziert. 

Abbildung 8: Polyfunktionalitätsanalyse von MAIT Zellen gesunder SpenderInnen (GS, n=20), immunsupprimierten und 

toleranten (tol, n=7-8) PatientInnen nach inflammatorischem Stimulus durch Zytokine (A) oder antigenspezifischer 

Stimulation mit e. coli und aCD28 (B).  

In A analysierte Moleküle beinhalten GrB, IFNγ und TNFα. Nach coli Stimulation wurde weiterhin CD107a berücksichtigt. Die 

Kreisdiagramme zeigen Mittelwerte. Nach Sattler, Thiel et al. (50). 
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6.6 Normalisierungstendenzen von MAIT Zell Phänotyp und Funktionen nach Weaning 

Zur Untersuchung von Veränderungen des MAIT Zell Phänotyps und der MAIT Zell 

Funktionalität nach erfolgreichem Weaning wurden PBMCs von drei PatientInnen vor und 4-9 

Monate nach vollständigem Absetzen der IS Medikation durchflusszytometrisch untersucht. In 

erfolgreich geweanten PatientInnen zeigte sich eine reduzierte Expression der Aktivierungsmarker 

CD38 und HLA-DR sowie der ex vivo GrB Produktion. Außerdem war ein deutlicher Anstieg von 

PD1 sowie eine leichte Erhöhung der CD69 Expression nachweisbar. Funktionell zeigte sich 

unabhängig von der Stimulationsart eine gesteigerte Produktion von TNFα und IFNγ. Nach E. coli 

Stimulation war die Frequenz CD107a exprimierender Zellen bei geweanten PatientInnen erhöht.  

  

Abbildung 9: Longitudinale Beobachtung des MAIT Zell Phänotyps (A) sowie der MAIT Zell Funktion nach Zytokin- (B) oder 

Coli Stimulation (C)  

Gezeigt sind zwei beziehungsweise drei während der Studie geweante PatientInnen vor (IS) und 4-9 Monate nach abgeschlossenem 

Weaning (tol) bei stabiler Transplantatfunktion. Zusammengehörige Werte sind im Punktdiagramm mit Linien verbunden. Nach 

Sattler, Thiel et al. (50) 
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6.7 MAIT Zell Verlust und aktivierter Phänotyp nach Nierentransplantation 

Um zwischen Effekten von LTx und IS zu differenzieren, wurden zusätzlich PBMCs 

nierentransplantierter PatientInnen unter mit LTx vergleichbarer immunsuppressiver Medikation 

isoliert und durchflusszytometrisch untersucht. Dabei zeigte sich im Vergleich zu gesunden 

SpenderInnen eine signifikante Reduktion peripherer MAIT Zellen, welche ebenfalls vermehrt die 

Aktivierungsmarker CD69 sowie CD38 und HLA-DR exprimierten. Weiterhin war eine 

signifikante Erniedrigung von T-Helfer Zellen sowie eine signifikante Erhöhung zytotoxischer T-

Zellen auffällig. NK Zell Frequenzen blieben unverändert.  

Abbildung 10: Exemplarische Darstellung von Zell-Frequenzen (A) sowie MAIT Zell Expression verschiedener 

Aktivierungsmarker (B) immunsupprimierter nierentransplantierter PatientInnen (NTx, n=23) im Vergleich zu gesunden 

SpenderInnen (GS, n =20).  

Punktdiagramme zeigen einzelne Messwerte sowie Mittelwerte und SEM. Statistische Vergleiche beziehen sich jeweils auf die 

Referenzpopulation (GS). Nach Sattler, Thiel et al. (50). 
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7 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit sollte die Wirkung von LTx, IS und deren Weaning auf MAIT Zellen 

differenziell untersucht werden. Insbesondere war dabei von Interesse, inwieweit gängige bei LTx 

verwendeten Immunsuppressiva MAIT Zell Funktionen und Phänotyp in vitro und ex vivo 

beeinflussen. Außerdem sollte eruiert werden, ob bereits die LTx selbst MAIT Zell Phänotyp und 

Funktionalität beeinflusst. Darüber hinaus sollten MAIT Zell Veränderungen durch Weaning 

sowie Eigenschaften von MAIT Zellen operational toleranter SpenderInnen untersucht werden. 

7.1 Multifaktoriell bedingter MAIT Zell Verlust 

In den durchflusszytometrischen Messungen war eine signifikante Reduktion der MAIT Zell 

Frequenzen in lebertransplantiertern PatientInnen im Vergleich zu gesunden SpenderInnen 

auffällig. Diese zeigte sich bei allen transplantierten ProbandInnen unabhängig von der 

Grunderkrankung (Daten nicht gezeigt), dem jeweiligen IS Regime oder der Stärke der IS (vgl. 

Sattler, Thiel et al. (50)). Auch nach Weaning und bei toleranten SpenderInnen blieben MAIT 

Zellen signifikant erniedrigt. Weiterhin konnte eine Reduktion von peripheren MAIT Zellen nach 

Transplantation auch bei nierentransplantierten SpenderInnen nachgewiesen werden. Eine 

Erniedrigung der MAIT Zell Frequenzen im Blut als Reaktion auf unterschiedliche Erkrankungen 

ist in der Literatur vielfach beschrieben. Dies wurde sowohl für Erkrankungen, in denen eine 

protektive Rolle, als auch für Erkrankungen, in denen ein pathologischer Einfluss von MAIT 

Zellen angenommen wird, gezeigt (zusammengefasst in (51)).  Auch für Leber- (zusmmengefasst 

in (3)) und terminale Niereninsuffizienz sowie nach NTx (52) konnte ein peripherer MAIT-Zell- 

Verlust festgestellt werden. In einer Studie wiesen Xue et al. nach, dass dieser bei PatientInnen 

mit chronischer HepB Infektion abhängig vom Schweregrad der Leberinsuffizienz war und sich 

mit Verbesserung der Leberfunktion teilweise erholte (53). In der vorliegenden Arbeit wurde 

zusätzlich gezeigt, dass sich MAIT Zell Populationen nach LTx analog zu Patienten nach NTx 

(52) nicht erholen. Auch nach Weaning der IS blieben MAIT Zell Frequenzen niedrig, sodass von 

einem grunderkrankungs- und weniger IS-bedingten MAIT-Zell-Verlust auszugehen ist. Als 

Pathomechanismus für den Verlust peripherer MAIT Zellen werden in der Literatur verschiedene 

Ursachen diskutiert. Eine Hypothese ist die Migration von MAIT Zellen aus dem Blut in 

entzündete Organe. So konnten bei PatientInnen mit fortgeschrittener Leberzirrhose in 
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Aszitespunktaten erhöhte Frequenzen funktionaler MAIT Zellen nachgewiesen werden, die bei 

PatientInnen mit Leberzirrhose und spontan bakterieller Peritonitis zusätzlich überproportional 

erhöht waren. Im peripheren Blut hingegen zeigten sich die MAIT Zellen bei beiden 

Patientengruppen erniedrigt und funktionell eingeschränkt (54). Die Expression des bei 

Inflammation für die Leber spezifischen Zielrezeptors CXCR3 war in den für diese Arbeit 

durchgeführten Experimenten jedoch bei MAIT Zellen nicht erhöht (Daten nicht gezeigt). Deshalb 

ist von keiner verstärkten Migration in die Leber auszugehen. Weiterhin gelten MAIT Zellen als 

anfällig für aktivierungsinduzierte Apoptose (zusammengefasst in (3)). In der vorliegenden Arbeit 

war die aktivierte Caspase 3 (aCasp3) in MAIT Zellen jedoch nicht erhöht, sodass dieser 

Mechanismus nicht bestätigt werden konnte (Vergleiche Sattler, Thiel et al. (50)). Eine weitere 

Ursache für erniedrigte MAIT Zell Frequenzen könnte neben einem grunderkrankungsbedingten 

MAIT Zell Verlust deren geringes Regenerationspotential sein. Hinweise hierfür sind einerseits 

die geringe Expression von Ki67 (zusammengefasst in (3)). Andererseits konnten über den stark 

exprimierten MDR1 hinausgehende Stammzelleigenschaften wie eine große Telomerlänge oder 

verstärkte Telomeraseaktivität bei MAIT Zellen nicht nachgewiesen werden (55). Eine IS scheint 

sich ebenfalls auf das Regenerationspotential von MAIT Zellen auszuwirken. Nach in vitro 

Inkubation von MAIT Zellen gesunder SpenderInnen mit MPA, Tac oder Pred zeigten diese eine 

beeinträchtigte Proliferation, wobei ebenfalls keine vermehrte Apoptose festgestellt werden 

konnte (13). Auch in anderen Kontexten ist eine ausbleibende Erholung von MAIT Zell 

Populationen nach erfolgreicher Therapie dokumentiert (zusammengefasst in (3)). Im 

Transplantationskontext sind MAIT Zellen diesbezüglich nur nach allogener 

Stammzelltransplantation untersucht worden. Konuma et al. berichteten, dass sich MAIT Zell 

Frequenzen nach allogener Nabelschnurbluttransplantation bei chronischer Graft versus Host 

Disease erst nach ungefähr 10 Jahren vollständig erholten (56). Eine Rekonstitution von 

peripheren MAIT Zell Frequenzen in allogen stammzelltransplantierten PatientInnen konnte 

jedoch positiv mit einer hohen Darm-Mikrobiomdiversität sowie hohen Zahlen von 

Bifidobacterium longum sowie Blautia Spezies im Darm korreliert werden (zusammen gefasst in 

(57)). In vitro konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine Exposition von MAIT Zellen mit E. coli 

eine MR1-abhängige Proliferation induziert (58). Insgesamt weisen diese Beobachtungen darauf 

hin, dass ein intaktes und diverses Darm-Mikrobiom zu einer Proliferation von MAIT Zellen 

beiträgt. Auch bei fortgeschrittenen Lebererkrankungen und nach LTx wird von einer Dysbiose 

ausgegangen (zusammengefasst in (59)), welche eine Regeneration des MAIT Zell 

Kompartiments negativ beeinflussen könnte. Insgesamt könnten die Beobachtungen in dieser 
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Arbeit somit auf einen MAIT Zell Verlust im Rahmen der Grunderkrankung hindeuten, welcher 

schon vor LTx manifest war. Die Rekonstitution verminderter MAIT Zell Populationen könnte 

zusätzlich durch eine häufig nach LTx vorhandene Dysbiose sowie durch IS gehemmt werden. 

Auch in anderen T-Zell Untergruppen waren Veränderungen der Populationszahlen nachweisbar, 

welche bereits publizierten Daten zu CD4+, CD8+ (60) und regulatorischen T Zellen 

(zusammengefasst in (61)) bestätigen. Interessanterweise blieben die Frequenzen von CD3-CD56+ 

NK Zellen jedoch unbeeinträchtigt. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Dugast et al., die 

nach NTx von unveränderten peripheren NK-Zell Frequenzen berichteten (62). Nach LTx ist 

lediglich eine signifikante Reduktion bestimmter NK Zell Populationen nach einer Woche gezeigt 

(63), sodass aufgrund unserer Ergebnisse langfristig von einer Erholung der Populationszahlen 

ausgegangen werden kann.  

7.2 Chronische MAIT Zell Aktivierung und funktionelle Erschöpfung 

Der in dieser Arbeit beobachtete MAIT Zell Phänotyp könnte ebenfalls durch eine LTx-assoziierte 

Dysbiose erklärt werden. MAIT Zellen exprimierten einen aktivierten, funktionell erschöpften 

Phänotyp, wobei GrB, CD69, HLA-DR, CD38 und PD1 signifikant erhöht waren. Nach Weaning 

und in tol PatientInnen zeigten die oben genannten Werte, abgesehen von PD1, 

Normalisierungstendenzen (siehe Abbildungen 6 und 9). Einen vergleichbaren Phänotyp 

peripherer MAIT Zell beschreiben Li et al. bei PatientInnen mit alkoholischer Hepatitis. Auch hier 

waren CD69, CD38, HLA-DR, GrB und PD1 signifikant erhöht. In follow-up Untersuchungen 

nach 6 und 12 Monaten zeigte sich ein normalisierter Phänotyp bei abstinenten PatientInnen, 

wobei initial beobachtete erniedrigte MAIT Zell Frequenzen nicht vollständig normalisiert waren 

(64). Ein aktivierter,  funktionell erschöpfter Phänotyp peripherer MAIT Zellen wurde ebenfalls 

bei chronischer Hepatitis B Infektion detektiert (65). Nach Untersuchungen peripherer MAIT 

Zellen von PatientInnen mit alkoholischer Hepatitis sowie äthyltoxischer Leberzirrhose 

postulierten Riva et al., dass die oben beschriebenen Veränderungen bezüglich der chronischen 

MAIT Zell Aktivierung durch Translokation von Darmbakterien ins Blut aufgrund einer bei 

Lebererkrankungen gestörten Barrierefunktion des Darms entstünden. Dies führe initial zu 

Hyperaktivierung und reaktiver Anergie von MAIT Zellen sowie final zu einer Depletion dieser. 

In ihrer Studie zeigten die Autoren, dass bei lebererkrankten PatientInnen im Blut erhöhte Werte 

eines Surrogatmarkers für die Translokation von Darmbakterien ins Blut (D-Laktat) messbar 

waren. Periphere MAIT Zellen waren ebenfalls depletiert, aktiviert und anerg. Eine in vitro 

Exposition von PBMCs mit Antigen-Extrakten von Stuhlproben erkrankter PatientInnen, nicht 
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jedoch von Stuhlproben-Extrakten gesunder PatientInnen, induzierte MAIT-Zell spezifisch 

vergleichbare phänotypische Veränderungen (66). Zusammenfassend weisen die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit darauf hin, dass sich MAIT Zellen lebertransplantierter PatientInnen 

phänotypisch erst nach Weaning der IS gesunden Individuen angleichen. Eine Dysbiose und 

gestörte Darmbarrierefunktion könnten den Phänotyp ebenfalls beeinflussen und mitursächlich für 

die auch nach Weaning erhöhte PD1 Expression sein.  

7.3 Unterschiedliche Beeinträchtigung von MAIT Zell Funktionen 

In dieser Arbeit konnten die Ergebnisse von Fergusson et al., wonach MAIT Zellen trotz hoher 

MDR1 Expression nicht resistent gegenüber IS sind (13), bestätigt und erweitert werden. In vitro 

zeigte sich nach Zytokinstimulation lediglich unter Vorinkubation mit Pred eine signifikante 

Funktionseinschränkung von MAIT Zellen, während diese nach antigenspezifischer Stimulation 

auch bei Inkubation mit Calcineurininhibitoren bestand. Dieser Unterschied kann durch die 

verschiedenen pharmakologischen Wirkmechanismen der jeweiligen IS erklärt werden. 

Antigenspezifische Stimulation von MAIT Zellen erfolgt hauptsächlich TCR-abhängig, wobei 

Calcineurin wesentlicher Bestandteil der Aktivierungskaskade ist und diese entsprechend von 

Calcineurininhibitoren unterbunden wird (67). Auch Glucocorticoide hemmen TCR-abhängige 

Signalwege in T-Zellen, beispielsweise über Inhibition des Aktivator Protein 1 (zusammengefasst 

in (68)). Eine teilweise erhaltene Zytokinproduktion von MAIT Zellen unter IS könnte damit 

erklärt werden, dass MAIT Zellen nach E. coli Stimulation auch MR1-unabhängig aktiviert 

werden können, wie in MR1-Blockade Experimenten gezeigt wurde (vergleiche Sattler, Thiel et 

al. (50)). Diese TCR-unabhängige Aktivierung erfolgt durch Koexpression anderer Zytokine, 

beispielsweise von IL12 und IL18 (69). Die unter anderem NFκB-vermittelte Zytokinexpression 

nach Zytokinstimulation konnte in vitro nur durch Pred gehemmt werden, welches die 

Translokation jenes Transkriptionsfaktors in den Zellkern hemmt (zusammengefasst in (34)). Ex 

vivo waren sowohl Zytokinproduktion als auch Polyfunktionalität unabhängig von der jeweiligen 

IS reduziert (Verweis auf Abb.). Neben der direkten Wirkung der IS könnte hier der oben 

beschriebene anerge Phänotyp ursächlich sein. Dafür spricht, dass auch in tol PatientInnen die 

Zytokinproduktion supprimiert und der Erschöpfungsmarker PD1 weiterhin erhöht waren. In 

longitudinaler Betrachtung konnte nach Absetzen der IS eine verbesserte 

Effektormolekülproduktion beobachtet werden, welche mit abnehmenden Frequenzen von 

aktivierten HLA-DR/CD38+ MAIT Zellen, aber weiterhin erhöhten Anteilen PD1+ Zellen 

koinzidierte. Deshalb ist zusätzlich von einem direkten Einfluss der IS auf die MAIT Zell 
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Zytokinproduktion auszugehen. Außerdem könnte der weiterhin bestehende funktionell 

erschöpfte Phänotyp erklären, warum die Zytokinproduktion von MAIT Zellen in tol PatientInnen 

nicht das Niveau von MAIT Zellen gesunder SpenderInnen erreichte. Interessanterweise blieb das 

zytotoxische Potential von MAIT Zellen, welches über die Messung von GrB nach Stimulation 

erfasst wurde, von der IS weitestgehend unbeeinträchtigt. Lediglich in vitro nach E. coli 

Stimulation zeigte sich eine signifikante Suppression nach Vorinkubation mit Pred, welche ex vivo 

nicht beobachtbar war (vergleiche Sattler, Thiel et al. (50)). Im Gegensatz dazu zeigte sich die 

Degranulation von MAIT Zellen, hier untersucht über den Degranulationsmarker CD107a, ex vivo 

unabhängig von der jeweiligen IS beeinträchtigt und erholte sich leicht nach Absetzen der IS. 

Somit konnte erstmals eine Beeinträchtigung der zytotoxischen Aktivität von MAIT Zellen durch 

IS gezeigt werden, welche bereits bei CD8+ T-Zellen nach in vitro Vorinkubation mit Pred oder 

Tac bekannt ist (70). Insgesamt konnte somit eine reduzierte MAIT Zell Funktion, sowohl nach 

TCR-abhängiger als auch TCR-unabhängiger Stimulation, nach Lebertransplantation demonstriert 

werden. 

7.4 Klinische Implikationen beeinträchtigter MAIT Zell Biologie 

Die Folgen einer gestörten MAIT Zell Biologie für den menschlichen Organismus sind noch wenig 

untersucht und Gegenstand aktueller Forschung. Angesichts der Interaktion von MAIT Zellen mit 

multiplen, im Kontext einer LTx relevanten, Erregern ist es wahrscheinlich, dass eine Depletion 

dieser Population zur erhöhten Infektanfälligkeit lebertransplantierter PatientInnen beiträgt. Dafür 

spricht, dass in nierentransplantierten PatientInnen mit chronischen Harnwegsinfektionen 

funktionell beeinträchtigte MAIT Zellen nachweisbar waren (71). Außerdem wurde eine erhöhte 

Anfälligkeit für pulmonale Tuberkuloseinfektionen im Kontext einer Immunkompromittierung 

durch das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) (72) sowie schwerere Krankheitsverläufe von 

Pseudomonas aeruginosa Infektionen bei Mukoviszidose PatientInnen (73) mit einem Mangel an 

MAIT Zellen assoziiert. Eine Hauptursache des eingeschränkten Langzeitüberlebens 

lebertransplantierter PatientInnen sind die chronische Abstoßungsreaktion sowie 

inflammatorische Prozesse in der Leber, welche im Verlauf auftreten können (zusammengefasst 

in (74)). Insofern könnten eine Reduktion und Funktionseinschränkung von MAIT Zellen auch 

positive Effekte haben, da diese bei chronischem Leberschaden proinflammatorische und 

profibrotische Eigenschaften aufweisen (27) und somit den Funktionsverlust eines Transplantats 

beschleunigen könnten. Zur Beantwortung der Frage, inwieweit sich eine MAIT Zell 

Beeinträchtigung effektiv auf Infektanfälligkeit und Transplantatüberleben nach LTx auswirkt, 
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sind perspektivisch weitere Studien vonnöten. Ein weiterer Ansatzpunkt für zukünftige Forschung 

wären prospektive Untersuchungen zu Auswirkungen einer Dysbiose Therapie auf MAIT Zellen 

und Infektanfälligkeit lebertransplantierter SpenderInnen.  

7.5 Potential von MAIT Zellen als Biomarker für Toleranz 

In der vorliegenden Arbeit waren MAIT Zellen lebertransplantierter PatientInnen depletiert und 

funktionell beeinträchtigt. Dabei zeigten sich ähnliche Expressionsmuster in immunsupprimierten 

und tol PatientInnen, wobei nach Weaning ein weiterer Anstieg von PD1 sowie eine 

Normalisierungstendenz verschiedener Aktivierungsmarker auffällig waren. Insgesamt ergeben 

sich aus diesen Beobachtungen lediglich Anhaltspunkte hinsichtlich für eine Toleranzentwicklung 

prädiktive MAIT Zell Attribute, welche in weiteren Studien untersucht werden sollten. Es konnte 

jedoch an anderer Stelle gezeigt werden, dass eine starke MAIT Zell Depletion bei PatientInnen 

mit HepB-assoziiertem Leberversagen Prädiktor für ein schlechteres Gesamtüberleben war (53). 

Im Kontext einer autologer Stammzelltransplantation wurde außerdem festgestellt, dass hohe 

MAIT Zell Frequenzen vor Therapiebeginn mit signifikant niedrigeren CRP Werten, kürzer 

andauernden Fiebersymptomen sowie verkürzter antibiotischer Therapie nach Transplantation 

assoziiert waren (75). Longitudinale Analysen von MAIT Zell Frequenzen vor und nach LTx 

sowie im weiteren Verlauf könnten zeigen, inwieweit diese Erkenntnisse auf das hier untersuchte 

Setting übertragbar sind.    

7.6 Limitationen der Studie 

Bezüglich der Aussagekraft dieser Arbeit ergeben sich verschiedene Limitationen. Zunächst 

erfolgten keine Stimulationen isolierter MAIT Zellen, sondern von kompletten PBMCs, sodass 

eine indirekte Beeinflussung der MAIT Zell Aktivierung durch Auswirkungen der IS auf andere 

Zellen nicht auszuschließen ist. Weiterhin erfolgte die Klassifikation von PatientInnen als tolerant 

auf Basis der Kriterien operationaler Toleranz, welche durch Klinik und laborchemische 

Parameter festgelegt, aus medizinisch-ethischen Gründen jedoch nur teilweise bioptisch bestätigt 

wurde. Angesichts geringer Sensitivität und Spezifität der durchgeführten laborchemischen und 

klinischen Untersuchungen hinsichtlich der Detektion einer chronischen Abstoßungsreaktion 

(zusammengefasst in (37)) kann ein Vorliegen dieser nicht definitiv ausgeschlossen werden. Ein 

weiterer Nachteil fehlender Leberbiopsien ist, dass ausschließlich MAIT Zellen im Blut analysiert 

werden konnten. Daten von Huang et al. deuten jedoch daraufhin, dass Ergebnisse hinsichtlich der 

hier durchgeführten quantitativen und qualitativen MAIT Zell Untersuchungen größtenteils auf in 

der Leber residente MAIT Zellen übertragen werden können (65). Ferner sollte bei der 
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Interpretation der Daten berücksichtigt werden, dass die hier gewählte Referenzpopulation 

bezüglich des Alters, nicht jedoch hinsichtlich der Geschlechterverteilung mit den untersuchten 

Patientengruppen übereinstimmen. Diese Diskrepanz kann jedoch teilweise vernachlässigt 

werden, da das Geschlecht im Gegensatz zum Lebensalter keine Auswirkungen auf MAIT Zell 

Frequenzen hat (76). Schließlich ist anzumerken, dass in dieser Arbeit durchgeführte statistische 

Analysen aufgrund der niedrigen Zahl untersuchter ProbandInnen eingeschränkt aussagekräftig 

sind. Die abgebildeten Unterschiede zeigen zwar deutliche Trends, formal sollten diese jedoch in 

Untersuchungen mit größeren Fallzahlen bestätigt werden.   
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