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Zusammenfassung  
 

Prospektive Untersuchung der T-Zellpopulationen von nierentransplantierten 

Patienten bei später Umstellung auf Belatacept  

 

Hintergrund: Belatacept ist ein Immunsuppressivum, welches zur Prävention von 

Abstoßungsreaktionen nach Nierentransplantation (NTx) eingesetzt wird. Es handelt sich 

um einen CD28-Ko-Stimulationshemmer, der die T-Zell-Aktivierung und Proliferation 

hemmt und im Gegensatz zu den Calcineurin-Inhibitoren (CNI) Cyclosporin A und 

Tacrolimus nicht nephrotoxisch wirkt. Daher wird Belatacept auch als Rescue-Therapie 

bei Patienten mit CNI-Nephrotoxizität eingesetzt. Derzeit ist nicht bekannt, ob es bei 

Umstellung auf Belatacept zu Änderungen in der Zusammensetzung der peripheren T-

Zell-Populationen kommt.  

 

Methoden: Ziel dieser Studie war es, die Entwicklung der peripheren T-Zell-Populationen 

und der Nierenfunktion bei später Konversion nierentransplantierter Patienten auf 

Belatacept zu untersuchen. Zu diesem Zweck führten wir über 12 Monate (M) durchfluss-

zytometrische Analysen (FACS) des peripheren Blutes bei 19 NTx-Patienten durch, die 

aufgrund von Arzneimittelnebenwirkungen von einem Calcineurin-Inhibitor (CNI) (B1, 

n=10) oder mTOR-Inhibitor (B2, n=9) auf Belatacept umgestellt wurden. Als Kontrolle 

dienten vergleichbare Patienten unter unveränderter Erhaltungsimmunsuppression (CNI 

n=10; mTORi n=9). Zusätzlich wurden die glomeruläre Filtrationsrate (eGFR), 

Albuminurie und die IL-17A Konzentration im Plasma (ELISA-Sandwichtechnik) 

gemessen.  

 

Ergebnisse: In Gruppe B1 zeigte sich nach 6 Monaten eine Reduktion der pro-inflamma-

torischen Th17-Zellen (Baseline (BL) vs. M6: 67/µl (41-113) vs. 47/µl (25-96), p=0,031) 

ohne korrespondierende Abnahme des von ihnen produzierten IL-17A (2,8 pg/ml (2,2-

6,1) vs. 2,8 pg/ml (2,0-6,5), p=0,547). Parallel kam es zu einer Reduktion der regula-

torischen T-Zellen in beiden Gruppen (B1: BL vs. M9: 30/µl (18-42) vs. 18/µl (11-25), 

p=0,004; B2: BL vs. M9: 23/µl (20-42) vs. 15/µl (12-31), p=0,039). Bei der Th17/Treg-

Ratio kam es zu keiner signifikanten Änderung im Verlauf. In Gruppe B2 kam es nach 12 

Monaten außerdem zu einer Verringerung der Th1-Zellen (BL vs. M12: 50/µl (20-58) vs. 

29/µl (15-31); p=0,039). Bezüglich der Nierenfunktion zeigte sich ein Jahr nach 
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Konversion in Gruppe B1 eine Verbesserung der eGFR um 8 ml/min (p=0,002). Während 

des 12-monatigen Studienzeitraumes traten keine Todesfälle, Abstoßungsreaktionen 

oder Transplantatverluste auf. 

 

Schlussfolgerung: Belatacept kann zur späten Konversion von Patienten mit 

unerwünschten Arzneimittelnebenwirkungen unter CNI- oder mTORi-Therapie eingesetzt 

werden. Besonders NTx-Patienten unter CNI-Therapie können von einer Konversion auf 

Belatacept profitieren: zum einen aufgrund der einer Verbesserung der Nierenfunktion, 

zum anderen durch eine Reduktion der zirkulierenden pro-inflammatorischen T-Zellen. 

Bei Patienten, die von mTORi umgestellt wurden, zeigten sich keine Nachteile in Bezug 

auf die Nierenfunktion und das Profil der peripheren T-Zell-Populationen. Basierend auf 

diesen Daten ist Belatacept funktionell und immunologisch gegenüber mTORi zumindest 

als "non inferior" einzuordnen. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um 

insbesondere den Effekt der CD28-unabhängigen T-Zellaktivierung besser verstehen 

und in Zukunft verhindern zu können.  
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Abstract  
 

A prospective analysis of T-cell populations in kidney transplant patients following 

late conversion to belatacept  

 

Background: Belatacept is an immunosuppressive drug, used to prevent graft rejection 

after renal transplantation. As a CD28 co-stimulation inhibitor, Belatacept inhibits T-cell 

activation and proliferation without nephrotoxic side effects, such as calcineurin inhibitors 

(CNI). Among others, belatacept is currently used as a rescue therapy in patients with 

CNI nephrotoxicity. To date, it is unclear, whether conversion to Belatacept results in 

changes of the composition of peripheral T-cell populations. 

 

Methods: In this study, we investigated peripheral T-cell populations and renal function 

in kidney-transplant patients, who underwent late conversion to belatacept. We 

performed flow cytometric analyses (FACS) of peripheral blood cells during 12 months 

(M) after conversion in 19 renal transplant patients, converted to belatacept from a 

calcineurin inhibitor (CNI) (B1, n=10) or mTOR inhibitor (B2, n=9) due to drug side effects. 

Comparable patients on unchanged maintenance immunosuppression (CNI n=10; 

mTORi n=9) served as controls. Additionally, eGFR, albuminuria and plasma IL-17A 

concentration (ELISA sandwich assay) were assessed.  

 

Results: In group B1 we found a reduction of proinflammatory Th17 cells at 6 months 

after conversion (baseline (BL) vs. M6: 67/µl (41-113) vs. 47/µl (25-96), p=0.031) without 

a corresponding decrease in the IL-17A levels (2.8 pg/ml (2.2-6.1) vs. 2.8 pg/ml (2.0-6.5), 

p=0.547). There was also a reduction of regulatory T cells (Treg) in both groups (B1: BL 

vs. M9: 30/µl (18-42) vs. 18/µl (11-25), p=0.004; B2: BL vs. M9: 23/µl (20-42) vs. 15/µl 

(12-31), p=0.039). We found no significant change in the Th17/Treg ratio during the one-

year course. Group B2 also experienced a decrease of Th1 cells after 12 months (BL vs. 

M12: 50/µl (20-58) vs. 29/µl (15-31); p=0.039). In group B1 eGFR improved at 12 months 

after conversion by 8 ml/min (p=0.002). During the one-year study period no deaths, 

rejection or graft losses occurred.  

 

Conclusion: Belatacept is applicable for the late conversion of patients with adverse drug 

reactions under CNI or mTOR inhibitor therapy. Especially, renal transplant patients 
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under CNI-based immunosuppression may benefit from late conversion to belatacept with 

an improvement of renal function and a reduction of circulating proinflammatory T-cells. 

In patients, who were converted from mTOR inhibitors, we observed no disadvantages in 

terms of renal function and the profile of peripheral T-cell populations. Based on these 

data, belatacept can be classified at least as "non inferior" compared to mTOR inhibitors. 

Further investigations are necessary to better understand and prevent especially CD28-

independent T-cell activation clinically and immunologically in the future.   
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1 Einleitung 

1.1 Die Nierentransplantation 

Die Diagnose terminale Niereninsuffizienz ist für die betroffenen Patienten ein 

schwerwiegender Einschnitt. Um zu überleben, müssen sie sich entweder lebenslang der 

chronischen Dialysebehandlung unterziehen, oder eine Spenderniere transplantieren 

lassen.  

Die Nierentransplantation ist weltweit der am häufigsten durchgeführte Organersatz mit 

einem Fremdorgan. Von 1963 bis 2019 wurden bundesweit  88.733 Nieren verpflanzt1. 

Nierenersatzverfahren wie die Hämodialyse und die Peritonealdialyse sind mit einer 

höheren Mortalität2 sowie einer schlechteren Lebensqualität3,4 im Vergleich zur Nieren-

transplantation assoziiert. Außerdem bedeuten sie für die Patienten und die betreuenden 

Ärzte einen deutlich höheren Zeitaufwand. Nicht zuletzt sind die Behandlungskosten 

auch heute nach einer erfolgreichen Nierentransplantation niedriger5. Dementsprechend 

stellt die Nierentransplantation die Therapie der Wahl dar.  

Nach dem deutschen Transplantationsgesetz sind alle Patienten mit einer terminalen 

Niereninsuffizienz für die Aufnahme auf die Warteliste zur Nierentransplantation 

berechtigt, wobei die individuelle Gesundheitssituation, etwaige Kontraindikationen und 

die Aussicht auf einen langfristigen Transplantationserfolg mitberücksichtigt werden 

müssen6. Leider hat nur die Minderheit der dialysepflichtigen Patienten die Möglichkeit, 

über Verwandte, Freunde oder die Eurotransplant-Warteliste ein Spenderorgan zu 

erhalten. Im Jahr 2019 standen auf der Eurotransplant-Warteliste ca. 7000 Patienten aus 

Deutschland, die "aktiv" auf eine Spenderniere warteten1. Im gleichen Jahr erhielten 

davon allerdings nur 30% der Patienten, die auf der aktiven Warteliste standen, eine 

Spenderniere1. Bei gleichbleibendem Bedarf an Spenderorganen entwickelte sich die 

Anzahl der Organspender bis 2017 bundesweit rückläufig7. Das heißt, mehr Patienten 

warten länger auf eine Spenderniere und ihr gesundheitlicher Zustand verschlechtert sich 

mit zunehmender Wartezeit. Die Patienten sind dadurch gezwungen auf 

Lebendnierenspenden zu hoffen oder müssen Spenderorgane mit erweiterten 

Spenderkriterien bzw. immunologischen Kriterien akzeptieren.  

Obwohl sich die medizinische Technik inklusive Diagnostik und die zur Verfügung 

stehenden Pharmazeutika stetig weiterentwickeln, gibt es nach wie vor viele Hürden in 

Bezug auf den langfristigen Erhalt der Funktion von Spendernieren. Abstoßungs-

reaktionen gegen das Spenderorgan und die Nephrotoxizität von Immunsuppressiva sind 

häufige Ursachen für einen vorzeitigen Transplantatverlust, die durch neue 
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Pharmazeutika vermindert werden sollen. Deswegen ist für transplantierte Patienten die   

Erforschung und Entwicklung neuer Immunsuppressiva essentiell.  

Das bereits erwähnte Missverhältnis zwischen benötigten und transplantierten Organen 

weist auf die besondere Verantwortung der Wissenschaft hin, die übertragenen Nieren 

mit den wirksamsten verfügbaren Medikamenten so lange wie möglich mit geringen 

Nebenwirkungen zu erhalten.  

 

1.2 Die Geschichte der Organtransplantation 

Die Grundlage für die heute möglichen Organtransplantationen wurde schon um 1900 

gelegt. Zur damaligen Zeit war das Nierenversagen ein sicheres Todesurteil. Der 

österreichisch-ungarische Chirurg Emerich Ullmann war ein Pionier auf dem Gebiet der 

Nierentransplantation8. Ullmann war der Erste, der Homo- und Heterotransplantationen 

von Nieren an Tieren durchführte und 1902 versuchte, eine Xenotransplantation mit einer 

Schweineniere durchzuführen, die er in die Ellenbeuge einer Frau mit Nierenerkrankung 

im Endstadium anastomosierte9. Diese frühen Versuche einer Nierentransplantation 

waren leider nicht von Erfolg gekrönt, stellten aber die Weichen für die weitere 

Entwicklung der Transplantationschirurgie. Damals wie heute war und ist die 

Verfügbarkeit von Spenderorganen die Hauptlimitation für ein erfolgreiches 

Transplantationsprogramm. Nachdem Tierorgane als Therapieoption ausgeschlossen 

und Versuche mit menschlichen Nieren durchgeführt wurden, erkannte man, dass die 

Ischämiezeit einen wichtigen Einfluss auf das Transplantatüberleben hat. Daraufhin 

wurden erste Nierentransplantationen mit Organen von Lebendspendern durchgeführt10. 

Sir Peter Medawar war während des 2. Weltkrieges ein Meilenstein bei der Erforschung 

der Akzeptanz und Abstoßung von Transplantaten gelungen. Er zeigte, dass 

Hauttransplantate von nahen Familienmitgliedern besser und länger vom Empfänger 

akzeptiert wurden, als Transplantate von nichtverwandten Spendern. In weiteren 

Versuchen konnte er zeigen, dass eine zweite Hautspende vom gleichen Spender eine 

schnellere und heftigere Abstoßungsreaktion hervorruft, als bei der ersten 

Transplantation11. Damit war der Grundstein für die Transplantationsimmunologie gelegt. 

Es wurde klar, dass die zweite Abstoßungsreaktion offensichtlich durch ein 

immunologisches Gedächtnis gesteuert wurde und dadurch schneller und spezifischer 

ablaufen konnte.  

Joseph Murray gelang 1954 die erste erfolgreiche Transplantation einer Niere zwischen 

eineiigen Zwillingen12, was belegte, dass genetisch identische Individuen die gleichen 
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Gewebsantigene besitzen und gegenseitige Organtransplantationen ohne 

Abstoßungsreaktion möglich sind. Um diese Operation auch an genetisch 

unterschiedlichen Personen durchführen zu können, musste die Immunantwort des 

Empfängers unterdrückt werden. Dies gelang zunächst durch massive Röntgen-

bestrahlung und später durch den Einsatz der neu entdeckten Medikamente Azathioprin 

und Prednison 195913. In Deutschland erfolgte die erste erfolgreiche 

Nierentransplantation 1963 durch Wilhelm Brosig und Reinhard Nagel am Klinikum 

Steglitz in Berlin8,14. Die Transplantationsimmunologie wurde durch die Erstbeschreibung 

der Leukozytenantigene von Dausset 195815 als Basis für die Gewebstypisierung bei der 

Empfänger- und Spenderauswahl revolutioniert. Die Entwicklung von immunsuppres-

siven Pharmazeutika wie Cyclosporin 197816 und Tacrolimus 199017, welche bis heute 

standardmäßig eingesetzt werden, waren weitere Meilensteine in der Transplantations-

medizin. Von hier an gab es eine stetige Weiterentwicklung auf technischer, 

pharmakologischer und diagnostischer Ebene. Aufgrund all dieser Entwicklungen liegt 

heute in Deutschland das 3-Jahres-Transplantatüberleben nach Nierentransplantation 

über 90%18.   
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1.3  Das Immunsystem 

1.3.1 Spezifisches / Unspezifisches Immunsystem 

Bei der Immunabwehr unterscheidet man die angeborene antigenunspezifische von der 

adaptiven antigenspezifischen Abwehr. Die angeborene Immunantwort besteht aus 

mechanischen Barrieren und humoralen Bestandteilen, wie z.B. den Interleukinen (IL), 

sowie zellulären Bestandteilen, die unspezifisch körperfremde oder schädliche Zellen 

erkennen und bekämpfen. Zu den Zellen der unspezifischen Immunantwort gehören u.a. 

natürliche Killerzellen, Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und dendritische Zellen 

(DZ). Sie können körperfremde Zellen sowie Erreger zerstören, und Antigene dieser 

Zellen den Abwehrzellen der spezifischen Immunabwehr präsentieren. Beide Abwehr-

systeme arbeiten zusammen, indem die unspezifische Abwehr schnell und antigen-

unabhängig stark konservierte Strukturen von Pathogenen, sog. "Pathogen-Associated 

Molecular Patterns" (PAMPs), durch "Pattern Recognition Receptors" (PRRs) erkennt 

und dadurch die spezifische Immunantwort in Form der Lymphozyten-Aktivierung 

einleitet. Bei der spezifischen Immunantwort können zwei Haupttypen von Lymphozyten 

unterschieden werden: B-Lymphozyten (= B-Zellen), die im Knochenmark, und T-

Lymphozyten (= T-Zellen), die im Thymus reifen.  

 

1.3.2 T- und B-Zell-Aktivierung 

Die Aktivierung von T- und B-Zellen über die Bindung von spezifischen Alloantigenen 

erfolgt auf verschiedenen Wegen. T-Zellen sind in der Lage, über ihren T-Zell-Rezeptor 

Peptide zu erkennen, die in einer anderen Zelle durch den Abbau von Proteinen 

entstehen und dann auf deren Zelloberfläche präsentiert werden. Diese Peptide müssen 

an ein spezielles Membranglykoprotein gebunden sein, das MHC-Molekül, welches durch 

ein Cluster von Genen codiert wird das man als Major Histocompatibility Complex (MHC) 

bezeichnet. Es werden zwei Klassen von MHC-Molekülen unterschieden: MHC-Klasse-

1-Moleküle, welche auf allen kernhaltigen Zellen und MHC-Klasse-2-Moleküle, welche 

auf Antigen präsentierenden Zellen (APZs) exprimiert werden können19. Aufgabe der 

MHC-Klasse-1 Proteine ist die Antigenpräsentation für zytotoxische T-Zellen. Diese T-

Zelle bindet spezifisch an den Komplex aus Antigen und MHC-Klasse-1-Molekül auf der 

Zielzelle und zerstört diese durch die Freisetzung von Perforin und Granzymen 

("zelluläre" Immunreaktion). Die Präsentation von Antigenen auf APZs durch ein MHC-

Klasse-2-Molekül dagegen veranlasst die Bindung von T-Helferzellen und in der Folge 

u.a. die Aktivierung von B-Lymphozyten ("humorale" Immunreaktion).  
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Im Rahmen einer Abstoßungsreaktion werden humane Leukozyten Antigene (HLA; 

humanes Synonym für MHC) des Spenders vom Immunsystem des Empfängers erkannt. 

Dies führt zu einer Immunreaktion. Beim "indirekten" Aktivierungsweg werden MHC-

Alloantigene des Spenders von APZs des Empfängers intrazellulär verarbeitet und die 

MHC-Alloantigen-Komplexe den T-Zellen des Empfängers präsentiert. Bei der "direkten" 

Aktivierung erkennen T-Zellen des Empfängers intakte MHC-Alloantigene auf der 

Oberfläche von Spenderzellen.  

Zur Aktivierung der spezifischen Immunantwort ist eine Wechselwirkung der T-/B-Zelle 

sowohl mit dem spezifischen Antigen als auch mit kostimulierenden Molekülen anderer 

Zellen nötig. Naive T-Zellen werden mit Hilfe von APZs aktiviert, naive B-Zellen mit Hilfe 

von T-Lymphozyten. Neben dendritischen Zellen können auch Makrophagen und B-

Zellen Antigene auf ihrer Oberfläche präsentieren und kostimulierende Moleküle 

exprimieren, um naive T-Zellen zu aktivieren. Zusätzlich spielen Zytokine bei der 

Aktivierung eine wichtige Rolle. Interleukine sind Zytokine, die zwischen Leukozyten 

Signale austauschen. Es gibt über 40 verschiedene Interleukine, welche die 

Kommunikation zwischen Immunzellen modulieren. Daneben haben Interleukine auch 

vielfältige weitere Effekte auf unterschiedliche Gewebe und Zellen. 

Die Antigenpräsentation an naive T-Zellen findet im lymphatischen Gewebe statt. 

Entweder werden die Erreger über die Lymphbahnen zu den Lymphknoten bzw. über die 

Blutbahn zur Milz transportiert oder APZs nehmen das Pathogen am Infektionsort auf und 

wandern anschließend ins lymphatische Gewebe. Dort präsentieren aktivierte APZs den 

naiven T-Zellen verarbeitete Antigenfragmente auf den entsprechenden MHC-Molekülen.  

Nach Aktivierung der T-Zellen werden abhängig von den jeweiligen Ko-Stimulations-

reizen unterschiedliche Abwehrmechanismen initiiert. Zum einen können B-Zellen 

aktiviert werden, die sich daraufhin zu Plasmazellen ausdifferenzieren, welche Antikörper 

gegen das spezifische Antigen produzieren. Zum anderen kann aber auch die 

Differenzierung von zytoxischen T-Zellen begünstigt werden, welche Zellen zerstören, 

die ein spezifisches Antigen exprimieren. Letztendlich führen diese Prozesse 

synergistisch zu einer antigenspezfischen Immunreaktion, die im Falle einer allogenen 

Organtransplantation spezifisch gegen das Spenderorgan gerichtet ist und im 

immunologischen Gedächtnis des Empfängers gespeichert bleibt. 
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1.3.3 T-Zell Ko-Stimulation und Ko-Inhibition 

Die Aktivierung einer naiven T-Zelle erfordert neben der Antigen (Ag)-Präsentation ein 

zweites Signal (Ko-Stimulus)19. Bei dem ersten Signal handelt es sich, wie zuvor 

beschrieben, um die Bindung zwischen T-Zell-Rezeptor (TZR) und Ag-MHC-Komplex auf 

der APZ. Das zweite positive Signal erreicht die T-Zelle über einen oder mehrere 

Oberflächenrezeptoren, die ihre spezifischen Liganden auf APZs binden und so zur T-

Zell-Aktivierung beitragen. Das alleinige TZR-Ag/MHC-Signal ohne positive Ko-

Stimulation kann die T-Zelle in einen Zustand der klonalen Anergie versetzen. 

Der wichtigste Rezeptor auf der T-Zelle für die Ko-Stimulation ist CD28 (CD: Cluster of 

differentiation), ein Transmembranprotein, welches auf etwa 80% der CD4+ T-Zellen und 

50% der CD8+ T-Zellen im Menschen exprimiert wird20. CD28 geht im Rahmen der Ko-

Stimulation eine Bindung mit seinen Liganden CD80 (B7.1) oder CD86 (B7.2) auf der 

APZ ein21. Neben der CD28-vermittelten Ko-Stimulation existieren weitere Ko-

Stimulationswege, wie an CD28-defizienten Mäusen gezeigte wurde22. Letztendlich 

modulieren stimulierende und hemmende Ko-Signale die Immunantwort nicht nur über 

die Aktivierung naiver T-Zellen, sondern auch über die Steuerung der Funktion von 

geprägten, Antigen-erfahrenen Zellen23. Die Expression von CD80 auf APZs ist 

induzierbar, CD86 wird dagegen konstitutiv exprimiert, kann aber durch Entzündungs-

vorgänge vermehrt exprimiert werden. CD86 spielt dementsprechend bei der frühen Ko-

Stimulation eine wichtige Rolle, während CD80 die T-Zell Antwort eher moduliert, als sie 

zu initiieren.  

Der Gegenspieler von CD28 ist das cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4( CTLA-

4), ein Protein, welches auf aktivierten CD4+ und CD8+ T-Zellen exprimiert wird und eine 

20x höhere Affinität für die B7-Liganden aufweist als CD28. CTLA-4 bewirkt, sobald es 

von der aktivierten Zelle exprimiert wird, eine effektive lokale Hemmung der CD28-vermit-

telten T-Zell-Aktivierung und so eine "Abbremsen" der Immunantwort24. Neben der 

inhibitorischen Funktion hat CTLA-4 auch intrinsische Effekte. CTLA-4 ist ein 

endozytischer Rezeptor, der nach seiner Bindung an die B7-Moleküle CD80/CD86 auf 

APZs zum Abbau dieser Liganden in der T-Zelle durch Trans-Endozytose führt. Hierdurch 

wird die Ko-Stimulationsfähigkeit der APZ-Zellen reduziert und die T-Zellaktivierung 

weiter supprimiert25.  
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Ko-Stimulation der T-Zelle. Die Abbildung zeigt die Aktivierung 
der T-Zelle über den Major Histocompatibility Complex (MHC) der Antigen präsentierenden Zelle (APZ) mit 
dem gekoppelten Alloantigen an den T-Zell-Rezeptor (TZR) sowie die positive Ko-Stimulation über 
CD80/86 - CD28 sowie die negative Ko-Stimulation über CD80/86 - CTLA-4. Adaptiert nach26,27. 
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1.3.4 T-Zell-Subpopulationen 

T-Lymphozyten entwickeln sich wie B-Lymphozyten und natürliche Killerzellen aus einer 

lymphatischen Vorläuferzelle und können in funktionelle Untergruppen unterteilt werden.  

Diese Zellen besitzen bestimmte Oberflächenmoleküle, die über monoklonale Antikörper 

identifiziert und damit bestimmten Zelllinien zugeordnet werden können. Die 

Klassifikation dieser Oberflächenmoleküle erfolgt anhand des sogenannten "Cluster of 

Differentiation" (CD)28. Allen T-Lymphozyten gemein ist der T-Zell-Rezeptor-Komplex 

TZR-CD3, welcher sich, wie zuvor erläutert, als erstes Aktivierungs-Signal mit dem 

Antigen-MHC-Komplex verbindet29. Demzufolge lassen sich die Zellen, die das CD3-

Molekül tragen, als T-Zellen identifizieren. Die weitere Unterteilung der T-Zellen erfolgt 

über ihre Ko-Rezeptoren für den MHC. CD4-Moleküle dienen als Ko-Rezeptoren für 

MHC-Klasse-2-Moleküle, CD8-Moleküle dagegen als Ko-Rezeptoren für MHC-Klasse-1-

Moleküle. Anhand dieser Oberflächenmoleküle kann man die T-Zellen dementsprechend 

in CD4+ (CD4 positive) T-Helferzellen und CD8+ T-Zellen unterscheiden30. Mit Hilfe der 

Aktivierungs- und Identifikationsmarker CD194 (CCR7) und CD45RA können diese 

beiden Hauptgruppen in 4 Subgruppen unterteilt werden. Dabei werden T-Zellen, die 

noch keinen Antigenkontakt hatten, als "naive" Zellen bezeichnet, sobald sie aktiviert 

wurden, als "Effector" -Zellen. T-Zellen, die nach Antigenkontakt wie ein 

immunologisches Gedächtnis wirken, können in "Effector Memory" -Zellen, welche bei 

erneutem Antigenkontakt direkt reaktiviert, und in "Central Memory" -Zellen, welche in 

den sekundären lymphatischen Organen ruhen, unterschieden werden31,32. Der 

Differenzierungsweg der T-Zellen wird in verschiedenen Modellen diskutiert. Dabei sind 

die Übergänge zwischen den T-Zell-Subpopulationen fließend. Startpunkt ist immer die 

"naive" T-Zelle. Aus ihr kann nach Aktivierung entweder direkt eine "Effector" oder eine 

"Central Memory" -T-Zelle werden. Aus beiden Populationen können "Effector Memory" 

-T-Zellen entstehen und vice versa32.  

Für die Selektion von aktivierten T-Zellen aus den CD4+ und CD8+ Subpopulationen 

werden CD38+ und HLA-DR+ als Aktivierungsmarker eingesetzt. T-Zellen, die positiv für 

beide Marker sind, werden als "aktiviert" bezeichnet und sind Antigen-erfahren30,31. Mit 

zunehmender Antigen-Stimulierung und Reifung verlieren T-Zellen ihren Oberflächen-

rezeptor CD28 für die Ko-Stimulierung. Infolgedessen können "Memory"-T-Zellen bei 

nachfolgenden Expositionen gegenüber demselben Antigen eine schnellere Immun-

reaktion auslösen, da sie nur noch die Ag-MHC-Komplex-TZR Bindung zur Aktivierung 

benötigen33. Allerdings hat eine fehlende Ko-Stimulation über CD28 auch Einfluss auf die 
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Qualität und Quantität der aktivierten T-Zellen. Bei "naiven" T-Zellen hat dies eine 

begrenzte klonale Expansion oder sogar Anergie und damit eine reduzierte Effektor-T-

Zellantwort zur Folge. Die resultierende Gedächtnispopulation ist in Bezug auf die 

Proliferation normal, aber die Zellfunktion wird beeinträchtigt. Weiterhin expandieren 

diese Gedächtniszellen nicht optimal, wenn sie erneut auf "ihr" spezifisches Antigen 

stoßen34 (siehe Abbildung 2). 

Wie zuvor erwähnt, wird CD28 auf 80% der menschlichen CD4+ T-Zellen und 50% der 

CD8+ T-Zellen exprimiert20. Dementsprechend wirkt eine Ko-Stimulations-Blockade über 

CD28 effektiver an den CD4+ T-Zellen als an den CD8+-T-Zellen. Zusätzlich nimmt der 

Anteil der CD28-positiven T-Zellen beim Menschen mit zunehmendem Alter ab35. Damit 

sind ältere Patienten weniger für eine pharmakologische Unterbindung der Ko-

Stimulation empfänglich. Dieser Effekt fällt besonders in der CD8+ T-Zellpopulation auf 

und spiegelt eine kompensatorische Anpassung des Immunsystems angesichts 

durchgemachter Infektionen oder Entzündungen wieder35. Außerdem kann auch die 

altersabhängige Thymus-Involution und die damit einhergehende reduzierte Produktion 

von naiven CD28+ T-Zellen mit dem zunehmenden Verlust von CD28 auf den T-Zellen 

assoziiert sein33. Insgesamt gibt es sowohl unter den CD4+ als auch unter den CD8+ T-

Zellen CD28-negative Untergruppen, welche auch ohne Ko-Stimulation über CD28 

immunreaktiv oder -suppressiv wirken können33. 

Abbildung 2. Effekt fehlender CD28-Ko-Stimulation auf die Qualität und Expansion von T-Zellen. 
Schematische Darstellung der Aktivierung naiver T-Zellen über die Antikörper präsentierende Zelle (APZ) 
ohne CD28-Ko-Stimulation und die Auswirkungen auf die weitere Entwicklung und Funktion der T-Zellen. 
Adaptiert nach34.  
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1.3.4.1 Th1-/Th2-Zellen 

CD4+ Zellen regulieren und modulieren die spezifische Immunantwort und können dabei 

in verschiedene Klassen eingeteilt werden. Typ 1 CD4+ Helferzellen (Th1) sezernieren 

u.a. Interferon-𝛾 (IFN-𝛾) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), um die Aktivierung und 

Differenzierung von Makrophagen zu unterstützen, welche u.a. bakterielle Pathogene 

bekämpfen. Außerdem produzieren sie IL-2, um zytotoxische CD8+ T-Zellen anzuregen 

viral infizierte Zellen zu zerstören. Zusätzlich stimulieren sie B-Zellen zur Produktion von 

opsonisierenden Antikörpern. Typ 2 CD4+ Helferzellen (Th2) sezernieren u.a. IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-10 und IL-13, um dadurch vor allem die humorale Immunantwort, also die 

Produktion von Antikörpern in B-Zellen zu stimulieren19.  

Bei der Th1-Entwicklung spielt der Transkriptionsfaktor T-bet eine wichtige Rolle, ebenso 

sowie das GATA binding protein 3 (GATA-3) bei den Th2-Zellen. Beide Helferzell-Typen 

arbeiten sowohl miteinander, indem sie sich bei der Steuerung der spezifischen zellulären 

und humoralen Immunantwort gegenseitig ergänzen. Aber auch gegeneinander insofern, 

als die von ihnen ausgeschütteten Zytokine, die jeweils andere Immunantwort hemmen: 

Typ 1-Zytokine, wie z.B. IFN-𝛾 hemmen die Typ-2-Immunantwort und Typ-2-Zytokine, 

wie z.B. IL-4 hemmen die Typ-1-Immunantwort36.  

Die Differenzierung der CD4+ Zellen wird durch das im Gewebe vorherrschende 

Zytokinmilieu bestimmt. Th1-Zellen entwickeln sich unter dem Einfluss von IL-12, Th2-

Zellen unter dem Einfluss von IL-4. Identifiziert werden können diese Helferzellgruppen 

über den Chemokinrezeptor CXCR3 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 3), welcher über 

Chemokinbindungen die Migration aktivierter T-Zellen in entzündetes Gewebe 

koordiniert37. Er wird vorrangig auf Th1- Zellen, aber nicht auf Th2-Zellen exprimiert38. 

 

1.3.4.2 Th17-Zellen 

Neben der klassischen Einteilung der T-Helferzellen in Th1 und Th2 wurde 2005 eine 

weitere Untergruppe der CD4+ Zellen beschrieben39. Dabei handelt es sich um Th17- 

Zellen, welche pro-inflammatorische Zytokine der namensgebenden IL-17-Familie 

produzieren. Das Zytokin IL-17A fördert beispielsweise Entzündungsprozesse im 

Gewebe, indem es Granulozyten und Makrophagen anlockt und aktiviert. Th17-Zellen 

produzieren aber auch andere Zytokine40 wie z.B. IL-17F, IL-6, IL-10 und IL-22. Th17-

Zellen unterscheiden sich von Th1- und Th2-Zellen nicht nur durch die von ihnen 

produzierten Zytokine, sondern auch über den Weg ihrer Differenzierung. Die 
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Entwicklung der Th17-Zellen hängt eng mit der Entwicklung von T-regulatorischen-Zellen 

(Treg) zusammen, wobei sich beide T-Zelltypen gegenseitig beeinflussen.  

Für die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th17-Zellen sind u.a. die Zytokine IL-1, 

IL-6 und IL-23 im Rahmen der initialen TZR-Aktivierung von Bedeutung. IL-6 aktiviert den 

Transkriptionsfaktor STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3), welcher 

die Transkription des Th17-spezifischen Gens RORγt (Retinoic acid receptor-related 

orphan receptor gamma t) und dadurch die Sekretion von IL-17 und IL-23a induziert. 

Gleichzeitig inhibiert STAT3 die Treg-Differenzierung. Die Stimulation durch IL-1 und IL-

6 fördert letztlich die Differenzierung zu Th17-Zellen und die Expression des IL-23-

Rezeptors (IL-23R). Die Bindung von IL-23 an den IL-23R ist für die Differenzierung zur 

Th17 Zelle und die Aufrechterhaltung des Th17 Zellstatus essentiell41. 

Außer IL-6 haben auch die Zytokine TGF-β (Transforming growth factor beta), IL-1ß und 

IL-21 Einfluss auf die Entwicklung von Th17-Zellen. IL-1ß besitzt u.a. die Fähigkeit, den 

mammalian target of rapamycin (mTOR)-Signalweg, einem Regulator des 

Zellmetabolismus, zu aktivieren. Bei der Th17-Reifung sind energieliefernde katabole 

Vorgängenotwendig, welche durch mTOR gesteigert werden. 

Die ausdifferenzierten, IL-17 produzierenden Th17-Zellen können über den Chemokin-

Rezeptor CCR6 identifiziert werden. Über die Bindung an bestimmte Chemokine 

vermittelt er die Chemotaxis in entzündetes oder geschädigtes Gewebe42.  

 

1.3.4.3 Regulatorische T-Zellen 

Neben den CD4+ T-Helferzellen Th1, Th2 und Th17 gibt es regulatorische CD4+ T-

Helferzellen, welche die Immunantwort unterdrücken und die Selbsttoleranz des 

Immunsystems aufrechterhalten. Regulatorische T-Zellen mit immunsuppressiven 

Eigenschaften sind u.a. durch die Expression von CD25, der α-Untereinheit des IL-2 

Rezeptors, charakterisiert. Außerdem kann die Treg-Population über die niedrige 

Oberflächenexpression von CD127, der α-Kette des IL-7-Rezeptors, von konventionellen 

CD4+ T-Zellen unterschieden werden31,43,44. Ihre Entwicklung erfolgt unter dem Einfluss 

von IL-2. Im Zusammenspiel mit TGF-β kommt es zur Aktivierung des Transkriptions-

faktors Forkhead box protein 3 (FoxP3) in der Treg-Zelle, einem wesentlichen 

Charakteristikum der Tregs, welcher die Zytokinexpression fördert45,46. Seine Rolle als 

Transkriptionsfaktor besteht darin, die Expression bestimmter Proteine zu stimulieren, die 

von regulatorischen T-Zellen für die Immunabwehr benötigt werden. Tregs modulieren 

die Immunantwort auf verschiedene Weise. Sie exprimieren viele hoch-affine IL-2-
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Rezeptoren (CD25), absorbieren daher viel IL-2 und entziehen diesen wichtigen 

Aktivierungsfaktor IL-2-abhängigen Effektor-T-Zellen, wodurch es zu einer reduzierten 

Proliferation und Differenzierung dieser Zellen kommt47. Durch den Abbau von ATP 

(Adenosintriphosphat) reduzieren sie außerdem die für T-Effektorzellen zur Verfügung 

stehenden, notwendigen Energieträger.  

Im Gegensatz zu naiven T-Zellen exprimieren Tregs konstitutiv und nach Aktivierung 

vermehrt CTLA-4. Durch Interaktion dieses Ko-Rezeptors mit den Liganden CD80 und 

CD86 interferieren und inhibieren Tregs die Aktivierung von T-Effektorzellen über 

CD2824. Darüber hinaus produzieren sie anti-inflammatorische Zytokine wie IL-10 und 

TGF-β, die u.a. die MHC-Expression reduzieren.  

Aktivierte Tregs lassen sich von naiven Tregs durch das Vorhandensein des 

Chemokinrezeptors CCR4 unterscheiden31. CCR4-Liganden sind Chemokine, welche die 

Migration von Tregs in entzündetes Gewebe oder andere Orte der Antigenpräsentation 

steuern, damit diese dort die T-Zell-Aktivierung reduzieren können48,49.  

 

1.3.4.4 Th17-/Treg-Interaktion 

Tregs spielen eine wichtige Rolle bei der immunologischen Homöostase und können 

Immunreaktionen supprimieren50. Demgegenüber haben die pro-inflammatorischen 

Th17-Zellen eine entscheidende Funktion in der Wirtsabwehr gegen Krankheitserreger 

und sind Schlüsselfiguren in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen51. Die 

Regulierung der Aktivität von Th17-Zellen durch Treg ist essentiell, um autoimmune 

Gewebsschädigungen zu vermeiden41,52. Die Interaktion der beiden Zell-Typen beginnt 

schon auf der Ebene ihrer Entwicklung insofern, als beide TGF-β für die Differenzierung 

aus naiven T-Zellen benötigen (siehe Abbildung 3). Bei der weiteren Differenzierung 

werden dann die beiden Transkriptionsfaktoren FoxP3 und RORγt hochreguliert, die sich 

in dieser Übergangsphase gegenseitig beeinflussen. So kann FoxP3 in Gegenwart von 

hohen TGF-β Konzentrationen die Transkriptionsaktivität von RORγt inhibieren und damit 

die Entwicklung von Tregs begünstigen. In einem pro-inflammatorischen Zytokinmilieu 

(niedriges TGF-β, Anwesenheit von IL-6, IL-21 oder IL-1β) wird dagegen die Aktivität von 

FoxP3 gedrosselt und die Differenzierung zu Th17-Zellen begünstigt19,53. Auch im 

ausgereiften Zustand interagieren die beiden T-Zell-Typen miteinander. Tregs können 

Th17-Zellen inhibieren, indem sie das anti-inflammatorischen Zytokin IL-10 produzieren. 

Dies führt zur Dämpfung der pro-inflammatorischen Th17-Immunantwort54.  
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Neben dem Zytokinmilieu spielen auch metabolische Faktoren in den Zellen bei der 

Regulierung der Th17-/Treg-Balance eine Rolle. Naive T-Zellen haben einen relativ 

geringen Energieverbrauch und gewinnen deshalb ihre Energie hauptsächlich aus 

dem Citratzyklus und der Beta-Oxidation. Einen ähnlich niedrigen Energiebedarf 

haben auch Memory und Treg-Zellen. T-Effektorzellen dagegen erfahren durch ihre 

Aktivierung eine metabolische Umprogrammierung, um den Anforderungen der 

Proliferation und Zytokinsynthese gerecht zu werden. Diese Umprogrammierung 

beinhaltet das Herunterfahren der Beta-Oxidation und das Hochfahren der 

Zuckerverarbeitung durch die aerobe Glykolyse. Dabei spielt das mTOR-Protein eine 

wichtige Rolle, da es als Umgebungssensor Signale wie Wachstumsfaktoren, 

Nährstoffe, Sauerstoff und Energielevel wahrnimmt und die Stoffwechselprozesse der 

Zelldifferenzierung positiv beeinflusst. So ist mTOR bei inaktivierten naiven Zellen 

inhibiert und wird erst durch die T-Zellaktivierung funktionstüchtig. Dies führt zu einer 

Steigerung der Glykolyse und begünstigt die Ausdifferenzierung der naiven T-Zellen 

zu Effektorzellen. Naive CD4+ T-Zellen, die keine oder nur wenige mTOR Moleküle 

besitzen, bleiben durch ihre niedrige Energieproduktion in ihrer Entwicklung auf 

Memory- und Treg-Zellen beschränkt55. Dementsprechend ist das Vorhandensein und 

die Aktivität von mTOR auch ein wichtiger Faktor im Gleichgewicht der Immunantwort. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Tregs die Effektor-Funktionen von Th17-

Zellen hemmen und dadurch die Zerstörung von Gewebe begrenzen können. 

Dementsprechend ist die Entwicklung dieser Zellen für die Immunsuppression bei 

transplantierten Patienten besonders interessant, da sie das Potential haben, die 

Immunreaktion gegen das Spenderorgan zu begrenzen56.  
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Abbildung 3. Th17-/Treg-Entwicklung und -Interaktion. Dargestellt ist die Entwicklung von T-
regulatorischen (Treg)- und Th17-Zellen aus einer naiven CD4+ Vorläuferzelle. Unter dem Einfluss des 
Zytokins TGF-ß (Transforming growth factor beta) werden die beiden Transkriptionsfaktoren FoxP3 
(Forkhead-box-protein P3) und RORyt (Retionoic acid receptor-related orphan receptor gamma t) 
hochreguliert und können je nach Zytokinmilieu die Differenzierung in Treg- oder Th17-Zellen begünstigen. 
Adaptiert nach53. 

 

 

  



15 

1.4 Transplantationsimmunologie 

1.4.1 Faktoren einer erfolgreichen Transplantation: HLA-Matching 

Um Abstoßungsreaktionen zu vermeiden, wird viel Wert auf das "HLA-Matching" gelegt, 

dem immunologischen Abgleich zwischen Spender und Empfänger. Dabei spielen die 

MHC-Moleküle eine entscheidende Rolle. Sie werden, wie bereits erwähnt, beim 

Menschen als HLA-Antigene bezeichnet. Ihre genetischen Informationen sind auf dem 

kurzen Arm des Chromosoms 6 gespeichert57. HLA-Moleküle werden unterteilt in HLA-

Klasse 1-Moleküle, welche auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert werden und HLA-

Klasse 2-Moleküle, welche hauptsächlich auf APZs wie Makrophagen, dendritischen 

Zellen und B-Zellen exprimiert werden. HLA-Klasse 3-Moleküle sind Plasmaproteine, die 

für das HLA-Matching keine Bedeutung haben. Sowohl HLA-Klasse 1 (HLA-A, HLA-B 

und HLA-C) als auch Klasse 2-Merkmale (HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ) werden zur 

Überprüfung der Gewebsübereinstimmung herangezogen57.  

Jeder Mensch besitzt pro Genort jeweils ein mütterliches und ein väterliches HLA-

Merkmal (Allel). Vererbt werden die verschiedenen HLA-Gene meist gekoppelt als 

Haplotyp. Beide Allele werden ko-dominant exprimiert. Dadurch dass jeder Mensch zwei 

HLA-Merkmale pro Gen besitzt, existieren viele tausende Kombinationsmöglichkeiten6. 

Der HLA-Typ kann mit serologischen Methoden bestimmt werden, jedoch werden heute 

hauptsächlich molekularbiologische Methoden wie die Polymerase Chain Reaction 

(PCR) zur Gewebetypisierung benutzt. Die größte Chance auf eine Übereinstimmung der 

HLA-Antigene (Match) besteht zwischen nahen Verwandten, wie Geschwistern oder 

Eltern. Je mehr Nichtübereinstimmung besteht, desto größer ist die Wahrscheinlichkeit 

einer Abstoßungsreaktion.  

Zusätzlich zur HLA-Typisierung wird bei allen Empfängern ein Screening auf HLA-

Antikörper durchgeführt. Dabei wird Serum der Empfänger mit definierten HLA-Antigenen 

inkubiert und so auf bereits vorhandene (präformierte) Antikörper getestet. Eine 

Sensibilisierung gegenüber bestimmten HLA-Antigenen kann durch Schwangerschaften, 

Bluttransfusionen oder vorangegangene Transplantationen eintreten. Unmittelbar vor 

Transplantation wird aktuelles Serum des Empfängers mit Milz-Zellen des Spenders, die 

HLA-Klasse I- und II-Antigene exprimieren, inkubiert (Crossmatch) und so auf Antikörper 

gegen Spenderzellen getestet. Ein positives Crossmatch mit Nachweis donorspezifischer 

Antikörper beim Empfänger ist eine Kontraindikation für eine Transplantation19.  
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1.4.2 Abstoßungsreaktionen 

1.4.2.1 Identifizierung von Alloantigenen durch T-Zellen 

Wenn ein Organ in ein nicht-identisches Individuum der gleichen Spezies verpflanzt wird, 

handelt es sich definitionsgemäß um eine Allotransplantation. Die Reaktion des 

Empfängers auf diesen Fremdkörper wird als Alloimmunantwort bezeichnet. Ohne 

Immunsuppression steht am Ende einer Abstoßungsreaktion der irreversible 

Funktionsverlust des Spenderorgans57.  

Anhand des zeitlichen Verlaufes unterscheidet man drei unterschiedliche Typen der 

Abstoßungsreaktion: Die hyperakute Abstoßung tritt innerhalb von Minuten nach 

Transplantation ein und wird durch schon vor der Transplantation existierende, 

präformierte donorspezifische Antikörper ausgelöst. Bei ausreichend guter Vorbereitung, 

insbesondere durch HLA-Typisierung und einen HLA-Antikörpertest sollte eine 

hyperakute Rejektion heutzutage nicht mehr auftreten. Die akute Abstoßung beruht auf 

der Aktivierung von Lymphozyten nach Transplantation und kann dementsprechend 

einige Tage nach Transplantation, aber auch erst Monate oder Jahre später eintreten. 

Die chronische Rejektion ist das Ergebnis von einzelnen oder mehreren akuten oder auch 

subklinischen Abstoßungsreaktionen6. 

Aus immunologischer Sicht gibt es zwei Formen der Immunantwort auf körperfremde 

MHC-Moleküle. Bei der direkten Immunantwort werden allogene MHC-Moleküle auf der 

Oberfläche von Spender-Zellen durch körpereigene T-Zellen erkannt. Davon zu 

unterscheiden ist die indirekte Immunantwort, bei der Peptide von Spender MHC-

Molekülen von MHC-Molekülen auf körpereigenen APZs präsentiert werden. Letztendlich 

kommt es in beiden Fällen zu einer T-Zellaktivierung durch fremde MHC-Antigene auf 

den Spenderzellen. 

 

1.4.2.2 Aktivierung von alloreaktiven T-Zellen 

Das erste Signal zur Stimulierung der T-Zellen wird über den TZR-CD3 Komplex 

gegeben. Das zweite benötigte Signal hängt von den Rezeptor-Liganden Interaktionen 

zwischen T-Zelle und APZ ab. Diese Ko-Stimulation kann über verschiedene Rezeptoren 

erfolgen, z.B. CD28-B7 (s. Kapitel 1.3.3) oder auch CD154-CD40. Die Kombination von 

Signal 1 und 2 gibt daraufhin den Stimulus für nachgeschaltete Signalkaskaden, die 

intrazelluläre Prozesse auslösen. Zu diesen Stoffwechselwegen gehören u.a. der 

Calcium-Calcineurin-Weg, der MAP-Kinase-Weg (Mitogen-activated protein) und der 
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Proteinkinase-C-Weg57,58. Diese Signalkaskaden aktivieren intrazelluläre Transkriptions-

faktoren, wodurch die Produktion von Zytokinen und anderen Molekülen angeregt wird. 

Dazu zählen beispielsweise CD25 (= α-Kette des IL-2R), CD154 (= CD40 Ligand) sowie 

IL-2 und IL-15. Letztere bilden das dritte Signal auf dem Weg zur Aktivierung der T-Zellen, 

indem sie über den mTOR-Weg oder den Phosphoinositid-3-Kinase-Weg die Proliferation 

der T-Zelle auslösen.  

 

1.4.2.3 Molekulare Mechanismen der Transplantatabstoßung 

Bei aktivierten T-Zellen kommt es zur klonalen Expansion (Proliferation) und zur 

Differenzierung mit Produktion einer Vielzahl von Zytokinen. CD8+ zytotoxische T-Zellen 

und CD4+ T-Helferzellen können das Transplantat durch die zelluläre und durch die 

humorale Immunantwort schädigen. CD4+ Effektorzellen wie z.B. Th1- und Th17-Zellen 

sezernieren Zytokine, die Leukozyten rekrutieren und aktivieren. IL-17, IFN-γ und TNF 

sind dabei wichtige Zytokine für Makrophagen und Neutrophile. Diese Zellen verursachen 

eine Gewebsschädigung durch Freisetzung lysosomaler Enzyme und freier Radikale. 

Durch positive Rückkopplung kommt es zur Einwanderung weiterer Leukozyten in das 

Gewebe und damit zur Verstärkung der Entzündungsreaktion. Zytokine stimulieren 

außerdem die Expression von HLA-Klasse 1- und 2-Molekülen auf Gefäßendothelzellen, 

wodurch diese von T-Effektorzellen erkannt werden können47,59. Th2-Zellen produzieren 

Zytokine, welche die Aktivierung von B-Zellen und damit die spezifische Antikörper-

produktion (humorale Immunreaktion) stimulieren36. CD8+ zytotoxische T-Zellen (Tc-

Zellen) wirken zytotoxisch, indem sie über HLA-Klasse 1-Moleküle an Spenderzellen 

binden, Perforine sezernieren, welche die Zellmembran perforieren und dann Granzyme 

in die Zelle einschleusen, welche in der Zielzelle Apoptose auslösen60. Ein Teil der 

donorspezifischen T- und B-Zellen entwickelt sich zu Memory-Zellen, welche als 

spezifisches immunologisches Gedächtnis fungieren und bei erneutem Kontakt mit dem 

gleichen Antigen eine schnellere und stärkere Immunantwort auslösen. 

Dementsprechend muss besonders bei einer wiederholten Transplantation auf 

vorhandene HLA-Antigene getestet werden, um hyperakute Abstoßungsreaktionen zu 

vermeiden.  
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1.4.2.4 Histopathologie der Transplantatabstoßung - Banff-Klassifikation 

Die Einteilung der pathologischen Veränderungen bei Abstoßungsreaktionen erfolgt nach 

dem Typ der Abstoßungsreaktion (zellulär oder humoral), nach dem Schweregrad und 

nach dem Vorliegen akuter oder chronischer Veränderungen. Eine akute Rejektion kann 

vor allem durch Reduktion der Immunsuppression, aber auch ohne erkennbare Ursache 

entstehen. Zelluläre und humorale Rejektionen weisen histopathologisch 

unterschiedliche Veränderungen auf (siehe Tabelle 1). Bei der humoralen Rejektion 

finden sich beispielsweise Komplement-Abbauprodukte, insbesondere C4d. 

Selbstverständlich können zelluläre und humorale Rejektion auch gleichzeitig auftreten. 

Endstadium vieler Rejektionen sind chronische Veränderungen wie Transplantat-

glomerulopathie, Glomerulosklerose, interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie47,61. 

Im Verlauf einer Nierentransplantation ist die Nierenbiopsie weiterhin der Goldstandard, 

um intrarenale Funktionsstörungen, wie z.B. Abstoßungsreaktionen, exakt 

diagnostizieren und differenzieren zu können. Die histopathologische Untersuchung der 

Transplantatniere ermöglicht nicht nur den Nachweis einer Abstoßungsreaktion, sondern 

gibt auch Hinweise auf Pathogenese (zellulär vs. humoral), Schweregrad und chronische 

Veränderungen. Darüber hinaus können wichtige Differentialdiagnosen, wie z.B. die 

Rekurrenz einer Grunderkrankung oder Virusinfektionen festgestellt werden. Die Banff-

Klassifikation wurde 1991 in Banff (Provinz Alberta, Kanada) eingeführt und wird seitdem 

regelmäßig aktualisiert62. Sie dient der objektiven, standardisierten und reproduzierbaren 

Einteilung unterschiedlicher histopathologischer Diagnosen, insbesondere der 

Abstoßungsreaktion. 
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Tabelle 1. Banff-Klassifikation. Adaptiert nach der "Banff Working Classification of Renal Allograft 

Pathology", 201363. 

Kategorie  

1 Normale Biopsie oder unspezifische Veränderungen 

2 Antikörper-vermittelte Veränderungen (ABMR: Antibody mediated rejection) 

Für die Diagnosen müssen jeweils alle 3 Faktoren zutreffen: 

• Akut / Aktive ABMR 

• Histologischer Nachweis akuter Gewebsschäden 

• Nachweis von Antikörperinteraktion mit dem Gefäßendothel 

• Serologischer Nachweis von Donor-spezifischen Antikörpern (HLA oder andere) 

• Chronisch / Aktive ABMR 

• Morphologischer Nachweis von chronischen Gewebsschäden 

• Nachweis von Antikörperinteraktion mit dem Gefäßendothel 

• Serologischer Nachweis von Donor-spezifischen Antikörpern (HLA oder andere) 

• C4d-Ablagerungen ohne morphologischen Nachweis einer Rejektion 

• Lineare C4d-Färbung in peritubulären Kapillaren 

• Keine Gewebsläsionen hinweisend auf akut oder chronisch aktive ABMR 

• Keine akute zellvermittelte Rejektion oder Borderline-Veränderungen 

3 Borderline Veränderungen  

• Verdächtig auf akute T-Zell vermittelte Abstoßung 

4 T-Zell-vermittelte Abstoßung (TCMR: T-cell mediated rejection) 

• Akute TCMR 

• Einteilung in 5 Schweregrade 

• Chronisch aktive TCMR 

• Intimafibrose mit mononukleären Infiltraten, Neointima- Bildung 

5 Interstitielle Fibrose (IF) und Tubulus-Atrophie (TA) 

• Einteilung in 3 Schweregrade 

6 Sonstige Veränderungen nicht auf akute oder chronische Rejektion zurückzuführen 

• BK-Virus Nephropathie 

• Posttransplant lymphoproliferative Störungen 

• Calcineurin-Inhibitor-Nephrotoxizität 

• Akute Tubulusschädigung 

• Rekurrenz der Grunderkrankung 

• de novo Glomerulopathie 

• Pyelonephritis 

• Medikamentös induzierte interstitielle Nephritis 
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1.4.3 Immunsuppression bei Nierentransplantation 

Die pharmakologischen Entwicklungen der letzten Jahrzehnte haben zu einer immensen 

Erweiterung des immunsuppressiven Repertoires für organtransplantierte Patienten 

geführt. Bei den meisten dieser Medikamente treten jedoch teilweise nicht unerhebliche 

Nebenwirkungen auf, die neben weiteren Verbesserungen in Bezug auf Wirksamkeit und 

Spezifität der wesentliche Antrieb für die anhaltende Suche nach neuen Immun-

suppressiva sind64. Da nierentransplantierte Patienten langfristig auf die immun-

suppressive Medikation angewiesen sind, ist ein sorgfältiges Abwägen zwischen den zur 

Verfügung stehenden Wirkstoffen essenziell.  

 

1.4.3.1 Standard-Immunsuppressiva 

Ziel der medikamentösen Therapie nach Transplantation ist die Verbesserung des 

Patienten- und Transplantatüberlebens unter Reduzierung der pharmakologischen 

Nebenwirkungen auf ein Minimum. Die Standard-Erhaltungs-Immunsuppression besteht 

aus einer Kombination verschiedener Substanzklassen mit unterschiedlichen 

Wirkmechanismen. Zeitlich voneinander unterscheiden kann man die Induktionstherapie 

von der Erhaltungstherapie. Die Kidney Disease: Improving Global Outcomes-Leitlinien 

(KDIGO)65 von 2009 geben als Induktionstherapie erster Wahl die Gabe eines IL-2-

Rezeptor-Blockers an, für Patienten mit hohem immunologischem Risiko wird ein 

Lymphozyten-depletierender Antikörper empfohlen. Als Erhaltungstherapie wird der 

Einsatz von Calcineurin-Inhibitoren und einer anti-proliferativen Substanz mit oder ohne 

Einsatz von Glucocorticoiden empfohlen. Die verabreichte Dosis sollte so niedrig wie 

möglich gehalten und regelmäßig reevaluiert werden66,67.  

 

1.4.3.2 Glucocorticoide 

Seit Entdeckung der aus der Nebennierende stammenden Kortikosteroide vor über 60 

Jahren gehören Glucocorticoide (GC) zu den am häufigsten eingesetzten Medikamenten. 

Pharmakologisch leiten sich Wirkstoffe wie Prednisolon und das wirksamere 

Methylprednisolon von Steroidhormonen der Glucocorticoid-Familie ab. Der immun-

suppressive Wirkmechanismus des natürlich vorkommenden Hormons und seiner 

synthetischen Analoga beruht u.a. auf einer Blockade der Synthese und Sekretion von 

pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-α, IL-1 und IL-2, sowie von Adhäsions-

Molekülen, Chemokinen, Prostaglandinen und reaktiven Sauerstoffradikalen47. GCs 

unterbinden die Synthese dieser Faktoren, indem sie sich im Zytoplasma der Zielzelle an 
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den Glucocorticoid-Rezeptor (GR) binden. Der GC/GR-Komplex transloziert 

anschließend in den Zellkern und bindet dort an spezifische DNA-Regulationselemente, 

um so die Expression bestimmter Gene und Transkriptionsfaktoren zu verändern68. Über 

die Hemmung der IL-2-Produktion unterdrücken GC die Proliferation von T-Helferzellen47. 

Ihre anti-inflammatorische und immunsuppressive Wirkung wird hauptsächlich durch die 

Funktionshemmung und quantitative Verminderung der Lymphozyten erreicht. Der 

schnelle und starke Einfluss von GC auf nahezu alle Bestandteile des Immunsystems 

macht GC trotz der bekannten, nicht unerheblichen Nebenwirkungen zu einem auch 

weiterhin unverzichtbaren Standard-Immunsuppressivum der Transplantationsmedizin. 

GC werden in der Induktions- und Erhaltungstherapie sowie auch zur Behandlung von 

akuten Rejektionen eingesetzt. Die vielfältigen Nebenwirkungen umfassen vor allem die 

arterielle Hypertonie, den Steroid-Diabetes, die Osteoporose, gastrointestinale 

Nebenwirkungen sowie zentralnervöse Symptome wie Schlafstörungen und psychische 

Störungen64. 

 

1.4.3.3 Calcineurininhibitoren  

Calcineurininhibitoren (CNI) wie Cyclosporin A (CyA: z.B. Sandimmun®) und Tacrolimus 

(Tac: z.B. Prograf®) reduzieren die Transkription von bestimmten T-Zell Genen. Die 

Entwicklung der CNIs, zunächst CyA später Tac, revolutionierte die Transplantations-

medizin, weil dadurch ein erheblich besseres Transplantatüberleben bei vergleichsweise 

günstigerem Nebenwirkungsprofil (Ganzkörperbestrahlung, Glucocorticoide, Azathioprin) 

ermöglicht wurde. Beide Substanzen sind bis heute Eckpfeiler der immunsuppressiven 

Erhaltungstherapie64. 

Bei Cyclosporin A handelt es sich um ein Peptid, welches an das in den meisten Zellen 

exprimierte Protein Cyclophilin bindet. Der Komplex aus beiden Proteinen inhibiert die 

enzymatische Aktivität der Calcium-/Calmodulin-aktivierten Phosphatase Calcineurin. 

Dadurch wird der Transkriptionsfaktor NF-ATc (nuclear factor of activated T-cells) nicht 

dephosphoryliert und gelangt nicht in den Zellkern. Als Folge wird die IL-2-Produktion und 

damit die T-Tell-Aktivierung gehemmt. Der Komplex aus Tacrolimus (frühere 

Bezeichnung FK506) und FK506-binding protein (FKBP) hemmt ebenfalls die 

Phosphatase Calcineurin, dadurch die Dephosphorylierung von NF-ATc und die IL-2-

Produktion von T-Zellen69. Beide Substanzen, CyA und Tac haben ähnliche, aber nicht 

identische unerwünschte Arzneimittelwirkungen, darunter die akute und die chronische 

Nephrotoxizität. Dabei kommt es zu reversiblen (Vasokonstriktion) und irreversiblen 
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Veränderungen wie interstitieller Fibrose und Glomerulosklerose, u.a. vermittelt durch die 

vermehrte Produktion von mesangialen Matrixproteinen70,71. Diese Mechanismen führen 

schließlich zur Verminderung der Funktionsleistung der Transplantatniere72. In der Banff-

Klassifikation62,63  werden diese irreversiblen Veränderungen im Nierengewebe unter der 

Kategorie sechs "Sonstige Veränderungen" als Calcineurin-Inhibitor-Nephrotoxizität 

geführt.  

Heutzutage wird Tac in der Transplantatmedizin häufiger eingesetzt als CyA, da es mit 

einem geringeren Risiko für akute Rejektionen, einer besseren Nierenfunktion und einem 

besseren Transplantatüberleben assoziiert ist73,74. Insgesamt ist Tac im Vergleich zu CyA 

die immunsuppressiv "potentere" Substanz. Die Nebenwirkungsprofile beider 

Substanzen sind vergleichbar, jedoch nicht identisch: beide erhöhen das Infektions- und 

Malignitätsrisiko, beide können nephrotoxisch wirken. Die Behandlung mit CyA wird u.a. 

mit höherem Blutdruck, Hyperlipidämie und Gingivahyperplasie verknüpft, während 

Tacrolimus u.a. mit neurologischen Nebenwirkungen, Diabetes mellitus, BK-

Nephropathie und Haarausfall assoziiert ist64. 

 

1.4.3.4 Antimetabolite 

Antimetabolite sind Substanzen, welche die Purin- oder Pyrimidinsynthese und dadurch 

die DNA-Synthese hemmen. Bekannte Vertreter dieser Gruppe sind Azathioprin (AZA) 

und Mycophenolatmofetil (MMF). AZA wird in einigen Fällen nach Transplantation noch 

immer eingesetzt, ist jedoch zum einen immunsuppressiv weniger potent als MMF und 

hat zum anderen vor allem langfristig ein ungünstiges Nebenwirkungsprofil, insbesondere 

bezüglich Myelotoxizität, sowie der erhöhten Inzidenz von Hauttumoren.  

MMF (CellCept®) wird seit den 1990er Jahren eingesetzt. Es handelt sich um eine 

sogenannte Prodrug, die erst nach der Umwandlung in den aktiven Metaboliten 

Mycophenolsäure (MPA) in der Leber wirksam wird47,64. Das Präparat Myfortic® ist eine 

magensaftresistente (enteric-coated) Formulierung von Mycophenolat-Natrium, die eine 

verzögerte Freisetzung im Dünndarm ermöglicht, um dadurch eine bessere 

Verträglichkeit zu erzielen. Die Wirkung von MPA beruht auf der Hemmung der Purin-

Biosynthese durch Inhibition des Enzyms Inosinmonophosphatdehydrogenase (IMPDH), 

wodurch die DNA-Synthese gehemmt wird75. Lymphozyten sind im Gegensatz zu 

anderen eukaryotischen Zellen bei der Zellteilung besonders auf die IMPDH-Aktivität 

angewiesen, weil ihnen der Salvage-Pathway zur Purin-Synthese nicht zur Verfügung 

steht. Daher wirkt MPA relativ spezifisch antiproliferativ auf Lymphozyten47,64. MPA ist 
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Azathioprin in Bezug auf das Auftreten von Rejektionen und das Transplantatüberleben 

deutlich überlegen. Andererseits ist die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten von 

opportunistischen Infektionen, wie z.B. Cytomegalievirus-Infektionen, und 

gastrointestinalen (GI) Nebenwirkungen unter MPA erhöht76. Im Gegensatz zu CNIs hat 

MPA jedoch keine bekannten nephrotoxischen Nebenwirkungen und wird daher in der 

Immunsuppression von nierentransplantierten Patienten standardmäßig verwendet72,75. 

Um das Auftreten von MMF-induzierten GI-Nebenwirkungen zu reduzieren, kann an 

Stelle von CellCept® das magensaftresistente Myfortic® eingesetzt werden, welches 

durch seine Beschichtung die Reizung des oberen GI-Traktes minimieren soll. Dadurch 

können unter Umständen Dosisreduktionen oder Therapieabbrüche wegen GI-

Irritationen vermieden und so die klinische Wirksamkeit verbessert werden77. 

 

1.4.3.5 mTOR-Inhibitoren  

Sirolimus (Rapamycin, Rapamune®), der erste zugelassene mTOR-Inhibitor (mTORi), ist 

ein Makrolid, welches 1975 aus dem Bakterium Streptomyces hygroscopicus im Boden 

der Osterinsel Rapa Nui isoliert wurde. Everolimus (Certican®) ist ein Derivat von 

Sirolimus mit dem gleichen Wirkmechanismus, es weist jedoch eine höhere 

Bioverfügbarkeit und eine kürzere Halbwertszeit auf78. Im Gegensatz zu CyA und Tac, 

welche die Produktion von Zytokinen hemmen, inhibieren mTORis den Effekt von 

Zytokinen auf die Zelle, indem die Proteinkinase mTOR gehemmt wird. Über 

verschiedene Zwischenschritte wird letztlich der Zellzyklus am Übergang von der G1- zur 

S-Phase blockiert. Dadurch kommt es zur Hemmung von Aktivierung und Proliferation. 

Somit wirken mTORis antiproliferativ auf T- und B-Zellen, aber auch auf glatte 

Muskelzellen und Fibroblasten.  

In Meta-Analysen zur Induktionstherapie nierentransplantierter Patienten unter Therapie 

mit mTORis und CNIs zeigten sich bei mTORi-behandelten Patienten bessere 

Nierenfunktionswerte als bei Patienten unter ausschließlicher CNI-Medikation79. 

Andererseits zeigten sich bei diesen Patienten häufiger Dyslipidämien, Lymphozelen und 

eine beeinträchtigte Wundheilung79. In einer Meta-Analyse von Patienten, deren 

Erhaltungstherapie ein Jahr nach Transplantation von CNI auf mTORi umgestellt wurde, 

zeigten sich ebenfalls verbesserte Nierenfunktionswerte. Allerdings war das 

Rejektionsrisiko in der mTORi-Gruppe im Vergleich zur CNI-Gruppe erhöht80. Darüber 

hinausgehend konnten Liefeldt et al.81 zeigen, dass die Therapie mit dem mTOR-Inhibitor 

Everolimus im Vergleich zu CyA mit einem höheren Risiko für die Entwicklung donor-
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spezifischer Antikörper und das Auftreten von Antikörper-vermittelten Rejektionen 

assoziiert ist. 

 

1.4.3.6 Belatacept 

Wie eingangs erwähnt, benötigen T-Zellen für ihre Aktivierung neben dem ersten Signal 

(TZR-Ag/MHC) eine Ko-Stimulation über ein zweites Signal (CD28-B7). Dieses zweite 

Signal kann durch das von T-Zellen exprimierte CTLA-4 gehemmt werden, welches 

homolog zu CD28 aber mit wesentlich höherer Affinität an die Liganden CD80 (B7.1) und 

CD86 (B7.2) bindet und hemmend auf die T-Zell-Aktivierung wirkt. Dementsprechend ist 

CTLA-4 ein interessanter Ansatzpunkt für die pharmakologische Modulation der 

Immunantwort47.   

CTLA-4-Ig ist ein Fusionsprotein, bestehend aus der extrazellulären Domäne des CTLA-

4-Moleküls, gebunden an den modifizierten Fc-Teil des humanen Immunglobulins IgG1. 

Es wurde 2005 unter dem Namen Abatacept (Orencia®) als erster selektiver Ko-

Stimulations-Hemmer für die Behandlung am Menschen zugelassen. Allerdings besitzt 

Abatacept eine deutlich höhere Bindungsaffinität für CD80 als für CD86, so dass für eine 

effektive Inhibition der CD28-B7.2-Ko-Stimulation hohe Konzentrationen benötigt 

werden21,24. Um eine potentere Immunsuppression zu erreichen, wurde ein Derivat des 

Abatacept mit einer höheren Affinität zu CD86 entwickelt82. Dieses Fusionsprotein 

unterscheidet sich von seinem Vorgängerpräparat in zwei Aminosäuren in der Liganden-

bindenden Region von CTLA-4 und wurde 2011 unter dem Namen Belatacept (Nulojix®) 

auf den Markt gebracht82.  
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Abbildung 4. Ko-Stimulationsblockade durch Belatacept. Schematische Darstellung der pharmako-
logischen Wirkung des Fusionsproteins Belatacept, welches aus 2 CTLA-4 (Cytotoxic T-lymphocyte-
associated protein 4) Untereinheiten besteht, die an den modifizierten Fc-Teil des humanen Immun-
globulins IgG1 gebunden sind. Dieses bindet an CD80 und CD86 auf der Antigen-präsentierenden Zelle 
(APZ) und verhindert dadurch die Interaktion mit dem CD28-/CTLA-4-Rezeptor auf der T-Zelle. Obwohl die 
Bindung zwischen Antigen-MHC (Major Histocompatibility Complex) und T-Zell Rezeptor (TZR) davon 
unbeinflusst ist, wird durch Blockade der Ko-Stimulation die T-Zell Aktivierung gehemmt. Adaptiert 
nach26,27. 

 

Belatacept kann die T-Zellaktivierung blockieren und so bei nierentransplantierten 

Patienten die Entwicklung einer Abstoßungsreaktion verhindern. Es ist im Gegensatz zu 

CNIs nicht nephrotoxisch und weist ein günstigeres Risikoprofil in Bezug auf kardio-

vaskuläre Erkrankungen auf83. Ein positiver Nebeneffekt der parenteralen Gabe besteht 

in der besseren und objektivierbaren Adhärenz. Aufgrund des gehäuften Auftretens von 

Epstein-Barr-Virus (EBV)-assoziierten lymphoproliferativen Erkrankungen bei primären 

EBV-Infektionen sollten nur Patienten mit bereits durchgemachter EBV-Infektion mit 

Belatacept behandelt werden83.  

Die Vor- und Nachteile von Belatacept als Immunsuppressivum für die de novo-Therapie 

im Vergleich zur üblichen CNI-Medikation wurden in mehreren Phase-III-Studien 

untersucht. Die "Belatacept Evaluation of Nephroprotection and Efficacy as First-Line 
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Immunosuppression Trial"-Studie (BENEFIT) und die "BENEFIT-EXTended Criteria 

Donors"-Studie (BENEFIT-EXT) sind große, multizentrische, prospektive Studien an 

nierentransplantierten Patienten, in der zwei Belatacept- basierte Regime mit einem CyA-

basiertem Regime verglichen wurden. Die Ergebnisse zeigen einen Vorteil der 

Belatacept-Gruppen bezüglich der Nierenfunktion im Vergleich zur Cyclosporin-Gruppe 

bei gleichem Transplantat- und Patienten-Überleben sowohl nach einem Jahr84,85, als 

auch nach drei Jahren86,87. Allerdings kam es bei Belatacept-behandelten Patienten im 

ersten Jahr zu einer höheren Inzidenz und einem höheren Schweregrad von Rejektionen 

im Vergleich zu CyA-behandelten Patienten84. Darüber hinaus wurde bei Belatacept 

behandelten Patienten, insbesondere bei EBV-negativen Patienten, eine erhöhte 

Inzidenz von Posttransplant lymphoproliferative disorders (PTLDs) gefunden84-87. In der 

Langzeit-Auswertung (7Jahre) der beiden Studien fand sich weiterhin im Vergleich zu 

den CyA-behandelten Patienten eine bessere Nierenfunktion bei mit Belatacept 

behandelten Patienten88,89. In einer post-hoc-Analyse der BENEFIT- und der BENEFIT-

EXT-Studie konnte in dem 7-jährigen Beobachtungszeitraum bei Balatacept-behandelten 

Patienten im Vergleich zu CyA-behandelten Patienten außerdem ein geringeres 

Auftreten von de novo DSA belegt werden90. Die dargestellten Ergebnisse zeigen 

zusammenfassend, dass in Belatacept ein potentes Medikament zur erfolgreichen 

Immunsuppression nach Nierentransplantation gefunden wurde. 
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1.5 Ziel der Studie 

Belatacept ist ein vielversprechendes Immunsuppressivum, welches im Gegensatz zu 

Calcineurin-Inhibitoren nicht nephrotoxisch wirkt und daher insbesondere bei Patienten 

mit nachgewiesener CNI-Nephrotoxizität als Rescue-Therapie eingesetzt werden kann. 

Bedingt durch seine blockierende Wirkung auf die Ko-Stimulation wird die Aktivierung 

und Proliferation von T-Zellen beeinflusst, welche für die Pathogenese von Rejektionen 

eine herausragende Bedeutung haben.  

Unter Belatacept-Induktionstherapie wurde im Vergleich zu CNIs einerseits eine 

verbesserte Nierenfunktion, andererseits aber auch eine erhöhte Inzidenz und ein 

erhöhter Schweregrad von akuten Rejektionen registriert84,86. Studien, die den Einfluss 

der Ko-Stimulationsblockade auf die verschiedenen funktionellen T-Zell-Untergruppen 

bei nierentransplantierten Patienten untersuchen, sind rar.  Eine bessere Kenntnis von 

den in vivo Veränderungen der T-Zell-Zusammensetzung unter Belatacept ist ein 

wichtiger Schritt, um Abstoßungsreaktionen unter Belatacept-Therapie in Zukunft 

effektiver verhindern zu können. Klinisch interessant ist die Anwendung von Belatacept 

als Option bei Patienten, die an Arzneimittelnebenwirkungen unter Standard-Therapie mit 

CNIs oder mTORis leiden. Klinische Studien zu diesem Einsatz von Belatacept gibt es 

vereinzelt über die Umstellung von CNIs, jedoch wurde die Konversion von mTORis 

bisher nicht erforscht.  

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir in der vorliegenden Studie 

durchflusszytometrisch die T-Zell-Subpopulationen nierentransplantierter Patienten vor 

und nach Umstellung von CNI und mTORi auf Belatacept. Besonderes Augenmerk legten 

wir dabei auf die pro-inflammatorischen Th17-Zellen und ihr namensgebendes Interleukin 

IL-17A. Zusätzlich werteten wir klinisch relevante Nierenfunktionsparameter wie die 

glomeruläre Filtrationsrate (eGFR) und die Albuminurie aus, um ergänzend auch 

funktionelle Veränderungen nachvollziehen zu können. Im Zuge der Analyse der 

Ergebnisse dieser Studie hoffen wir, den Effekt der Ko-Stimulationsblockade auf T-Zellen 

besser zu verstehen und so den zukünftigen Einsatz von Belatacept, eventuell in 

Kombination mit anderen Immunmodulatoren, als Induktions- oder Rescue-Therapie 

weiter etablieren zu können.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Studienaufbau  

2.1.1 Studienablauf und -medikation  

In dieser Studie untersuchten wir 38 nierentransplantierte Patienten über einen Zeitraum 

von 12 Monaten. Dabei wurden 10 Patienten von einem CNI-Regime (Prograf, 

Advagraf, Sandimmun) und neun Patienten von einem mTORi-Regime (Certican, 

Rapamune) kontrolliert auf Belatacept umgestellt. Parallel dazu schlossen wir die 

gleiche Anzahl vergleichbarer Kontrollpatienten (CNI n=10, mTORi n=9) mit unverändert 

fortlaufender Erhaltungs-Immunsuppression ein. Die Umstellung der Studienpatienten 

von ihrer Ausgangsmedikation auf Belatacept geschah in einem Zeitraum von vier 

Wochen (siehe Abbildung 5). Die zusätzliche immunsuppressive Medikation, bestehend 

aus MPA (CellCept oder Myfortic) und / oder Glucocorticoiden, wurde unverändert 

beibehalten. Die Blutentnahmen für die Studie erfolgten jeweils parallel zu den 

Belatacept-Gaben in der Klinik vor der Belatacept-Infusion. Die Zubereitung und 

Verabreichung von 5mg/kg Belatacept intravenös geschah entsprechend den Angaben 

des Herstellers. Unmittelbar vor der ersten Belatacept-Gabe wurden die Proben für die 

Baseline (BL) -Messung gewonnen. Darauf folgten alle drei Monate (M3, M6, M9, M12) 

Probenentnahmen für die Studie.  

Abbildung 5. Schema zur Umstellung von CNI / mTORi auf Belatacept. Die blauen Balken symbolisieren 
die Belatacept-Gaben, die gelben Balken die Ausgangsmedikation in Form von CNI oder mTORi und der 
graue Balken zeigt die unveränderte Gabe von MMF und Steroiden. Nach Pajenda91. CNI, Calcineurin-
Inhibitor;  MMF, Mycophenolatmofetil; mTORi, mammalian target of rapamycin-Inhibitor. 
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Tabelle 2. Tabellarische Darstellung der Umstellung auf Belatacept inkl. Dosierungen. 

Belatacept i.v. 

Umstellungsregime 

mTORi  

Reduktionsschema 

CyA / Tac 

Reduktionsschema  

Tag 0,14,28,42,56: 5mg/kg 

 

 

Ab Tag 56: 5mg/kg alle 4 Wo 

Baseline: 50-75% der Dosis 

Ab Tag 14: 25-50% der Dosis 

Nach 4 Wo: Absetzen  

Baseline: 50% der Dosis 

Ab Tag 14: 25% der Dosis 

Nach 4 Wochen: Absetzen 

CyA, Cyclosporin A; mTORi, mammalian target of rapamycin-Inhibitor; Tac, Tacrolimus; Wo, Wochen. 

 

2.1.2 Patientenpopulation 

Die vorliegende Studie wurde entsprechend den Vorgaben des Arzneimittelgesetzes 

unter der EudraCT-Nummer 2012-005652-42 registriert und sowohl vom Paul-Ehrlich-

Institut (Vorlage-Nr.: 189/01), als auch von der zuständigen Ethikkommission  des Landes 

Berlins (GeschZ: 13/0221 – EK 11) mit dem Prüfplancode IM103-319 und dem Titel 

"Biomarker der humoralen Immunantwort nach Umstellung auf Belatacept im Vergleich 

zur konventionellen immunsuppressiven Therapie bei nierentransplantierten Patienten" 

genehmigt. Alle Studienteilnehmer gaben nach schriftlicher und mündlicher Aufklärung 

und Beantwortung aller offener Fragen zum Studienvorhaben ihr schriftliches 

Einverständnis. Einschlusskriterien waren wie folgt: Alter von ≥18 Jahren, eine ≥3 Monate 

zurückliegende Nierentransplantation unter CNI- oder mTORi-Immunsuppression mit 

MPA als Begleitmedikation, eine Erst- oder Zweittransplantation von lebenden oder 

verstorbenen Spendern mit kompatibler Blutgruppe. Zudem waren ein 

Serumkreatininwert <4mg/dl und <30% Panel reactive antibodies (PRA) vor 

Transplantation Einschlusskriterium. Frauen im gebärfähigen Alter mussten einen nega-

tiven Schwangerschaftstest aufweisen und über die Dauer der Therapie zwei adäquate 

Methoden der Empfängnisverhütung durchführen. Jedem auf Belatacept umgestellten 

Patienten wurde ein passender Kontrollpatient zugeordnet. Geschlecht, Ausgangsmedi-

kation, Alter (±10 Jahre), Nierenfunktion (Kreatinin ±1.5mg/dl) und Transplantationsdauer 

(±5 Jahre) mussten mit dem jeweiligen auf Belatacept umgestellten Patienten überein-

stimmen. Die Gruppeneinteilung ist in Tabelle 3 dargestellt. Laborwerte, Transplanta-

tions- und Krankenhausdaten wurden der Datenbank "Tbase2"92 entnommen.  
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Tabelle 3. Gruppeneinteilung der Studienpatienten. 

Gruppenname B1 

Belataceptgruppe 1 

B2 

Belataceptgruppe 2 

K1 

Kontrollgruppe 1 

K2 

Kontrollgruppe 2 

Medikation CNI Umstellung auf 

Belatacept 

mTORi Umstellung 

auf Belatacept 

CNI mTORI 

Patienten, n  10 9 10 9 

CNI, Calcineurin-Inhibitor; mTORi, mammalian target of rapamycin-Inhibitor. 

 

2.2 Materialien 

2.2.1 Probenmaterial  

Im Rahmen der ambulanten Betreuung oder eines stationären Aufenthaltes wurden den 

Patienten am jeweiligen Untersuchungstag zusätzlich zu der regulären Blutentnahme 

Blut für die Untersuchungen der Studie entnommen. Dabei handelte es sich um drei 10ml 

Lithium-Heparin-Röhrchen sowie ein 6ml EDTA-Röhrchen Blut. Von jedem 

Untersuchungszeitpunkt wurden pro Patient jeweils vier 500µl Röhrchen Plasma nach 

Zentrifugation bei 3000 x g und 4°C über 5 min bei -80°C eingefroren. 

 
2.2.2 Labormaterial  

Die verwendeten Laborgeräte sind in Tabelle 4 dargestellt. 

Tabelle 4. Laborgeräte. 

Laborgerät Hersteller 

Sterile Arbeitsbank Laminair HB 2248 Holten, Branneburg, DE 

Einstellbare Pipette, 2.5μl / 10μl / 100ml / 200ml / 1ml Eppendorf-Research, Hamburg, DE 

Multikanalpipette (S-12; 30-300µl) Brand Tech, Essex, UK 

Dispensierpipette (Multipette plus, 50-100µl)  Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE 

Electrical pipetting, Accu-Jet Sigma – Aldrich, Taufkirchen, DE 

Zentrifuge Megafuge 2.0R Heraeus, Hanau, DE 

Absaugpumpe (SUE 30) Heto Lab Equipment, Allerød, DNK 

Vortexer (MS2 Minishaker) Janke & Kunkel IKA, Staufen, DE 

-80° Gefrierschrank  REVCO, NL 

-20° Kühlschrank Liebherr, Biberach an der Riß, DE 

Mikroskop DM IL Leica, Wetzlar, DE 

Zählkammer Neubauer- Improved Laboroptik, Lancing, UK 

FACS Canto II mit 405nm, 488nm, 632nm Argon 
Laser 

Becton Dickinson (BD), Heidelberg, DE 

Photometer – ELISA Reader (DTX 800 Multimode)  Beckmann Coulter, Krefeld, DE 
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Die verwendeten Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Programme sind in den 

Tabellen 5 und 6 dargestellt. 

 

Tabelle 5. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien.  

Artikel Hersteller 

Vacutainer Plasma-Blutentnahmeröhrchen Li-
Heparin, 10ml 

Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Vacutainer EDTA-Blutentnahmeröhrchen, 6ml Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Plastikpipettierspitzen (10-5000µl) Sarstedt, Nümbrecht, DE 

Einmal-Pasteurpipetten (3ml) VWR Roth, Karlsruhe, DE 

Einmal-Pipetten (10ml, 25ml) Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Falcon-Röhrchen (15ml, 30ml, 50ml) Becton Dickinson, Heidelberg, DE 

Eppendorf-Reaktionsgefäße (0,5-2ml) Eppendorf AG, Hamburg, DE 

FACS-Röhrchen, Polystyrene (5ml)  Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, USA 

Ficoll-PaqueTM 
PLUS GE Healthcare, Solingen, DE 

Phosphatgepufferte Kochsalzlösung Life Technologies, Gibco, Carlsbad, USA 

Becton Dickinson Lysing Solution Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, USA 

Platinum ELISA-KIT Human IL-17A/ BMS2017 Affymetrix/eBioscience, Frankfurt, DE 

 

Tabelle 6. Software.  

Programm Hersteller 

Becton Dickinson FACSDiva 8  Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, USA 

Office Excel Version 16 Microsoft Corporation, Redmont, USA 

Numbers Version 5 für MacOS Apple Inc., Cupertino, USA 

GraphPad Prism 8 GraphPad Software Inc., San Diego, USA 

Multimode Software 3.2 Beckman Coulter, Brea, USA 

Transplantationsdatenbank "TBase 2" 92 Charité Universitätsmedizin, Berlin, DE 
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Die bei den FACS-Analysen eingesetzten Antikörper sind in Tabelle 7 dargestellt.  

Tabelle 7. Antikörper. 

Antigen Klon Spezies und Isotyp Fluorochrom Hersteller 

CD127 eBioRDR5 Mouse IgG1, κ APC  eBioscience™ 

CD194 (CCR4) 205410R Mouse IgG2b, κ Alexa Fluor 405 R&D Systems 

CD196 (CCR6) 11A9 Mouse IgG1, κ PE-Cy™7 BD, Pharmingen™ 

CD197 (CCR7) 2-L1-A Mouse BALB/c IgG1, κ PE BD Pharmingen™ 

CD25 M-A251  Mouse BALB/c IgG1, κ PE BD Pharmingen™ 

CD28 CD28.2 Mouse C3H x BALB/c IgG1, κ APC BD Pharmingen™ 

CD3 UCHT1 Mouse BALB/c IgG1, κ V450 BD Pharmingen™ 

CD38 HIT2 Mouse IgG1, κ APC BD Pharmingen™ 

CD38 HIT2 Mouse IgG1, κ FITC BD Pharmingen™ 

CD4 RPA-T4 Mouse Clone RPA-T4  PerCP-Cy™5.5 BD Pharmingen™ 

CD45RA HI100 Mouse IgG2b, κ PE-Cy™7 BD Pharmingen™ 

CD45RO UCHL1 Mouse IgG2a, κ APC-Cy7 Biolegend 

CD57 HNK-1 Mouse IgM, κ FITC BD Pharmingen™ 

CD8 SK1 Mouse BALB/c IgG1, κ APC-H7 BD Pharmingen™ 

CXCR3 49801 Mouse IgG1, κ PE R&D Systems 

HLA-DR G46-6 Mouse IgG2a, κ V500 BD Pharmingen™ 

Angegeben ist jeweils das Antigen, gegen das der Antikörper (AK) gerichtet ist und die Klonnummer, 
welche anzeigt aus welchem Hybridom der AK stammt. Spezies und Isotyp benennen Quelle und AK-
Isotyp. Das Fluorochrom ist der jeweils an den AK gekoppelte Farbstoff. Hersteller: BD Pharmingen, 
Heidelberg, DE; Biolegend, Koblenz, DE; eBioscience, Frankfurt, DE; R&D Systems, Wiesbaden, DE. 
Abkürzungen: s. Abkürzungsverzeichnis   

 

2.3 Methoden 

2.3.1 Fluoreszenz Durchflusszytometrie 

2.3.1.1 Methode und Prinzip 

Die Durchflusszytometrie, auf Englisch Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) 

genannt, ermöglicht entsprechend ihrer Bezeichnung eine Sortierung und Messung von 

Zellen durch die optische Detektion von intra- und extrazellulären Molekülen.  

Als einfache Durchflusszytometrie wird eine labormedizinische Methode bezeichnet, bei 

der die zu untersuchenden Zellen durch eine Messkammer fließen und aufgrund ihrer 

Größe und Struktur im Zytoplasma in unterschiedliche Zelltypen unterschieden werden. 

Dafür werden die Zellen in ihrer Trägerflüssigkeit beschleunigt und der Strahl so verjüngt 

(hydrodynamische Fokussierung), dass die Zellen jeweils einzeln hintereinander den 

Messlaser passieren. Der monochromatische Laserstrahl trifft auf die Einzelzelle, wird 

aufgrund der physikalischen Zell-Eigenschaften mit unterschiedlicher Qualität und 

Quantität gestreut und anschließend von Detektoren gemessen. Dabei gibt das 
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Vorwärtsstreulicht (FSC) Informationen über die Größe der Zelle, das Seitwärtsstreulicht 

(SSC) über die Granularität und interne Komplexität. 

Bei der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie werden bestimmte Oberflächenantigene der 

Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gekennzeichnet und die durch das 

Laserlicht angeregte Fluoreszenz jedes Partikels gemessen. Mit einem bestimmten Laser 

kann man dabei nur Fluorochrome anregen, die in dem zugehörigen Wellenlängen-

bereich eine gute Absorption zeigen. Mit einem Argon-Laser (488nm) lassen sich zum 

Beispiel die Farbstoffe Fluorescein isothiocyanate (FITC), Phycoerythrin (PE) und 

Peridinin-Chlorophyll (PerCP) anregen, die dann grünes, oranges oder rotes Licht 

emittieren. Eine andere Wellenlänge (632nm) hingegen kann z.B. zur Anregung von 

Allophycocyanin (APC) verwendet werden. Zusätzlich können sogenannte 

Tandemkonjugate wie PerCP/Cy5.5, PE/Cy7 und APC/Cy7 eingesetzt werden. Das 

bedeutet, dass der erste Farbstoff durch den Laser angeregt wird und als Energiedonor 

für den zweiten Farbstoff (Cyanin 5 oder Cyanin 7) dient. Dieser Energietransfer wird 

auch als Energieresonanztransfer bezeichnet. Der zweite Farbstoff gibt dann die Energie, 

die er vom ersten Farbstoff erhalten hat, als langwelligeres Licht ab. Dabei können 

unterschiedliche Laser und Detektoren im Zusammenspiel mit Filtern und Verstärkern 

angewandt werden, um möglichst viele Oberflächenantigene gleichzeitig detektieren zu 

können. Die Oberflächenantigene werden mit Hilfe der CD "Cluster of Differentiation" -

Nomenklatur eingeteilt, einer Klassifikation bestimmter Moleküle auf der Oberfläche von 

Leukozyten, die mit Hilfe von monoklonalen Antikörpern detektiert werden können93.  

Nicht nur der qualitative Nachweis eines Oberflächenantigens, sondern auch seine 

quantitative Bestimmung über die Fluoreszenzintensität ist möglich. Jedes optische 

Signal, welches von einem Detektor erfasst wird, wird in einen elektrischen Impuls 

umgewandelt, computergestützt analysiert und in einem Dot-Plot (Punktwolken-

darstellung) zweidimensional dargestellt. Mit Hilfe der Auswertungssoftware können die 

positiv gefärbten Zellen nach ihren Oberflächenmolekülen sortiert, in bestimmte 

Zellpopulationen zusammengefasst und ausgezählt werden.  
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2.3.1.2 Durchführung 

Isolation der mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC)  

Zu den Messzeitpunkten wurde jedem Patienten 30ml Blut in Lithium-Heparin-Vacutainer 

abgenommen. Je 10ml wurden in drei Falcon-Röhrchen aufgeteilt und mit PBS auf 35ml 

aufgefüllt. Die PBMCs wurden durch Dichtegradientenzentrifugation mit 15ml Ficoll-

PaqueTM PLUS bei 1000 x g und 22°C für 20min von den restlichen Blutbestandteilen 

getrennt. Unter der Zentrifugation trennten sich vier Phasen des Blutes. Am Boden des 

Falcons bildete sich ein Pellet aus Erythrozyten und Granulozyten, welches durch die 

Ficollschicht von einem Ring von Monozyten und Lymphozyten (mononukleäre Zellen) 

getrennt wurde. Auf diesem befand sich als oberste Schicht das Plasma mit den 

Thrombozyten. 

Der weiße Ring aus mononukleären Zellen wurde mithilfe einer Pasteurpipette vorsichtig 

abgenommen und in vier 15ml Falcon-Röhrchen überführt. Diese wurden mit PBS auf 

12ml aufgefüllt und bei 1200 x g bei 4°C für 10min zentrifugiert. Der Überstand wurde 

aspiriert und die entstandenen vier Pellets in einem Falcon-Röhrchen gesammelt und mit 

12ml PBS suspendiert. Jeweils 10μl dieser Zellsuspension wurden mit Hilfe einer 

Neubauer-Improved-Zählkammer unter dem Mikroskop gezählt und daraufhin erneut bei 

1000 x g für 10min zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Überstandes wurden die Zellen 

entsprechend der Zielzellzahl in FACS Puffer für die Biomarkerfärbung gelöst, bei der T-

Zellfärbung in einer Konzentration von 3x106 Zellen in 20μl FACS-Puffer.  

 

Biomarkerfärbung der PBMCs 

Bei der Wahl der Antikörper für die FACS-Messung orientierten wir uns an dem 

"Standardizing immunophenotyping for the Human Immunology Project" von Maecker et 

al31 (siehe Abbildung 6). Aufgrund der begrenzten Anzahl von Detektoren im Cytometer 

teilten wir die jeweiligen Antikörper auf drei verschiedene Färbungen mit maximal acht 

Fluoreszenzen, wie von Maecker et al.31 vorgeschlagen, auf. Die Farben wurden 

entsprechend des Gating-Schemas (Abbildung 6) aufgeteilt. Die Färbung "T-Zellen" 

(Tabelle 8a) enthält alle Biomarker für die Identifizierung von CD3+, CD4+ und CD8+ 

Zellen sowie ihrer Subpopulationen. Für Th17- sowie Th1- und Th2- Zellen und deren 

Untergruppen wurde die Färbung "Th17/Th1/Th2" (Tabelle 8b) verwendet. Die Färbung 

"Treg" (Tabelle 8c) enthält alle Antikörper für die Markierung der T-regulatorischen Zellen 

sowie deren funktionelle Untergruppen.  
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Die Antikörper wurden für die jeweilige Färbung entsprechend spezifischer Pipettier-

schemas (Tabellen 8a-c) in die Reagenzgläser zu jeweils 100μl PBMCs pipettiert und 

dann 30min bei 4°C inkubiert.  Danach erfolgte die Lyse der Erythrozyten durch Zugabe 

von 500μl Lysing Solution (350μl BD Lysing Solution in 3150μl H2O gelöst) pro Tube und 

15min Inkubation bei Raumtemperatur. Nach einer fünfminütigen Zentrifugation bei 300 

x g wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 150μl FACS Puffer gelöst. Bis zur 

Messung wurden die Reagenzgläser kühl und dunkel gelagert.  

 

Pipettierschema T-Zellfärbung  

Tabelle 8a. Antikörper-Färbung T-Zellen.  

Antikörper CD3 CD4 HLA-DR CD8 CD45RA CD197 CD38 

Fluoreszenz- 
Farbstoff 

V450 
PerCP/ 
Cy5.5 

V500 APC/H7 PE/Cy7 PE APC 

Menge (μl) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 5,00 5,00 

 

Tabelle 8b. Antikörper-Färbung Th17/Th1/Th2. 

Antikörper CD3 CD4 HLA-DR CD8 CD196 CD38 CD194 CXCR3 

Fluoreszenz- 
Farbstoff 

V450 
PerCP/ 
Cy5.5 

V500 APC/H7 PE/CY7 FITC 
Alexa 

Fluor 405 
PE 

Menge (μl) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 2,5 5,00 5,00 

 

Tabelle 8c. Antikörper-Färbung Treg (T-regulatorische Zellen). 

Antikörper CD3 CD4 HLA-DR CD25 CD45RA CD127 CD194 

Fluoreszenz- 
Farbstoff 

V450 
PerCP/ 
Cy5.5 

V500 PE APC/H7 APC PE/CY7 

Menge (μl) 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 2,5 5,00 

 

FACS Messung 

Die gefärbten Zellen wurden unverzüglich mit dem Canto II Durchflusszytometer 

gemessen und mit der Becton Dickinson FACSDiva 8 Software qualitativ und quantitativ 

dargestellt. Pro Röhrchen mussten mindestens 100 000 Zellen gemessen werden, um in 

die Auswertung eingeschlossen zu werden. Proben mit weniger als 100 000 Zellen 

wurden nicht ausgewertet.  
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FACS Auswertung 

Die Messung und graphische Darstellung der T-Zellpopulationen erfolgte mit Hilfe der 

Gerätesoftware FACSDiva 8 von Becton Dickinson. Für die exakte Darstellung und 

Zählung der markierten Zellen wurden als Referenz sogenannte FMO-Kontrollen 

(Fluorescence Minus One) durchgeführt. Diese Negativkontrollen sind für die Kalibrierung 

der Gates (Rahmen) notwendig, um Zellen mit ähnlichen Fluoreszenzen unterscheiden 

zu können. Die Gates wurden bei jeder Messung individuell angepasst. Bezüglich der 

Darstellung entschieden wir uns für Punktediagramme und Histogramme. Bei den 

Punktediagrammen wurden immer zwei verschiedene Farbstoffe gegeneinander 

abgegrenzt. Auf der x- sowie auf der y-Achse nimmt dabei die Fluoreszenzintensität nach 

rechts bzw. oben zu. So können durch die Voreinstellung der Gates mithilfe der FMOs 

für die jeweiligen Farbstoffe positive und negative Zellpopulationen unterschieden 

werden (Zweifarbenfluoreszenz). Bei den Histogrammen wird eine vorher definierte Zell-

population anhand ihrer Fluoreszenzintensität für einen ausgewählten Farbstoff 

dargestellt (Einfarbenfluoreszenz). Die x-Achse spiegelt dabei die Fluoreszenzintensität 

und die y-Achse die Zellzahl wider. Auch hier wurde ein positives oder negatives Gate 

zur Zählung der Zell-Subpopulationen erstellt. 

Am Beginn jeder T-Zell Auswertung mit der FACS-Technologie steht die Identifizierung 

der Lymphozyten-Population. Dies kann mit Hilfe des Streulichtdetektors noch ohne 

Fluoreszenz-Analyse geschehen. Der Forward Scatter Detektor (FSC) misst dabei das 

Licht, das von der Zelle in derselben Achse wie der Laserstrahl gestreut wird, der Side 

Scatter Detektor (SSC) misst das Streulicht, das im 90° Winkel abgelenkt wird. Der FSC 

entsteht durch Beugung des Lichts an der Zelloberfläche, während der SSC durch 

Beugung an Membranen und Vesikeln im Zellinneren entsteht. So kann anhand des 

ersten Dotplots (SSC gegen FSC) die Lymphozyten-Population anhand ihrer Größe und 

Granularität mit einem Gate eingegrenzt werden. Zelltrümmer sowie tote Zellen und 

Zellaggregate werden von der weiteren Auswertung ausgeschlossen, da sie sich nicht in 

dem ersten Gate befinden. Alle Gates einer Auswertung sind miteinander verknüpft und 

wirken so wie in Reihe geschaltete Filter bei der weiteren Selektion. Anschließend werden 

die Populationen anhand von positiven und negativen Fluoreszenzparametern 

identifiziert. Die drei Färbungen wurden anhand der Einteilung der T-Zellen mit Hilfe von 

Biomarkern (Abbildung 6) mit drei verschiedenen Gating-Strategien ausgewertet. 

Punktediagramme wurden zur Darstellung gewählt, wenn mehr als ein Antikörper für die 

Identifizierung der Population notwendig war, Histogramme kamen bei der Betrachtung 
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einer Population im Hinblick auf nur einen Antikörper zur Anwendung. Abbildung 7 zeigt 

exemplarisch die Gating-Strategie der T-Zell-Färbung, Abbildung 8 die Auswertung der 

Th17/Th1/Th2- Zellen und Abbildung 9 die verwendeten Gates für die Treg- Analyse. 

Abbildung 6. Übersicht über die Einteilung der T-Zellen mit Hilfe von Biomarkern. Die Grafik zeigt 
schematisch die Differenzierung der T-Zellen in funktionelle Untergruppen anhand von durchflusszyto-
metrisch bestimmbaren Antikörpern, welche charakteristisch für die unterschiedlichen T-Zellpopulationen 
sind. Farbig umrahmt sind jeweils die drei Biomarkerfärbungen dieser Studie. PBMC, Peripheral blood 
mononuclear cells. Modifiziert nach31. 
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Abbildung 7. Gating-Strategie für die durchflusszytometrische Auswertung der T-Zellfärbung. 
Schematische Darstellung zur Abgrenzung der CD3-positiven Subpopulationen CD4 und CD8 sowie von 
deren Untergruppen anhand von Streudiagrammen und Histogrammen der Antikörper-Fluoreszenzen. Die 
Gates umrahmen jeweils die Zellpopulation und zeigen mit einem Pfeil die weitere Selektion dieser 
Untergruppe mit Hilfe von Antikörpern an. x- und y-Achse sind mit dem Vorwärtsstreulicht (FSC), 
Seitwärtsstreulicht (SSC) sowie den jeweiligen fluoreszierenden Antikörpern beschriftet.  
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Abbildung 8. Gating-Strategie für die durchflusszytometrische Analyse der Th17/Th1/Th2-Zellfärbung. 
Schematische Darstellung zur Abgrenzung der CD3+CD4+Subpopulationen anhand von Streudiagram-
men und Histogrammen der Antikörper-Fluoreszenzen. Die Gates umrahmen jeweils die Zellpopulation 
und zeigen mit einem Pfeil die weitere Selektion dieser Untergruppe mit Hilfe von Antikörpern an. x- und y-
Achse sind mit dem Vorwärtsstreulicht (FSC), Seitwärtsstreulicht (SSC) sowie den jeweiligen 
fluoreszierenden Antikörpern beschriftet.  
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Abbildung 9. Gating-Strategie für die durchflusszytometrische Analyse der Treg Zellfärbung. 
Schematische Darstellung zur Abgrenzung der T-regulatorischen Zellen sowie ihrer Subpopulationen 
anhand von Streudiagrammen und Histogrammen der Antikörper-Fluoreszenzen. Die Gates umrahmen 
jeweils die Zellpopulation und zeigen mit einem Pfeil die weitere Selektion dieser Untergruppe mit Hilfe von 
Antikörpern an. x- und y-Achse sind mit dem Vorwärtsstreulicht (FSC), Seitwärtsstreulicht (SSC) sowie den 
jeweiligen fluoreszierenden Antikörpern beschriftet.  

 

Die Ergebnisse der Messungen wurden als erfasste Zellen (Event), prozentualer Anteil 

der zuvor definierten Gates (Parent %, Grandparent %) und prozentualer Anteil aller 

erfassten Zellen (Total %) dokumentiert. Die erhobenen Zellzahlen wurden auf die 

korrekte Färbung hin mithilfe der Batch-Analyse kontrolliert und bei Färbefehlern wegen 

etwaiger Folgefehler aus der Auswertung ausgeschlossen. 

Für die Auswertung berechneten wir die absoluten Zellzahlen mithilfe der 

Lymphozytenzahl des jeweiligen Patienten am entsprechenden Messtag. Dieser Wert 

(Lymphozyten/nl) wurde der Transplantationsdatenbank "Tbase2" entnommen. Die 

Berechnung der absoluten Zellzahl erfolgte mit folgender Formel:  

 

(
𝐿𝑦𝑚𝑝ℎ𝑜𝑧𝑦𝑡𝑒𝑛

𝑛𝑙
 𝑥 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑖𝑛 % 𝑑𝑒𝑟 𝐿𝑦𝑚𝑝ℎ𝑜𝑧𝑦𝑡𝑒𝑛 𝑥 1000)

100
= Anzahl der Zellen je µl Blut 
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2.3.2  ELISA 

2.3.2.1 Methode und Prinzip 

Zur Analyse der Konzentration von IL-17A im Plasma der Studienpatienten wurde das 

Sandwich-ELISA-Verfahren (Enzyme-linked immunosorbent assay) angewandt. Dabei 

handelt es sich um ein immunologisches Verfahren, bei dem das gesuchte Antigen an 

einen Antikörper gekoppelt wird, welcher über eine enzymatische Reaktion eine 

photometrisch erfassbare Farbreaktion hervorruft. Diese ist mittels 

spektrophotometrischer Messung detektierbar. Anhand einer Kalibrierungskurve, welche 

durch eine Standard-Verdünnungsreihe erstellt wird, kann die Konzentration des 

nachzuweisenden Antigens errechnet werden. 

 

Abbildung 10. Schematischer Aufbau ELISA. 1. Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen (Wells) sind mit 
einem Antigen-spezifischen monoklonalen Antikörper beschichtet. 2. Das Probenmaterial wird hinzu-
gegeben. Das Antigen (hier IL-17A) bindet an den spezifischen Antikörper. 3. Der Biotin-gekoppelte 
polyklonale anti-IL-17A Antikörper wird dazu gegeben, der ebenfalls an das IL-17A-Molekül bindet. Die 
Platten werden für 2h inkubiert. 4. Nach einem vierfachen Waschschritt wird Streptavidin-HRP (Horseradish 
Peroxidase) hinzugefügt, die an Biotin bindet. Erneut wird die Platte für 1h inkubiert. 5. Nach viermaligen 
Waschen wird eine Substratmischung (Tetramethylbenzidin) zugegeben und 10 Minuten inkubiert. Durch 
das Enzym HRP wird ein Farbumschlag ausgelöst. 6. Der Farbumschlag wird durch die Zugabe von Säure 
gestoppt und die Farbintensität bei 450nm gemessen.  

 

2.3.2.2 Durchführung 

Zur Ermittlung der IL-17A-Konzentration im Plasma der Patienten wurden drei ELISA-Kits 

Human IL-17A der Firma eBioscience verwendet. Wir untersuchten die Proben zum 

Baseline-Zeitpunkt, sowie drei und sechs Monate nach der Umstellung auf Belatacept, 

um die frühe Entwicklung des hauptsächlich von den Th17-Zellen produzierten Zytokins 

zu untersuchen. Dafür wurde das in dem Kit enthaltene humane IL-17A Standard-Protein 

in 800µl destilliertem Wasser gelöst, um eine den Herstellerangaben entsprechende 

Ausgangskonzentration von 200pg/ml zu erreichen. Es folgte eine 1:2 Verdünnung des 
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Standards in sieben Schritten mit dem mitgelieferten "Sample Diluent". Bei der Standard-

Erstellung kam es somit im höchstkonzentrierten Standard zu einer Konzentration von 

100pg/ml und in der geringsten Konzentration 1,6pg/ml humanem IL-17A Standard-

Protein. Als Negativ-Kontrolle wurde die Extinktion der Verdünnungslösung (Sample 

Diluent) gemessen. Die Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen waren mit einem 

monoklonalen anti-IL-17A Antikörper vorbeschichtet und wurden in einem ersten 

Waschschritt mit Waschpuffer gespült, wobei unspezifische Bindungsstellen durch das 

Detergenz Tween 20 (1% im Waschpuffer enthalten) verhindert wurden. Die 

Plasmaproben wurden seit der Blutentnahme bei -80°C gelagert, langsam bei 

Raumtemperatur aufgetaut und dann 50µl Probe zusammen mit 50µl "Sample Diluent" 

pro Well pipettiert. Die Verdünnungsreihe des Standards sowie die gemessenen Proben 

wurden jeweils im Doppelansatz gemessen. Der Ablauf des ELISA-Tests ist in 

Abbildung 10 beschrieben. Nach dem Stoppen des Farbumschlags wurde die Extinktion 

im Spektralphotometer DTX 800 von Beckmann Coulter bei einer Wellenlänge von 

450nm gemessen. Durch die Messung der Extinktion der Standard-Verdünnungsreihe 

wurde eine Standardkurve erstellt, auf der jede gemessene Absorption einer IL-17A-

Konzentration zuzuordnen ist. Die Blankwerte (Negativkontrolle) wurden von den 

Messwerten abgezogen. Die IL-17A Konzentrationen der Patientenproben wurde mit der 

GraphPad Prism Software errechnet. 

 

2.3.3 Klinische Parameter 

Für die Funktionskontrolle des Nierentransplantats im Verlauf der Studie wurden zwei 

Parameter herangezogen. Zum einen wurde die glomeruläre Filtrationsrate (GFR) 

bestimmt. Für deren Berechnung wurde die Chronic-Kidney-Disease-Epidemiology-

Collaboration (CKD-EPI) -Formel nach Levey et al.94 angewandt, mit deren Hilfe aus 

Serumkreatinin, Alter, Geschlecht und Hautfarbe die GFR errechnet werden kann. Zum 

anderen wurde die im Spontanurin gemessene Albuminurie als Albumin/Kreatinin-

Quotient in mg/g Kreatinin erfasst. Die erforderlichen Laborwerte zu den jeweiligen 

Messpunkten, ebenso wie Daten zur Änderung der immunsuppressiven Medikation, zum 

Patienten- und Transplantatüberleben sowie zum Auftreten von Rejektionen wurden der 

Transplantationsdatenbank "Tbase2"92 entnommen.  
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2.3.4 Datenverwaltung und statistische Auswertung 

Alle im Rahmen der Studie erhobenen Rohdaten sind auf dem Server des nephro-

logischen Forschungslabors der Charité Passwort-geschützt für zugangsberechtigte 

Angehörige der Charité abrufbar. Es erfolgte eine Anonymisierung der Patientennamen 

für die Datenverarbeitung und Auswertung. Für die vorliegende Arbeit wurden die Daten 

mit der Software Microsoft Excel für Mac Version 16.0 und dem Programm Numbers 

Version 5.0 verwaltet. Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der 

Ergebnisse erfolgte mit Hilfe des Programmes GraphPad Prism 8 für Mac.  

Für den Vergleich von Werten unterschiedlicher Patientengruppen nutzten wir den nicht-

parametrische Mann-Whitney U-Test. Beim Vergleich verschiedener Zeitpunkte 

innerhalb einer Gruppe wurde der nicht-parametrische Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test 

angewandt. Ein p-Wert <0,05 bei beidseitiger Testung wurde als signifikant bewertet.  

Die Ergebnisse wurden als Median mit dem jeweiligen Interquartil-Range (IQR) 

angegeben. Dieser Range ist ein Maß für die statistische Streuung und entspricht der 

Differenz zwischen der 75. und 25. Perzentile.  

Es erfolgte die graphische Darstellung der ermittelten Daten im Box-Plot-Format. Dieser 

Diagrammtyp umfasst fünf Kennwerte: die Box zeigt den Bereich in dem 50% der Daten 

(2. und 3. Quartil) liegen, der Balken innerhalb der Box zeigt den Median, die Antennen 

zeigen die außerhalb der Box liegenden Werte an.  Entsprechend der Definition von John 

W. Tukey95 sind die Längen der Antennen auf maximal das 1,5-fache des Interquartilen-

Abstandes beschränkt. Ausreißer werden durch eine unabhängige Markierung im 

Diagramm angezeigt. Bei der Darstellung mehrerer Gruppen wurde zur Verbesserung 

der Übersicht teilweise nur der Median mit oder ohne IQR dargestellt.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung der Probanden 

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine explorative Interventionsstudie, die 

sich von November 2013 bis März 2016 erstreckte. Das Studiendesign war nicht-

randomisiert, kontrolliert und prospektiv angelegt. Patienten des Interventionsarmes, die 

nach Transplantation Anzeichen einer Arzneimittelunverträglichkeit auf ihre 

immunsuppressive Therapie zeigten, wurden nach Aufklärung und Unterzeichnung der 

Einverständniserklärung auf Belatacept umgestellt. Zwischen der Nierentransplantation 

und der Baseline-Messung unserer Studie lagen bei den Studienpatienten im 

Durchschnitt 7,5 Jahre. Insgesamt wurden 10 Patienten mit einem CNI-basierten (Gruppe 

B1) und neun Patienten mit einem mTORi-basierten (Gruppe B2) Therapieregime 

schrittweise über vier Wochen auf den Ko-Stimulationsblocker umgestellt. Parallel 

wurden entsprechende Kontrollpatienten unter der Ausgangsmedikation (Gruppen K1 

und K2) anhand der festgelegten Kriterien (s. Kapitel 2.1) identifiziert und in die Studie 

eingeschlossen. Wichtige Patientencharakteristika zum Baseline-Zeitpunkt sind in 

Tabelle 9 dargestellt. Bei dem Vergleich der beiden Studiengruppen mit ihren jeweiligen 

Kontrollgruppen zeigte sich ein Unterschied im Bereich der eGFR zwischen der 

Studiengruppe B2 und Kontrollgruppe K2 (B2 vs. K2: 45,6 ± 18,6ml/min vs. 69,1 ± 

13,7ml/min; p=0.01). Der Anteil an männlichen Patienten in der CNI-Studiengruppe (B1) 

lag mit 90% (9/10) im Vergleich zur mTORi-Studiengruppe (B2) mit 44% (4/9) deutlich 

höher (B1 vs. B2: p=0,01). Zum Baseline-Zeitpunkt lag die Transplantation in der B1-

Gruppe im Durchschnitt 6 Jahre zurück, in der B2-Gruppe 9,5 Jahre.  

In Tabelle 10 sind die Grunderkrankungen, welche die Nierentransplantation erforderlich 

machten, aufgelistet. Betrachtet man die Ursachen für die Umstellung der 

Immunsuppression auf eine Ko-Stimulationsblockade näher, so war die CNI-

Nephrotoxiziät in Gruppe B1 der alleinige Umstellungsgrund. Bei der mTORi-Gruppe war 

die Pneumonitis in 4/9 (44%) Fällen die häufigste und wichtigste klinische Ursache für die 

Umstellung auf Belatacept. Bei allen Studienteilnehmern wurde neben der 

Studienmedikation MPA (CellCept® oder Myfortic®) verabreicht. Glucocorticoide wurden 

in 4/10 Patienten aus der Gruppe B1 und in 3/9 Patienten aus der Gruppe B2 fortgeführt 

(siehe Tabelle 11).   
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Tabelle 9. Charakterisierung der Studien- und Kontrollpatienten.   

 B1 K1 p B2 K2 p 

Medikation 

CNI 
 
 

Belatacept 

CNI 
 

 
 

 
 

mTORi 
 
 

Belatacept 

mTORi 
 
 
 

 
 

Patienten, n 10 10  9 9  

Alter in Jahren,  
Mean ± SD 

51,5 ± 11,6 50,2 ± 12,7 0,83 54,9 ± 21,1 55,4 ± 13,0 0,98 

Männlich, n 9 9 >0,99 4 4 >0,99 

eGFR in ml/min, 
Mean ± SD 

 
33,1 ± 17,1 

 
28,8 ± 9,6 0,17 45,6 ± 18,6 69,1 ± 13,7 0,01 

1. Tx,  n 8 10 0,47 9 8 >0,99 

2. Tx, n 2 - 0,47 - 1 >0,99 

Zeit Tx - BL in Jahren, 
Mean ± SD 

6,1 ± 6,2 7,2 ± 5,2 0,67 9,4 ± 4,2 9,3 ± 4,6 >0,99 

Sämtliche Daten wurden zum Studienbeginn (Baseline) erhoben. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert mit 
Standardabweichung (Mean ± SD). Unterschiede zwischen den Gruppen (p-Wert) wurden mithilfe des 
Mann-Whitney U-Tests ermittelt. BL, Baseline; CNI, Calcineurin-Inhibitor; mTORi, mammalian target of 
rapamycin-Inhibitor; Tx, Transplantation. 

 

Tabelle 10. Grunderkrankungen der Studien- und Kontrollpatienten. 

Grunderkrankung, n B1 K1 B2 K2 

Glomerulonephritis / Vaskulitis  2 3 3 1 

ADPKD  4 1 2 2 

Reflux-Nephropathie 2 - 1 1 

Hypertensive Nephropathie - 1 - 1 

Diabetische Nephropathie 1 - 1 - 

Interstitielle Nephritis - - 1 1 

aHUS  - - 1 - 

Alport-Syndrom - 1 - - 

Unbekannt 1 4 - 3 

ADPKD, Autosomal Dominante Polyzystische Nierenerkrankung; aHUS, atypisches Hämolytisch-
Urämisches Syndrom. 
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Tabelle 11. Immunsuppressive Zusatzmedikation der Studien- und Kontrollpatienten. 

Dosis ist angegeben als MMF-Äquivalent: 360mg Myfortic-Dosis entsprechen 500mg CellCept bzw. MMF 
CNI, Calcineurin-Inhibitor; MMF, Mycophenolatmofetil. 
 

  

Zusatzmedikation, n  B1 K1 p B2 K2 p 

MMF-Äquivalent 10 10 >0,99 9 9 >0,99 

Dosis 1000-1500mg 5 4 >0,99 7 3 0,15 

Dosis 1501-2000mg 5 6 >0,99 2 6 0,15 

Methylprednisolon 4 2 0,62 3 2 >0,9 

Dosis 2mg - 2 0,47 - 1 >0,9 

Dosis 4mg 4 - 0,08 3 1 0,58 

Vorausgegangene 
CNI - Therapie 

- -  9 8 >0,99 
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3.2 Patienten- und Transplantatüberleben 

Abbildung 11. 7-Jahres-Patienten- und Transplantatüberleben. Abgebildet sind die auf Belatacept 
umgestellten Studiengruppen B1 und B2 sowie ihre korrespondierenden Kontrollgruppen K1 und K2 in der 
Kaplan-Meier-Analyse. Statistik: Log-Rank-Test für den Vergleich zwischen verschiedenen Gruppen. 

 

Das Patienten- und Transplantatüberleben wurden von der Baseline-Messung an, über 

den Ein-Jahres Studienzeitraum bis zu sieben Jahre nach Studieneinschluss erfasst. Im 

Studienzeitraum traten in allen vier Gruppen weder Todesfälle, Rejektionen noch 

Transplantatversagen auf. Im Verlauf der nächsten sechs Jahre zeigte sich in der CNI-

Kontrollgruppe K1 ein Todesfall vier Jahre nach Baseline (BL), in Gruppe B1 überlebten 

alle Patienten (B1 vs. K1: 100% vs. 90%; p=0,317). In der Gruppe B2 verhielt es sich 

konträr: Ein Patient der Belatacept-Gruppe B2 verstarb drei Jahre nach BL, wohingegen 

in der mTORi-Kontrollgruppe K2 kein Todesfall auftrat (B2 vs. K2: 89% vs. 100%; 

p=0,317). Insgesamt wurde in allen Gruppen lediglich eine Rejektion in der Gruppe B1 

28 Monate nach Baseline beobachtet. Bei Betrachtung des Tx-Überlebens zeigten sich 

in Gruppe B1 keine Tx-Verluste während in Gruppe K1 vier Jahre nach BL zwei Tx-

Verluste auftraten (B1 vs. K1: 100% vs. 80%; p=0,146). In Gruppe B2 kam es nach 

Umstellung auf Belatacept zu zwei Tx-Verlusten während die Kontrollgruppe ohne Tx-

Verluste blieb (B2 vs. K2: 78% vs. 100%; p=0,145).  
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3.3 Durchflusszytometrische Bestimmung der T-Zellsubpopulationen 

3.3.1 CD3+ Lymphozyten 

Bei der ersten Analyse der Lymphozyten aus den PBMCs der Patienten wurden alle 

Zellen mit CD3-positiven Eigenschaften erfasst, um die Gesamtpopulation der T-Lympho-

zyten zu quantifizieren. Dabei wurde die Anzahl der CD3+ Lymphozyten in den Studien-

gruppen sowohl im Behandlungsverlauf nach 12 Monaten Belataceptgabe, als auch im 

Vergleich zu der jeweiligen Kontrollgruppe untersucht. Die Anzahl der CD3-positiven 

Zellen blieb über den gesamten Untersuchungszeitraum von der Baseline-Messung bis 

zum Monat 12 (M12) bei Gruppe B1 sowie bei Gruppe B2 unverändert. Auch der 

Vergleich mit der jeweiligen Kontrollgruppe erbrachte keine signifikanten Unterschiede, 

weder zu Beginn noch zum Ende der Studie (siehe Tabelle 12). 

 
Tabelle 12. CD3+ T-Lymphozyten. 

 

3.3.2 CD3+CD4+ T-Zellen 

Nach Identifizierung der CD3+ Zellen wurden die Lymphozyten im Hinblick auf CD4, den 

Marker für T-Helferzellen, untersucht. Der Anteil der CD3+CD4+ Zellen veränderte sich 

im Studienzeitraum bei den auf Belatacept umgestellten Patienten weder in Gruppe B1, 

noch in Gruppe B2. Bei dem Vergleich der Studienpatienten mit den jeweiligen 

Kontrollpatienten zeigten sich ebenfalls keine Unterschiede, weder bei der Baseline-

Messung noch ein Jahr nach Umstellung auf Belatacept (siehe Tabelle 13). 

 

  

Messzeitpunkt  

 

 

 

Belatacept 1 (B1) CNI (K1) 

Median (IQR) 

BL vs. M12 

P-Wert 

(Wilcoxon-Test) 

Median (IQR) 

B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-

Whitney U-Test) 

Baseline (Zellen/µl) 1238 (615-1485) 

0,375 

1415 (850-1618) 0,360 

M12 (Zellen/µl) 1088 (480-1474) 1161 (864-1520) 0,236 

 Belatacept 2 (B2) mTORi (K2) 

Baseline (Zellen/µl) 758 (679-1421) 

0,910 

722 (638- 996) 0,334 

M12 (Zellen/µl) 1163 (585-1724) 1137 (726-1433) 0,888 
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Tabelle 13. CD3+CD4+ T-Helferzellen.   

 

3.3.2.1 CD4+ Subpopulationen 

Die CD3+CD4+ T-Helferzellen wurden mit Hilfe der Biomarker CCR7 und CD45RA in vier 

funktionelle Subpopulationen unterteilt: Naive CD4+ Zellen (N=CD4+CCR7+CD45RA+), 

Central Memory CD4+ Zellen (CM=CD4+CCR7+CD45RA-), Effector CD4+ Zellen 

(E=CD4+CCR7-CD45RA+) und Effector Memory CD4+ Zellen (EM=CD4+CCR7-

CD45RA-).  

Bei der Baseline-Messung war die Anzahl der CD4+ EM-Zellen im Vergleich zu allen 

anderen Subpopulation am höchsten (B1: 835/µl (360-1203); B2: 705/µl (454-864)). Nach 

12 Monaten Belatacept-Therapie sank die Zahl in Gruppe B1 signifikant ab (363/µl (150-

605), p=0,016), während es in Gruppe B2 zu keinem signifikanten Abfall kam (672/µl 

(533-764), p=0,590). Im gleichen Zeitraum stieg die Anzahl der naiven CD4+ Zellen in 

Gruppe B1 (BL vs. M12: 198/µl (86-308) vs. 444/µl (288-752), p=0,016) an. Auch hier 

zeigte sich keine Veränderung in Gruppe B2 (BL vs. M12: 287/µl (111-692) vs. 346/µl 

(242-499), p=0,910). Bei den CD4+ Central Memory-Zellen und den CD4+ Effector-Zellen 

gab es in beiden Belatacept-Gruppen keine signifikanten Änderungen im 

Untersuchungszeitraum (siehe Abbildung 12). Der Vergleich der Studiengruppe und der 

Kontrollgruppe 12 Monate nach Konversion zeigte eine signifikant höhere Anzahl an CM-

Zellen in Gruppe B2 im Gegensatz zu Gruppe K2 (B2 vs. K2: 248/µl (136-382) vs. 43/µl 

(15-115), p=0,040). In den anderen drei Subpopulationen, sowie bei dem Vergleich von 

B1 mit K1, konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (siehe 

Abbildung 12).  

 

Messzeitpunkt  Belatacept 1 (B1) CNI (K1) 

Median (IQR) 

BL vs. M12 

P-Wert 

(Wilcoxon-Test) 

Median (IQR) 

B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-

Whitney U-Test) 

Baseline (Zellen/µl) 826 (497-1427) 

0,469 

981 (716-1347) 0,633 

M12 (Zellen/µl) 873 (569-1139) 982 (678-1333) 0,730 

 Belatacept 2 (B2) mTORi (K2) 

Baseline (Zellen/µl) 656 (474-1022) 
0,496 

623 (530-892) 0,888 

M12 (Zellen/µl) 669 (481-1143) 737 (577-1256) 0,743 
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Abbildung 12. Analyse der CD3+CD4+ Subpopulationen. Darstellung der Zellzahl der CD4+ 
Subpopulationen pro µl als Boxplot: Central Memory (CM), Naive (N), Effector Memory (EM) und Effector 
(E) Zellen. Dargestellt sind die Werte zu Beginn der Studie (BL) und 12 Monate nach Umstellung auf 
Belatacept (M12) (A), sowie der Vergleich zwischen Studiengruppe (B1 bzw. B2) zur jeweiligen 
Kontrollgruppe (K1 bzw. K2) nach 12 Monaten (B). Statistik: Wilcoxon-Test für Vergleiche innerhalb einer 
Gruppe (A); Mann-Whitney U-Test für den Vergleich zwischen zwei unterschiedlichen Gruppen (B). 

 

3.3.2.2 Aktivierte CD4+ Zellen 

Um die Aktivierung der CD3+CD4+- Zellen zu untersuchen, wurden die CD38+HLA-DR+ 

Zellen der Studiengruppen zum Baseline-Zeitpunkt mit dem Monat 12 nach Beginn der 

Belatacept-Gabe verglichen. Unter dem Wechsel der Medikation ergaben sich keine 

signifikanten Unterschiede in der Anzahl der aktivierten CD4+ Zellen. Auch im Vergleich 

der Belatacept-Gruppen mit den jeweiligen Kontrollen zum Monat 12 der Studie kam es 

zu keinen signifikanten Differenzen (siehe Tabelle 14).  
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Tabelle 14. Aktivierte CD4+ T-Zellen 

 
3.3.2.3 T-Helferzellen 1 (Th1) 

Die Anzahl der CD3+CD4+CXCR3+CCR6- Zellen (Th1) nahm nach 12 Monaten in der 

von mTORi auf Belatacept umgestellten Gruppe (B2) im Vergleich zum Baseline-Wert 

signifikant ab (B2: BL vs. M12: 50/µl (20-58) vs. 29/µl (15-31), p=0,039). Auch in der von 

CNI auf Belatacept umgestellten Gruppe (B1) zeigte sich eine im Verlauf abnehmende 

Tendenz, die allerdings statistisch nicht signifikant war (B1: BL vs. M12: 70/µl (17-105) 

vs. 25/µl (10-88), p=0,375). Im Vergleich mit den Kontrollgruppen ergaben sich nach 12 

Monaten keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 13).   

Abbildung 13. Analyse der Th1-Zellen. Anzahl der CXCR3+ und CCR6- CD3+CD4+ T- Zellen. Dargestellt 
sind die Werte der Gruppen B1 und B2 jeweils zum Baseline-Zeitpunkt (BL) und nach einem Jahr (M12), 
sowie im Vergleich die jeweilige Kontrollgruppe (K1 bzw. K2). Die Auswertung erfolgte mittels Wilcoxon-
Tests bei Vergleichen innerhalb einer Gruppe oder Mann-Whitney U-Test bei Vergleichen von zwei 
unterschiedlichen Gruppen. 

 

Messzeitpunkt  Belatacept 1 (B1) CNI (K1) 

Median (IQR) 
BL vs. M12 

P-Wert 
(Wilcoxon-Test) 

Median (IQR) 
B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-
Whitney U-Test) 

Baseline (Zellen/µl) 46 (37-59) 
0,813 

63 (30-88) 0,744 

M12 (Zellen/µl) 29 (3-212) 107(42-212) 0,387 

 Belatacept 2 (B2) mTORi (K2) 

Baseline (Zellen/µl) 77 (39-147) 
0,547 

71 (38-125) 0,907 

M12 (Zellen/µl) 97 (33-135) 85 (28-221) 0,942 
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3.3.2.4 T-Helferzellen 2 (Th2) 

Der Anteil der CD3+CD4+CXCR3-CCR6- Zellen (Th2) blieb über den gesamten 

Untersuchungszeitraum in allen untersuchten Gruppen konstant. Weder bei der 

Belatacept 1- noch bei der Belatacept 2-Studiengruppe konnte ein signifikanter Unter-

schied zwischen der Ausgangsmessung und Monat 12 nachgewiesen werden (B1, BL 

vs. M12: 264/µl (228-723) vs. 299/µl (200-529), p>0,999; B2, BL vs. M12: 236/µl (137-

519) vs. 153/µl (61-241), p=0,074). Im Vergleich mit den Kontrollgruppen zeigten sich 

nach einem Jahr ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (siehe Abbildung 14).  

Abbildung 14. Analyse der Th2-Zellen. Anzahl der CXCR3- und CCR6- CD3+CD4+Zellen. Dargestellt sind 
die Gruppen B1 und B2 jeweils zum Baseline-Zeitpunkt (BL) und nach einem Jahr (M12) sowie im Vergleich 
zur jeweiligen Kontrollgruppe (K1 bzw. K2). Die Auswertung erfolgte mittels Wilcoxon-Test bei Vergleichen 
innerhalb einer Gruppe oder Mann-Whitney U-Test bei Vergleichen von zwei unterschiedlichen Gruppen.  
 

3.3.2.5 Th1/Th2 Ratio 

Das Verhältnis von Th1- zu Th2-Zellen, die Th1/Th2 Ratio, änderte sich im Verlauf der 

Studie (BL vs. M12) in keiner der beiden Studiengruppen. Der Vergleich mit den 

Kontrollpatienten ergab ebenfalls weder am Anfang (BL) noch am Ende der Studie (M12) 

signifikante Unterschiede (siehe Tabelle 15). 

 

Tabelle 15. Th1/Th2 Ratio.  

Messzeitpunkt Belatacept 1 (B1) CNI (K1) 

Median (IQR) 
BL vs. M12 

P-Wert 
(Wilcoxon-Test) 

Median (IQR) 
B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-
Whitney U-Test) 

Baseline (Ratio) 0,09 (0,08-0,27) 
>0,999 

0,12 (0,07-0,19) 0,943 

M12 (Ratio) 0,08 (0,05-0,19) 0,19 (0,06-0,48) 0,299 

 Belatacept 2 (B2) mTORi (K2) 

Baseline (Ratio) 0,19 (0,07-0,34) 

0,641 

0,19 (0,10-0,43) 0,656 

M12 (Ratio) 0,19 (0,10-0,30) 0,24 (0,08-0,48) 0,624 
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3.3.2.6 Th17 Zellen 

Die Th17-Zellpopulation wurde mithilfe der Biomarker CXCR3 und CCR6 aus der 

CD3+CD4+- Elternpopulation identifiziert. Bei der Baseline-Messung lag das Niveau der 

Th17+ Zellen in Gruppe B1 (CNI) fast doppelt so hoch wie in Gruppe B2 (mTORi), 

allerdings war der Unterschied nicht signifikant (BL, B1 vs. B2: 67/µl (41-113) vs. 35/µl 

(28-65), p=0,139). 12 Monate nach Umstellung auf Belatacept näherten sich die Werte 

der beiden Untersuchungsgruppen an (M12; B1 vs. B2: 59/µl (28-86) vs. 51/µl (18-64), 

p=0,607) (siehe Abbildung 15). Bei dem Vergleich der Baseline-Werte mit den Werten 

nach Umstellung auf Belatacept ergab sich in Gruppe B1 in Monat sechs und neun ein 

signifikanter Rückgang der Th17-Zellen (siehe Tabelle 16). In Gruppe B2 dagegen 

waren im gleichen Zeitraum keine signifikanten Veränderungen verifizierbar. Bei dem 

Vergleich der beiden Studiengruppen mit den jeweiligen Kontrollgruppen fiel im Verlauf  

nur ein Unterschied bei Gruppe B2 in Monat neun auf. Hier zeigte sich bei den Kontroll-

Patienten (K2) ein höherer Wert als bei den Studien-Patienten (siehe Tabelle 17).  

 

Tabelle 16. Th17-Zellen der Gruppe Belatacept 1. 

Messzeitpunkt Belatacept 1 

(B1) 

Median (IQR) 

BL vs. M 

P-Wert 

(Wilcoxon-Test) 

CNI 

(K1) 

Median (IQR) 

B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-

Whitney U-Test) 

Baseline (Zellen/µl) 67 (41-113)  66 (44-82) 0,779 

Monat 3 (Zellen/µl) 44 (30-89) 0,250 62 (39-93) 0,493 

Monat 6 (Zellen/µl) 47 (25-96) 0,031 54 (44-146) 0,226 

Monat 9 (Zellen/µl) 32 (28-76) 0,008 72 (50-109) 0,067 

Monat 12 (Zellen/µl) 59 (28-86) >0,999 56 (50-101) 0,512 

 

Tabelle 17. Th17-Zellen der Gruppe Belatacept 2. 

 

Messzeitpunkt  Belatacept 2 

(B2) 

Median (IQR) 

BL vs. M 

P-Wert  

(Wilcoxon-Test) 

mTORi 

 (K2) 

Median (IQR) 

B2 vs. K2 

P-Wert (Mann-

Whitney U-Test) 

Baseline (Zellen/µl) 35 (28-65)  42 (22-63) >0,999 

Monat 3 (Zellen/µl) 54 (26-72) 0,652 40 (38-65) 0,813 

Monat 6 (Zellen/µl) 38 (18-68) >0,999 71 (40-95) 0,097 

Monat 9 (Zellen/µl) 39 (26-59) 0,578 58 (51-80) 0,036 

Monat 12 (Zellen/µl) 51 (18-64) 0,910 72 (48-153) 0,114 
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Abbildung 15. Analyse der Th17-Zellen. Darstellung der Anzahl der CD3+CD4+CXCR3-CCR6+ (Th17) 
Zellen in den Gruppen B1 und B2 im Verlauf (BL= Baseline; M= Monat) (A) und Vergleich mit den jeweiligen 
Kontrollen K1 und K2 (B) als Boxplots. Vergleiche innerhalb einer Gruppe wurden mit dem Wilcoxon-Test 
durchgeführt, zwischen verschiedenen Gruppen mit dem Mann-Whitney U-Test. 

 

3.3.2.7 Regulatorische T-Zellen (Treg) 

Bei der Untersuchung der CD3+CD4+CD25+CD127low -Zellen (T-regulatorische Zellen; 

Treg) fiel in beiden Studiengruppen ein Rückgang der Treg-Zellen im Monat neun auf 

(siehe Abbildung 16). In der Gruppe B1 wurde im Monat neun nicht nur im Vergleich 

zum Baseline-Wert eine signifikante Abnahme der Treg-Zellen nachgewiesen, sondern 

auch im Vergleich zur Kontrollgruppe (K1) (siehe Tabelle 18). Die Analyse der Gruppe 

B2 ergab ebenfalls eine deutlicher Rückgang neun Monate nach der Umstellung. Der 

Vergleich mit den Kontrollpatienten bei Monat neun war allerdings knapp nicht signifikant 

(siehe Tabelle 19). 
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Tabelle 18. Treg-Zellen der Gruppe Belatacept 1. 

 
 

Tabelle 19. Treg-Zellen der Gruppe Belatacept 2. 

Messzeitpunkt  Belatacept 2 (B2) 

Median (IQR) 

BL vs. M 

P-Wert 

(Wilcoxon-Test) 

mTORi (K2) 

Median (IQR) 

B2 vs. K2 

P-Wert (Mann-

Whitney U-Test) 

Baseline (Zellen/µl) 23 (20-42)  25 (21-33) 0,982 

Monat 3 (Zellen/µl) 19 (13-30) 0,156 25 (20-44) 0,142 

Monat 6 (Zellen/µl) 23 (14-46) 0,344 34 (23-43) 0,368 

Monat 9 (Zellen/µl) 15 (12-31) 0,039 29 (19-46) 0,079 

Monat 12 (Zellen/µl) 24 (11-32) 0,242 39 (21-62) 0,088 

 

Messzeitpunkt  Belatacept 1 (B1) 

Median (IQR) 

BL vs. M 

P-Wert 

(Wilcoxon-Test) 

CNI (K1) 

Median (IQR) 

B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-

Whitney U-Test) 

Baseline (Zellen/µl) 30 (18-42)  39 (27-51) 0,248 

Monat 3 (Zellen/µl) 24 (15-45) 0,551 30 (24-46) 0,202 

Monat 6 (Zellen/µl) 24 (21-39) 0,188 30 (21-39) 0,779 

Monat 9 (Zellen/µl) 18 (11-25) 0,004 35 (23-39) 0,005 

Monat 12 (Zellen/µl) 25 (16-33) 0,070 34 (20-38) 0,211 
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Abbildung 16. Analyse der T-regulatorischen Zellen. Darstellung der Anzahl der 
CD3+CD4+CD25+CD127low (Treg) Zellen in den Studiengruppen B1 und B2 im Behandlungsverlauf (BL= 
Baseline; M= Monat) (A) und Vergleich mit den jeweiligen Kontrollen K1 und K2 (B) als Boxplots. Vergleiche 
innerhalb einer Gruppe wurden mit dem Wilcoxon-Test durchgeführt, zwischen verschiedenen Gruppen 
mit dem Mann-Whitney U-Test.  
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3.3.2.8 Aktivierte Tregs  

Die Messung der aktivierten Treg-Zellen (CD3+CD4+CD25+CD127low) erfolgte mit Hilfe 

der Detektion des Chemokin-Rezeptors CCR4. Beide Studiengruppen zeigten bei der 

Baselinemessung ein ähnliches Niveau an CCR4+ Treg-Zellen. Nach 12 Monaten unter 

Belatacept-Gabe zeigte sich in der B1-Gruppe keine Veränderung, in der B2-Gruppe 

verringerte sich die Anzahl, allerdings knapp nicht signifikant. Im Vergleich mit der 

korrespondierenden Kontrollgruppe K2 zeigte sich bei Monat 12 eine signifikant geringere 

Menge an aktivierten Treg-Zellen in der Belatacept Gruppe 2. In der Gruppe B1 trat kein 

Unterschied zu der Kontrollgruppe K1 auf (siehe Tabelle 20). 

 

Tabelle 20. Aktivierte Treg-Zellen.  

 

 

3.3.2.9 Th17/Treg Ratio 

Das Verhältnis zwischen Th17- und Treg-Zellen veränderte sich über den Unter-

suchungszeitraum weder in der Gruppe B1, noch in der Gruppe B2  signifikant. Insgesamt 

war in beiden Gruppen eine leicht abnehmende, aber statistisch nicht signifikante 

Tendenz festzustellen (siehe Tabelle 21). 

 

Tabelle 21. Th17/Treg Ratio. 

Th17 / Treg Ratio Baseline 
Median (IQR) 

Monat 12 
Median (IQR) 

BL vs. M12 
(P-Wert, Wilcoxon-Test) 

Belatacept 1 (B1) 0,5 (0,4-0,6) 0,3 (0,2-0,9) 0,625 

Belatacept 2 (B2)  0,7 (0,5-1) 0,4 (0,3-0,9) 0,652 

Messzeitpunkt  Belatacept 1 (B1) CNI (K1) 

Median (IQR) 

BL vs. M12 

P-Wert 

(Wilcoxon-Test) 

Median (IQR) 

B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-

Whitney U-Test) 

Baseline (Zellen/µl) 12 (6-14) 
0,344 

13 (9-21) 0,559 

M12 (Zellen/µl) 10 (5-14) 11 (9-19) 0,206 

 Belatacept 2 (B2) mTORi (K2) 

Baseline (Zellen/µl) 11 (8-20) 
0,056 

12 (10-19) 0,869 

M12 (Zellen/µl) 4 (3-8) 15 (9-19) 0,006 
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3.3.3 CD3+CD8+ T-Zellen 

Der Anteil der CD3+CD8+ Zellen blieb im gesamten Untersuchungszeitraum 

unverändert. Weder in Gruppe B1 (BL vs. M12: 389/µl (168-550) vs. 238/µl (101-538), 

p=0,813) noch in Gruppe B2 (BL vs. M12: 431/µl (284-779) vs. 463/µl (273-853), p=0,910) 

ergaben sich Unterschiede im Vergleich zwischen Baseline und Monat 12. Auch im 

Vergleich mit den jeweiligen Kontrollgruppen zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede (siehe Abbildung 17).  

Abbildung 17. Analyse der CD8+ T-Zellen. Anzahl der CD3+CD8+ Lymphozyten. Dargestellt sind die 
Boxplots zu den Messzeitpunkten Baseline (BL) und Monat 12 (M12). Abgebildet sind die Gruppe 
Belatacept 1 (B1) mit CNI-Kontrollpatienten (K1) und die Gruppe Belatacept 2 (B2) mit mTORi-
Kontrollpatienten (K2). Zur statistischen Analyse kam der Wilcoxon-Test bei Vergleich innerhalb einer 
Gruppe und der Mann-Whitney U-Test bei Vergleich von zwei unterschiedlichen Gruppen zur Anwendung.  

 
3.3.3.1 CD8+ Subpopulationen 

Die CD3+CD8+ Zellpopulation lässt sich entsprechend den CD3+CD4+ Zellen in vier 

Subpopulationen unterteilen: CCR7+CD45RA+ Naive CD8+Zellen (N), CCR7+CD45RA- 

Central Memory CD8+Zellen (CM), CCR7-CD45RA+ CD8+ Effector Zellen (E) und 

CCR7-CD45RA- CD8+ Effector Memory Zellen (EM). Weder in der Belatacept 1-Gruppe 

noch in der Belatacept 2-Gruppe kam es im Verlauf der Studie zu signifikanten 

Veränderungen (siehe Tabelle 22). Auch im Vergleich mit den jeweiligen Kontroll-

gruppen konnten keine Unterschiede festgestellt werden (siehe Tabelle 23). 
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Tabelle 22. CD3+CD8+ T-Zellsubpopulationen. Vergleich innerhalb der Studiengruppen zwischen 
Baseline und Monat 12. 

Zellen/µl Belatacept 1 (B1) 

Median (IQR) 

Belatacept 2 (B2) 

Median (IQR) 

 Baseline M12 BL vs. M12 

(P-Wert, 

Wilcoxon-Test) 

Baseline M12 BL vs. M12 

(P-Wert, 

Wilcoxon-Test) 

CM 383  
(156-823) 

224  
(126-587) 

>0,999 442  
(245-761) 

516  
(289-915) 

0,426 

N 284 
 (178-558) 

425  
(223-587) 

0,469 143  
(75-599) 

168  
(103-638) 

0,820 

EM 526  
(255-899) 

447  
(230-593) 

0,078 430  
(220-716) 

458 
(293-663) 

0,910 

E 22  
(7-38) 

25  
(17-55) 

0,578 11  
(4-57) 

6  
(4-31) 

0,266 

 CM, Central Memory, N Naive, EM, Effector Memory und E, Effector Zellen. 

 

Tabelle 23. CD3+CD8+T-Zellsubpopulationen. Vergleich zwischen Studiengruppen und Kontrollgruppen 
im Monat 12. 

Zellen/µl 

 

Belatacept 1 vs. Kontrolle 1 (CNI) 

Median (IQR) 

Belatacept 2 vs. Kontrolle 2 (mTORi) 

Median (IQR) 

B1 (M12) K1 (M12) B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-

Whitney U-

Test) 

B2 (M12) K2 (M12) B2 vs. K2 

P-Wert (Mann-

Whitney U-

Test) 

CM 224 
(126-587) 

437  
(204-795) 

0,315 516  
(289-915) 

360  
(193-548) 

0,436 

N 425  
(223-587) 

307  
(173-517) 

0,460 168  
(103-638) 

282  
(82-650) 

>0,999 

EM 447  
(230-593) 

704  
(450-836) 

0,065 458 
 (293-663) 

547  
(449-737) 

0,489 

E 25  
(17-55) 

42  
(24-60) 

0,305 6  
(4-31) 

12  
(4-50) 

0,501 

 CM, Central Memory, N Naive, EM, Effector Memory und E, Effector Zellen. 
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3.3.3.2 Aktivierte CD8+ Zellen 

Die Anzahl der aktivierten CD8+ Zellen (CD3+CD8+CD38+HLA-DR+) veränderte sich 

über den Zeitraum der Studie nicht signifikant. Auffallend ist jedoch, dass die Streuung 

sowohl in der Belatacept 1- Gruppe (B1, BL vs. M12: 9/µl (5-18) vs. 23/µl (9-123), 

p=0,109) als auch in der Belatacept 2 Gruppe (B2, BL vs. M12: 24/µl (4-28) vs. 32/µl (8-

82), p=0,164) im Laufe der Studie zunahm. Auch im Vergleich mit den jeweiligen 

Kontrollgruppen traten keine signifikanten Unterschiede weder bei der Baseline-

Messung, noch im Monat 12 der Studie auf (siehe Abbildung 18).  

 

Abbildung 18. Analyse der aktivierten CD8+ T-Zellen. Anzahl der CD38- und HLA-DR-positiven 
CD3+CD8+Lymphozyten. Dargestellt sind die Gruppen B1 und B2 zum Baseline-Zeitpunkt (BL) und im 
Monat 12 (M12) sowie der Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe. Zum Vergleich innerhalb einer Gruppe 
wurde der Wilcoxon-Test angewandt, zum Vergleich von verschiedenen Gruppen der Mann-Whitney U-
Test.  
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3.3.3.3 CD4/CD8 Ratio 

Die CD4/CD8 Ratio veränderte sich über den gesamten Untersuchungszeitraum in keiner 

der untersuchten Patientengruppen. Auch bei der Gegenüberstellung mit den jeweiligen 

Kontrollgruppen wurden keine signifikanten Unterschiede ermittelt (siehe Tabelle 24). 

 

Tabelle 24. CD4/CD8 Ratio  

 

 

3.4 Interleukin-17-Konzentration im peripheren Blut  

3.4.1 ELISA IL-17A 

Die IL-17A-Konzentration im Plasma war in Gruppe Belatacept 2 von der Baseline-

Messung bis Monat sechs im Vergleich zu allen anderen erfassten Gruppen erhöht 

(siehe Tabelle 26). Bereits bei der Baseline-Messung war die IL-17A-Konzentration in 

dieser Gruppe fünfmal so hoch wie in der Gruppe Belatacept 1 (siehe Tabelle 25) und 

dreimal so hoch wie in der entsprechenden mTORi-Kontrollgruppe. Auch im Monat drei 

nach Umstellung war der Wert signifikant höher als in Gruppe B1. Erst im Monat sechs 

sank der Wert leicht und zeigte keinen signifikanten Unterschied mehr zu Gruppe B1. Im 

Vergleich zur mTORi-Kontrollgruppe, die über den gesamten Zeitraum einen konstant 

niedrigen IL-17A Spiegel aufwies, waren die Werte der Gruppe Belatacept 2 im Monat 

drei signifikant höher. Im Kontrast dazu zeigten sowohl die Gruppe B1 als auch ihre 

korrespondierende Kontrollgruppe K1 konstant niedrige IL-17A Werte (alle Werte siehe 

Tabellen 25 und 26). 

  

Messzeitpunkt Belatacept 1 (B1) CNI (K1) 

Median (IQR) 
BL vs. M12 

P-Wert 
(Wilcoxon-Test) 

Median (IQR) 
B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-
Whitney U-Test) 

Baseline (Ratio) 2,2 (1,6-3,9) 
0,719 

2,5 (1,6-3,6) 0,965 

M12 (Ratio) 3,3 (1,7-7,0) 1,8 (1,6-3,0) 0,213 

 Belatacept 2 (B2) mTORi (K2) 

Baseline (Ratio) 1,4 (0,95-2,3) 
>0,999 

2,2 (1,2-3,4) 0,266 

M12 (Ratio) 1,3 (0,85-2,8) 2,4 (1,2-3,6) 0,208 
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Tabelle 25. IL-17A Konzentration im Plasma der Studiengruppe B1 und Kontrollgruppe K1.  

* Bei einem Patienten der CNI-Kontrollgruppe waren keine für den ELISA ausreichenden Proben 
vorhanden. Aufgrund der kleinen Gruppengrößen entschieden wir uns dafür, diese Proben durch die 
Proben eines vergleichbaren CNI-Patienten, welcher über sechs Monate gemessen wurde, zu ersetzen. 

 
 

Tabelle 26. IL-17A Konzentration im Plasma der Studiengruppe B2 und Kontrollgruppe K2.  

 

  

Messzeitpunkt Belatacept 1 (B1) CNI (K1) * 

 Median (IQR) 

BL vs. M 

P-Wert 

(Wilcoxon-Test) 

Median (IQR) 

B1 vs. K1 

P-Wert (Mann-

Whitney U-Test) 

Baseline (pg/ml) 2,8 (2,2-6,1)  2,3 (1,8-4,9) 0,362 

Monat 3 (pg/ml) 2,3 (0,7-6,8) 0,383 2,0 (1,0-3,4) 0,700 

Monat 6 (pg/ml) 2,8 (2,0-6,5) 0,547 2,0 (1,6-6,3) 0,589 

Messzeitpunkt Belatacept 2 (B2) mTORi (K2) 

 Median (IQR) 

BL vs. M 

P-Wert 

(Wilcoxon-Test) 

Median (IQR) 

B2 vs. K2 

P-Wert (Mann-

Whitney U-Test) 

Baseline (pg/ml) 15,0 (10,3-25,5)  5,9 (2,5-12,2) 0,081 

Monat 3 (pg/ml) 14,8 (9,8-17,3) 0,375 3,4 (2,0-8,6) 0,018 

Monat 6 (pg/ml) 11,0 (4,6-17,0) 0,094 4,2 (1,4-9,5) 0,171 
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3.5 Klinische Parameter 

3.5.1 Glomeruläre Filtrationsrate  

Nach der Umstellung auf Belatacept zeigte sich eine Veränderung der eGFR-Werte vor 

allem bei den von CNI umgestellten Patienten (B1). Diese starteten im Vergleich zu den 

von einem mTORi umgestellten Patienten (B2) mit einem niedrigeren Baselinewert (BL, 

B1 vs. B2: 27ml/min (21-47) vs. 43ml/min (30-57), p=0,098; siehe Abbildung 19). Dieser 

Wert erhöhte sich bis zum Monat sechs nach der Umstellung signifikant. Auch in den 

Monaten neun und 12 zeigte sich im Vergleich zum Ausgangswert ein signifikanter 

Anstieg der eGFR. Bei Patienten der Gruppe B2 dagegen blieben die eGFR-Werte im 

Verlauf unverändert (alle Werte siehe Tabelle 27).  

 

Abbildung 19. Analyse der eGFR. Dargestellt ist der Median der eGFR in ml/min im zeitlichen Verlauf für 
die Baseline-Messung (BL), sowie Monat (M) 3, 6, 9 und 12 für beide Belatacept-Gruppen (B1 und B2) (A). 
Box-Plot-Darstellung beider Belatacept-Gruppen zu den Zeitpunkten BL und M12 (B, C). Die statistische 
Auswertung erfolgte mithilfe des Wilcoxon-Tests. 
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Tabelle 27. Berechnete glomeruläre Filtrationsrate - eGFR. 

 

 
3.5.2 Albumin-Kreatinin-Quotient 

Bei der Untersuchung der Albuminurie fiel in der Gruppe Belatacept 1 im zeitlichen 

Verlauf nach Umstellung auf Belatacept ein leichter Anstieg des Albumin-Kreatinin-

Quotienten auf. Nach sechs Monaten zeigte sich eine signifikante Zunahme im Vergleich 

zu den Baseline-Werten (siehe Tabelle 28). In den Monaten neun und 12 zeigte sich der 

Median-Wert ebenfalls höher im Vergleich zum Baseline Wert, allerdings knapp nicht 

signifikant. Die Werte der Gruppe Belatacept 2 waren über den Untersuchungszeitraum 

vergleichsweise größeren Schwankungen unterlegen (siehe Abbildung 20) und zeigten 

unter der Belatacept-Therapie keine signifikante Änderung im Vergleich zu der Baseline-

Messung unter Ausgangsmedikation.  

Messzeitpunkt Belatacept 1 (B1) 

Median (IQR) 

BL vs. M 

P-Wert  

(Wilcoxon-Test) 

Belatacept 2 (B2) 

Median (IQR) 

BL vs. M 

P-Wert  

(Wilcoxon-Test) 

Baseline (ml/min) 27 (21-47)  43 (30-57)  

Monat 3 (ml/min) 32 (22-54) 0,246 36 (30-53) 0,438 

Monat 6 (ml/min) 32 (26-68) 0,004 38 (29-57) 0,555 

Monat 9 (ml/min) 33 (27-70) 0,006 34 (30-63) 0,609 

Monat 12 (ml/min) 35 (28-64) 0,002 38 (28-69) 0,477 



65 

Abbildung 20. Analyse der Albuminurie. Dargestellt ist der Albumin/Kreatinin-Quotient im Spontan-Urin in 
mg Albumin/g Kreatinin im zeitlichen Verlauf zu den Zeitpunkten Baseline (BL), sowie Monat (M) 3, 6, 9 
und 12 für beide Belatacept-Gruppen (B1 und B2) (A). Box-Plot-Darstellung beider Belatacept-Gruppen zu 
den Zeitpunkten Baseline und M12 (B, C). Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Wilcoxon-Tests.

 

 

Tabelle 28. Albumin-Kreatinin Quotient  

  

Messzeitpunkt 

 

Belatacept 1 (B1) 

Median (IQR) 

in mg Albumin / g 

Kreatinin 

BL vs. M 

P-Wert  

(Wilcoxon-Test) 

Belatacept 2 (B2) 

Median (IQR) 

in mg Albumin / g 

Kreatinin 

BL vs. M 

P-Wert  

(Wilcoxon-Test) 

Baseline  129 (64-183)  214 (106-566)  

Monat 3  128 (81-163) 0,727 346 (128-682) 0,742 

Monat 6  139 (89-217) 0,020 151 (119-382) 0,148 

Monat 9  187 (104-320) 0,055 315 (109-438) 0,711 

Monat 12  142 (119-376) 0,055 170 (123-614) >0,999 
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4 Diskussion   

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss des Immunsuppressivums Belatacept 

auf das Profil der T-Zellsubpopulationen bei nierentransplantierten Patienten im Rahmen 

einer prospektiven Studie über einen Zeitraum von 12 Monaten zu untersuchen. Die 

Patienten wurden von einer CNI- oder einer mTORi-basierten Ausgangstherapie auf 

Belatacept umgestellt. Parallel dazu untersuchten wir vergleichbare Kontrollpatienten 

unter unveränderter Erhaltungsimmunsuppression mit CNI oder mTORi.  Es sollten 

spezifische Veränderungen in der Zusammensetzung der T-Zell Subpopulationen 

aufgedeckt werden, die möglicherweise an der Entwicklung von Rejektionen beteiligt 

sind. Zusätzlich wurde die Nierenfunktion in Form der eGFR und der Albuminurie 

untersucht, um ergänzend zu den immunologischen Markern auch klinisch relevante 

Veränderungen zu erfassen. Im Folgenden werden die Ergebnisse der Studie diskutiert 

und vor dem Hintergrund der bestehenden wissenschaftlichen Erkenntnisse zu diesem 

Thema eingeordnet.  

 

4.1 Einfluss der Ko-Stimulationsblockade auf die peripheren T-Lymphozyten 

4.1.1 CD3+CD4+ Subpopulationen  

Die Immunsuppression über die Ko-Stimulationsblockade mit Belatacept greift hemmend 

in den Prozess der T-Zellaktivierung ein und kann so ungewollte Immunreaktionen 

unterdrücken. Bei der Analyse der CD3+ Ausgangs-T-Zellpopulation sowie ihrer CD4+ 

Untergruppe zeigten sich keine Veränderungen nach Umstellung der Medikation auf 

Belatacept. Diese erste Auswertung der Elternpopulation diente auch als Auskunft 

darüber, wie viele T-Zellen peripher zirkulieren, da sich die untergeordneten T-

Zellpopulation auf sie beziehen. Erst bei weiterer Differenzierung der CD3+CD4+ Zellen 

in funktionelle Untergruppen wurden Veränderungen abhängig von ihrem Entwicklungs-

stadium sichtbar. So zeigte sich in der von CNI auf Belatacept umgestellten Gruppe B1 

eine Zunahme der naiven CD4+ T-Zellen, die vermehrt CD28 auf ihrer Oberfläche 

exprimieren. Für ihre Aktivierung sind diese Zellen neben der Ag/MHC-TZR-Verbindung 

auf die Ko-Stimulation angewiesen96. Wenn die Aktivierung und Weiterentwicklung der 

naiven T-Zellen in Effektor T-Zellen blockiert wird, verfallen sie in Anergie34 und der Anteil 

der peripher gemessenen naiven T-Zellen steigt. Malvezzi et al.97 fanden 

übereinstimmend mit unseren Ergebnissen bei Patienten, die von CNI auf Belatacept 

umgestellt wurden, eine Zunahme der durchflusszytometrisch erfassten naiven T-Zellen. 

In der Gruppe B2 unserer Studie gab es demgegenüber ein Jahr nach Konversion auf 
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Belatacept keine signifikante Veränderung der naiven T-Zellen. Der Wirkmechanismus 

der Ausgangsmedikation mTORi greift ähnlich wie Belatacept in die T-Zellaktivierung und 

Differenzierung ein98. Möglicherweise sind in den funktionellen CD4+Untergruppen 

dieser Gruppe keine quantitativen Veränderungen aufgetreten, weil der Ansatzpunkt 

beider Medikamente ähnlich ist.  

Wie zuvor erwähnt, benötigen naive T-Zellen die Ko-Stimulation über CD28 um sich zu 

Effektorzellen weiterzuentwickeln96,99. Dementsprechend sollten die zirkulierenden 

Effektorzellen ohne CD28-Ko-Stimulation nicht zunehmen, sondern stagnieren oder sich 

reduzieren. In der B1- als auch in der B2-Studiengruppe konnten keine Veränderungen 

bei den CD4+ Effektorzellen beobachtet werden. Bei den Effektor-Memory-Zellen 

dagegen zeigte sich in Gruppe B1 eine Reduktion. Diese Zellpopulation ist Antigen-

erfahren und kann bei wiederholtem Antigenkontakt schnell und spezifisch eine 

Immunantwort auslösen100. Dieser Gedächtnisabruf und die Aktivierung der EM-Zellen 

kann auch ohne CD28-Ko-Stimulation ablaufen, allerdings sind die EM-Zellen für ihre 

Proliferation und Expansion ebenfalls auf die CD28-Ko-Stimulation angewiesen101. Im 

Gegensatz zu de novo aktivierten Effektor-Zellen benötigen sie nur eine verkürzte 

Antigenpräsentation, haben eine reduzierte Aktivierungsschwelle sowie verbesserte 

Migrations- und Adhäsionsmechanismen. Aufgrund dieser schnelleren 

Reaktionsfähigkeit können Effektor-Memory Zellen bei der Entstehung von 

Abstoßungsreaktion gegen Allotransplantate eine entscheidende Rolle spielen102. 

Ursprünglich CD28-positive T-Zellen regulieren nach allogener Stimulation das 

Oberflächenmolekül CD28 herunter33 und können so auch unter der CD28-Ko-

Stimulations-Blockade eine Immunreaktion auslösen. Dieser Ansatz ist eine mögliche 

Erklärung für die Frage, wie sich Rejektionen unter Belatacept entwickeln können. Der in 

vitro Versuch von de Graav et al.103 zeigte, dass die Antigen-erfahrenen Effektor-

Memory-T-Zellen weniger auf die Ko-Stimulationsblockade durch Belatacept ansprechen 

und so die Proliferation dieser T-Zellen nicht vollständig gehemmt werden kann. Unsere 

Ergebnisse zeigen jedoch entgegen dieser Hypothese eine Verminderung (B1) bzw. 

Stagnation (B2) der EM-Zellen. Dementsprechend scheint sich unter der Ko-

Stimulationsblockade bei stabilen Bedingungen in vivo ein weniger reaktives EM-T-

Zellprofil zu entwickeln.   

Die in den sekundären lymphatischen Organen ruhenden Central-Memory T-Zellen 

haben ähnlich wie EM-T-Zellen eine höhere Sensitivität gegenüber antigener Stimulation 

und können sich daraufhin schnell zu Effektor-T-Zellen differenzieren104. In unserer 
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Studie zeigten sich bei diesen Zellen ein nicht signifikanter Anstieg in Gruppe B2 nach 

medikamentöser Konversion und eine im Vergleich zur mTORi-Kontrollgruppe signifikant 

höhere Zellzahl. Eine Bestätigung für diese Beobachtung gibt die Studie von Chen et 

al.105, wonach die mTOR-Inhibition bei Memory-CD4+ T-Zellen die Expression von 

Zytokinen verringert und die Apoptose fördert.  

Bei der Analyse der aktivierten CD3+CD4+CD38+HLA-DR+ Zellen zeigten beide 

Belatacept-Konversionsgruppen keine Veränderungen. Erwartungsgemäß sollten diese 

zirkulierenden aktivierten Zellen, wie zuvor erörtert, unter der Ko-Stimulationsblockade 

abnehmen, so wie es von Eichmann et al.106 beschrieben wurde. Allerdings handelt es 

sich bei dieser Zellpopulation um hochdifferenzierte Effektorzellen, die eventuell über 

andere Mechanismen, auch ohne CD28-Ko-Stimulation, aktiviert werden können107 und 

deren durchflusszytometrische Erfassung aufgrund der kleinen Population sehr 

anspruchsvoll ist.  

Zusammenfassend können unsere Ergebnisse dahingehend interpretiert werden, dass 

die Immunsuppression durch Belatacept bei Tx-Patienten unter vorheriger CNI-

Medikation die Alloreaktivität naiver T-Zellen inhibiert und die Anzahl von vorgeprägten 

Effektor-Memory-T-Zellen reduziert. Unter stabilen Bedingungen unter Belatacept 

scheinen die Effektor-T-Zellen sowie die aktivierten T-Zellen zu stagnieren.   

 

4.1.2 Th1/Th2 Zellen 

Nach den hochdifferenzierten CD4+ Untergruppen beleuchten wir nun die klassischen 

Th1- (CD3+CD4+CXCR3+CCR6-) und Th2- (CD3+CD4+CXCR3-CCR6-) Populationen. 

Die beiden Zelllinien unterscheiden sich über ihr Zytokinprofil in der Art der 

Immunantwort, die sie auslösen. Th1-Zellen aktivieren die Zell-vermittelte Immunreaktion 

und wirken pro-inflammatorisch, Th2-Zellen dagegen fördern die Antikörpersynthese. 

Früher wurde angenommen, dass Abstoßungsreaktionen von Organtransplantaten 

hauptsächlich über die Th1-Zellantwort und das von ihnen produzierte IFN-γ vermittelt 

werden. Th2-Zytokine wirken hemmend auf die Th1-Zellen und damit anti-

inflammatorisch108. Aktuellere Studien sehen dieses Paradigma weniger starr und zeigen, 

dass Th2-Zytokine durchaus auch ursächlich für chronische Transplantat-Rejektionen 

sein können109 und Th2-Zellen nicht nur protektiv wirken müssen110. In Biopsien von 

nierentransplantierten Patienten, die unter einer akuten oder chronischen Abstoßungs-

reaktion litten, konnten Obata et al.111 eine hohe IFN-γ-Expression nachweisen, was 

bestätigt, dass Th1-Mechanismen Rejektionen vermitteln können. Bei Proben von 
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Patienten mit chronischen Rejektionen konnte auch die Mitwirkung von Th2-Zytokinen 

belegt werden111. 

In unserer Studie zeigte sich in Gruppe B2 eine signifikante Abnahme der Th1-Zellen 

unter Belatacept. Auch in Gruppe B1 kam es zu einer Reduktion der Th1-Zellen, die 

allerdings nicht signifikant war. Entsprechend zeigten Sabet-Baktach et al.112 im 

Tierversuch, dass die Th1-, aber nicht die Th2-Immunantwort mittels Ko-

Stimulationsblockade effektiv unterdrückt werden kann. Auch in unserer klinischen Studie 

zeigten sich in der Th2-Subpopulation unter Belatacept-Therapie keine signifikanten 

Veränderungen. Die Th1/Th2-Ratio blieb trotz der sinkenden Th1-Zahlen im 

Studienverlauf konstant. Pathohistologisch zeigten sich in Biopsien von stabilen 

nierentransplantierten Patienten unter Belatacept-Therapie im Vergleich zu Patienten mit 

CNI-Immunsuppression keine Unterschiede in Bezug auf die Marker der Th1- und Th2-

T-Zell Subpopulationen113. Ob das Expressionsniveau dieser Zelllinien im Blut oder im 

Nierentransplantat die langfristige Inzidenz von Abstoßungsreaktionen beeinflusst, ist ein 

interessanter Ansatz für zukünftige Forschung. 

Zusammenfassend konnten wir nach Konversion eine Reduktion der mit dem 

Rejektionsgeschehen assoziierten zirkulierenden Th1-Zellen feststellen, was auf die 

Etablierung eines anti-inflammatorischen Milieus unter Ko-Stimulationsblockade mit 

Belatacept in unserer Studie schließen lässt.  

 

4.1.3  Th17+ Zellen 

Die vermehrte Aktivierung von Th17-Zellen steht im Zusammenhang mit der Entwicklung 

von schweren Abstoßungsreaktionen und Transplantatversagen114. Daher könnte die 

pharmakologische Modulation dieser pro-inflammatorischen Zellen, jedenfalss 

theoretisch, eine verbesserte Transplantatfunktion sowie ein längeres 

Transplantatüberleben ermöglichen.  

Bei der Baseline-Messung der von uns untersuchten Konversions-Gruppen starteten die 

CNI-Patienten im Vergleich zu den mTORi-Patienten von einem höheren Niveau an 

CD3+CD4+CXCR3-CCR6+ (Th17+) Zellen. Diese Beobachtung stimmt mit den 

Ergebnissen einer Studie von Li et al.115 überein, wonach eine Therapie mit CNI im 

Vergleich zu mTORi in vivo zu höheren Th17- und niedrigeren Treg-Zellzahlen führt. Eine 

mögliche Erklärung für die höheren Th17-Ausgangswerte der CNI-Patienten könnte die 

Hemmung von IL-2 durch den Calcineurininhibitor sein. IL-2 ist ein wichtiger Faktor für 

die Entwicklung von Tregs und für die Hemmung von Th17+ Zellen116. Aufgrund der 
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Hemmung von IL-2 unter CNI kann die Th17/Treg Ratio zu einem pro-inflammatorischen 

Milieu verschoben werden. Demzufolge ist allein schon aufgrund des Wegfalls dieser 

Hemmung eine Änderung in der Zusammensetzung der Lymphozytenpopulationen zu 

erwarten. Unsere Ergebnisse unterstützen diese Hypothese, denn schon sechs Monate 

nach Umstellung von CNI auf Belatacept zeigte sich ein signifikanter Rückgang der Th17-

Zellen. Diese Reduktion ließ sich auch im Monat neun der Studie nachweisen, im Monat 

12 war die Th17-Anzahl im Vergleich zur Baseline-Messung ebenfalls verringert, 

allerdings nicht mehr signifikant.  

Studien, in denen Belatacept als de novo Therapie eingesetzt wurde, zeigen ähnliche 

Effekte. So beobachteten Vondran et al. 117 bei langzeitbehandelten Belatacept-Patienten 

gleichfalls einen niedrigeren Anteil an Th17+ Zellen als bei CNI-Patienten. Diese 

Beobachtung konnte von Furuzawa-Carballeda et al.118 in der BENEFIT-Studie 

histologisch an Biopsien nierentransplantierter Patienten bestätigt werden. Zwölf Monate 

nach Transplantation wiesen Patienten unter Belatacept-Induktion im Vergleich zu 

Patienten unter CNI-Induktion eine geringere Anzahl von (CD4+/IL17A+) Th17 Zellen und 

mehr (FoxP3+) Treg-Zellen in den Nierenbiopsien auf. Auch in der 10-Jahres 

Nachfolgestudie von Furuzawa-Carballeda et al.119 konnten diese Beobachtungen 

bestätigt werden. Aussagekräftige klinische Studien über den Einfluss von Belatacept auf 

Th17-Zellen im zeitlichen Verlauf sind rar. Matsutani et al.120 wiesen nach, dass die Gabe 

des Vorgängerpräparates Abatacept bei Patienten mit rheumatoider Arthritis nach sechs 

Monaten zu einer Reduzierung der Th17-Zellen (CD4+IL-17A+) in vivo führt. Ihrer 

Hypothese nach ist die ebenfalls verminderte IL-6-Expression unter Abatacept-Therapie 

ursächlich für die verringerte Th17-Zellproliferation. Tatsächlich ist IL-6 ein wichtiger 

Regulator in der Th17/Treg-Balance121. Il-6 wird von verschiedenen Abwehrzellen 

produziert und ist als pro-inflammatorisches Zytokin neben anderen Faktoren für die 

Reifung von Th17-Zellen verantwortlich121. Es konnte eine dosisabhängige Reduktion 

von IL-6 unter Abatacept in vivo nachgewiesen werden122,123. Insgesamt kann die von 

uns nachgewiesene Reduktion der Th17+ Zellen in Gruppe B1 einerseits aufgrund des 

fehlenden CNI-Einflusses, andererseits als Folge der Ko-Stimulationsblockade oder auch 

als Folge einer Kombination beider Faktoren entstanden sein.  

In der von mTORi konvertierten Gruppe B2 zeigte sich über den Studienzeitraum keine 

Veränderung der Th17-Zellen. Im direkten Vergleich mit den mTORi-Kontrollpatienten 

zeigte sich allerdings im Monat neun eine signifikant niedrigere Th17-Zellzahl in Gruppe 

B2. Dabei scheint auch mTORi, wie von Kim et al.124 beschrieben, einen inhibierenden 
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Effekt auf die Th17-Zellpopulation über die Hemmung der Phosphorylierung von STAT3, 

einem Transkriptionsfaktor für RORγt, zu haben. Klinisch konnten Kim et al.124 in einer 

kleinen Gruppe nierentransplantierter Patienten, die von CNI auf mTORi umgestellt 

wurden, bereits einen Monat nach Konversion eine Verminderung der Th17-Zellen 

nachweisen. Auch in den Baseline-Werten unserer Studien- und Kontrollgruppen konnten 

wir, wie eingangs erwähnt, unter mTORi-Therapie niedrigere Th17-Werte als unter CNI 

feststellen. Die einmalig niedrigere Zellzahl unter Belatacept-Therapie im Vergleich zur 

mTORi-Kontrollgruppe kann auch ein zufälliger Effekt der kleinen Gruppengröße sein, 

oder ist auf die zuvor diskutierte IL-6-abhängige Hemmung der Th17-Zellen unter Ko-

Stimulationsblockade zurückzuführen.  

Doch wie lassen sich die unter Belatacept vermehrt auftretenden und teilweise schweren 

Abstoßungsreaktionen82,84,88 erklären, wenn die T-Zell vermittelte Immunreaktion 

unterdrückt wird? IL-17 und andere von Th17+ Zellen produzierte Zytokine, wie z.B. IL-

23, werden mit Abstoßungsreaktionen nach Organtransplantation assoziiert. So wurde 

eine erhöhte IL-17-Expression bei Abstoßung von Nierentransplantaten schon 1998 

immunhistologisch nachgewiesen125. Auch in nachfolgenden Studien wurde gezeigt, 

dass eine erhöhte IL-17- und IL-23-Expression126,127,128 mit dem Auftreten von 

Abstoßungsreaktionen korreliert. Die Tatsache, dass die Th17-Zellzahl und -Funktion  

Einfluss auf die Entwicklung von Toleranz gegenüber einem Nierentransplantat hat, 

konnten Nova-Lamperti et al.129 in PBMCs von toleranten nierentransplantierten 

Patienten nachweisen. Hier fanden sich signifikant weniger Th17-Zellen sowie reduzierte 

Th17-Zellfunktionen im Vergleich zu PBMCs von Patienten mit chronischer Rejektion 

oder gesunden Kontrollpersonen. Zusammenfassend scheint die pharmakologische 

Hemmung der Th17-Zelle und ihrer Zytokine ein wichtiger Faktor für die Prävention von 

schädigenden Immunreaktionen gegen das Transplantat zu sein.  

Die Antwort auf die zuvor gestellte Frage kann natürlich nicht nur mit Blick auf einen 

einzelnen Zelltyp gegeben werden. Die Abstoßung von Allotransplantaten ist ein immuno-

logisch komplexer, multifaktorieller Prozess. Daher gibt es verschiedene Ansätze zur 

Erklärung dieses Phänomens. Zum einen können die zuvor genannten Zytokine auch von 

anderen Zelltypen sezerniert werden130. Zum anderen kann es auch zu einer Ko-

Stimulations-unabhängigen Aktivierung von Th17+ Zellen kommen. Revu et al.131 

konnten bei in vitro Versuchen an menschlichen PBMCs nachweisen, dass Th17-Zellen 

nicht ausschließlich auf die CD28-Ko-Stimulation angewiesen sind sondern auch über 

die alternativen Aktivierungssignale IL-23 und IL-1β stimuliert werden können. Außerdem 
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ist die Wirkung von Belatacept auf CD28-negative, also reife T-Zellen für deren 

Aktivierung gering, da diese nicht auf CD28-Ko-Stimulation angewiesen sind33,132,133. 

Denkbar ist ebenfalls, dass die unvollständige Sättigung der CD80/CD86-Rezeptoren mit 

Belatacept, wie in der Studie von Latek et al.134 dargestellt, eine CD28-Aktivierung auch 

unter Ko-Stimulationsblockade zulässt.  

Insgesamt deutet unsere Studie im Einklang mit der aktuellen Datenlage darauf hin, dass 

die pro-inflammatorische Th17-Zellpopulation nach Umstellung auf Belatacept-Therapie 

nicht expandiert, sie sich im Vergleich zur Ausgangs-Immunsuppression unter CNI 

reduziert und so ein limitiertes inflammatorisches T-Zellprofil entsteht. Allerdings ist der 

Effekt von Belatacept bei CD28-negativen Zellen beschränkt und die T-Zellaktivierung 

kann auch über alternative Wege erfolgen. Eventuell sind in Zukunft Kombinationen mit 

anderen Pharmazeutika denkbar, welche die CD28-unabhängige T-Zellaktivierung 

wirksam unterbinden können135. Gardner et al.136 stellen die These auf, dass durch eine 

starke TZR-Aktivierung die Notwendigkeit der CD28-Ko-Stimulation überwunden werden 

kann. In Fällen, in denen eine Belatacept-resistente T-Zell-Aktivierung aufgrund einer 

starken TZR-Stimulierung auftritt, könnte der Einsatz von Vitamin-D3-Supplementierung 

die Wirksamkeit einer Behandlung mit Belatacept mit Hilfe der Hemmung der TZR-

gesteuerten T-Zell-Proliferation verbessern136. 

 

4.1.4 IL-17A 

Um zusätzlich zu der zytometrisch bestimmten Th17-Population die Freisetzung des 

Interleukins IL-17A in der Frühphase nach Belatacept-Konversion zu erfassen, führten 

wir bis Monat sechs der Studie IL-17A-ELISA-Testungen durch. Dies sollte uns Auf-

schluss über die Aktivität und Funktionalität der Th17-Zellen sowie über den inflamma-

torischen Immunstatus der Patienten geben137. Wie zuvor erwähnt, spielt das Interleukin 

17A eine wichtige Rolle in der Pathogenese von akuten und chronischen Nieren-

erkrankungen, wie auch von Abstoßungsreaktionen128,138. In der Übersichtsarbeit von 

Chung et al.139 über Th17-Zellen wird dargelegt, dass in Patienten mit chronischer 

Nierentransplantat-Dysfunktion, im Gegensatz zu stabilen nierentransplantierten 

Patienten, eine erhöhte Menge IL-17A im Blut zirkuliert. Die Wirkungen von IL-17A auf 

das Nierengewebe sind dabei vielfältig: es löst in proximalen Tubulus-Epithelzellen eine 

erhöhte Sekretion von IL-6 und IL-8 aus125.  Zusätzlich rekrutiert es zusammen mit TNF-

ɑ neutrophile Zellen in das Gewebe140.  
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Nach den Ergebnissen der zuvor erörterten, peripher erfassten Th17-Zellen unserer 

Studie, wäre in Gruppe B1 parallel eine Abnahme der IL-17A Menge zu erwarten 

gewesen. Doch die gemessenen IL-17A-Konzentrationen spiegelten die nach Umstellung 

von CNI auf Belatacept abnehmende Th17-Anzahl nicht wider, sondern blieben konstant. 

Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass Th17-Zellen zwar numerisch dezimiert 

waren, ihre Sekretionsfähigkeit aber möglicherweise nicht unmittelbar beeinflusst wurde 

und andere T-Zellen ebenfalls IL-17A sezernierten138. Ebenfalls widersprüchlich zu den 

zytometrisch erfassten konstanten Th17-Zellzahlen zeigte die mTORi-Studiengruppe B2 

durchgängig erhöhte IL-17A-Werte.  Diese Proben wurden gemeinsam mit den Proben 

der mTORi-Kontrollgruppe (K2) auf einer ELISA-Platte gemessen, wobei in der Kontroll-

gruppe keine erhöhten IL-17A-Werte gemessen wurden. Die Diskrepanz beruht demnach 

nicht auf einem Messfehler, steht aber auch nicht im Einklang mit den gemessenen Th17-

Zellzahlen.  

Bei einer Untersuchung von Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) fanden Gonzalez-

Orozco et al.141 ebenfalls erhöhte IL-17A-Serumspiegel ohne den parallelen Nachweis 

von vermehrt zirkulierenden Th17-(CD4+IL17A+) Zellen. Ihrer Hypothese nach sind die 

unter RA erhöhten IL-17A-positiven Neutrophilen unabhängig von den Th17-Zellen 

ursächlich für die Bildung des nachgewiesenen IL-17A. Dieser Erklärungsansatz könnte 

auch für die von uns gemessenen Werte gelten, allerdings werden unsere Messungen in 

einer begrenzten Studiengruppe durchgeführt, was den Einfluss von einzelnen 

Probanden-Werten erhöht. Auch lässt sich nicht argumentieren, dass in Gruppe B2 

vermehrt Patienten mit Transplantat-Dysfunktion enthalten waren und damit, wie zuvor 

erläutert, erhöhte IL-17A Werte einhergingen, da die eGFR und der Albumin-Kreatinin-

Quotient diese Annahme nicht widerspiegeln. Nach der Studie von Li et al.115 an 

nierentransplantierten Patienten waren unter mTORi-Immunsuppression niedrigere IL-

17A-Werte im Vergleich zur CNI-Therapie zu erwarten. Begründet werden kann dies über 

die mTOR-abhängige Produktion von IL-17A über STAT3142, welche aufgrund der 

Hemmung dieser eher abnehmen sollte.  

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass wir im Unterschied zur Anzahl der 

Th17-Zellen keinen Einfluss auf die periphere IL-17A Konzentration in den Konversions-

gruppen im Verlauf feststellen konnten. Dementsprechend scheinen die Anzahl der Th17-

Zellen und des u.a. von ihnen produzierten Zytokins IL-17A nicht direkt voneinander 

abhängig zu sein. Weitere Untersuchungen zu diesem Aspekt wären aus unserer Sicht 
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interessant, um die genaue Wirkung von Belatacept auf die IL-17A-produzierenden 

Zellen besser verstehen zu können.  

 

4.1.5 Treg- Zellen 

Regulatorische T-Zellen (Tregs) gelten als Schlüsselfiguren in der Prävention von 

Transplantatabstoßungen143. Folglich ist die Aktivierung und Proliferation dieser Zelllinie 

unter Belatacept-Therapie ein wichtiger Faktor, um die Effizienz der Immunmodulation 

bewerten zu können. Dabei verbinden die zuvor diskutierten Th17- und die Treg-Zellen 

komplexe Interaktionen, wobei sich beide Zelltypen in Entwicklung und Funktion gegen-

seitig beeinflussen41. Unsere Analysen der Treg-Zellen (CD3+CD4+CD25+CD127low) im 

peripheren Blut zeigten in beiden Studiengruppen (B1 und B2), neun Monate nach 

Konversion auf Belatacept, eine signifikante Reduktion dieser Zellen.  

Die Bindung von CD28 ist für die Förderung der Proliferation und der Effektor-Funktion 

von konventionellen T-Zellen entscheidend, ermöglicht aber auch gleichzeitig die 

entzündungshemmende Funktion von Treg-Zellen35. Somit dient CD28 sowohl pro- als 

auch anti-inflammatorischen Zwecken, je nach Zelltyp und Kontext, in dem es exprimiert 

wird. Die CD28-Ko-Stimulation über CD80/CD86 greift in den Bestand und die 

Entwicklung der regulatorischen T-Zellen ein144. Ihre Blockade über Belatacept kann, wie 

von uns beobachtet, zu einer Reduktion dieser Zellen führen. Übereinstimmend hiermit 

zeigten Studien zur Therapie mit Abatacept bei Patienten mit rheumatoider Arthritis 

ebenfalls die Abnahme peripherer Treg-Zellen im Verlauf145,146. Allerdings spiegeln diese 

Untersuchungen nur die zirkulierenden, nicht aber die in das Transplantat migrierten 

Zellen wider. In Biopsien von stabilen nierentransplantierten Patienten zeigen sich unter 

Belatacept geringere Mengen von Treg-Zell-mRNA als unter CNI-Therapie113. Bei akuten 

Abstoßungsreaktionen dagegen konnten vermehrt Treg-Zellen in den Nierenbiopsien von 

Belatacept-Patienten im Vergleich zu CNI-Patienten nachgewiesen werden147. Folglich 

wird die periphere Treg-Population unter der Ko-Stimulationsblockade in stabilen 

transplantierten Patienten eher dezimiert, aber in ihrer Funktion und Migrationsfähigkeit 

unter pro-inflammatorischen Bedingungen nicht gehemmt. Die Anreicherung von Tregs 

im Transplantat kann auf die verstärkte lokale Wirkung anti-inflammatorischer Zellen 

während der Abstoßung hinweisen und ist möglicherweise relevanter als die periphere 

Treg-Konzentration. Zusätzlich ist natürlich auch die immunsuppressive Kapazität der 

Tregs ein wichtiger Faktor bei der Betrachtung der Pharmakomodulation der T-Zellen 

unter Belatacept. In der zuvor erwähnten Studie von Álvarez-Quiroga et al.145,146 konnte 
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gezeigt werden, dass, obwohl die Anzahl der Tregs in vivo unter Abatacept vermindert 

wurde, ihre regulatorische Funktion signifikant erhöht war. 

Um die Aktivierung der regulatorischen T-Zellen in unserer Studie zu verfolgen, 

analysierten wir zusätzlich die CCR4-positiven, aktivierten  Treg-Zellen48. Hier zeigte sich 

in Gruppe B2 eine Abnahme der aktivierten Tregs (aTreg), die allerdings knapp keine 

Signifikanz erreichte. Im Vergleich mit der korrespondierenden Kontrollgruppe (K2) kam 

es zu einer signifikanten Reduktion der aTregs in der auf Belatacept umgestellten Gruppe 

nach einem Jahr. Parallele Tendenzen wurden in Gruppe B1 nicht gefunden. Zu erwarten 

gewesen wäre eine Reduktion der aTregs unter der Ko-Stimulationsblockade in beiden 

Belatacept-Konversionsgruppen entsprechend der klinischen Studie von Glatigny et al.148 

bei Patienten unter Abatacept-Therapie. Allerdings gibt es auch Hinweise darauf, dass 

naive Tregs auch unabhängig von der CD28-Ko-Stimulation aktiviert werden können149. 

Insgesamt lässt sich zwar eine Abnahme der zirkulierenden Tregs unter Belatacept-

Therapie in Gruppe B1 beobachten, die aktivierten Tregs nahmen im Verlauf jedoch nicht 

ab. Ob die Expression dieser peripheren Zellen als prognostischer Marker bei stabilen 

nierentransplantierten Patienten aussagekräftig ist, oder ob eher die in das Gewebe 

migrierten Tregs bei Entzündungsreaktionen eine Aussage über ihre hemmende 

Immunmodulation treffen lassen, ist eine wichtige Fragestellung für die weitere 

Forschung.  

Eventuell ist die Kombination mit weiteren Pharmaka ein Weg, um auch unter der Ko-

Stimulationsblockade den regulativen Effekt der Tregs auf die Effektor-Zellen nutzen zu 

können. So konnten Bestard et al.150 in einer kleinen Patientengruppe zeigen, dass die 

Kombination aus T-Zell-Depletion, mTOR-Inhibition und Ko-Stimulations-Blockade das 

Überleben der Tregs ermöglicht, ohne ihre suppressiven Eigenschaften zu hemmen. Ein 

weiterer interessanter Ansatz, um den Effekt von Belatacept auf die Tregs auszugleichen, 

ist die Entwicklung von Tregs als Therapeutikum, wie sie in der ONE-Studie von Sawitzki 

et al.151 zur Anwendung kam. Leider konnte in dieser Studie die Rejektionsrate durch den 

Einsatz von Tregs nicht reduziert werden. Dennoch birgt die Zelltherapie mit Tregs in 

Zukunft möglicherweise vielversprechende Ansätze56.  

 

4.1.6 Th17/Treg Ratio 

Wie bereits erwähnt, stehen Th17- und Treg-Population in enger Verbindung zueinander. 

Die Reifung erfolgt aus einer gemeinsamen Vorläuferzelle, die durch das vorherrschende 

Zytokin-Milieu beeinflusst wird. Pro-inflammatorische Zytokine führen zu einer 
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vermehrten Proliferation der Th17-Zellen und damit zu einer Verschiebung der Th17/Treg 

Ratio im Sinne einer entzündungsfördernden Umgebung. So wurde bei akuten 

Abstoßungsreaktionen eine vermehrte Anzahl von Th17-Zellen und eine verminderte 

Anzahl von Treg-Zellen beobachtet152,153. Demzufolge ist bei stabiler 

Transplantatfunktion eine beständige Th17/Treg Ratio zu erwarten154. Die Plastizität der 

Entwicklung beider Zelltypen macht diese Ratio besonders interessant, da 

pharmakologische Eingriffe das Potential haben, die Balance zu verschieben155,156. Eine 

erhöhte Ratio kann auf ein entzündliches Geschehen bzw. eine Rejektion hindeuten, eine 

erniedrigte Ratio dagegen auf Toleranz sowie die Hemmung der T-Effektor-Reaktionen 

in der Peripherie115,153.  

In unseren Ergebnissen zeigte sich keine signifikante Veränderung der Th17/Treg Ratio 

bis zu einem Jahr nach Konversion auf Belatacept. In beiden Konversionsgruppen war 

nach Umstellung unter Ko-Stimulationsblockade eine Reduktion beider Zell-Typen zu 

erkennen. Dementsprechend wirkt Belatacept offenbar gleichermaßen hemmend auf 

Th17- und auf Treg-Zellen, so dass die Ratio unverändert bleibt. Angesichts der 

Tatsache, dass unsere nierentransplantierten Studienpatienten vor Konversion stabil 

waren und im Untersuchungszeitraum keine Rejektionen auftraten, kann dies als 

positives Signal gewertet werden.  

 

4.1.7 CD3+CD8+ Subpopulationen 

Unmittelbar nach Transplantation können zytotoxische CD8+ T-Zellantworten, vermittelt 

über CD4+-Zellen und die Präsentation von MHC-Klasse-I-Alloantigenen erzeugt 

werden157. Inwieweit diese Aktivierung alloreaktiver CD8+ T-Zellzytotoxizität einen Anteil 

an der späten Entstehung von Transplantatabstoßungen hat, ist noch nicht ausreichend 

belegt158. Yap et al.159 fanden allerdings bei der Langzeit-Beobachtung von 

nierentransplantierten Patienten einen Zusammenhang zwischen dem vermehrten 

Auftreten einer Transplantatdysfunktionen und einer erhöhten Anzahl von zirkulierenden, 

"terminal differenzierten" Effektor-Gedächtnis CD8+ T-Zellen (TEMRA). Diese 

Zellpopulation fördert die Entstehung von Entzündungsreaktionen über zytotoxische 

Prozesse und die Sekretion eines breiten Spektrums pro-inflammatorischer Zytokine 

nach spenderspezifischer Stimulation160. Die Studie von Jacquemont et al.160 konnte 

zeigen, dass TEMRA CD8+ T-Zellen klinisch eine zentrale Rolle bei der humoralen und 

zellulären Rejektion spielen und ihre Zunahme im peripheren Blut ein Marker für das 

erhöhte Risiko eines Transplantatversagens ist.  
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Der Einfluss der CD28-Ko-Stimulationsblockade auf die CD3+CD8+ Zellen ist, wie in der 

Einleitung erörtert, aufgrund von zwei Eigenschaften dieser Population reduziert: zum 

einen exprimiert nur die Hälfte der CD8+ Zellen das CD28-Molekül auf ihrer Oberfläche20, 

zum anderen ist der altersabhängige Verlust von CD28 in diesen Zellen verstärkt35. Im 

Rahmen unserer Studie stellten wir dementsprechend keine Veränderungen der 

CD3+CD8+ Zellen sowie ihrer funktionellen Untergruppen fest. Auch das Verhältnis 

zwischen den CD4+ und CD8+ Zellen blieb konstant.  

Interessanterweise konnten Mathews et al.161 im Tiermodell einen Zusammenhang 

zwischen einer erhöhten Anzahl  von peripheren CD8+CD28+ Zellen vor Transplantation 

und einem vermehrten Auftreten von Rejektionen unter Belatacept belegen. Die Autoren 

spekulieren, dass diese CD8-Zellen resistent gegenüber der Ko-Stimulationsblockade 

sind und auch nach Verlust ihrer CD28-Expression ihre Effektor-Funktion beibehalten 

können. Diese These wird von Biopsie-Analysen von nierentransplantierten Patienten 

unter Belatacept-Therapie gestützt, in denen bei akuten Rejektionen vermehrt CD8-

assoziierte Proteine nachgewiesen wurden162. Einen möglichen, CD28-unabhängigen 

Aktivierungsweg für die CD8-Zellen zeigen Jacquemont et al.160 in ihrer in vitro Studie 

auf. Sie vermuten, dass TEMRA CD8-Zellen zum Transplantat migrieren, wo ihre 

Aktivierung durch HLA-Antigene des Spenders über den TZR und die Aktivierung des 

CD16-Signalwegs erfolgt. Dadurch wird die Induktion einer anhaltenden entzündlichen 

Mikro-Umgebung, einschließlich endothelialer Aktivierung, begünstigt.  

Ein interessanter Ansatz gegen die Entwicklung einer Ko-Stimulations-unabhängigen 

Rejektion basiert auf der Blockierung von CD122, einer Untereinheit des IL-2-Rezeptors.  

Eine Blockade dieses Aktivierungsweges konnte im Tiermodell eine verbesserte 

Transplantatakzeptanz über eine verminderte Proliferation und Funktion von CD8+ 

Memory Zellen bewirken163. Eine Kombination von Belatacept und CD122-Blockade 

könnte daher eventuell eine Lösung für die Behandlung von CD8+ T-Zell-vermittelten ko-

Stimulationsunabhängigen Abstoßungsreaktionen sein.  

Insgesamt ließ sich in unserer Studie bei stabilen Transplantatempfängern keine 

Beeinflussung der CD8+ T-Zellen nach Umstellung auf Belatacept feststellen. Es gibt 

jedoch Hinweise darauf, dass diese Zellen beim Rejektionsgeschehen unter Belatacept 

unzureichend gehemmt werden und so die Immunreaktion gegen das Spenderorgan 

unterstützen können.    
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4.2 Einfluss der Ko-Stimulationsblockade auf die klinischen Parameter 

Um den Einfluss von Belatacept auf die Transplantatfunktion zu untersuchen, 

analysierten wir die eGFR und die Albuminurie (Albumin/Kreatinin-Quotient).  

Hauptgrund für die Umstellung der Studienpatienten auf Belatacept war in Gruppe B1 die 

CNI-induzierte Nephrotoxizität. Dementsprechend waren die Ausgangs-eGFR-Werte in 

Gruppe B1 relativ niedrig. Nach Umstellung auf Belatacept stieg die eGFR signifikant an, 

wie schon in der Konversionsstudie von Rostaing et al.164 beschrieben. In den 

wegweisenden Studien über die klinische Effektivität von Belatacept (BENEFIT84,86 und 

BENEFIT-EXT85,87,89) wurden ebenfalls bessere Nierenfunktionswerte (GFR) im 

Vergleich zu Patienten unter CNI-Therapie festgestellt. Die Albuminurie änderte sich in 

beiden Gruppen nicht wesentlich. Lediglich in Gruppe B1 kam es zu einem diskreten, im 

Monat sechs auch signifikanten Anstiegs des Albumin-Kreatinin-Quotienten. Interessant 

in diesem Zusammenhang ist eine Studie von Shuai et al.165, in der eine im Mausmodell 

induzierte Proteinurie durch Abatacept verringert werde konnte. Die Autoren wiesen 

dabei auf die negative Korrelation zwischen Proteinurie und zirkulierenden Tregs sowie 

die positive Korrelation zwischen Proteinurie und IL-17-Konzentration im Plasma hin.  

Insgesamt ist der Ansatz, nach Transplantation zunächst eine CNI-basierte 

Induktionstherapie durchzuführen und zu einem späteren Zeitpunkt auf eine Therapie mit 

Belatacept umzustellen, vielversprechend166. Hiermit könnte einerseits das Auftreten von 

frühen akuten Rejektionen unter Belatacept vermieden und andererseits der langfristigen 

Entwicklung einer CNI-Nephrotoxizität entgegengewirkt werden. Im Vergleich dazu führt 

ein später Wechsel von CNI auf mTORi, wie die ASCERTAIN-Studie zeigt, nicht zu einer 

Verbesserung der GFR bei Patienten mit eingeschränkter Transplantatfunktion167. 

Folglich scheint die Umstellung auf Belatacept bei Patienten mit beginnender oder 

etablierter CNI-Toxizität erfolgversprechender zu sein als die Umstellung auf mTORi.   

Der positive Einfluss auf die Transplantatfunktion nach Umstellung auf Belatacept zeigte 

sich in unserer Studie ausschließlich an der eGFR in der CNI-vorbehandelten Gruppe 

B1. Die eGFR in Gruppe B2 und die Albuminurie in beiden Gruppen blieben unverändert. 

Die Ergebnisse der 2016 von Brakemeier et al.168 mit einer größeren Patientengruppe 

durchgeführten Studie stimmen mit unseren Ergebnissen nicht voll überein. Hier kam es 

durch die Rescue-Therapie mit Belatacept zu einer Steigerung der GFR innerhalb eines 

Jahres nach Umstellung sowohl bei CNI- als auch bei mTORi-Patienten.  

Wichtig zu erwähnen ist, dass es im Rahmen unserer Studie in den ersten 12 Monaten 

in keiner der Studien- oder Kontrollgruppen zu Todesfällen oder Transplantatversagen 
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kam. Langfristig beobachteten wir in Gruppe B1 keine Transplantatverluste und keine 

Todesfälle. Im Vergleich dazu kam es in Gruppe K1 nach vier Jahren zu einem Todesfall 

und zwei Transplantatverlusten. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen zeigte die 

BENEFIT-Studie88 nach sieben Jahren ein reduziertes Risiko für Tod und Transplantat-

verlust unter einem Belatacept-Regime im Vergleich zu einem CNI-Regime. In der 

BENEFIT-EXT-Studie89 zeigte sich diesbezüglich kein Unterschied.  

In der mTORi-Kontrollgruppe (K2) traten in sieben Jahren keine Transplantatverluste 

oder Todesfälle auf. Demgegenüber traten in Gruppe B2 dagegen zwei 

Transplantatverluste, nach zwei und nach fünf Jahren auf. Ein Patient dieser Gruppe 

verstarb drei Jahre nach Studienbeginn. Die Einordnung dieser Beobachtungen ist 

aufgrund fehlender klinischer Studien über die Konversion von mTORi-Medikation auf 

Belatacept erschwert.  

 

4.3 Stärken und Limitationen der Studie 

Unser Studiendesign zeichnet sich durch die engmaschige, prospektive Kontrolle der 

klinischen und immunologischen Parameter aus. Das Matching der Kontrollpatienten 

wurde sorgfältig durchgeführt, um auch bei geringer Probandenzahl möglichst homogene 

Patientengruppen vergleichen zu können. Aufgrund der relativ kleinen Gruppengröße ist 

die Aussagekraft unserer Ergebnisse naturgemäß eingeschränkt. Angesichts der bislang 

vorliegenden geringen Anzahl publizierter Daten zu dieser immunologischen Thematik, 

insbesondere zur Umstellung von mTORi-Patienten auf Belatacept, ist die Studie jedoch 

durchaus relevant.  

Die von uns untersuchten T-Zell-Populationen stehen im Verhältnis zur Lymhozyten-

Gesamtpopulation nur im einstelligen Prozentbereich. Wir entschieden uns bei der 

Angabe unserer Ergebnisse daher für die Darstellung in absoluten Zahlen, ermittelt aus 

der Gesamtzahl der Lymphozyten und dem Prozentwert der einzelnen Zelllinien. Die  

Lymphozyten-Zahl und -Zusammensetzung unterliegen neben der immunsuppressiven 

Medikation vielen anderen Einflussfaktoren, wie z.B. zusätzliche Ko-Medikation und 

Begleiterkrankungen. Dementsprechend können die von uns ermittelten Veränderungen 

der T-Zell-Populationen nicht ausschließlich auf die Konversion der immunsuppressiven 

Medikation zurückgeführt werden, spiegeln jedoch die zirkulierenden Zellen am 

realistischsten wider. Auch aus diesem Grund ist der Vergleich mit den Kontrollgruppen 

unter unveränderter Ausgangsmedikation ein wichtiger Bestandteil des Studiendesigns. 

Insgesamt wird die Untersuchung von Patienten unter Langzeit-Immunsuppression durch 
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andere Faktoren beeinflusst als die Untersuchung von de novo transplantierten 

Patienten.  Dennoch sind besonders auch diese Studien aussagekräftig und wichtig, weil 

sie den Verlauf der klinischen Realität widerspiegeln, in dem pharmakologisch alle 

Ressourcen ausgeschöpft werden müssen, um Patienten- und Transplantat-Überleben 

so gut und so lange wie möglich zu erhalten.  

Bei der Färbung und dem Gating der Zellpopulationen orientierten wir uns an dem 

"Standardizing immunophenotyping for the Human Immunology Project" von Mackers et 

al.31, um unsere Ergebnisse standardisiert wiedergeben zu können. Allerdings wären 

eventuell auch zusätzliche Marker aufschlussreich für die Darstellung der Wirkung von 

Belatacept gewesen. In der Praxis gibt es in den meisten Studien unterschiedlichste 

Ansätze für die Definition von Zellpopulationen mit Hilfe von Fluoreszenzmarkern. In der 

Konsequenz sind die Ergebnisse von anderen Studien aufgrund der alternativen 

Abgrenzung der T-Zell-Subpopulationen und der Angabe der Ergebnisse als prozentualer 

Anteil nicht vollständig auf unsere Beobachtungen übertragbar.  

Zusammenfassend widmeten wir uns in dieser Studie einem Kollektiv stabiler Langzeit-

transplantierter Patienten und untersuchten den späten Wechsel auf die Ko-Stimulations-

Blockade auf zellulärer Ebene, um die zugrunde liegenden immunologischen Vorgänge 

besser verstehen zu können. Da es sich in dieser Analyse nur um eine relativ kleine 

Patientengruppe handelte, wählten wir Kontrollpatienten und Nachweisverfahren 

sorgfältig aus, um die Aussagekraft der Ergebnisse zu maximieren. Natürlich sind unsere 

Erkenntnisse dennoch nur als hinweisgebend zu betrachten. In Zukunft sind sicherlich 

größer angelegte Studien erforderlich, um die T-Zellveränderungen unter Belatacept 

noch besser entschlüsseln zu können.    
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