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1 Einleitung

Die Organtransplantation hat sich zur Therapie der Wahl bei irreversiblem Funktionsverlust
von Organen wie Niere, Leber, Herz etc. entwickelt. Das Verstindnis von
Regulationsprinzipien und der Komplexitdt des Immunsystems hat es ermoglicht, neuere
immunsuppressive Medikamente zu entwickeln. Durch den Einsatz dieser modernen
Immunsuppressiva wurde die Inzidenz von akuten Transplantatabstoungen reduziert. Die 1-
Jahres-Transplantatiiberlebensrate nach einer Nierentransplantation betridgt je nach Zentrum
85-95% '. Trotz der Erfolge in der Entwicklung der Immunsuppressiva bleibt das Verhiltnis
von Risiko fiir eine AbstoBung zu Risiko fiir eine Infektion nach der Transplantation ein
insbesondere in der Frithphase wichtiges klinisches Problem. Akute AbstoBungen stellen
einen signifikanten Risikofaktor fiir die Entstehung einer chronischen Abstofung dar, die als
eine der wichtigsten Ursachen fiir den langfristigen Transplantatverlust betrachtet wird.

Im klinischen Alltag der Transplantation werden Immunsuppressiva i.a. nach dem Prinzip
,sone size fits all“ verabreicht. Es ist allgemein bekannt, dass sowohl unterschiedliche
individuelle immunologische und nichtimmunologische Faktoren sowie individuelle
Unterschiede in der Absorption, Metabolisierung und Ausscheidung der immunosuppressiven
Medikamente die Wirksamkeit der Immunsuppression beeinflussen. Zurzeit wird die
Dosierung der Immunsuppressiva in der Klinik nach folgenden Parametern gemessen:
Korpergewicht, Auftreten von Nebenwirkungen und Blutspiegelmessung. Die Therapie mit
Immunsuppressiva, wie Cyclosporin A oder Tacrolimus (FK506), bedarf einer engmaschigen
Kontrolle des Blutspiegels. Jedoch korrelieren diese pharmakokinetischen Parameter nur
bedingt mit dem immunologischen oder toxischen Wirkungsprofil im individuellen Patienten.
So kann es sein, dass die Blutspiegel der Immunsuppression laut Schema fiir einen Patienten
exakt eingestellt sind, wéhrend ein anderer Patient bei gleichen Blutspiegeln untersupprimiert
ist, mit der entsprechenden Komplikation einer akuten Abstofung, oder libersupprimiert, mit
einem erhohten Infektions- und Nebenwirkungsrisiko. Deshalb ist die Individualisierung einer
immunsuppressiven Therapie sehr wichtig. Pharmakodynamische Tests und Methoden, die
die funktionelle Wirkung von Immunsuppressiva auf die Immunantwort bestimmen, kdnnten
fiir die individuelle Optimierung einer immunsuppressiven Therapie aussagekréftiger sein als
pharmakokinetische Parameter.

Ein pharmakodynamisches Monitoring immunsuppressiver Medikamente verlangt das
Monitoring entsprechender immunologischer Parameter. Das Immunmonitoring sollte einen

pradiktiven Wert haben in dem Sinne, dass es das Risiko einer akuten Abstoung bzw. einer



Infektion aufgrund falscher Dosierung vor deren klinischen Manifestation erkennt. Somit
konnte man durch Dosisanpassung eingreifen, bevor sich klinische und pathologische
Verdnderungen im Transplantat manifestieren.

In der Vergangenheit wurden unterschiedliche immunologische Parameter fiir
pharmakodynamische Untersuchungen und zur AbstoBungsdiagnostik entwickelt: Nachweis
aktivierter T-Lymphozyten mittels DurchfluBzytomerie im peripheren Blut, Zytokinnachweis
in Serum, Urin und Uberstand von Zellkulturen, Nachweis 16slicher Membranstrukturen,
Bestimmung der Frequenz von alloreaktiven T-Lymphozyten.

Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Regulation von AbstoBBungsreaktionen. Sie
werden von den Zellen im Allgemeinen nur tempordr fiir wenige Stunden nach
entsprechender Stimulation produziert und haben eine Halbwertszeit im Minutenbereich.
Daraus resultiert eine limitierte Nachweisbarkeit der Zytokine, die eine zuverlédssige
Quantifizierung im Plasma mittels ELISA schwierig macht. Auflerdem lassen sich schwer
differentialdiagnostische Schliisse ziehen, da bakterielle, fungale und virale Infektionen zu
dhnlichen Effekten fithren. Zudem spiegeln die systemischen Zytokinspiegel nicht unbedingt
die lokalen immunologischen Prozesse im Transplantat wider. Von vielen Arbeitsgruppen
wurden Zytokinspiegel im Plasma gemessen, die widerspriichlichen Ergebnisse zeigten. Die
Zytokinbestimmung im Urin scheint mehr valide Aussagen zu bringen. Jedoch sind die
Berichte zur diagnostischen Wertigkeit von Zytokinbestimmungen im Plasma und Urin sehr
widerspriichlich. Dies hidngt u.a. mit der Problematik der unterschiedlichen Verdiinnung in
diesen Kompartimenten und als auch mit der schlechten Stabilitidt der Zytokine zusammen.
Man findet aber bei der Vielzahl von Arbeiten, die sich mit der Wertigkeit von Zytokinen als
Immunmonitoringsparameter beschéftigten, keinen iibereinstimmenden Marker, der eine klare
Korrelation zur akuten AbstoBung in allen Studien zeigte. Dies ist einerseits auf die
Heterogenitidt des Ausgangsmaterials, andererseits auf zahlreiche Faktoren wie Zeit der
Entnahme, unterschiedliche Therapien usw., aber auch auf groBe methodische Unterschiede
zuriickzufiihren. Ringversuche haben gezeigt, dass die Reproduzierbarkeit der Teste oft nicht
zufrieden stellend ist. Deshalb wire die Standardisierung der verschiedenen Methoden zur
Zytokinbestimmung notwendig, um die Ergebnisse unter den Arbeitsgruppen vergleichen zu
konnen.

Wir denken, dass ein Immunmonitoring schon aus Kostengriinden weniger fiir eine
Abstofungsdiagnostik als fiir pharmakodynamische Untersuchungen zur Optimierung der
individuellen Immunsuppression geeignet ist. Das Ziel dieser Studie war es daher,

standardisierte Immunmonitoringsparameter fiir die Erkennung einer Unterimmunsuppression



mit einem potentiellen Rejektionsrisiko bzw. Uberimmunsuppression zu evaluieren, die eine
individuelle und effektivere Immunsuppression ermoglichen wiirden. Ein weiterer wichtiger
Risikofaktor fiir die Entwicklung akuter AbstoBungen ist die Qualitit der Organe.
Spenderfaktoren wie Alter, Hochdruck, Ischdmie-/Reperfusionsschaden, Hirntod etc.
bestimmen vermutlich die Immunogenitit von Transplantaten. Der zunehmende Einsatz
sogenannter marginaler Organe verstirkt dieses Problem. Jedoch mangelt es an objektiven
Tests, um die individuelle Qualitit des Organs zu bestimmen. Ein prioperatives
,»Entziindungsmonitoring® konnte hier einen Beitrag leisten.

Zu diesem Zweck wurden bei uns entwickelte, standardisierte und akkreditierte (DACH)

Tests eingesetzt zur:

e Messung der perioperativen Entziindungsreaktion

- IL-8, TNF-a, IL-6 und sIL-2R im Urin und Plasma mittels semiautomatisierter

ELISA
e Erfassung der Monozytenfunktion
- CD86- und HLA-DR-Expression mittels DurchfluBzytometrie

- LPS-induzierte TNF-a-, IL-1B- und IL-10-Sekretion mittels

semiautomatisierter ELISA
e Erfassung der T-Lymphozytenfunktion

- ConA-induzierte Sekretion von IFN-y, IL-2 und IL-4 mittels ELISA.
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2 Problemstellung

Hypothesen

Bei der Evaluierung des neuen standardisierten Immunmonitoringprogramms zur
individuellen Messung von ,,Unter- bzw. Ubersuppression” haben wir uns auf folgende
Hypothesen gestiitzt:

- Untersuppression, d.h. hohe Inzidenz von Rejektionen, ist assoziiert mit einer relativ
starken proinflammatorischen Antwort (TNF-a, IL-1B) und Typ 1-Antwort (IL-2, IFN-y).
Rejektionen geht ein Anstieg inflammatorischer Marker in Plasma und Urin voraus.

- Ubersuppression, d.h. hohe Inzidenz von Infektionen, ist assoziiert mit einer stark
verminderten proinflammatorischen Antwort (TNF-a, IL-1B) und/oder starken
antiinflammatorischen Antwort (IL-10) bzw. mit einer stark verminderten Typ 1-Antwort
(IL-2, IFN-y) und/oder starken Typ 2-Antwort (IL-4). AuBBerdem spricht eine Abnahme
der HLA-DR- und CD86-Expression auf Monozyten fiir eine Ubersuppression.

Daraus leiten sich folgende Fragestellungen ab:

1. Welche Unterschiede bestehen zwischen den Patienten mit unterschiedlichen

Induktionstherapien hinsichtlich der immunologischen Parameter?

2. Wie unterscheidet sich die Zytokinproduktionskapazitit bei Nierentransplantierten
und normalen Kontrollprobanden?

3. Welche Parameter eignen sich als Risikomarker flir das Auftreten einer akuten

AbstoBung?

4. Besteht eine Korrelation zwischen den gemessenen immunologischen Parametern
und dem 1-Jahres-Kreatininwert bei den Transplantierten? Eignet sich einer der

Parameter als prognostischer Marker fiir die 1-Jahres-Transplantatfunktion?

5. Ist die Zytokinbestimmung im Urin als nichtinvasive diagnostische Methode
geeignet, Aussagen zur Immunogenitit eines Organs und damit eine

Voraussagbarkeit von akuten AbstoBungen zu treffen?
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3 Theoretischer Hintergrund

3.1 Akute AbstoBung nach Nierentransplantation

Die akute AbstoBung ist die hidufigste Komplikation in der Friihphase nach -einer
Nierentransplantation. Sie stellt einen signifikanten Risikofaktor fiir die Entstehung einer
chronischen AbstoBung dar *°, die wiederum als eine der wichtigsten Ursachen fiir einen
Transplantatverlust betrachtet wird * .

Die meisten akuten Rejektionssepisoden treten bereits in den ersten Tagen bis Wochen nach
der Transplantation auf. Akute AbstoBungsreaktionen konnen sich aber auch im spéteren
Verlauf Jahre nach Transplantation entwickeln. Im Gegensatz zu akuten AbstoBungen der
Frithphase zeichnen sich spéte akute AbstoBungen durch einen protrahierten Verlauf, eine
mildere Symptomatik und ein schlechteres Ansprechen auf eine AbstoBungstherapie aus.
Dariiber hinaus sind spdte akute AbstoBungen prognoserelevant, d. h. korrelieren mit einer
hohen Inzidenz mit chronischen AbstoBungen, Funktionsverlusten und verkiirzten
Langzeittransplantatfunktionsraten *'°. Die Erfolgsrate einer AbstoBungstherapie betrigt in

der Friihphase tiber 90% und liegt in der Spétphase nur bei 55-75%.

3.1.1 Klinik und Diagnostik akuter Abstoungen

Als klassische klinische Symptome einer akuten Rejektion gelten Fieber, Kreatininanstieg,
Transplantatschwellung und Oligurie. Seit der Einfithrung der modernen immunsuppressiven
Medikamente ist es nicht immer einfach, die Diagnose der akuten AbstoBung zu stellen, weil
es bei den Patienten zur Abschwéchung dieser klinischen Zeichen kommt. Deshalb ist fiir die
Sicherung einer korrekten Diagnose und zur Abgrenzung gegeniiber anderen
transplantatschidigenden Prozessen eine histologische Beurteilung des Gewebes durch die
Transplantatbiopsie notwendig.

Im Verlaufe einer akuten AbstoBung kommt es zur Entstehung eines interstitiellen Odems und
einer Schddigung der Gefdlle und Tubuli durch infiltrierende Zellen. Ausgeprégte zelluldre
Infiltrate durch mononukledre Zellen des Empfingers (T- und B-Lymphozyten, natiirliche
Killerzellen, Granulozyten, Makrophagen und einige immunologisch unspezifische Zellen),
O0dematdse und nekrotische Verdnderungen werden als morphologisches Korrelat akuter

AbstoBungsreaktionen charakterisiert.
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Akute Rejektionen werden nach Kriterien der ,,Banff-Klassifikation in 4 Schweregrade

11, 12,

unterteilt : sehr milde akute Rejektion (,,borderline changes®), milde akute Rejektion

(Grad I), moderate akute Rejektion (Grad II) und schwere akute Rejektion (Grad III).

3.1.2 Immunologische Grundlagen der akuten AbstofSung

3.1.2.1 Antigenprisentation und T-Zell-Aktivierung

Die akute AbstoBung ist ein T—-Zell-vermittelter Prozess, bei dem eine Anzahl von
Effektormechanismen zur Zerstérung des Transplantatgewebes fiihrt. T-Zellen spielen eine
zentrale Rolle bei der Auslosung einer TransplantatabstoBung. Fiir eine optimale T-
Zellaktivierung werden zwei Signale bendtigt (Abb. 1).

Signal 1 wird iiber die Wechselwirkung zwischen dem antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor
(T cell receptor, TCR) der T-Lymphozyten des Empfangers und dem Alloantigen, der an das
MHC (major histocompatibility complex)-Molekiil des Spenders gebunden ist, vermittelt. T-
Zellen konnen ein Alloantigen auf direktem und indirektem Wege erkennen "°.

Das Transplantat enthdlt antigenprédsentierende Zellen (antigen presenting cells, APC) des
Spenders (dendritische Zellen im Bindegewebe, Makrophagen), die Spender-MHC-Molekiile
tragen. Nach der Transplantation wandern diese Zellen in die regionalen Lymphknoten und in
die Milz, wo sie direkt Empfanger-T-Zellen stimulieren (direkte Alloantigenprisentation). Da
die T-Zellen die Spender-MHC-Molekiile als korpereigene MHC-Molekiile, die ein fremdes
Antigen gebunden haben, erkennen, und die Dichte sehr hoch ist, werden auch niedrig-affine
T-Lymphozyten aktiviert, so dass die Frequenz der alloreaktiven T-Zellen sehr hoch ist ',
Wihrend in den ersten Wochen nach der Transplantation die direkte Présentation von
Fremdantigenen durch APC des Donors dominiert, herrscht im spéteren Verlauf die indirekte
Alloantigenprasentation durch APC des Empfingers vor. Beim indirekten Weg der
Antigenerkennung exprimieren die MHC-Molekiile des Empfingers durch die APC
aufgenommenen MHC-Antigene des Donors. Die indirekte Antigenerkennung erzeugt viel
weniger alloreaktive T-Zellen und scheint eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer
chronischen Rejektion zu spielen .

Fiir die T-Zellaktivierung ist die Antigenerkennung allein nicht ausreichend. Ein zweites
Signal, das iiber die Interaktion zwischen kostimulatorischen Molekiilen auf T-Zellen bzw.
APC induziert wird, ist erforderlich. Diese Interaktion wird durch eine Wechselwirkung iiber

Adhisionsmolekiille und Oberflachenmarker mittels Zell-Zell-Kontakte oder durch 16sliche
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Faktoren (Zytokine wie IL-1, IL-12) vermittelt. Die am besten charakterisierten
kostimulatorischen Molekiile auf APC sind Glykoproteine B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86).
Der Rezeptor fiir B7 auf der T-Zelle ist das Molekiil CD28 ''¥. CD40-CD154 (gp39, CD40-
Ligand) Interaktionen stellen ein anderes wichtiges kostimulatorisches Signal dar '**°.

Die Stimulation beider Signalwege fiihrt zur T-Zellaktivierung und Proliferation, wobei
Zytokine ausgeschiittet werden, die T-Zellen selbst und auch andere Zellen des
Immunsystems aktivieren. Eine Stimulation der T-Zellen iiber Signal 1 ohne Signal 2 fiihrt
zur Anergie, d.h. T-Zellen sind nicht in der Lage zu proliferieren, Zytokine zu produzieren

und kénnen durch den programmierten Zelltod (Apoptose) untergehen 2" 2.

Direct Pathway Indirect Pathway
Allogeneic APC Allogeneic APC | SelfAPC )
) I R
=—MH | |
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Abb. 1: Mechanismen der zelluliren Abstoflung. Die T-Zellen erkennen Antigen auf direktem oder
indirektem Weg. Durch die zwei Signale 1. zwischen dem T-Zell-Rezeptor und Alloantigen und 2.
zwischen kostimulatorischen Signalen auf T-Zellen und APC kommt es zur T-Zell-Aktivierung und
Proliferation. Die aktivierten T-Zellen vermitteln iiber Zytokinproduktion und Zell-Zell-Interaktion
Effektor-Mechanismen der Abstofungsreaktion. Aus N Engl J Med. 1994 Aug 11; 331(6): 365-76,
Review: Renal Transplantation Suthanthiran M, Strom TB.
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3.1.2.2 T1/T2-Paradigma

Nach der Alloantigenstimulation entsteht eine humorale und/oder zellulire Immunantwort
abhéngig von Zytokinen, die von T-Zellen produziert werden.

Die naiven, nicht stimulierten T-Zellen produzieren beim ersten Antigenkontakt vorwiegend
IL-2 und werden als Vorldufer der anderen Typen angenommen. Nach kurzzeitigem
Antigenkontakt entstehen ThO Klone, die eine hohere Differenzierung aufweisen. Sie konnen
Zytokine u. a. wie IL-2, IL-3, IFN-y, IL-4, IL-5 und IL-10 produzieren. Die wiederholte
Antigenstimulation z. B. nach einer Transplantation fiihrt zur Entwicklung von Effektorzellen
mit einem entsprechenden Zytokinmuster. Die Frage der Differenzierung von ThO Klonen zu
T1 bzw. T2-Zellen ist bis jetzt noch nicht endgiiltig geklart. Das umgebende Zytokinmilieu,
APC- und kostimulatorische Signale werden als wichtige Differenzierungsfaktoren fiir diesen
Prozess angenommen 3

Mosmann et al. ** % konnten zwei grundsitzlich verschiedene Typen von T-Helferzell-
Klonen (Thl und Th2) in der Maus unterscheiden. Da bei CD8+ Zellen spéter eine dhnliche
funktionelle Unterteilung nachgewiesen wurde, bezeichnet man diese Zellen als T1- und T2-
Zellen. T1-Zellen produzieren vorwiegend IL-2, IFN-y und TNF-B. Sie sind an den
zellvermittelten Immunantworten wie Zytotoxizitét, Aktivierung von Makrophagen, DTH und
der Bildung Komplement-bindender Antikorper (IgGl, IgG3) beteiligt. T2-Zellen
synthetisieren vorwiegend IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 und wirken als B-
Zellstimulatoren bei der Produktion von Antikoérpern wie IgM, IgG2, IgG4, IgA und IgE.
Daher sind sie mehr an der Induktion der humoralen Immunitit gegen extrazelluldre
Bakterien und Parasiten und durch die Bildung von IL-5 an der Eosinophilie beteiligt.

T1- und T2-Zellen regulieren sich gegenseitig, so dass die Aktivierung des einen zu einer
Suppression des anderen fiihrt. Zytokine nehmen hierbei eine zentrale Stellung als
regulatorische Bindeglieder ein, wobei die Zytokine der T1- bzw. T2-Antwort im
wesentlichen gegensitzliche Wirkungen ausiiben.

In mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass die T1-Aktivierung mit einer Rejektion assoziiert

g 26,27
t £

is , wihrend das Uberwiegen der T2-Antwort eine Transplantatakzeptanz oder sogar eine

Toleranzinduktion begiinstigt **°

31,32

. Jedoch gibt es auch Berichte iiber eine Transplantat-
zerstorende T2-Antwort
Die Uberpriifung der Rolle einzelner Zytokine im komplexen Prozess der
Transplantatabstoung  bzw. der  Toleranzentwicklung (Transplantation ~ von

zytokindefizienten="knock out“ Maiusen) fiihrte insgesamt zu widerspriichlichen
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Ergebnissen®. Transplantationen in IL-2** und IFN-y*>*

,knock out”“ Miusen zeigten, dass
die Hemmung der IL-2 bzw. IFN-y-Produktion nicht ausreichend ist, eine Abstofung des
Transplantates zu verhindern. Die Arbeiten mit IL-4 , knock out* Méusen haben gezeigt, dass
eine Verldngerung des Transplantatiiberlebens durch ,,Toleranzprotokolle* auch ohne 1L-4

%39 Diese Erkenntnisse relativieren die klassische Einteilung der T1- und T2-

moglich ist
Zytokine als rejektions- bzw. als toleranzforderne Zytokine. Erst das komplexe
Zusammenwirken der unterschiedlichen Zytokine ist fiir die Regulation der spezifischen

Immunantwort gegen das Transplantat verantwortlich.

3.1.2.3 Effektormechanismen bei der Zerstorung des Transplantates

Makrophagen und Delaved Type Hypersensitivity-Reaktion (DTH)

Die DTH ist eine durch T-Zellen vermittelte Entziindungsreaktion. CD4+ T-Lymphozyten
sind verantwortlich fiir diese Immunantwort. Alloaktivierte CD4+ T-Zellen produzieren
Zytokine wie IL-2 und IFN-y. Dies fordert das Anlocken und die Akkumulation von
Makrophagen und anderen unspezifischen mononukleéren Zellen am Ort der Entziindung,
welche wiederum inflammatorische Mediatoren (Monokine wie TNF-a, IL-1B) freisetzen.
Durch CD4+ T-Zell-Zytokine wird auch eine Proliferation und klonale Expansion von CD8+

T-Lymphozyten ausgelst.

Zvtotoxische T-Lymphozyten

Die Zerstorung von allogenen Zellen durch zytotoxische T-Zellen beruht auf einer Auslosung
des programmierten Zelltodes (Apoptose). Die Induktion der Apoptose wird durch zwei Wege
vermittelt. Im sekretorischen Weg wird die Zielzelle durch direkten Effekt der porenbildenden
Proteine (Perforine) auf die Zellmembran der Zielzelle in Kooperation mit Serin-Protease
(Granzyme) getotet. Im zweiten, nichtsekretorischen Weg wird der programmierter Zelltod
der an CTL gebundenen Zielzelle durch Zell-Zell-Interaktion des CTL-membrangebundenen
Molekiils Fas-Ligand mit dem Apoptose-induzierenden Zelloberflichenrezeptor Fas der
Zielzelle induziert. Als ein weiterer Mechanismus der CTL-induzierten Zerstérung von

Zielzellen wird die TNF-a-Sekretion angenommen.

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen)
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NK-Zellen tragen zur alloantigenunspezifischen Zerstorung des Transplantates durch

Proteasen bei oder rufen durch Prostaglandine eine Entziindung hervor.

Eosinophile

Eosinophile unterstiitzen proinflammatorische Prozesse im Transplantatgewebe. Durch die
Ausscheidung von Eosinophilem Kationischen Protein (ECP) iiben sie eine direkte
zytotoxische Wirkung auf die Gewebezellen des Transplantates aus. Eine Eosinophilie im

Transplantat kann wéhrend akuter und chronischer AbstoBungen diagnostiziert werden.

B-Lymphozyten

Friither ist man davon ausgegangen, dass B-Lymphozyten in Kooperation mit dem
Komplementsystem ausschlieBlich fiir hyperakute und/oder vaskuldr dominierte akute
Abstofungen verantwortlich sind. Diese Form der Abstoungsreaktion beruht auf induzierten
oder bereits existierenden Antikorpern gegen donorspezifische HLA-Molekiile. Praformierte
Antikorper konnen durch vorangehende Bluttransfusionen, Schwangerschaften  bzw.
Transplantationen entstanden sein. Heutzutage hat die hyperakute AbstoBung durch ein
verbessertes Cross-match an Bedeutung verloren.

Demgegeniiber mehren sich die Hinweise, dass B-Zellen und Plasmazellen in sehr vielen
Biopsien mit akuter interstitieller Abstoung nachweisbar sind und stellen einen wesentlichen
Initiator, Vermittler und Unterhalter chronischer Transplantatschidigung dar *. Sie sind in

Prozesse der Arteriolosklerose und Glomerulosklerose involviert.

3.2 Infektionen nach der Transplantation

3.2.1 Zytomegalievirusinfektion (CMV) nach Nierentransplantation

Unverédndert spielen CMV-Infektionen als hdufigste opportunistische Infektion eine Rolle in
der Transplantationsmedizin, obwohl letal verlaufende Erkrankungen nur noch zu ungeféhr
4% diagnostiziert werden.

Serologische Untersuchungen zeigen, dass in Mitteleuropa mindestens 60-90% der
Bevolkerung latent mit CMV infiziert sind *'. Die héufigste Ursache aktiver CMV-

Infektionen in immunsupprimierten Patienten ist die Reaktivierung latenter Viren, die in
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Vorlduferzellen der Monozyten und Makrophagen im Knochenmark persistieren *2. Bei
Transplantatempfangern sind das eigene, endogen vorhandene Viren oder mit dem
Spenderorgan  bzw.  Blutprodukten {ibertragene = Viren. Bei = CMV-negativen
Transplantatempfingern kann es durch Ubertragung eines Organs von einem latent mit CMV-
infizierten Spender zu Primérinfektionen kommen *.

Aktive CMV-Infektionen konnen direkte und indirekte Effekte zur Folge haben. Direkt
vermittelt das Virus akute oder chronische Erkrankungen mit klinischen Zeichen wie Fieber,
Leukopenie, Thrombopenie, Pneumonie, Hepatitis usw. Indirekt bewirkt das Virus iiber
,bystander“-Effekte im Sinne der akuten und/oder chronischen Immunaktivierung
Schadigungsprozesse, die klinisch und histologisch dem Bild einer akuten und/oder
chronischen AbstoBung gleichen *_ Dariiberhinaus induziert das Virus hiufig eine
Immundepression, die opportunistische Superinfektionen bakterieller oder mykotischer Art
begiinstigt *°. Desweiteren konnte gezeigt werden, dass CMV-Reaktivierung/Erkrankung ein
wichtiger Risikofaktor fiir die Entstehung von EBV-assoziierten PTLD’s (posttransplantation

lymphoproliferative disease) nach Transplantation darstellt *.

3.2.2 Immundepression und Sepsis in der Transplantation

Eine Sepsis entsteht immer dann, wenn es zu einer schnellen ungehemmten Vermehrung von
Bakterien und/oder mykotischen Erregern in der Zirkulation kommt. D. h., ein wichtiger
pathogenetischer Faktor ist die Fahigkeit des Wirtes (Patienten) eine balancierte effektive
Immunantwort zu etablieren, die die Erregerinvasion kontrolliert und die Erreger eliminiert.
Bei Transplantation ist diese Fahigkeit des Immunsystems durch die Immunsuppression
individuell unterschiedlich stark eingeschriankt. Die Sepsis stellt ein Syndrom systemischer
Toxizitdt dar, das aus der Anwesenheit infektioser Keime oder deren Produkte im Blut
resultiert *’. Die Aktivierung der gewebestindigen Makrophagen und Monozyten durch in das
Gewebe eindringende Keime oder fokale Gewebezerstorung spielt eine Schliisselrolle im
Krankheitsgeschehen und ist verbunden mit einer erhohten Phagozytoseaktivitit, mit
phénotypischen Veridnderungen dieser Zellen, mit der Freisetzung toxischer Substanzen sowie

4, 4 In der Bakterienwand

mit der Sekretion loslicher niedermolekularer Mediatoren
gramnegativer Bakterien enthaltenes Lipopolysaccharid (LPS) ist entscheidend fiir die
Aktivierung von Monozyten und Gewebemakrophagen. LPS bildet einen Komplex mit dem
Lipopolysaccharide-Binding-Protein (LBP). Das Oberflichenantigen CD14 auf Monozyten

stellt den spezifischen Rezeptor dieses LPS-LBP-Komplexes dar. Innerhalb von Minuten bis
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Stunden nach Bindung des LPS-LBP-Komplexes an die Monozyten/Makrophagen kommt es
zur Freisetzung proinflammatorischen Zytokine IL-1f, IL-6, IL-8 und TNF-a, die in Serum
nachweisbar werden. Die Intensitit und Quantitit der systemischen Freisetzung dieser

Zytokine ist von besonderer Bedeutung fiir die Induktion des septischen Schocks.

HLA-DR-Expression auf den Monozyten

HLA-DR-tragende Monozyten phagozytieren Bakterien, zerlegen intralysosomal die Proteine
der Bakterien in Polypeptidsequenzen und présentieren diese in Kombination mit dem HLA-
DR-Antigen auf der Zelloberfliche. Dieser Antigen-HLA-DR-Komplex wird durch
antigenspezifische T-Helferzellen erkannt. Dies fiihrt zu deren Aktivierung mit nachfolgender
Induktion entsprechender Effektormechanismen. Verschiedene Mediatoren haben einen
regulatorischen Einfluss auf diese Prozesse. Zytokine, die insbesondere die zelluldre
Immunantwort stimulieren, wie IFN-y, GM-CSF, IL-12-Heterodimer, fithren direkt oder
indirekt zu einer Stimulation der monozytiren HLA-DR-Expression, was zu einer hohen
Molekiildichte pro Zelle fithrt ***°.  Zytokine wie IL-10 und TGF-B oder Prostaglandine
regulieren die Molekiildichte pro Zelle herunter und verringern damit die Kapazitit zur

Phagozytose, Antigen-Prozessierung und Antigenprisentation >

. Auch immunsuppressive
Medikamente verringern direkt oder indirekt die HLA-DR-Expression auf Monozyten.
Aufgrund dieser komplexen Regulation durch wichtige immunmodulierende Mediatoren
spiegelt die HLA-DR-Expression auf Monozyten gut den aktuellen Status der zelluldren
Immunkompetenz wider.

Volk et al. beobachteten in zytofluometrischen Analysen peripherer mononukledrer Zellen
von Sepsispatienten eine Verminderung des Anteiles HLA-DR-Antigen-positiver Monozyten
>®_ Eine starke Verminderung der monozytiren HLA-DR-Expression gilt als Zeichen fiir eine
global eingeschrinkte Immunkompetenz. Bei immunsupprimierten Transplantationspatienten
mit stark verminderter HLA-DR-Expression auf den Monozyten koénnen septische
Komplikationen durch eine starke Reduktion der immunsuppressiven Therapie {iberwunden
werden, ohne jedoch Rejektionskrisen zu induzieren . Dieser Zustand, in dem das
Immunsystem weder in der Lage ist, eine Infektion zu bekdmpfen, noch ein Allotransplantat
abzustofen, wird als ,,Immunparalyse bezeichnet. Immunologisch ist sie durch eine
Monozytendeaktivierung gekennzeichnet, deren Leitparameter die drastisch verminderte
monozytire HLA-DR-Expression bzw. exakter die Verminderung der Molekiildichte pro

Zelle ist.
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Bei uns im Labor wird seit Jahren die Expression von HLA-DR auf frisch gewonnenen
Blutmonozyten als Parameter eines ,,in vivo-Bioassays* der Immunkompetenz genutzt. Bei
dieser Arbeit wurde der neue standardisierte Assay von Becton Dickinson mit einer
automatischen Quantifizierung der monozytiren HLA-DR-Expression als Anzahl der

gebundenen anti-HLA-DR-Antikérper pro Monozyt (mAb/Zelle) verwendet °'.

3.3 Immunsuppression

3.3.1 Basistherapie

3.3.1.1 Calcineurininhibitor: FK506 (Tacrolimus, Prograf®)

Calcineurininhibitoren ~ Cyclosporin A (CyA) und FK506 (Tacrolimus, Prograf®) sind
heutzutage die wichtigsten Bausteine der immunsuppressiven Therapie. Die beiden
Immunsuppressiva haben einen &hnlichen Wirkungsmechanismus. Sie entfalten ihre
pharmakologische Wirkung durch Bindung an eine Gruppe zytoplasmatischer Proteine, die
sogenannten Immunophiline, ndmlich an Cyclophiline fiir CyA und an FK-bindende Proteine
(FKPB) fiir FK506 ®**. Die so gebildeten Substanz-Immunophilin-Komplexe hemmen
selektiv die enzymatische Aktivitdit von Calcineurin, einer Calcium-abhidngigen
Serin/Threonin-Phosphatase. Das Calcineurin wird aktiviert, wenn sich der intrazelluldre
Calciumspiegel als Folge der Bindung des TCR an entsprechende Antigen:MHC-Komplexe
erhoht und deshalb das Calmodulin an das Calcineurin bindet. Das aktivierte Calcineurin
dephosphoryliert die zytosolische Komponente des Transkriptionsfaktors NF-AT (nuclear
factor for activated T-cells), NF-ATp, die darauthin in den Zellkern wandert und die
Transkription der Gene fiir IL-2 und andere Zytokine induziert ®. NF-ATp ist ein
Phosphoprotein und wird nur in lymphoiden Zellen exprimiert. Somit beruht die primére
immunsuppressive Wirkung von Calcineurininhibitoren auf der Blockierung der Proliferation
von T-Zellen durch eine Verminderung der Expression mehrerer Zytokingene, die
normalerweise bei der T-Zell-Aktivierung induziert werden. Dazu gehort IL-2, dessen
Synthese durch T-Lymphozyten ein wichtiges Wachsstumssignal fiir T-Zellen darstellt.
AuBlerdem unterdriickt Tacrolimus die Expression von IL-2- und IL-7-Rezeptoren.
Tacrolimus hemmt die Bildung von zytotoxischen T-Zellen und deren Aktivierung und
unterbindet die davon abhédngige B-Zell-Proliferation. Im Vergleich zu CyA ist Tacrolimus

10- bis 100-fache effektiver in seiner Wirksamkeit.
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Abb. 2: Wirkungsmechanismus von Tacrolimus. Tacrolimus hemmt die die Aktivierung von T-
Lymphozyten durch Bindung an FKBP-12, cin intrazelluliires Protein. Der so gebildete Tacrolimus-
FKBP-12-Komplex hemmt selektiv die enzymatische Aktivitiit von Calcineurin, einer Calcium-
abhingigen Serin/Threonin-Phosphatase. Der aktivierte Calcineurin dephosphoryliert die zytosolische
Komponente des Transkriptionsfaktors NF-AT (nuclear factor for activated T-cells), NF-AT, die
daraufhin in den Zellkern wandert und die Transkription der Gene fiir IL-2 und andere Zytokine
induziert. Somit beruht die primire immunsuppressive Wirkung von Calcineurininhibitoren auf der
Blockierung der Proliferation der T-Zellen durch eine Verminderung der Expression mehrerer
Zytokingene, z. B. IL-2 und IFN-gamma. Aus Transplantation, Volume 77(9) Supplement. May 15,
2004.541-S43

Tacrolimus ist ein Makrolid-Antibiotikum, das aus dem Pilz Streptomyces tsukubaenses
hergestellt wird. Es wurde 1994 fiir die Basisimmunsuppression bei der Lebertransplantation
eingefiihrt und ist seit 1997 auch fiir Nierentransplantationspatienten zugelassen.

Die Calcineurininhibitoren, Tacrolimus und CyA, werden im klinischen Alltag nach
Blutspiegelwerten dosiert °, weil niedrige Spiegel mit einer hoheren Inzidenz an akuten und
chronischen AbstoBungen und hohe Blutspiegel mit einer Zunahme der Toxizitit,
systemischen Nebenwirkungen und Infektionen korrelieren. Die Metabolisierung von
Tacrolimus erfolgt analog dem CyA {iber das Cytochrom P450-Isoenzym der Leber.
Zahlreiche Nebenwirkungen konnen die systemische Anwendung von Tacrolimus
einschranken. Das Nebenwirkungsspektrum von Tacrolimus ist dem von CyA &hnlich. Beide
Immunsuppressiva sind nephrotoxisch °”®. Tacrolimus-behandelte Patienten haben aber eine

hohere Inzidenz von Neurotoxizitdt, gastrointestinalen Symptomen und posttransplant
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Diabetes mellitus %7,

Unter Tacrolimus-Therapie kommt es selten zu einer
Gingivahypertrophie und Hypertrichose in Vergleich zu CyA-behandelten Patienten.

In den Vergleichs- und Umstellungsstudien zeigte sich ferner, dass nierentransplantierte
Patienten, die mit Tacrolimus behandelt werden, weniger Hypertonie und Dyslipiddmie als
Cyclosporin-behandelte Patienten aufweisen ®* ™ " Dies ist von hohem Interesse, da
kardiovaskuldre Ereignisse in 30-40% die Haupttodesursache nach Nierentransplantation

75

darstellen Nach neueren Daten tragen Hypertonie und Hyperlipidimie neben

immunologischen = Faktoren = wesentlich  zur  Entwicklung des  chronischen

Transplantatversagens bei ' "".

3.3.1.2 Antiproliferative Medikamente: Mycophenolat Mofetil (MMF, Cellcept®)

Antiproliferative Medikamente verhindern die klonale Expansion von alloreaktiven T- und B-
Zellen. MMF ist ein selektiver Hemmer von T- und B-Lymphozyten. Es inhibiert im
Gegensatz zu Azathioprin die Proliferation bereits alloantigen-stimulierter T-Lymphozyten.
MMF ist ein selektiver Hemmer des de novo Weges der Purinsynthese "**°. Es ist ein
,»Prodrug®, das sich nach der oralen Aufnahme und enteralen Resorption in vivo in seine
aktive Form Mycophenolsidure (mycophenolic acid, MPA) umwandelt. Der Vorteil von MPA
gegeniiber anderen  Antimetaboliten ist seine  spezifische  Blockierung  der
Proliferationsfahigkeit von T- und B-Lymphozyten. Weitere Wirkungsmechanismen von

MMF sind:

e Induktion von Apoptose aktivierter T-Zellen mit der Folge der Eliminierung

antigen-stimulierter Zellen

e Hemmung der Glykolysierung und damit der Expression von

Adhésionsmolekiilen auf T- und B-Lymphozyten
e Hemmung der Antikérperproduktion durch B-Zellen
e Hemmung der Proliferation von glatten Muskelzellen.

Diese Wirkmechanismen haben zur Hypothese gefiihrt, dass MMF die Entwicklung einer

chronischen Abstoung hemmen kdnnte. Diese Hypothese konnte in Tierexperimenten positiv

81, 82

unterlegt werden , wiahrend die Ergebnisse von groBen multizentrischen Studien dies

bisher nicht bestitigen konnten **’.
In 3 groflen multizentrischen Phase III Studien wurde MMF gegen Azathioprin bzw. Plazebo

gepriift 8347 Diese Studien zeigten, dass MMF die Inzidenz von akuten Abstoungen (50%
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Reduktion) und die Rate von Therapieversagen in den ersten 6 Monaten nach Transplantation
signifikant vermindert. Die 3-Jahres-follow-up Analysen der o.g. Studien brachten folgende
Ergebnisse:

1. Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Langzeitpatienten- und

Transplantatiiberlebensrate zwischen den Behandlungsgruppen.

2. Das Auftreten von unerwiinschten Nebenwirkungen war in beiden
Behandlungsgruppen vergleichbar. Ausnahmen waren gastrointestinale (Ubelkeit,
Erbrechen, Durchfille, gastrointesinale Blutungen) wund hé@matologische

(Leukopenie, Andmie) Symptome, die haufiger in der MMF-Gruppe auftraten.

3. Es wurde eine erhohte Inzidenz von gewebeinvasiven CMV-Erkrankungen bei den

MMF-Patienten beobachtet.

Im klinischen Alltag ist die Messung von MMF-Konzentration oder Aktivitdt nicht
erforderlich, weil die interindividuelle Variabilitdt in MPA-Konzentrationen relativ gering ist

und der klinisch tolerierte therapeutische Dosisbereich fiir MMF bei maximal 2-3 g/d liegt.

3.3.2 Induktionstherapie

3.3.2.1 Polyklonale Antikorper (ALG, ATG)

Polyklonale Antikorper wie Antilymphozytenglobuline (ALG) oder Antithymozytenglobuline
(ATG) sind Immunglobulinpraparate, die in mit humanen Lymphozyten oder Thymozyten
immunisierten Pferden oder Kaninchen hergestellt werden. Um einen Grof3teil der
entstehenden, unspezifischen Antikorper zu entfernen, folgen je nach Hersteller mehrere
Schritte wie selektive Adsorption an menschliche Erythrozyten, Absorption an menschliches
Plasma und Ionenaustausch-Chromatographie. Das Problem aller Antikorperpréparationen
besteht in der Speziesspezifitit, in der Chargeninstabilitit und in der ungeniigenden
Standardisierung.

Es sind verschiedene polyklonale Antilymphozyten-Antikorper weltweit verfiigbar (Tab. 1).
Die Pferdeimmunglobuline wie Atgam (Upjohn, Kalamazoo, Michigan, USA) und MALG
(University of Minnesota. Minneapolis, USA) wurden hiufiger in den USA verwendet,
wihrend Kaninchen- und Pferde-ATG und ALG (Mérieux, Lyon, Frankreich) und

Kaninchen-ATG (Fresenius, Bad Homburg, Deutschland) in Europa angewendet werden.
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Tab. 1 Die verfiigbare polyklonale Antilymphozyten-Antikorper. Aus Current Opinion in Organ
Transplantation, Volume 4 (4), December 1999, S. 305

Preparation Host Immunogen Production Dosage®, mg/kg/d
ATG (Atgam) Horse Thymus Upjohn, Kalamazoo, 10-20
Michigan, USA
ATG (Lymphoglobuline) Harse Thymus Meérieux, Lyon, France 10
ATG (Thymaoglobuline) Rabbit Thymus Meérieux, Lyon, France 1.25-2.5
ATG (ATG-Fresenius) Rabbit Jurkat T lymphocyte Fresenius, Bad 2
Homburg, Germany
ALG (MALG)! Harse Cultured lymphoblasts and University of Minnesota, 10-20
thymus Minneapolis, MN,
USA
*Dose for induction therapy in organ transplantation recommended by the company. "Not available anymore. ATG, antithymocyte globulin; MALG,
Minnesota antilymphocyte globulin.

Seit einigen Jahren ist eine Renaissance im Einsatz von ATG durch die Markteinfiihrung von
Thymoglobulin® (Genzyme, Cambridge, MA, USA) zu verzeichnen, was sich durch eine
breite Anwendung insbesondere in den USA bemerkbar macht ***°. Neuere Arbeiten zum
Thymoglobulin belegen eine hohe Effektivitit in der Verhinderung von akuten AbstoBungen
und niedrigen Inzidenzen an Infektionskomplikationen insbesondere in der Kombination mit
Tacrolimus °'. Sie geben Anlass zur Hoffnung, dass diese Medikamentenkombination bei
einer Reihe von Transplantatempfiangern Minimierungsstrategien in der Immunsuppression
erlauben.

Polyklonale Antikdrper haben seit den 60-er Jahren eine breite klinische Anwendung in der
Organtransplantation gefunden. Sie werden als Induktionstherapie und auch in der Therapie
von akuten AbstoBungen eingesetzt. In einigen Transplantationszentren werden polyklonale
Antikorper  als  Induktionstherapie  appliziert, um  die  Nephrotoxizitit  von
Calcineurininhibitoren zu verringern, in dem hiermit zeitlich verzégert nach Transplantation
begonnen wird und die Spiegel niedriger gehalten werden. In anderen Zentren werden ATG
oder ALG nur bei Patienten mit erhohtem Risiko fiir die Entwicklung einer akuten
AbstoBung, d.h. Zweittransplantierte, Patienten mit praformierten zytotoxischen Antikérpern
und mit verzdgerter Transplantatfunktion, appliziert °* *>.

Die Rolle von polyklonalen Antikérpern als Induktionstherapie wird kontrovers diskutiert.
Einige groe Datenanalysen haben gezeigt, dass die Induktionstherapie mit polyklonalen
Antikorpern mit einem verminderten Risiko fiir eine akute AbstoBung bzw. mit einer
signifikanten Erhohung des Transplantatiiberlebens assoziiert ist °**’. Langzeitdaten zeigen
allerdings keinen signifikanten Vorteil fiir das Transplantatiiberleben im Verhéltnis zu

Patienten ohne Induktionstherapie 52,98,99
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Eine Vergleichsstudie der Induktionstherapie mit Thymoglobulin vs. Atgam zeigte, dass unter
Thymoglobulin weniger schwere AbstoBungen und Nebenwirkungen sowie weniger CMV-

Infektionen aufgetreten und das Transplantatiiberleben besser war '

. Die Vergleichsstudie
Atgam vs. ATG-Fresenius zeigte dhnliches Nebenwirkungs- und Infektionsprofil, aber unter
ATG-Fresenius kam es zu einer stiarkeren T-Zell-Suppression als unter Atgam. Deshalb waren
auch weniger AbstoBungen bei den ATG-Fresenius-behandelten Patienten nachzuweisen '°'.

Polyklonale Antikdrper erkennen multiple T-Zell-Oberflichenmarker. Die wichtigen
Antikorper sind diejenigen gegen CD2, CD3, CD4, CDS5, CDS, CD25, CD40, CD54 und TCR
o/B-Antigene 0%
Antikorper gegen aktivierte B-Zellen (CD19, CD20, CD21), aber auch gegen
Adhésionsmolekiile (CDl1la, CDI18) und Zelllinien-unspezifische Marker wie [2-

Mikroglobulin und HLA-DR. Der Grad der Blockierung der unterschiedlichen

. Neben T-Zell-spezifischen Antikorpern enthédlt ATG spezifische

Oberflachenmolekiile variiert von Prdparat zu Priparat. Viele Antikorper in ATG/ALG
erkennen auch Antigene, die an nichtlymphozytidren Zellen (Erythrozyten, Neutrophilen,
Thrombozyten und Endothelzellen) exprimiert werden und koénnen deshalb bei hoheren
Dosierungen zum Auftreten von unerwiinschten Nebenwirkungen fithren '°* '®. Das
durchfluBzytometrische Immunmonitoring von CD3+ T-Zellen mit dem Ziel 50-100 Zellen/pl
ermoglichte die Dosisreduktion von polyklonalen Antikdrpern mit einer deutlichen Abnahme
der unerwiinschten Nebenwirkungen aber ohne Einfluss auf die Wirksamkeit '* '°°. Die
immunsuppressive Wirkung von polyklonalen Antikorpern beruht auf der massiven Depletion
von peripheren Lymphozyten nach der Applikation. Diese Wirkung kommt durch folgende

. 102, 107-110
Mechanismen zustande 9% 107110

- Komplement-vermittelte ~ Zelllyse durch eine  Aktivierung des  klassischen

Komplementweges

- Aufnahme von opsonierten T-Zellen vom retikuloendothelialen System und darauf

folgende Phagozytose durch Makrophagen in Milz, Leber und Lunge und
- Modulation der wichtigen Oberflichenmolekiilen auf Lymphozyten.

Untersuchungen zeigten, dass ATG zu einer schnellen und massiven Depletion der peripheren

Lymphozyten fiihrt, welche iiber den Behandlungszeitraum bestehen bleibt ' ' 111 D

as
anschlieBende Wiederauftreten der T- und B-Zellen ist durch eine lange Verminderung der
CD4+-Lymphozyten gekennzeichnet.

Bonnefoy-Berard et al. zeigten, dass ATG eine in vitro Aktivierung von peripheren T-Zellen

110, 112

sowie eine Stimulierung der IL-2, IFN-y und TNF-a-Synthese bewirkt In
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submitogenen Konzentrationen induziert ATG eine inkomplette T-Zell-Aktivierung,
charakterisiert durch einen Anstieg der ZellgroBe, der Zellkondensation und der Expression
von CD95 und CD69. Die Zunahme der CD95-Expression wurde allerdings nur bei ATG-
Priparationen mit Antikorpern gegen CD3 und CD2 beobachtet ''’. Desweiteren induziert
ATG eine CD25- und CD95-L-Expression und kann iiber TNF-o und CD95-L-Expression
Apoptose triggern. Alle Zellen mit einer hohen Ansprechrate auf ATG zeigten eine hohe
Expression des Fas-Rezeptors. Die ATG-vermittelte Apoptose konnte nur in aktivierten,
jedoch nicht in ruhenden T-Zellen nachgewiesen werden.

Die wichtigsten Nebenwirkungen von ATG sind Serumkrankheit, Fieber, Schiittelfrost im
Rahmen "first-dose"-Reaktionen, Thrombozytopenie, Andmie und eine erhohte Inzidenz
infektioser Komplikationen und maligner Erkrankungen, insbesondere das Auftreten von

PTLD’s 113,114

3.3.2.2 IL-2-Rezeptor-c (IL-2Rc; CD25)-Antikorper

Um das Nebenwirkungsprofil von Antikorper-Therapien deutlich zu reduzieren und iiber eine
hohe Spezifitit in der Bindung an frisch aktivierte T-Zellen eine ausreichende Sicherheit in
der Prévention frither akuter Abstofungen zu erzielen, wurden monoklonale Antikdrper
entwickelt, die die a-Kette des IL-2-Rezeptors erkennen und iiber Bindung blockieren ''°.

Am Anfang wurden murine und Ratten-Antikorper gegen den IL-2Ra in klinischen Studien
verwendet. Die Effektivitit dieser murinen monoklonalen IL-2R-Antikérper wurde aber durch

folgende Faktoren begrenzt:

- kurze Plasmahalbwertzeit
- Ausbildung anti-idiotypischer Antikorper gegen Maus/Ratten-Immunglobuline

- Ausbildung anti-isotypischer Antikorper im Empfinger mit der Folge einer geringeren

Effektorfunktion %17,

Diese Probleme wurden durch die Herstellung von chimidren und humanisierten
monoklonalen IL-2Ra-Antikdrpern weitgehend gelOst.

Basiliximab (Simulect®) ist ein chimirer monoklonaler IL-2Ra (CD25)-Antikérper vom
IgGlx Isotyp mit einem Molekulargewicht von 156 kDa. Die konstante Region vom
Antikérper ist human (75%), die variable Region ist murin (25%) "8 Die
Plasmahalbwertszeit betridgt 6,5 Stunden. Die Hemmung des IL-2R ist bis zu 30-45 Tage nach
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der Induktion nachweisbar, also in einer Phase nach der Transplantation, wo das Risiko einer
akuten AbstoBungsreaktion am hdchsten ist.

Neben dem wichtigsten Wirkungsmechanismus von IL-2Ra-Antikérpern, der Blockierung
der Induktion von Lymphozytenproliferation durch eine direkte Hemmung der IL-2/IL-2R-
Interaktion, ist ein weiterer Mechanismus die T-Zell-Eliminierung durch Antikorper-
abhéngige, zellvermittelte Zytotoxizitit (ADCC), die Komplement-abhingige Zelllyse
und/oder Opsonierung """’

Die zwei grolen multizentrischen Phase III plazebokontrollierten, randomisierten
Doppelblindstudien zur Untersuchung von Wirksamkeit und Sicherheit von Basiliximab

zeigten folgende Ergebnisse 2% 12"

- eine signifikante stabil nachweisbare Abnahme der Inzidenz von akuten
AbstoBungsepisoden (29,8% in der Basiliximab- vs. 44% in der Plazebogruppe '*' bzw.
35,3% vs. 49,1% '%%)

- vergleichbare Patienten- und Transplantatiiberlebensraten nach einem Jahr zwischen

beiden Gruppen
- gute Vertriglichkeit von Basiliximab ohne Zeichen eines Zytokin-Release-Syndroms

- hohere Effektivitit ohne Zunahme des Infektions- oder Tumorrisikos nach 1 Jahr post

transplantationem.

In einer weiteren plazebokontrollierten, randomisierten Studie wurde die Kombination von
Basiliximab und einer Tripeltherapie aus CyA, Steroiden und MMF untersucht. Die Inzidenz
der Biopsie-nachgewiesenen akuten Abstofungen 6 Monate nach der Transplantation betrug
13,5% in der Basiliximab- vs. 25% in der Plazebogruppe '**.

In den darauf folgenden multizentrischen Studien wurde Basiliximab als Induktionstherapie
mit den herkdmmlichen polyklonalen Antikdrpern hinsichtlich der Sicherheit, Vertréglichkeit
und  Wirksamkeit bei der Verhinderung akuter  AbstoBungsreaktionen  bei
Nierentransplantatempfédngern verglichen. Die Standardimmunsuppression bestand aus
Cyclosporin A, Steroiden und MMF. Die Amerikanische Studie, die als Induktionstherapie
das Pferde-ATG (Atgam) verwendet hatte, zeigte, dass die Inzidenz der durch die Biopsie-
nachgewiesenen akuten AbstoBungen zwischen ATG- und Basiliximab-behandelten Patienten

' Jedoch hatten die ATG-behandelten Patienten hiufiger rezidivierende

vergleichbar war
akute Abstoungen. Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Patientengruppen hinsichtlich des Transplantat- und Patienteniiberlebens nach einem Jahr post

transplantationem. In der Europdischen Multizentrischen Studie wurde die Induktionstherapie
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mit dem Kaninchen-ATG (Thymoglobulin®) durchgefiihrt. Lebranchu et al. zeigten, dass die
Rate an akuten AbstoBBungen in den ersten 6 Monaten nach Transplantation in beiden Gruppen
ghnlich war '**

Banff-Klassifikation als die ATG-Patienten (3 von 4 milde AbstoBung (Banff Grad I) vs. 3

. Die Basiliximab-Patienten hatten weniger schwere AbstoBungen nach der

von 4 moderate AbstoBungen (Banff Grad II)). In dieser Studie gab es ebenso keinen
signifikanten Unterschied im 1-Jahres-Graft- und Patiententiberleben zwischen den ATG- und
Basiliximab-Patienten. Mourad et al. fiihrten eine &hnliche Studie (Basiliximab vs.
Kaninchen-ATG (Thymoglobulin®)) mit dem Unterschied durch, dass CyA in den beiden
Induktionstherapiegruppen verzdgert verabreicht wurde '». Diese Studie zeigte ebenfalls eine
vergleichbare Inzidenz an akuten AbstoBungen. Ahnlich fanden sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede im Transplantat- und Patienteniiberleben zwischen den Gruppen.
Jedoch hatten die Basiliximab-Patienten signifikant weniger CMV-Infektionen, Leukopenien
und Thrombozytopenien.

In der Literatur finden sich kaum Daten zu Basiliximab-Induktionstherapie und FK506 als
Calcineurinhibitor bei der Standardimmunsuppression. Leonardi et al. untersuchten die
Vertraglichkeit und Sicherheit von Basiliximab als Induktionstherapie in Kombination mit

einer Tacrolimus-basierten Immunsuppression 2.

Die Basiliximab-Induktionspatienten
wurden mit den Patienten verglichen, die nur eine duale Therapie mit FK506 und Steroiden
bekamen. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die Inzidenz akuter AbstoBungen in der
Basiliximab-Gruppe im 3. Monat nach Transplantation signifikant niedriger im Vergleich zu
non-Basiliximab-Gruppe war. Diese Tendenz bestand auch nach einem Jahr post Tx jedoch
ohne einen signifikanten Unterschied. Die Nebenwirkungsrate war vergleichbar unter den
Gruppen. Das 1-Jahres-Transplantat- und Patienteniiberleben sowie die 1-Jahres-

Graftfunktion zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

3.4  Zytokine in der Transplantation und in der Abstoflung

Zytokine sind 16sliche Proteine, die von verschiedenen Zellen nach unterschiedlichen Stimuli
freigesetzt werden. Sie entfalten ihre Wirkung durch die Bindung an spezifische Rezeptoren
auf der Oberfliche von Zielzellen. Zytokine sind biologisch hochaktive Molekiile und
entfalten ihre Wirkung bei Konzentrationen im pikomolaren Bereich. Die in vivo
Halbwertszeit von Zytokinen ist sehr kurz. Die Ursachen dafiir sind die Bindung an Zellen
bzw. Proteine, der proteolytische Abbau und die renale Ausscheidung. Die Funktion von

Zytokinen  besteht vor allem in der Regulation lokaler interzelluldrer
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Wechselwirkungsprozesse iiber autokrine, parakrine und endokrine Wirkungen. Zytokine
spielen eine wesentliche Rolle in der Vermittlung und Regulation von
Entziindungsreaktionen, spezifischen und unspezifischen Immunreaktionen. Das gezielte An-
und Abschalten von Zytokin- und Zytokinrezeptorgenen in Knock-out/Knock-in-Mausen hat
dazu beigetragen, die physiologische und pathophysiologische Rolle in definierten
Situationen mit definiertem Background zu kldren. Immunologisch relevant sind vor allem
Zytokine, die von Monozyten (Monokine) und T-Zellen (Lymphokine) produziert werden und
die Funktion und Interaktion dieser Immunzellen regulieren.

Zytokine sind bei TransplantatabstoBBungsprozessen individuell und dynamisch hoch- oder
runterreguliert und haben einen wesentlichen Einfluss auf die kurz- und langfristige
Transplantatprognose. Im Folgenden werden die fiir die AbstoBung relevanten und im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zytokine und Zytokinrezeptoren aufgefiihrt. Man
unterteilt nach ihrer Wirkung auf Entziindungsprozesse Zytokine in proinflammatorische und

antiinflammatorische Zytokine.

3.4.1 Proinflammatorische Zytokine

3.4.1.1 Tumornekrosefaktor-Alpha (TNF-a)

TNF-a wird in geloster Form (als Homotrimer von 17,4 kDa) von aktivierten Zellen,
beispielsweise LPS-stimulierten Monozyten und Makrophagen bzw. T-Lymphozyten,
gebildet. Neben dieser Form ist eine membrangebundene Vorstufe mit einem
Molekulargewicht von 26 kDa bekannt. Praktisch fast alle Zellen exprimieren TNF-
Rezeptoren und reagieren auf TNF. TNF-Induktoren sind vor allem Endotoxine von
gramnegativen Bakterien (Lipopolysaccharide), Viren, Pilze und Immunmediatoren wie IFN-
Y.

Eine zentrale Bedeutung von TNF-a bei Entziindungen liegt in der Aktivierung des
Arachidonsédurestoffwechsels mit Bildung von Prostaglandinen und der Induktion von
Differenzierungsantigenen und Adhédsionsmolekiilen, was eine Akkumulation von Monozyten
und Lymphozyten am Ort des Geschehens bewirkt. Desweiteren verstirkt TNF-o die
Fahigkeit der Monozyten, Antigen zu prisentieren, durch eine Erhéhung der MHC-Klasse-II-
Expression oder durch Stimulation der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie

IL-1f und IL-6 '*". TNF-o induziert auch IL-10-mRNA- und die IL-10-Expression '**.
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AuBerdem erhoht TNF-a die Zytotoxizitdt von Monozyten und NK-Zellen, stimuliert die
Antikorperproduktion von B-Zellen und wirkt als Kostimulation bei der T-Zellaktivierung.
Mehrere humane wie tierexperimentelle Studien zeigten eine Korrelation zwischen akuter

AbstoBung bei Nieren- und Lebertransplantierten und der Expression von TNF-q, 12132,

3.4.1.2 Interleukin-1 (IL-1)

Es werden 2 Typen von Interleukin-1, IL-1a und IL-1[3, unterschieden. Beide IL-1-Formen
werden als eine 31-kDA-Vorstufe synthetisiert, aus der durch Proteasen das aktive 17-kDA-
Peptid abgespalten wird. Beim Menschen findet man iiberwiegend IL-1B-Protein in der
Zirkulation. Es ist hiufig in I&slicher Form in Uberstinden detektierbar, wihrend IL-1c als
membrangebundene Form erscheint. Beide Polypeptide erkennen dieselben Rezeptoren. IL-1
wird von APC wie Monozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, NK-Zellen und Astrozyten
freigesetzt. Es wird nicht konstitutiv exprimiert. Fiir die Freisetzung von IL-1 werden
verschiedene Stimulantien wie bakterielle Produkte (Endotoxin), aktivierte T-Zellen und
Immunkomplexe bendtigt.

IL-1 hat eine Reihe immunregulatorischer Funktionen. Es gilt als Induktor der Akut-Phase-
Proteine und ist fiir die Leukozytose bei Entzindung verantwortlich '*. IL-1 erhéht die
Expression von Adhidsionsmolekiilen. Das bedeutet in vivo einen erhohten Durchsatz von
Lymphozyten und Neutrophilen am Inflammationsort. IL-1 ist ein wichtiger Kofaktor der T-
Zellaktivierung, indem es die Synthese von Interleukin-2 und die Expression des IL-2-
Rezeptors induziert. IL-1 kann auBerdem die Expression der Gene von IL-6, IFN-y und
anderer Zytokine erhdhen und wirkt synergistisch mit diesen Mediatoren auf das Wachstum
bzw. Differenzierung von T- und B-Zellen "**.

IL-4 und IL-10 haben einen hemmenden Effekt auf die IL-1-Expression. Glukocortikoide
inhibieren auch die IL-1-Synthese. IFN-y besitzt einen synergistische Wirkung mit LPS, IL-1

zu induzieren.

3.4.1.3 Interleukin-6

IL-6 ist ein 26 kDa schweres Glykoprotein. Es wird von T- und B-Lymphozyten, Monozyten,

135
D

Makrophagen, Fibroblasten und von Endothel- und Epithelzellen produziert m

Nierenparenchym setzen mesangiale und tubulire Epithelzellen IL-6 frei *® *7. Die IL-6-
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Wirkungen werden iiber einen spezifischen IL-6-Rezeptor vermittelt, wobei der eigentliche
Rezeptor an das Glykoprotein gpl130 gekoppelt ist, das den signaltransduzierenden Teil
darstellt. Ein 16slicher IL-6-Rezeptor ist ebenfalls bekannt. Der 16sliche IL-6-Rezeptor bindet
sich in vitro an IL-6 und erhoht dessen biologische Wirkung durch die Bindung des
Komplexes IL-6/16slicher IL-6-Rezeptor zu membrangebundenem gp130.

Der proinflammatorische Effekt von IL-6 ist weniger stark als der von TNF und IL-1. Es ist
an der Induktion der Akute-Phase-Reaktion beteiligt. So supprimiert IL-6 die Produktion von
IL-1 und TNF ' wihrend auf der anderen Seite diese beiden Zytokine die Freisetzung von
IL-6 induzieren.

IL-6 ist an der T-Zellaktivierung durch Induktion der IL-2-Rezeptorexpression sowie an der
Differenzierung zytotoxischer T-Zellen beteiligt. Es stimuliert synergistisch mit anderen
Signalen die IgM-, IgG- und IgA-Produktion. Dadurch beeinflusst IL-6 das B-Zellwachstum.
Glykocortikoide und Calcineurin-Inhibitoren hemmen die Produktion von IL-6 3% 14,

IL-6 ist nicht nur ein Entziindungsvermittler, sondern spielt eine wichtige Rolle bei der
Balancierung der Entziindungsantwort. Eine erhohte IL-6-Expression wurde als Ausdruck
einer Immunaktivierung wund Entzlindungsreaktion bei akuter AbstoBung mit
unterschiedlichen Nachweismethoden (in situ Hybridisation, PCR, ELISA) in Gewebe,

Plasma und Urin gezeigt '**'*.

3.4.1.4 Interleukin-8

IL-8 ist ein Peptidmediator mit einem niedrigen Molekulargewicht von 26kDa. Die
Hauptproduzenten von IL-8 sind aktivierte Monozyten im Blut, Makrophagen, Fibroblasten,
Hepatozyten, Endothel- und Epithelzellen und Keratinozyten. Wichtige Induktoren sind
Endotoxin (LPS), TNF-a und IL-1"** %,

IL-8 gehort zu einer Gruppe chemotaktischer Zytokine mit stimulatorischer Wirkung auf
neutrophile und basophile Granulozyten und T-Lymphozyten. Schon geringe Konzentrationen
von IL-8 fiihren zur Migration und Aktivierung dieser Zellen. Neutrophile Granulozyten
tragen hochaffine IL-8-Rezeptoren. T-Lymphozyten besitzen weniger Rezeptoren, jedoch mit
noch hoherer Affinitét.

IL-8 kann bei entziindlichen Erkrankungen die Adhdsion von Leukozyten an Endothelzellen

sowie die Anlockung von Granulozyten an den Inflammationsort fordern.
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3.4.2 Antiinflammatorische Zytokine

3.4.2.1 Interleukin-10

IL-10 ist ein 35 kDa schweres homodimeres Polypeptid, das iiberwiegend von Th2-Zellen und
Monozyten/Makrophagen, aber auch von B-Zellen und Keratinozyten gebildet wird. Die

1. ' und Platzer et al. '*® haben gezeigt, dass die

Untersuchungen von Wanidworanum et a
monozytire IL-10-Sekretion durch TNF-a verstarkt wird.

IL-10 ist ein pleitropes Zytokin. Es kann die Proliferation von T- und B-Zellen induzieren. IL-
10 hemmt die Entwicklung und Funktion von Thl-Zellen durch Suppression von IL-2 und

8 Es hemmt die

IFN-y 7 IL-10 hat ausgepriagte monozyten-deaktivierende Effekte
Produktion und Gentranskription von TNF-a, IL-1f3, IL-6 und IL-8 durch Monozyten und
Makrophagen. Auflerdem vermindert IL-10 die MHC-Klasse II-Expression auf Monozyten.
IL-10 1ist ein potenter B-Zell-Wachstums- und Differenzierungsfaktor, stimuliert die
Antikorper-abhiangige zelluldre Zytotoxizitdt und kann dadurch humorale Immunantworten
gegen das Transplantat induzieren '* ',

Ob die antiinflammatorische Wirkung von IL-10 von prophylaktischer oder therapeutischer
Relevanz fiir die Transplantationsmedizin sein konnte, wird noch widerspriichlich diskutiert.
In mehreren tierexperimentellen Arbeiten wurde gezeigt, dass das Shift von Thl- zu Th2-

30, 151

Zytokinen eine Toleranzinduktion bewirkte . Im Gegensatz dazu wurde von anderen

Arbeitsgruppen gezeigt, dass ein erhohter IL-10-Plasmaspiegel 132 oder erhohte IL-10mRNA-

153, 154

Expression im Nierentransplantatgewebe mit einem Anstieg der Inzidenz akuter und

chronischer AbstoBungen korrelierte.

3.4.3 T-Zell-Zytokine (Lymphokine)

3.4.3.1 Interleukin-2

Interleukin-2 (IL-2) ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 14-17 kDa. IL-2 ist
ein essentieller Wachstums- und Differenzierungsfaktor fiir die T-Zellproliferation, klonale
Expansion und Zytokinproduktion. AuBerdem spielt IL-2 bei der Proliferation und
Differenzierung von NK-Zellen eine bedeutende Rolle. IL-2 wird von aktivierten T-Zellen
selbst gebildet. Das erste Zusammentreffen mit einem spezifischen Antigen in Gegenwart des

erforderlichen kostimulierenden Signals bewirkt, dass die T-Zelle in die Gl1-Phase des
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Zellzyklus eintritt und es induziert gleichzeitig die Synthese von IL-2 zusammen mit der o-
Kette des IL-2-Rezeptors. Der IL-2-Rezeptor wird transient an antigen-aktivierten T-Zellen
und kontinuierlich an NK-Zellen exprimiert. Er besteht aus drei Ketten: o, 3 und y. Erst durch
die Verbindung der B - und y-Ketten mit der a-Kette entsteht ein Rezeptor mit einer sehr viel
hoheren Affinitdt zu IL-2. Die Bindung von IL-2 an diese hochaffinen Rezeptoren ldsst die
Zellen den Rest des Zellzyklus, d.h. den Ubergang in die S-Phase mit anschlieBender Mitose,
durchlaufen. T-Zellen, die so aktiviert worden sind, konnen sich weiter teilen. Es kommt zu
einer T-Zellproliferation, Differenzierung und klonalen Expansion.

IL-2 stimuliert und potenziert die Sekretion von IFN-y, TNF-o. und GM-CSF und vermittelt
dariiber biologische Effekte und Funktionsaktivitit von T-Helfer-, NK- und zytotoxischen
Zellen.

Immunsuppressiva wie CyA und FK506 hemmen die IL-2-Produktion, indem sie die
Signalgebung iiber den T-Zell-Rezeptor unterbrechen. Die genaue Wirkungsweise dieser
Pharmaka wurde im vorigen Abschnitt erldutert.

IL-2 gilt als wichtigstes ,,Rejektions-Zytokin“ und Hauptmediator der -einsetzenden
alloantigenspezifischen Immunantwort. Mehrere Arbeiten haben gezeigt, dass die Expression
des IL-2-Genes mit dem Auftreten und dem Schweregrad der akuten AbstoBung korreliert 1>
157 Auf Proteinebene fand Kutukculer, dass die IL-2-Produktion als ein sicheres Zeichen
einer akuten Rejektion gelten kann '°®. Experimente von Steiger et al. ** in der IL-2 ,,knock
out* Maus zeigten allerdings, dass das Fehlen von IL-2 allein weder zur
Transplantatakzeptanz noch zum erwarteten Umschlagen der Immunantwort in die Th2-

Richtung fiihrt.

3.4.3.2 Interferon-gamma (IFN-y)

Interferon-gamma (IFN-y) ist ein typisches Lymphokin, d.h. es wird von aktivierten

Lymphozyten, T-Zellen und NK-Zellen produziert '** '

. Rezeptoren fiir [IFN-y kommen fast
an allen Korperzellen vor, deshalb ist das Wirkungsspektrum dieses Zytokins sehr vielfiltig.

IFN-y ist ein wichtiges Zytokin bei der Aktivierung von Makrophagen. Es wirkt sowohl bei
der Differenzierung und Reifung von mononukledren Phagozyten als auch bei der
Aktivierung von Gewebemakrophagen. Zusitzlich stimuliert IFN-y auch Endothelzellen.

Diese beiden Wirkungen kennzeichnen die proinflammatorische Rolle von IFN-y.
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IFN-y erhoht die Féhigkeit der Zellen, Antigen zu présentieren durch die Erhohung der
Expression von Differenzierungsmarkern auf Immunzellen, insbesondere von MHC-Klasse 11
Antigenen auf Makrophagen, Langerhans Zellen, Keratinozyten, vaskuldren Endothel- und
Epithelzellen. IFN-y stimuliert auch die Expression von Adhésionsmolekiilen auf
Endothelzellen, wodurch es zu einer erhohten Infiltration von T-Zellen und Monozyten und
zu verstirkten Zell-Zell-Interaktionen kommt.

Virusinfektionen verursachen Zellaktivierung und einen Anstieg der Interferone im Blut. Die
freigesetzten Interferone wirken als Induktoren antiviraler Proteine in anderen nicht
infizierten Korperzellen. Aufler Viren koénnen andere intrazellulire Mikroorganismen und
deren Bestandteile, z.B. bakterielle LPS, sowie IL-2, IL-12 und IFN-y-inducing factor (IGIF)
IFN-y-Produktion induzieren. IL-10, IL-4 und TGF-B3 wirken als natiirliche Antagonisten von
IFN-y.

IFN-y wird als ,,Rejektions-Zytokin“ und zentraler Mediator der nachfolgenden akuten
AbstofBung beschrieben. Dieses Zytokin wird von Thl-Klonen sezerniert und ist in seiner
Wirkung fiir die Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen sowie die DTH-Immunantwort
verantwortlich. Gemeinsam fiihren beide Komponenten zur akuten Transplantatabstofung.
Mehrere Arbeitsgruppen fanden einen direkten Zusammenhang zwischen erhohtem IFN-y und

28-30

akuter AbstofBung . Die Untersuchungen an IFN-y ,knock out“ Miusen haben jedoch

gezeigt, dass die Hemmung der IFN-y-Produktion allein nicht ausreichend ist, die akute

AbstoBung des Transplantates zu verhindern *°.

3.4.3.3 Interleukin-4

IL-4 ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 20 kDa. Es wird von aktivierten
Th2-Zellen, Mastzellen und Eosinophilen produziert. IL-4 wirkt als Wachstums- und
Differenzierungsfaktor auf B-Zellen. Es erhoht bei B-Zellen die Expression von MHC-Klasse
II, was zu einer Steigerung der Antigenprésentation fiihrt. IL-4 ist ein essentielles Signal zum
Immunglobulin-Klassen-Switch zu den IgGl- und IgE-Isotypen in antikorperbildenden
Zellen.

Die proliferative Wirkung von IL-4 auf T-Zellen betrifft in erster Linie T-Helferzellen und
weniger zytotoxische T-Zellen. IL-4 reguliert die Differenzierung von naiven CD4+ Zellen zu
Th2-Zellen, die dann Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13 produzieren. Die Th2-

Zellen sind an der Induktion der humoralen Immunantwort beteiligt. IL-4 wirkt
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antiinflammatorisch durch die Hemmung der Genexpression von Zytokinen wie TNF-a, IL-1,
IL-2, IL-2Ra und IFN-y. Dies bedeutet, dass eine erhohte IL-4-Ausschiittung insgesamt zur
Hemmung der Th1-Antwort fiihrt. Die Hochregulation dieses Zytokins wurde in akzeptiertem
Transplantatgewebe beobachtet. Wie einige Arbeiten zeigen konnten, korreliert die Hohe der

IL-4-Expression mit einer Verlingerung der Transplantatiiberlebenszeit '®" '

. Levy et al.
stellten die Hypothese auf, dass eine Uberproduktion von IL-4 im Transplantatgewebe zu
seiner permanenten Akzeptanz fithren konnte '®. Die Arbeiten von Lakkis et al. mit IL-4
»knock out“ Madausen haben jedoch gezeigt, dass eine Verlingerung des

3338 Das bedeutet, dass auch die

Transplantatiiberlebens auch ohne IL-4 moglich ist
Beschreibung der Wirkung von IL-4 nicht hinreichend fiir eine vollstandige Darstellung der

Toleranzinduktion sein kann.

3.4.4 Interleukin-2-Rezeptor

Zytokine beeinflussen ihre Zielzellen, indem sie an spezifische Rezeptoren binden. In den
meisten Féllen sind Zytokinrezeptoren fiir eine hochaffine Bindung eines einzelnen Zytokins
und fiir die Ubertragung des Zytokinsignals innerhalb der Zelle verantwortlich, was zu einer
zytokinspezifischen, zelluldren Antwort fiihrt.

Der IL-2-Rezeptor besteht aus drei Ketten: a-Kette (IL-2Ra, CD25 oder TAC-Antigen) von
55kDa, B-Kette (IL-2R, CD122) mit einem Gewicht von 70-75 kDa und y-Kette (IL-2Ry,
CD132) von 64 kDa. Ruhende T-Zellen exprimieren konstitutiv die - und y-Ketten und sind
deshalb gering empfindlich fiir IL-2 aufgrund geringer Affinitit. Wenn die o-Kette
hochreguliert wird und damit der IL-2R komplett ist, erfolgt ein optimales intrazelluldres
Signaling mit Aktivierung, Proliferation und Potenzierung der IL-2-Zytokinproduktion.
Aktivierte T-Zellen ,,shedden® den IL-2R in seiner 10slichen Form. Stark erhohte sIL-2R-
Spiegel sind ein gutes MaB fiir eine Immunaktivierung, aber gering spezifisch fiir alloantigen-

getriggerte Rejektionsprozesse > 1% 10°.
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4 Immunsuppressionsprotokolle

29 Nierentransplantationsempfianger wurden prospektiv untersucht, die im Zeitraum von
15.04.99 bis zum 07.12.99 in der Klinik fiir Allgemein-, Viszeral- und
Transplantationschirurgie der Charité, Campus Virchow-Klinikum transplantiert und in die
klinische Studie ,,Induktionstherapie mit dem polyklonalen Antikérper ATG (Fresenius®,
Bad Homburg, Deutschland) vs. dem monoklonalen IL-2Ro-Antikorper Basiliximab
(Simulect®, Novartis, Schweiz)* eingeschlossen wurden.

14 Patienten wurden mit dem polyklonalen Antikdrper ATG behandelt (Tab. 2). ATG wurde
als hochdosierte  Bolustherapie iv. (9 mgkg KG) intraoperativ. vor der
Anastomosenerdffnung appliziert '°* ', In der zweiten Gruppe haben die Patienten den
monoklonalen IL-2Ra-Antikérper Basiliximab 20 mg am Tag der Transplantation und am
Tag 4 nach der Transplantation intravends erhalten.

Die Basisimmunsuppression war gleich bei allen Transplantationsempfangern und bestand
aus FK506 (Tacrolimus, Prograf®) und Methylprednisolon (Urbason®). FK506 wurde mit
einer Initialdosis von 0,5 mg/kg Korpergewicht (KG) pro Tag oral verabreicht. Die
Dosisanpassung erfolgte durch Plasmaspiegelmessung (MEIA, IMx, Abbott Laboratories,
Wiesbaden, Deutschland), und es wurden initial Spiegel von 8-15 ug/ml eingestellt.
Methylprednisolon wurde am Tag der Operation vor Anastomoseneroffnung bis zum 2.
postoperativen Tag als i.v. Infusion mit einer Dosis von 5-7 mg/kg KG appliziert, danach oral
in abnehmender Dosierung. Vier Patienten in der ATG-Gruppe und fiinf Patienten in der
Basiliximab-Gruppe mit einem erhohten Risiko fiir eine akute AbstoBung
(Zweittransplantierte, Patienten mit einem erhéhten PRA ,,panel reactive antibody*) haben

zusitzlich MMF oral in einer Dosis von 1 bzw. 2 g/Tag erhalten.
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Tab. 2 Gruppeneinteilung nach Induktionstherapie ATG vs. Basiliximab

ATG-Gruppe Basiliximab-Gruppe
n=14 n=15
Induktions- ATG (Fresenius) Basiliximab (Simulect®)
therapie 9 mg/kg KG i.v. 20 mg i.v.
Tag 0 Tag 0/4
Basistherapie FK506 (Tacrolimus) FK506 (Tacrolimus)
Steroide Steroide
+ +
MMF (Cellcept®) MMF (Cellcept®)

bei Risikopatienten

bei Risikopatienten
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5 Patienten

5.1 Demographische und Transplantat-Daten

Demographische Daten

In der Tab. 3 sind die demographischen Daten wie Alter, Geschlecht und Atiologie der
terminalen Niereninsuffizienz der Empfanger, Alter der Spender sowie Transplantatdaten der
Studienpatienten im Vergleich zwischen den beiden Induktionstherapien dargestellt.

Das mittlere Alter der Transplantatempfénger lag bei 51,1 Jahren (mean £ SD = 51,2 + 11,9;
Range 30 bis 72 Jahre). 28% der Patienten waren im Alter von 31-40 Jahren, 20% im Alter
von 41-50 Jahren. Der Anteil der Transplantatempfdnger liber 50 Jahre betrug 52%.
Insgesamt waren 18 Patienten weiblich und 11 ménnlich. Die Transplantatspender des
gesamten Kollektivs hatten ein Durchschnittsalter von 44,7 Jahren (mean+SD = 44,7+18,7;
Range 9-76 Jahre). Die Alters- und Geschlechtsverteilung der Transplantatempfanger und die
Altersverteilung der Transplantatspender innerhalb der beiden Induktionstherapien waren
vergleichbar und statistisch nicht signifikant.

24 Patienten wurden zum ersten Mal nierentransplantiert. 5 Transplantatempfanger hatten ihre
zweite Transplantation. Davon waren 4 Patienten in der Basiliximab-Gruppe und ein Patient
in der ATG-Gruppe.

Die héufigsten Erkrankungen, die zur terminalen Niereninsuffizienz fiihrten, sind
Glomerulonephritiden unterschiedlicher Atiologie (n=11, 38% der Patienten). Bei 17% der
Patienten fand sich eine chronische Pyelonephritis als Grunderkrankung. 14%  der
Nierentransplantierten hatten eine chronisch interstitielle Nephritis. 7% der Transplantierten
litten an polyzystischen Nierendegenerationen. Desweiteren hatten 7% der Patienten eine
terminale Niereninsuffizienz wegen unterschiedlicher Nierentumoren. Bei 14% der Patienten
lag eine renale Mitbeteiligung bei anderen Erkrankungen z.B Alport-Syndrom oder Morbus
Wegener vor. Der Rest der Patienten (7%) litt an Nierenerkrankungen unklarer Ursachen. Die
Verteilung der Atiologie der Niereninsuffizienz war vergleichbar innerhalb der beiden

Induktionsgruppen.

Transplantatdaten

Wenn man die Anzahl der gesamten Mismatches betrachtet, waren 6 Patienten ,,full match*-
Empfinger, d.h. alle 6 HLA-Antigene haben zu 100% {ibereinstimmt. Zwei Patienten hatten

je eins, 14 Patienten zwei bis drei und 8 Patienten fiinf bis sechs Mismatche. Es gab keinen
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signifikanten Unterschied in der HLA-Mismatch—Anzahl zwischen den ATG- und
Basiliximab-Patienten.

Wenn im Empfinger priaformierte HLA-Antikorper gegen HLA-Molekiile des Spenders
nachweisbar sind, haben die Patienten hdufig ein hohes Risiko fiir einen positiven Cross-
match oder bei negativem Cross-match fiir akute AbstoBungen und kiirzere
Transplantatfunktionsraten. Solche Antikorper entstehen durch Prisensibilisierung des
Empfingers aufgrund von Bluttransfusionen, Schwangerschaften und vormaliger
Transplantationen. Durch die Crossmatchmethode kann das Serum des Patienten auf die
Anwesenheit von lymphozytotoxischen Antikoérpern getestet werden. Dabei wird das
Patientenserum mit Lymphozyten, die die HLA-Verteilung der Normalbevdlkerung
reprasentieren, inkubiert. Unter Zugabe von Komplement wird dann die Zytolyse dieser
verschiedenen Lymphozyten bestimmt. Der Prozentsatz von positiven Reaktionen, was als
,Panel reactive Antibody (PRA)“ bezeichnet wird, ist ein Mall der Wahrscheinlichkeit eines
positiven Crossmatch. Bei 24 Patienten waren PRA nicht nachweisbar. 3 Transplantierte
hatten PRA zwischen 11-49%. Bei 2 Patienten waren die PRA-Level iiber 50%. Insgesamt 4
Patienten aus der Basiliximab-Gruppe hatten erhdhte PRA-Werte im Vergleich zu ATG-
Patienten. Dieser Unterschied war aber nicht statistisch signifikant.

Die kalte Ischdmiezeit ist ein alloantigen-unabhégiger Risikofaktor fiir eine verzogerte
Funktionsaufnahme (DGF=delayed graft function) und korreliert damit indirekt mit kiirzeren
Laufzeitfunktionsraten des Transplantates. Sie betrug 12,4 £+ 1,4 Stunden in der ATG-Gruppe
im Vergleich zu 16,1 £ 1,3 Stunden in der Basiliximab-Gruppe. Dieser Unterschied war nicht

signifikant.

Tab. 3 Die demographischen und Transplantatdaten im Uberblick im Vergleich zwischen ATG- und
Basiliximab-Patienten

Eigenschaften ATG-Gruppe Simulect-Gruppe P
n=14 n=15

Geschlecht (méannl./weibl.) 9/5 9/6 n. s.*
Ursachen der Niereninsuffizienz: n.s.
- Glomerulonephritis 4 6

- Pyelonephritis 2 3

- interstitielle Nephritis 2 2

- Zystennieren 2 -
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- Nierentumoren - 2
- unklare Genese 2 -
- andere Ursachen 2 2
Alter der Empfinger, Jahre 53,6 +£3,7 49,0+£2,5 0,31
(mean + SEM, min-max) (36-72) (30-61)
Alter der Spender, Jahre 472 +4,6 38,7+4,3 0,07
(mean £ SEM, min-max) (10-64) (9-64)
CMYV-Konstellation n.s.
Empfinger/Spender
neg./ neg. 3 4
neg. /pos. 3 3
pos./neg. 6 4
pos./pos. 2 4
HLA- Mismatch (Anzahl) n. s.
0 2 3
1 1 1
2-3 6 8
4-6 5 3
Kalte Ischimiezeit, Stunden 124+1,4 16,1 +1,3 0,06
(mean £ SEM, min-max) (5,2-24,1) (4,7-25)
Panel reaktive antibodies (PRA) 0,12
0-10 % 13 11 n.s.
11-49 % 1 2
50-100 % - 2

(* nicht signifikant)

5.2 Probenentnahme/Dokumentation und Beurteilung des klinischen Verlaufs

Die immunologischen Untersuchungen wurden 3-mal wochentlich iiber die ersten 3
postoperativen Wochen bis zur Entlassung der Patienten von der Station durchgefiihrt.
Heparin- und EDTA-BIlut und Urin (Morgenurin, am Anfang Katheterurin)-Proben wurden
regelmifBig 3-mal wochentlich zwischen 8 und 9 Uhr abgenommen und innerhalb von 3

Stunden bearbeitet.
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Die Probengewinnung war begleitet von der Erfassung der anamnestischen und aktuellen
klinische Daten, die Laborparameter, klinischen Status und notwendige Untersuchungen
umfafiten. Von grofer Bedeutung fiir die Studie waren die Daten zur Diagnostik und Therapie
von akuten AbstoBungen und Infektionen wie CMV-Infektion und infektidsen
Komplikationen wie Sepsis. Dafiir wurden Biopsie- und Histologiebefunde von
Nierenpunktaten, CMV-Serologie- und APAAP-Befunde und mikrobiologische Befunde
dokumentiert. Auflerdem wurden auch die Daten zur immunsuppressiven Therapie
einschlieBlich Dosierung der Medikamente, Blutplasmaspiegelwerte, Umstellung der
Immunsuppressiva erhoben.

21 zufillig ausgewihlte gesunde Labormitarbeiter (minnlich=14, weiblich=7, Alter=39,7 +
2,7 (mean = SEM), min-max=21-62 Jahre) stellten das Kontrollkollektiv.
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6 Methoden

6.1 Materialien

6.1.1 Chemikalien und Materialien fir die in vitro Stimulationsteste

- Kulturmedium RPMI 1640 angereichert mit Glutamin (Milenia® ex vivo Stimulationskit,

DPC Biermann, Bad Nauheim, BRD)

- Lipopolysaccharide LPS (Milenia® ex vivo Stimulationskit, DPC Biermann, Bad
Nauheim, BRD)

- Destilliertes Wasser
- Concanavalin A (ConA), Lectin von Canavalis ensiformis (Serva®, Heidelberg, BRD)

- Reaktionsgefiale, pyrogenfrei (Milenia® ex vivo Stimulationskit, DPC Biermann, Bad
Nauheim, BRD)

- Eppendorf-Rohrchen (Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, BRD)

6.1.2  Chemikalien und Materialien fiir die durchfluBzytometrische Bestimmung

- Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS = phosphate buffered saline) (Gibco) mit 0,5%
Bovine Serum Albumin (Serva, Kat.-Nr. 11930) und 0,01% Natriumacid

-  FACS™Lysing Solution (Lyselosung, 10-fach konzentriert) (Becton Dickinson, Kat.-Nr.
349202)

- QuantiBRITE™ Anti-HLA-DR PE / Anti-Monocyte TruRed (PerCP-Cy5.5) (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems — BDIS, San Jose, California, USA, Kat.-Nr.
340827)

- CaliBRITE™ 3-Beads (Becton Dickinson Immunocytometry Systems — BDIS, San Jose,
California, USA, Kat.-Nr. 340827)

- QuantiBRITE™ PE-Beads (Becton Dickinson Immunocytometry Systems — BDIS, San
Jose, California, USA, Kat.-Nr. 340495)

- Anti-CD14 PerCP (Becton Dickinson Immunocytometry Systems — BDIS, San Jose,
California, USA)
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Anti-CD86 FITC (PharMingen, Hamburg, BRD)

6.1.3 Enzymimmunoassays

TNF-a IMMULITE®, Festphasen-Chemilumineszenz-Enzymimmunoassay,
Kitkomponente TNF-a-Testrohrchen, TNF-a-Reagenz-Modul, TNF-a-Kalibratoren
(DPC Biermann, Bad Nauheim, BRD, Kat.-Nr. LKNFZ oder LKNF1)

IL-1B IMMULITE®, Festphasen-Chemilumineszenz-Enzymimmunoassay,
Kitkomponente IL-1B-Testrohrchen, IL-1B-Reagenz-Modul, IL-1B-Kalibratoren (DPC
Biermann, Bad Nauheim, BRD, Kat.-Nr. LKL1Z oder LKL11)

IL-6 IMMULITE®, Festphasen-Chemilumineszenz-Enzymimmunoassay, Kitkomponente
IL-6-Testrohrchen, IL-6-Reagenz-Modul, IL-6-Kalibratoren = (DPC Biermann, Bad
Nauheim, BRD, Kat.-Nr. LK6PZ oder LK6P1)

IL-8 IMMULITE®, Festphasen-Chemilumineszenz-Enzymimmunoassay, Kitkomponente
IL-8-Testrohrchen, IL-8-Reagenz-Modul, IL-8-Kalibratoren (DPC Biermann, Bad
Nauheim, BRD, Kat.-Nr. LK8PZ oder LK8&P1)

soluble sIL-2R IMMULITE®, Festphasen-Chemilumineszenz-Enzymimmunoassay,
Kitkomponente IL-2R-Testrohrchen, IL-2R-Reagenz-Modul, 1L-2R-Kalibratoren (DPC
Biermann, Bad Nauheim, BRD, Kat.-Nr. LKIPZ, LKIP1, LKIPS5)

human IL-10 US UltraSensitive ELISA (Cytoscreen, Biosource, Camarillo, CA, USA)
human IL-4 US UltraSensitive ELISA (Cytoscreen, Biosource, Camarillo, CA, USA)
human IL-2 ELISA (Cytoscreen, Biosource, Camarillo, CA, USA)

human IFN-y EASIA (Medgenix, Biosource, Camarillo, CA, USA)

6.2 Mef3- und Arbeitsgerite / Software

IMMULITE Automated Analyzer (DPC Biermann, Bad Nauheim, BRD)
Photometer Anthos Reader 2001 (Anthos Mikrosysteme GmbH, K&ln, BRD)
Durchfluflzytometer FACScan oder FACSCalibur (Becton Dickinson)
FACSComp-Software (Version 4.0)

CellQuest-Software (Version 3.1) mit quantitativer Kalibrierungsoption (QuantiQuest)
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- QuantiCALC-Software

6.3 Methodik

6.3.1 Bestimmung der 16slichen Mediatoren und Zytokine im Plasma und Urin

Zur Plasmagewinung wurde Heparin-Blut verwendet. Das Blut wurde bei 1730 g fiir 5 min
zentrifugiert, das Plasma abgenommen und 150 pl davon direkt fiir die Messung von
16slichem (soluble) sIL-2R verwendet. Der Rest des Plasmas wurde in Eppendorf-Réhrchen
aliquotiert und bei —80°C gelagert. Die Bestimmung des sIL-2R in Plasma und Urin und der
Zytokine IL-6, IL-8 und TNF-a im Urin erfolgte mittels IMMULITE® Automated Analyzer.

6.3.2 LPS-stimulierte Monokinfreisetzung im Vollblut

Zur Bestimmung einer LPS-stimulierten Sekretion von TNF-a, IL-1 und IL-10 wurde 50 pl
Heparin-Blut mit 500 pl LPS-Stimulationslésung (Milenia® ex vivo whole blood stimulation
kit, DPC Biermann, Bad Nauheim, Deutschland) mit der LPS in einer Konzentration von 500
pg/ml 4 Stunden fiir die TNF-a-Messung und 24 Stunden fiir die IL-1B- und IL-10-Messung
bei 37°C in Eppendorf-Rohrchen inkubiert. Die LPS-Stimulationslosung wurde entsprechend
einer SOP hergestellt. Das lyophilisierte LPS mit einer Konzentration von 10.000 pg wurde
mit 1 ml sterilem, pyrogen-freiem Aqua dest. aufgelost und fiir 30 min stehengelassen. Die
rekonstituierte Losung wurde dann mittels einer 1:20 Verdiinnung mit dem
Verdiinnungsmedium auf eine Endkonzentration von 500 pg/ml gebracht. Nach der
Inkubation wurden die Ansitze gemischt, 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert und Uberstinde
abgenommen. TNF-a und IL-1p wurden direkt nach der Inkubation mittels IMMULITE®
Automated Analyzer gemessen. Zur Messung von IL-10 wurde ein kommerziell erhéltliches
ELISA-Testkit verwandt. Fiir die IL-10-Bestimmung wurden die Proben bis zur Messung mit
dem ultrasensitiven ELISA bei —80°C gelagert.

6.3.3 ConA-induzierte Lymphokinfreisetzung im Vollblut

Zur Bestimmung der ConA-stimulierten Sekretion von T-Zell-Zytokinen wie IL-2, [FN-y und
IL-4 wurde 100 pl Heparin-Blut mit 700 ul RPMI Kulturmedium, das mit 100 pul ConA einer

Konzentration von 100 pg/ml angereichert war, bei 37°C in Eppendorf-Rohrchen inkubiert.
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Nach 24 Stunden Inkubation wurden die Ansdtze bei 1000 U/min fiir 5 min zentrifugiert und
Uberstinde abgenommen. Die Proben wurden bis zur Messung der Zytokine bei —80°C

gelagert. Die Messung der Lymphokine erfolgte mittels ELISA-Kits.

6.3.4 Fluozytometrische Quantifizierung von HLA-DR und CD86-Expression auf Monozyten

Fiir die Monozytenmarkierung wurde 50 pl EDTA-Blut mit 10 pl QuantiBRITE™ Anti-
HLA-DR PE/Anti-Monocyte PerCP-Cy5.5 Reagenz (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems — BDIS, San Jose, California, USA) bzw. mit je 5 ul anti-CD14 PerCP und anti-
CD86 FITC fiir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die
Ansidtze mit 500 ul  FACS Lyse-Losung fiir Erythrozyten-Lysis fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Bei der Lyse-wash-Methode wurden Ansétze auBerdem 5 min bei
3000 U/min zentrifugiert, Uberstinde abgenommen und mit 500 ul PBS/0,5%
BSA/0,01%NaNj; resuspendiert.

Die Messung erfolgte am FACSCalibur™ Cytometer, der zuvor mit CaliBRITE™ 3 Beads
mittels FACScomp™4.0-software (BDIS) kalibriert wurde. FACScomp-Programm wurde vor
Optimierung verlassen. Im CellQuest-Programm erfolgte eine Optimierung der FL3-FL2-
Kompensation mit einer Normalprobe. Bei dieser Instrumenteneinstellung wurden
QuantiBRITE™PE Beads gemessen. Im ,,Quantitative Calibration“-Fenster wurde die lineare
Regressionsgleichung berechnet, die flir die quantitative Auswertung wichtig war. Im
gleichen Dokument bei aktivierter ,,Quantitative Calibration“-Option wurden auch
Patientenproben gemessen.

Die quantitative Auswertung von HLA-DR und CD86-Expression auf CD14+ Monozyten
wurde mit Hilfe QuantiBRITE™ System von BDIS bestehend aus QuantiBRITE™ PE Beads,
QuantiQuest™ Programm (Quantitative Kalibrierungsoption von CellQuest™) und
QuantiCalc™-Software durchgefiihrt (Abb. 3). Die Verwendung eines definierten anti-HLA-
DR PE 1:1-Konjugates erlaubt eine standardisierte Quantifizierung der monozytiren

Antikorperbindung mit dem Ergebnis ,,Antibodies bound per cell* (mAb/c).
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Abb. 3: Die quantitative Auswertung der HLA-DR-Expression auf CD14+ Monozyten mit Hilfe
QuantiCalc™-Software. Unten im Bild ist die Gatung der CD14+ Monozyten dargestellt. Das obere Bild
zeigt die Bestimmung der HLA-DR-Expression auf CD14+ Monozyten als Molekiile pro Zelle. Die griinen
Punkte auf der y-Achse reprisentieren die gemessenen Geomean-Werte, die den Molekiilen pro Zelle
entsprechen. In diesem Beispiel exprimieren die Monozyten des Patienten 9254 HLA-DR-Molekiile pro

Zelle.

6.3.5 Leukozytenzdhlung und Differentialblutbild

Die manuelle Leukozytenzdhlung erfolgte mit dem mikroskopischen Zdhlkammerverfahren

(Zahlkammer nach Neubauer). Zundchst wurde das Blut im Verhéltnis 1:20 mit der 3%igen
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Essigsdure verdiinnt. Durch diese hypotone, saure Losung werden Erythrozyten lysiert und
Leukozyten fixiert. Nach mindestens 5 min wurde die Zéhlkammer gefiillt. Die Leukozyten
wurden unter dem Mikroskop mit einem 10-er Objektiv in den 4 Eckquadraten des Zahlnetzes
gezihlt. Entsprechend dem Volumen der 4 Eckquadraten und der Verdiinnung um 1:20 ergibt
sich ein Faktor 50, mit dem die gezéhlte Leukozytenzahl multipliziert wurde, um die Zahl der
Leukozyten in 1 pl Blut zu erhalten.

Fiir Differentialblutbild wurde das Vollblut als diinner Film auf einem Objekttriager
ausgestrichen, luftgetrocknet und anschlieBend nach Pappenheim gefiarbt. Die Auswertung
erfolgte am Mikroskop unter 1000facher VergroBBerung mit Immersionsol. Zur Ermittlung der
prozentualen Verteilung der Leukozytenpopulationen wurden insgesamt 100 Leukozyten
differenziert. Die Zuordnung zu den einzelnen Subpopulationen erfolgt nach dem

morphologischen Erscheinungsbild der Zelle.

6.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm SPSS 10.0 fiir Windows. Die
Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardfehler (mean + SEM) prasentiert. Fiir die
statistische Auswertung wurden nichtparametrische (verteilungsfreie) Tests verwendet, weil
die Stichproben klein und die Bedingungen der Normalverteilung nicht garantiert waren. Der
Vergleich der Ergebnisse innerhalb einer Patientengruppe wurde mit Hilfe des Wilcoxon-
Tests fiir abhdngige Stichproben durchgefiihrt. Dabei wurden die Zytokinspiegel von
Untersuchungstagen im Follow-up im Vergleich zum Tag 1 nach Transplantation verglichen.
Die Ergebnisse der Patientengruppen untereinander wurden unter Verwendung eines
parameterfreien Tests fiir unabhdngige Stichproben (Mann-Whitney-U-Test) verglichen. Der
Chi-Quadrat-Test wurde zur Uberpriifung der Hiufigkeitsunterschiede bei kategorialen
Variablen auf ihre Signifikanz verwendet. Der Chi-Quadrat-Test ist ein Verfahren, mit dem
empirisch beobachteter Haufigkeiten mit sogenannten erwarteten H&ufigkeiten verglichen

werden. Bei allen Tests wurde eine Signifikanz bei einem p< 0,05 angenommen.
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7 Ergebnisse

7.1 Vergleich zwischen ATG- und Basiliximab-Induktionsgruppe

7.1.1  Vergleich von klinischen Daten

7.1.1.1 Inzidenz von akuten Abstofflungen

In den ersten 4 Wochen nach der Transplantation haben 7 Patienten aus der ATG-Gruppe eine
akute AbstoBung bekommen (Abb. 4). D.h., die Rejektionsinzidenz in der ATG-Gruppe in
den ersten Wochen nach der Transplantation betrug 50%. Bei 4 Patienten sind die akuten
AbstoBungen zwischen dem Tag 6 und 7 post Tx diagnostiziert worden, je ein Patient hat an
den Tagen 9, 13 und 21 post transplantationem das Transplantat akut abgestolen. Bei
histologisch nachgewiesener akuter Abstofung I° wurden die ATG-Patienten mit einer
hochdosierten Prednisolonbolustherapie (500 mg/Tag i.v.) fiir 3 bis 5 Tage behandelt.

In der Basiliximab-Gruppe war nur bei einem Patienten eine akute AbstoBung innerhalb der
ersten 4 Wochen post Tx zu diagnostizieren. Dieser Patient hatte histologisch eine Abstoung
II-1I1°, die mit OKT3-Therapie behandelt werden musste. Die Rejektionsinzidenz betrug
somit in dieser Gruppe 6%. Die Inzidenz akuter AbstoBungen war signifikant hoher in der
ATG-Gruppe im Vergleich zur Basiliximab-Gruppe (p<0,05 Chi-Quadrat-Test) innerhalb der

ersten 4 Wochen nach der Transplantation.

Inzidenz aRx

S —= N W B W

d3 d5 d7 d9 di11di13d15d17 d19 d21 d23 d25 d27

Tage nach Tx

B ATG 7/14 (50%) B Basiliximab 1/15 (6%)

Abb. 4: Die Inzidenz akuter Abstoflungen war signifikant héher in der ATG-Gruppe im Vergleich zur
Basiliximab-Gruppe (p<0.05 Chi-Quadrat-Test) innerhalb der ersten 4 Wochen nach Transplantation
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Die Auswertung der Daten hinsichtlich des Auftretens akuter Abstoungen im Follow-up bis
zu einem Jahr nach Transplantation im Vergleich zwischen den beiden Gruppen ergab
folgende Ergebnisse (Tab. 4).

Ein Patient aus der ATG-Gruppe hatte 2 Monate nach Transplantation eine akute AbstoBung
erlitten. Zwei Empfinger aus der Basiliximab-Gruppe hatten ihre Transplantate in der 12.
Woche und 6. Monat post Tx abgestofen. Rezidivierende akute Abstoungen traten nur bei
Patienten in der ATG-Gruppe auf. Ein Transplantatempfianger entwickelte zweimal
rezidivierende akute AbstoBungen im Abstand von 6 bis 10 Tagen innerhalb der ersten 4
Wochen nach Transplantation, die einmal bei Steroidresistenz mit OKT3 behandelt werden
musste. 3 weitere ATG-Induktionspatienten, die eine akute AbstoBungen in den ersten 4
Wochen nach der Transplantation erlitten hatten, bekamen im spéteren Verlauf in der 9.

Woche, im 6. Monat sowie im 2. bzw. 5. Monat nach Transplantation eine akute Abstoung.

Tab. 4 Die Inzidenz, Banff-Klassifikation und Therapie von akuten Abstoflungen (aRx) sowie Inzidenz

von_ Rezidiv-Abstoflungen (aRx-Rezidiv) bei ATG- und Basiliximab-Induktionspatienten im Vergleich im

Follow-up bis zu einem Jahr nach Transplantation

aRx | Zeit post
ID | ATG/Basiliximab | Banff Tx Rx-Therapie | aRx-Rezidiv innerhalb 1 Jahr
II- 5x5mg
1 Basiliximab I1I° Tag 27 OKT3 nein
5x500 mg
2 Basiliximab 1° Wo 12 MP nein
5x500 mg
3 Basiliximab 1° Mo 6 MP nein
5x500 mg
4 ATG 1° Tag 9 MP Wo 9; 3 x 500 MP
5x500 mg
5 ATG I° Tag 21 MP nein
3 x 500 mg
6 ATG I° Tag 13 MP nein
5x 500 mg
7 ATG I° Tag 7 MP Mo 6; 5 x 500 MP
5x 500 mg Tag 11; OKT3/Tag 21; 5 x 500
8 ATG I° Tag 7 MP MP
5 x 500 mg
9 ATG I° Tag 7 MP nein
5x 500 mg
10 ATG I° Tag 7 MP Mo 2 und Mo 5; 5 x 500 MP
5x 500 mg
11 ATG I° Mo 2 MP nein
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7.1.1.2 Auftreten von CMV-Infektionen

Die Haufigkeit des Auftretens aktiver CMV-Infektionen innerhalb der 2 Gruppen ist in der
Abb. 5 dargestellt. Die Patienten hatten klinische Symptome einer CMV-Infektion und ihre
CMV-APAAP-Werte waren positiv. Alle Patienten mit einer aktiven CMV-Infektion
bedurften einer i.v. Ganciclovir Therapie.

Zwei Patienten aus der ATG-Gruppe hatten eine CMV-Infektion innerhalb der ersten 4
Wochen nach Transplantation. Bei zwei weiteren ATG-Patienten wurde eine aktive CMV-
Infektion zu den Zeitpunkten 2. und 11. Monat nach der Transplantation diagnostiziert und
behandelt. Die CMV-Serologie-Konstellation war einmal Donor positiv/Empfanger negativ,
zweimal Donor negativ/Empfanger positiv und einmal Donor/Empfianger beide negativ. Ein
Patient aus der Basiliximab-Gruppe hatte in der 4 Woche nach Transplantation eine akute
CMV-Infektion. Bei einem weiteren Basiliximab-Patienten kam es in der 13. Woche zu einer
CMV-Infektion. Die CMV-Serologie war bei beiden Patienten Donor positiv/Empfanger
negativ. Die ATG-Patienten hatten eine hohere Inzidenz an CMV-Infektionen im Vergleich
zur Basiliximab-Patienten. Der Unterschied war aber nicht signifikant (Chi-Quadrat-Test,

7>0,05).

3
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bis Wo 4 post Tx ab Wo 5 post Tx

Abb. 5: Hiufigkeit der CMV-Infektionen im Vergleich zwischen der ATG- und Basiliximab-Gruppe
im ersten Monat und im Follow-up bis zu einem Jahr nach Transplantation

7.1.1.3 Andere Komplikationen
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Im Verlauf des ersten Jahres post Tx hatten 2 Patienten aus der ATG-Gruppe eine Sepsis mit
Multiorganversagen und ein Patient rezidivierendes Fieber unklarer Genese entwickelt (Tab.
5). Ein Patient wurde mit Verdacht auf Polyoma-Virus-Infektion aufgenommen. Eine
Harnwegsinfektion trat bei 2 Patienten auf. Mit Ausnahme von einem Patienten hatten die
Transplantate ihre Funktion sofort aufgenommen.

In der Basiliximab-Gruppe traten bei 2 Patienten Harnstauungen wegen einer Lymphozele
auf. Eine Patientin hatte eine primédre Anurie wegen der subakuten tubuldren Nekrose.
Verzogerte Transplantatfunktionsaufnahmen waren bei 3 Empfangern zu diagnostizieren. 2
Empfinger hatten Komplikationen einer kardialen Dekompensation. Einer dieser Patienten ist
im 8. Monat post Tx wegen kardiovaskuldrer Komplikationen mit funktionierendem
Transplantat verstorben.

Zusammenfassend waren mehr Infektionen als Komplikation in der ATG-Gruppe zu

verzeichnen. Dieser Unterschied war signifikant (p< 0,05 Chi-Quadrat-Test).

Tab. 5 Signifikant mehr Komplikationen in der ATG-Patienten-Gruppe im Vergleich zu Basiliximab-
Patienten im Follow-up bis zu einem Jahr post Tx (p<0.05 Chi-Quadrat-Test)

Komplikationen post Tx ATG-Pat. | Basiliximab-Pat.

Sepsis mit MOV 2 0

Fieber unklarer Genese 1 0
Kardiovaskulire

Komplikationen 0 2

Polyomavirus-Infektion 1 0

HWI 2 0

Lymphozele 0 2

ATN 0 1

DGF (delayed graft function) 1 3

7.1.1.4 Kreatininspiegel

Die Kreatininwerte der beiden Therapiegruppen im Verlauf des ersten Jahres nach
Transplantation sind in der folgenden Graphik dargestellt. In den Monaten 1, 3 und 6 nach
Nierentransplantation hatten die Basiliximab-Patienten hohere Kreatininspiegel im Vergleich
zur ATG-Gruppe. Der Unterschied war aber nicht signifikant. Die Patienten der Basiliximab-
Gruppe haben iiber das 1. Transplantationsjahr kontinuierlich ihre Kreatininwerte gesenkt
jedoch nicht signifikant, wihrend die Patienten der ATG-Gruppe nach dem 3.
Transplantationsmonat bis zu einem Jahr post Tx konstante Kreatininwerte aufwiesen.

Insgesamt hatten beide Gruppen bis zum Ende des 1. Transplantationsjahres vergleichbar gute
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Kreatininwerte mit 1, 78 = 0,38 mg/dl in der ATG- und 1,36 £+ 0,13 mg/dl in der Basiliximab-

Gruppe.
Hatc
(] Basiliximah
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0,00_ I 1 1 i T
1 3 6 9 12
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Abb. 6: Kreatininwerte im Follow-Up bis zu einem Jahr nach Transplantation im Vergleich zwischen
den ATG- und Basiliximab-Patienten.

7.1.2  Ergebnisse der in vitro Funktionsteste

7.1.2.1 LPS-stimulierte Monokinfreisetzung

Die Freisetzung der Zytokine TNF-o, IL-18 und IL-10 in der Vollblutkultur nach LPS-
Stimulation war signifikant niedriger in der ATG-Gruppe im Vergleich zur Basiliximab-
Gruppe an den ersten 4 Tagen nach der Transplantation (TNF-o: p<0,001-0,05; IL-1pB:
p<0,001-0,05; IL-10: p<0,001-0,05 Mann-Whitney-U-Test). Wie bereits gezeigt, traten die
ersten und meisten akuten AbstoBungen in der ATG-Gruppe zwischen den Tagen 6 und 7
nach der Transplantation auf. Parallel dazu lieB sich eine signifikante Erhhung der LPS-
induzierten TNF-a-, IL-13- und IL-10-Sekretion in der Vollblutkultur bei ATG-Patienten vor
dem Auftreten der akuten AbstoBungsepisoden bis zu den Tagen 5-6 post Tx feststellen
(TNF-o: p<0,05 Tag 3 post Tx, p<0,001 Tag 5 post Tx; IL-1B: p<0,05 Tag 3 post Tx,
p<0,001 Tag 5 post Tx; IL-10: p<0,05 Tag 3 post Tx, p<0,001 Tag 5 post Tx Wilcoxon-Test).
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Zum Tag 7 post Tx hat sich die TNF-a- und IL-10-Freisetzung (p<0,001 Wilcoxon-Test) in
der ATG-Gruppe signifikant reduziert, weil eine Hochdosisimmunsuppressionstherapie als
Folge der Abstoungsdiagnose begonnen wurde. In der Basiliximab-Gruppe war die TNF-a-
und IL-1B-Sekretion gleichmiBig iiber die ersten 2 Wochen. Die IL-10-Freisetzung hat sich
leicht von iiber 30 pg/ml bis auf 20 pg/ml reduziert. Die Freisetzung von Monokinen in der

Vollblutkultur war deutlich in beiden Gruppen gegeniiber normalen Probanden vermindert.
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Abb. 7: Die LPS-induzierte Zytokinsekretion der Monozyten in der Vollblutkultur bei ATG- und
Basiliximab-Patienten innerhalb der ersten 2 Wochen nach Transplantation. ATG bewirkte eine
signifikante Verminderung der LPS-induzierten a) TNF-a, b) IL-1f und c) IL-10-Sekretion der
Monozyten in der Vollblutkultur an den Tagen 1 bis 3 nach Transplantation im Vergleich zum
Basiliximab (# p<0,05, ## p<0,001, ### p<0,0001 Mann-Whitney-U-Test). Bei ATG-Patienten war eine
signifikante Erhohung der Monokinsekretion zu verschiedenen Untersuchungsseitpunkten im Vergleich
zum Tag 1 zu verzeichnen (*p<0,05, **p<0,01 Wilcoxon-Test). Rechts oben sind die Zytokinwerte
(Mittelwert £ SEM) von gesunden Kontrollprobanden dargestellt. Die Monokinsekretion war in beiden
Patientengruppen deutlich niedriger als bei Kontrollprobanden.

Da Monozyten die Hauptquelle der gemessenen Zytokine sind, ist eine Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zwischen den beiden Patientengruppen an den entsprechenden Tagen nach der
Transplantation abhingig vom Monozytengehalt der Kulturen. Wir bestimmten diesen
indirekt aus dem Differentialblutbild und der Leukozytenzdhlung. Die Abb. 8 zeigt die
absolute Monozytenzahl im Vergleich zwischen der ATG- und Basiliximab-Gruppe. Die
Monozytenzahl war im gesamten Beobachtungszeitraum in der ATG-Gruppe deutlich

niedriger als in der Basiliximab-Gruppe mit einem signifikanten Unterschied am Tag 1.
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Abb. 8: Absolute Monozytenzahl. Unter ATG kam es zu einer deutlichen Verminderung der
Monozyten im peripheren Blut im Vergleich zum Simulect mit einem signifikanten Unterschied am Tag 1
nach Transplantation (## p<0,001 Mann-Whitney-U-Test). Die Monozytenzahl der ATG-Patienten war
signifikant am Tag 7 zum Vergleich Tag 1 erhoht (* p<0,05 Wilcoxon-Test).

Anschliefend wurde die Zytokinfreisetzung pro Zellzahl nach der Formel ,,Konzentration
(pg/ml)/Zellzahl (10°/)= pg/10°Zellen* fir jeden Patienten zu jedem Zeitpunkt der
Untersuchung berechnet.

Wenn man jetzt die Sekretion von TNF-a, IL-1 und IL-10 bezogen auf die Zahl der
Monozyten betrachtet, sicht man, dass die Freisetzung dieser Zytokine (IL-183, Tag 1 post Tx:
p<0,05 Mann-Whitney-U-Test) an den Tagen 1 und 3 post Tx in der ATG-Gruppe im
Vergleich zur Basiliximab-Gruppe nicht nur absolut (pro ml Blut), sondern auch relativ (pro
Monozytenzahl) vermindert ist. ATG unterdriickt somit besser die Freisetzung von
Monokinen. Beachtenswert ist, dass mehr akute AbstoBungen in der ATG-Gruppe trotz dieser
besseren immunsuppressiven Potenz in der Unterdriickung von immunologisch-vermittelten

Transplantatschiadigungen diagnostiziert wurden.
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Abb. 9: Die Freisetzung von Zytokinen a) TNF-¢, b) IL-1f3 und c) IL-10 bezogen auf die absolute Zahl
der Monozyten. ATG bewirkte eine signifikante Verminderung der LPS-induzierten a) TNF-a und b) IL-
1B-Sekretion der Monozyten in der Vollblutkultur pro Zellzahl an den Tagen 1 bis 3 nach
Transplantation im Vergleich zum Basiliximab (# p<0,05 Mann-Whitney-U-Test). Bei ATG-Patienten war
eine signifikante Anderung der Monokinsekretion pro Zellzahl im Verlauf im Vergleich zum Tag 1 zu
verzeichnen (*p<0,05, **p<0,01 Wilcoxon-Test).

7.1.2.2 ConA-induzierte T-Zell-Zytokinfreisetzung

Im Vergleich der ConA-induzierten Freisetzung von Thl-Zell-Zytokinen lieB3 sich ebenfalls
eine Reihe von Unterschieden zwischen der ATG- und Basiliximab-Gruppe nachweisen. So
lag die IFN-y- und IL-2-Freisetzung (Abb. 10a/b) in der Basiliximab-Gruppe signifikant hoher
als in der ATG-Gruppe (p<0,05 Tage 1, 3, 5 post Tx Mann-Whitney-U-Test fiir IFN-y;
p<0,05 Tage 3, 5,9, 11, 13 post Tx, p<0,001 Tag 7 post Tx Mann-Whitney-U-Test fiir IL-2).
In der ATG-Gruppe fand sich eine signifikante Erhohung der IFN-y-Freisetzung in den ersten
5 Tagen nach Transplantation, eine geringe Verminderung zum Tag 7 und wieder eine
signifikante Erhohung bis zum Tag 13 post Tx verglichen mit dem Tag 1 (p<0,05 Wilcoxon-
Test). Die IL-2-Sekretion im zeitlichen Verlauf zeigte keinen signifikanten Unterschied im
Vergleich zum Tag 1 post Tx in der ATG-Gruppe.

In der Basiliximab-Gruppe war eine signifikante Erhohung der IFN-y-Produktion von T-
Zellen nach ConA-Stimulation zu verschiedenen Untersuchungszeitpunkten in den ersten 2
Wochen post Tx im Vergleich zum Tag 1 post Tx zu verzeichnen (p<0,05, p<0,01 Wilcoxon-
Test).
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Fiir die Th2-Zell-Zytokin (IL-4)-Freisetzung konnte man keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich zwischen den Behandlungsgruppen und innerhalb der einzelnen Gruppen
feststellen.

Die gemessenen IFN-y-Spiegel lagen in beiden Patientengruppen signifikant niedriger als bei
Kontrollprobanden. Die ConA-induzierte IL-2- und IL-4-Sekretion bei den Transplantierten

war ebenfalls deutlich niedriger als bei gesunden Kontrollprobanden.
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Abb. 10: ConA-induzierte a) IFN-y, b) IL-2 und c¢) IL-4-Sekretion in der Vollblutkultur im Vergleich
zwischen ATG- und Basiliximab-Gruppe. ATG verminderte signifikant die ConA-induzierte IFN-y-
Sekretion von T-Zellen an den Tagen 1 bis 6 und die ConA-induzierte IL-2-Freisetzung in den ersten 2
Wochen nach der Transplantation im Vergleich zum Basiliximab (# p<0.0S, ### p<0,0001 Mann-Whitney-
U-Test). In beiden Gruppen war eine signifikante Erhohung der ConA-stimulierten IFN-y-Sekretion zu
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten im Vergleich zum Tag 1 nachzuweisen (*p<0.05, **p<0,001
Wilcoxon-Test). Die Spiegel der ConA-induzierten T-Zell-Zytokine der Transplantierten lagen deutlich

niedriger als bei Kontrollprobanden. Rechts oben sind die Werte (Mittelwert + SEM) von gesunden
Kontrollprobanden dargestellt.

Die Lymphozyten sind die Hauptproduzenten von T-Zell-Zytokinen. Um die Ergebnisse der
einzelnen Gruppen in Abhidngigkeit vom Lymphozytengehalt zu vergleichen, wurde die
Lymphozytenzahl ebenso wie bei Monozyten indirekt aus dem Differentialblutbild und der
Leukozytenzdhlung bestimmt. Die folgende Abbildung zeigt die Lymphozytenzahl in beiden
Gruppen. Sie ist signifikant vermindert in der ATG-Gruppe im Vergleich zur Basiliximab-
Gruppe (p<0,001 Mann-Whitney-U-Test). Die Lymphozytenzahl innerhalb der beiden
Gruppen war signifikant im Verlauf im Vergleich zum Tag 1 nach Transplantation erhoht

(»<0,05, p<0,01 Wilcoxon-Test).
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Abb. 11: Absolute Lymphozytenzahl. Unter ATG kam es zu einer signifikanten Verminderung der
Lymphozyten im peripheren Blut im Vergleich zum Basiliximab (## p<0,001 Mann-Whitney-U-Test). Die
Lymphozytenzahl innerhalb der beiden Gruppen war signifikant im Verlauf im Vergleich zum Tag 1
nach Transplantation erhéht (* p<0,05, ** p<0,001 Wilcoxon-Test).

Nach der gleichen Formel wie beim Monozytentest wurde die Zytokinproduktion pro Zellzahl
berechnet. Die Patientengruppen wurden hinsichtlich dieser verglichen (Abb.12). Die IFN-y-
und IL-2-Sekretion pro 10° Zellen (Lymphozyten) wurde unter Basiliximab stirker gehemmt
im Vergleich zu ATG trotz der hoheren absoluten Lymphozytenzahl in der Basiliximab-
Gruppe. In der ATG-Gruppe war die Thl-Zell-Zytokinfreisetzung bezogen auf die
Lymphozytenzahl in den ersten 3 Tagen nach Transplantation gegeniiber Basiliximab-Gruppe
erhoht (IL-2: p<0,005 Mann-Whitney-U-Test).

Die ConA-induzierte IL-4-Freisetzung pro Lymphozyten war signifikant angestiegen in der
ATG-Gruppe iiber den Zeitraum von Tag 1 bis zum Tag 9 post Tx. In der Basiliximab-
Gruppe war die IL-4-Sekretion durchschnittlich gleichmédBig tiiber die gesamte

Untersuchungszeit.
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Abb. 12: Die Freisetzung von Zytokinen a) IFN-y, b) IL-2 und c) IL-4 nach ConA-Stimulation bezogen
auf die absolute Lymphozytenzahl. Trotz der verminderten Lymphozytenzahl war aber die T-Zell-
Zytokin-Produktion bezogen auf Zellzahl signifikant erhéht in der ATG-Gruppe. Somit hemmt
Basiliximab stirker die Zytokinfreisetzung von T-Zellen an den ersten Tagen nach Transplantation (#
p<0.05, ## p<0,001 Mann-Whitney-U-Test). Die ATG-Patienten hatten signifikant niedrige T-Zell-
Zytokin-Spiegel pro Zellzahl besonders der IL-2-Sekretion zu verschiedenen Untersuchungszeitpunkten
im Vergleich zum Tag 1 nach Transplantation (* p<0.05, ** p<0,001 Wilcoxon-Test).

7.1.2.3 Fluozytometrische Quantifizierung von HLA-DR- und CD86-Expression auf CD14+
Monozyten

Die HLA-DR-Expression auf CDI14+Monozyten war signifikant am Tag 1 nach
Transplantation bei ATG-Patienten gegeniiber Basiliximab-Patienten erhoht (p<0,05 Mann-
Whitney-U-Test). Auch im weiteren Verlauf waren die Werte in der ATG-Gruppe leicht
jedoch nicht signifikant erhoht. In der Basiliximab-Gruppe war die Expression von HLA-DR
konstant iiber die ersten 2 Wochen nach Transplantation. Sie betrug ungefahr 12000-14000
mAb/Zelle. Die CD86-Expression auf Monozyten war vergleichbar zwischen den beiden
Gruppen wihrend der ersten 2 Wochen nach Transplantation. In der Basiliximab-Gruppe war
eine signifikante Verminderung der HLA-DR-Expression am Tag 3 und eine signifikante
Erhohung der CD86-Expression auf Monozyten an den Tagen 3, 5 und Woche 2 im Vergleich
zum Tag 1 nach Transplantation nachzuweisen (p<0,05 Wilcoxon-Test).

Die HLA-DR- und CD86-Expression auf Monozyten war in beiden Patientengruppen im

Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden signifikant vermindert.
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Abb. 13: a) HLA-DR- und b) CD86-Expression auf CD14+Monozyten. Es war eine signifikant
verminderte HLA-DR-Expression am Tag 1 post Tx in der Basiliximab-Gruppe im Vergleich zur ATG-
Gruppe nachzuweisen (# p<0,05 Mann-Whitney-U-Test). In der Basiliximab-Gruppe zeigte sich eine
signifikante Verminderung der HLA-DR-Expression am Tag 3 und eine signifikante Erhohung der CD86-
Expression auf Monozyten an den Tagen 3, 5 und Woche 2 im Vergleich zum Tag 1 nach Transplantation
(*p<0,05 Wilcoxon-Test). Die HLA-DR- und CD86-Expression auf Monozyten war in den
Patientengruppen signifikant im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden vermindert. Oben rechts sind
die Werte (Mittelwert £ SEM) fiir HLA-DR/CD86-Expression auf CD14+ Monozyten von gesunden
Kontrollprobanden dargestellt.
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7.1.2.4 Bestimmung des loslichen IL-2R im Plasma und Urin und der Zytokine IL-6, IL-8 und
TNF-a im Urin

Die Konzentration von sIL-2R in Plasma und Urin war signifikant in der Basiliximab-Gruppe
im Vergleich zur ATG-Gruppe vermindert (p<0.0001 Mann-Whitney-U-Test). Der Urin-sIL-
2R war bei den meisten Patienten in der Basiliximab-Gruppe am IMMULITE® Automated
Analyzer nicht detektierbar. Diese Werte von < 50 Ul/ml wurden als 50 IU/ml in die
Datenbank eingegeben und ausgewertet. Demgegeniiber waren die sIL-2R-Spiegel in Plasma
und Urin in der ATG-Gruppe direkt nach Transplantation stark angestiegen. Diese Spiegel
haben sich signifikant innerhalb der ersten 14 Tage nach Transplantation reduziert (p<0,05-
0,0001 Wilcoxon-Test).

Die Vergleiche der Zytokinmessungen IL-6, IL-8 und TNF-a im Urin zwischen beiden

Gruppen erbrachten keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 14: Die Spiegel von léslichem IL-2R in Plasma (A) und Urin (B) im Vergleich zwischen ATG- und
Basiliximab- Patienten in den ersten 14 Tagen nach Transplantation. In der Basiliximab-Gruppe hatten
die Patienten signifikant verminderte sIL-2R-Spiegel im Plasma und im Urin im Vergleich zu ATG-
Patienten (### p<0,0001 Mann-Whitney-U-Test). Oben rechts sind die Werte (Mittelwert £ SEM) fiir s-
IL-2R-Spiegel im Urin von gesunden Kontrollprobanden dargestellt.

7.2 Vergleich zwischen den Patienten mit Abstofung (Rx) und mit stabiler Funktion (non
Rx)

Wie bereits gezeigt, haben 7 Patienten aus der ATG-Gruppe (n=14) ihr Transplantat in der
Frilhphase akut abgestoBen. Um Aussagen {iber die Vorhersagbarkeit dieses
AbstoBBungsereignisses zu treffen und damit die Moglichkeiten einer individualisierten
Immunsuppression zu erschlieen, wurden die Ergebnisse von Untersuchungen innerhalb der
ATG-Gruppe in Abhéngigkeit vom Ereignis akute AbstoBung als Rejektionsgruppe (Rx-
Gruppe) oder stabile Transplantatfunktion (non Rx-Gruppe) statistisch ausgewertet.

7.2.1  LPS-stimulierte Zytokinfreisetzung

Uberraschenderweise hatten die Patienten mit akuter AbstoBung eine signifikant verminderte
LPS-induzierte Freisetzung von Zytokinen TNF-a, IL-1p und IL-10 vor dem Auftreten der
ersten akuten AbstoBungsepisoden im Vergleich zu Patienten ohne AbstoBung in der
Frithphase (TNF-a, Tag 3 und 5 post Tx: p<0,05 Mann-Whitney-U-Test). Ein signifikanter
Anstieg der Monokinfreisetzung wurde in der Rx-Gruppe bis zum Tag 5 im Vergleich zum

Tag 1 nach Transplantation, d.h. kurz vor dem Auftreten der ersten akuten Abstoungen,
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festgestellt (p<0,05 Wilcoxon-Test). Diese angestiegenen Zytokinspiegel waren riickldufig
wegen der AbstoBungstherapie der ersten Rx-Patienten, fiir TNF-o und IL-10 nach dem Tag 5
post Tx, IL-1pB nach dem Tag 7 post Tx. Bei non Rx-Patienten kam es ebenso zu einem
deutlichen Anstieg der Monokinsekretion bis zum Tag 5, die Werte blieben aber im weiteren

Verlauf unverindert konstant.
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Abb. 15: Die LPS-induzierte Zytokinsekretion der Monozyten in der Vollblutkultur bei Rx- und non-
Rx-Patienten. Uberraschenderweise hatten die Rx-Patienten deutlich niedrige Spiegel der LPS-
induzierten a) TNF-a, b) IL-18 und c) IL-10-Sekretion der Monozyten in der Vollblutkultur an den
Tagen 1 bis 6 nach Transplantation im Vergleich zu non-Rx-Patienten (TNF-a, Tag 3-6: # p<0,05 Mann-
Whitney-U-Test). Innerhalb der ersten 6 Tage kam es zu einer Erhohung der Monokinsekretion in beiden
Patientengruppen im Vergleich zum Tag 1 post Tx, die in der Rx-Gruppe signifikant war (* p<0,05
Wilcoxon-Test).

Die folgende Abbildung zeigt die absolute Monozytenzahl innerhalb der ATG-Gruppe
hinsichtlich der Rx- und non Rx-Gruppe. Es bestanden dabei keine signifikanten Unterschiede
im Vergleich der beiden Gruppen.
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Abb. 16: Die absolute Monozytenzahl. Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Rx- und
non Rx-Patienten.

Verglichen mit der non Rx-Gruppe war die Zytokinsekretion in der Vollblutkultur bezogen
auf die Zellzahl (pg/10 6 Zellen) deutlich vermindert in der Rx-Gruppe mit Ausnahme des

Tages 3 nach Transplantation. Eine Signifikanz liel3 sich jedoch nicht festzustellen.
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Abb. 17: Die LPS-induzierte Zytokinsekretion a) TNF-a, b) IL-13 und c) IL-10 bezogen auf die
absolute Zahl der Monozyten. Rx-Patienten zeigten eine deutlich verminderte Zytokinsekretion der
Monozyten in der Vollblutkultur pro Zellzahl.

Zusammenfassend erlitten die Patienten in der Rx-Gruppe eine akute AbstoBung trotz
verminderter Sekretionskapazitit proinflammatorischer Zytokine, betrachtet als Absolutwert
oder bezogen auf die Zellzahl. Alle transplantierten Patienten der ATG-Gruppe hatten im
Vergleich zu gesunden Probanden eine verminderte LPS-induzierte Freisetzung von

Monokinen in der Vollblutkultur.

7.2.2  ConA-induzierte T-Zell-Zytokinfreisetzung

Die ConA-induzierte [FN-y-Sekretion (Abb. 18a) war in der Rx-Gruppe interessanterweise
signifikant vermindert vor dem Auftreten der ersten akuten AbstoBungsepisoden im Vergleich
zur non Rx-Gruppe (p<0,05 Mann-Whitney-U-Test). Auch nach den AbstoBungen und
AbstoBBungstherapien bestand eine signifikant verminderte Freisetzung von IFN-y in der Rx-
Gruppe. Die IFN-y-Spiegel lagen auf konstantem Niveau zwischen 1,0-1,5 IU/ml iiber die
ersten 7 Tage nach Transplantation. Die IL-2-Sekretion war ebenso im gesamten
Untersuchungszeitraum in der Rx-Gruppe deutlich vermindert jedoch ohne statistische
Signifikanz. Die IL-4-Spiegel waren gering erhdht an den ersten Tagen nach Transplantation

bei Rx-Patienten (Abb. 18b/18c). Der Unterschied war aber nicht signifikant.
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Abb. 18: ConA-induzierte a) IFN-y, b) IL-2 und c) IL-4-Sekretion der T-Zellen in der Vollblutkultur
im Vergleich zwischen Rx- und non Rx-Patienten. Die Rx-Patienten hatten eine verminderte Th1-Antwort
im Vergleich zu non Rx-Patienten (ConA-induzierte IFN-y, Tage 3-10: # p<0.05 Mann-Whitney-U-Test).

Die absolute Lymphozytenzahl, die aus dem peripheren Differentialblutbild und der
Leukozytenzidhlung zu jedem Zeitpunkt der Untersuchung berechnet wurde, ist in der
folgenden Abbildung dargestellt. Die Lymphozytenzahl in der Peripherie ist bei den Rx-
Patienten deutlich erniedrigt gegeniiber non Rx-Patienten besonders an den ersten 5 Tagen
nach Transplantation. Eine Erklirung dafiir konnte sein, dass die Lymphozyten ins
Transplantat einwandern und somit nicht in der Peripherie nachweisbar sind. Die absolute
Lymphozytenzahl in der Rx-Gruppe stieg weiter bis zum Tag 7 nach Transplantation an. Das
war der Zeitraum, wo die meisten akuten AbstoBungen stattgefunden haben. Danach reduziert
sich signifikant die Zellzahl wegen der durchgefiihrten Rejektionstherapien (p<0,05 Mann-
Whitney-U-Test) und erholte sich langsam iiber die folgenden Tage.

Lymphozyten, GPT/I
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Abb. 19: Absolute Lymphozytenzahl im Vergleich zwischen den Rx- und non-Rx-Patienten. Rx-
Patienten hatten deutlich niedrige Lymphozytenzahl in der Peripherie im Vergleich zu non Rx-Patienten.
Es kam zu einem signifikanten Anstieg bis zum Tag 7 post Tx und anschlieBend zu einer signifikanten
Abnahme der Lymphozytenzahl innerhalb der Rx-Gruppe (# p<0.05 Mann-Whitney-U-Test, * p<0,05
Wilcoxon-Test).

Wiederum wurde die Zytokinkonzentration pro Zellzahl zu jedem Zeitpunkt der

Untersuchung fiir jeden Patienten berechnet und statistisch ausgewertet. Die IFN-y-Sekretion
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pro Lymphozyten war in der Rx-Gruppe im Vergleich zur non Rx-Gruppe vermindert, jedoch
ohne Signifikanz. Am Tag 1 nach Transplantation war der IFN-y-Spiegel bezogen auf die
Lymphozytenzahl fiir beide Gruppen gleich. Dieser Spiegel von durchschnittlich 8 TU/10
Zellen blieb konstant fiir non Rx-Gruppe mit Ausnahme des Tages 3 post Tx. In der Rx-
Gruppe war eine inverse IFN-y-Sekretion pro Lymphozytenzahl feststellbar. Das ist bedingt
durch eine Lymphozytenzahl-Erh6hung bis zum Tag 7 bei konstant niedrigen IFN-y-Spiegel
bis zu diesem Zeitpunkt.

Es sind keine signifikanten Unterschiede beziiglich der IL-2-Freisetzung pro
Lymphozytenzahl zwischen den beiden Gruppen festzustellen. Die IL-2-Freisetzung pro
Lymphozyt ist stark erhoht am Tag 1 post Tx bei beiden Patientengruppen. Diese Sekretion
pro Zellzahl nimmt schnell zum Tag 3 post Tx ab.

Die IL-4-Sekretion pro Lymphozytenzahl war hoher in der Rx-Gruppe an den Tagen 1-5 nach

Transplantation im Vergleich zur non Rx-Gruppe jedoch ohne statistische Signifikanz.
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Abb. 20: Die Freisetzung von Zytokinen a) IFN-y, b) IL-2 und c) IL-4 nach ConA-Stimulation bezogen
auf die absolute Lymphozytenzahl im Vergleich zwischen Rx- und non Rx-Patienten.

Zusammenfassend haben die Patienten in der Rx-Gruppe trotz einer signifikant verminderten
ConA-induzierten IFN-y-Sekretion im Vergleich zur non Rx-Gruppe ihr Transplantat akut
abgestolen. In der Rx-Gruppe war auch die IFN-y-Freisetzung bezogen auf die

Lymphozytenzahl vermindert.

7.2.3 HLA-DR- und CD86-Expression auf Monozyten

Der Vergleich der monozytiren HLA-DR-Expression erbrachte keine signifikanten

Unterschiede zwischen der Rx- und non Rx-Gruppe.
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Uberraschenderweise war die CD86-Expression auf CD14+Monozyten in der Rx-Gruppe
signifikant vermindert vor dem Auftreten der ersten akuten AbstoBungsepisoden gegeniiber

der non Rx-Gruppe (p<0,05 Tage 1, 3 und 5 post Tx Mann-Whitney-U-Test).
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Abb. 21: Die a) HLA-DR und b) CD86-Expression auf Monozyten im Vergleich zwischen den Rx- und
non Rx-Patienten. Die CD86-Expression auf CD14+ Monozyten war in der Rx-Gruppe signifikant
vermindert gegeniiber der non Rx-Gruppe vor dem Auftreten der ersten akuten AbstofBungsepisoden (#
p<0,05 Tage 1, 3 und 5 Mann-Whitney-U-Test).
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7.2.4  Analyse der Zytokine im Urin

Bei Patienten der Rx-Gruppe wurden signifikant erhdhte IL-8 und TNF-a-Spiegel im Urin am
Tag 1 und 3 nach Transplantation im Vergleich zu Patienten der non Rx-Gruppe gemessen. In
der statistischen Analyse erwies sich der IL-8-Wert am Tag 1 nach Transplantation mit einem
Cut-off von 100 pg/ml am geeignetsten zur frithen Vorhersage einer akuten Abstofung.

Der TNF-a-Spiegel im Urin war bei Transplantierten und Gesunden vergleichbar (22,5 + 4,4
pg/ml, n=19). Demgegeniiber waren die IL-8-Werte im Urin bei Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden erhoht (32,0 £ 14,7, n=19). Der Vergleich der Ergebnisse von
sIL-2R-Messungen im Plasma und Urin bzw. IL-6-Messungen im Urin erbrachte keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Rx- und non Rx-Gruppen.
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Abb. 22: Logarithmische Darstellung der IL-8 und TNF-a-Spiegel im Urin an Tagen 1 und 3 nach der
Transplantation. Signifikant erhohte IL-8- und TNF-a-Werte wurden in der Rx-Gruppe im Vergleich
zur non Rx-Gruppe festgestellt (p<0,05 Mann-Whitney-U-Test). Unten sind die Medianwerte der Zytokine
fiir die Patientengruppen am Tag 1 und 3 post Tx dargestellt.

7.3 Patienten mit Abstoflung (Rx-Gruppe)

Bei den Rejektionspatienten aus der ATG-Gruppe (n=7) wurden alle gemessenen Daten im
zeitlichen Verlauf bezogen auf den Tag der Abstoung ausgewertet. Als zeitlicher Rahmen

wurden 4 Tage vor und nach der AbstoBung genommen.

7.3.1 Monozytenfunktion

Die Rejektionspatienten zeigten einen Anstieg der LPS-induzierten Zytokinproduktion (TNF-a.,
IL-1B, IL-10) 1-2 Tage vor dem AbstoBungsereignis bzw. zum Zeitpunkt des
AbstoBungsereignisses. Am 2. Tag nach der Rejektion konnte eine signifikant erniedrigte
Sekretion von Monozytenzytokinen gemessen werden (p<0,05 Wilcoxon-Test), die zum Tag 4
post rejektionem wieder leicht zunahm. Ahnliche Verinderungen zeigten sich hinsichtlich der
HLA-DR- und CD86-Expression auf CD14+ Monozyten. Es kam zu einer signifikanten
Zunahme der HLA-DR- und CD86-Expression auf CDI14+ Monozyten vor der

AbstoBungsreaktion im Vergleich zum Tag der Abstoung und anschlieBend zu einer
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signifikanten Abnahme (p<0,05 Wilcoxon-Test).
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Abb. 23: Monozytenfunktion vor, zum Zeitpunkt und nach der akuten Abstoung bei Rx-Patienten (-
4/-2 > 4 bzw. 2 Tage vor Abstolung, Rx => AbstoBungstag, 2/4 = 2 bzw. 4 Tage nach Abstoflung). Es
kam zu einem deutlichen Anstieg der LPS-induzierten Zytokinproduktion und HLA-DR-Expression auf
CD14 + Monozyten vor dem bzw. zum Zeitpunkt des Abstoflungsereignisses und zu einer signifikanten
Abnahme der Zytokinsekretion und HLA-DR-Expression nach der AbstoBung (* p<0,05 Wilcoxon-Test)
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7.3.2 T-Zell-Zytokine

Die Patienten mit akuter AbstoBung zeigten eine erhdhte Th1- und Th2-Antwort zum
Zeitpunkt der AbstoBung, die aber nach der Rejektionstherapie deutlich abgenommen hat.

Der Unterschied war jedoch nicht signifikant.
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Abb. 24: T-Zellfunktion vor, zum Zeitpunkt und nach der akuten Abstoflung bei Rx-Patienten (-4/-2
= 4 bzw. 2 Tage vor AbstoBung, Rx = AbstoBungstag, 2/4 = 2 bzw. 4 Tage nach Abstolung). Es kam zu
einem deutlichen Anstieg der ConA-induzierten Zytokinproduktion von T-Zellen zum Zeitpunkt der
Abstoflung und deutlichen Abnahme der Zytokinsekretion nach dem AbstoBungsereignis

78



8 Diskussion

Die Inzidenz und Pravalenz der terminalen Niereninsuffizienz zeigt eine allgemein steigende
Tendenz in den entwickelten Industrienationen. Grund hierfiir sind verschiedene Faktoren,
insbesondere jedoch die Zunahme der Lebenserwartung und der Inzidenz von
Wohlstandserkrankungen, wie z. B. Diabetes mellitus Typ 2. Die Nierentransplantation ist die
beste Therapiecoption bei terminalem Nierenversagen und zeichnet sich gegeniiber der
intermittierenden H&modialyse durch eine hdhere Lebenserwartung, eine erhebliche
Verbesserung der Lebensqualitdt sowie geringere Folgekosten aus. Eine Zunahme der in
Deutschland jéhrlich durchgefiihrten Nierentransplantationen ist prospektiv nicht zu erwarten.
Entscheidend fiir eine langfristig gute Transplantatfunktion ist die Verhinderung akuter und
chronischer TransplantatabstoBungen. Diesem Ziel versucht man durch den Einsatz neuer
immunsuppressiver Medikamente oder intelligenter Kombinationen vorhandener Substanzen
einen Schritt ndher zu kommen. Prinzipiell scheint es logisch, besonders am Anfang der
Transplantation wirkungsvoll zu immunsupprimieren und insbesondere T-Zellen in ihrer
Frequenz und Funktion zu beeinflussen. Diese Induktionstherapie kann mit polyklonalen
Antikorpern wie ATG oder ALG oder mit monoklonalem Antikérper (IL-2Ra-Antikorper,
OKT3) erfolgen. Der Preis einer Induktionstherapie ist allerdings kurz- und mittelfristig eine
hohere Infektionsrate mit opportunistischen Erregern und eine hohere Inzidenz von Tumoren

1314 Andererseits konnte gerade fiir ATG-Priparate gezeigt werden, dass eine

,Unterdosierung® von einer vergleichsweise hohen Frequenz von AbstoBungen gefolgt ist '

' Die bisher iibliche Methode zur Uberwachung der Immunsuppression bestand neben der
Bewertung klinischer und laborchemischer Parameter im Transplantationsverlauf wie
Nierenfunktionsparameter, = Diurese,  Entziindungszeichen, insbesondere in  der
Serumspiegelkontrolle  der  Immunsuppressiva. Da es  trotz  vergleichbarer
Medikamentenserumspiegel zwischen verschiedenen Patienten interindividuelle Unterschiede
im pharmakologischen Ansprechen der Immunsuppressiva gibt und die Spiegel nur sehr
unzureichend die individuelle immunologische Wirksamkeit im Sinne der funktionellen
Beeinflussung widerspiegeln, zeigt diese Vorgehensweise im klinischen Alltag leider nur
unbefriedigende Resultate. Deshalb wird die Zukunft in einer dem Patienten zugeschnittenen
(individuellen) Therapie liegen. Dazu ist allerdings notwendig, immunologische Teste zu

validieren, die standardisiert und mit einem hohen pradiktiven Voraussagewert bei guter

Sensitivitidt und Spezifitdt bedseitig einsetzbar sind. Dieses Immunmonitoring kann ein viel
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versprechender Ansatz sein, der zur Reduktion der Komplikationsraten nach
Nierentransplantation beitragen kdnnte.

Das immunologische Geschehen im Transplantat bzw. im peripheren Blut und insbesondere
die Verdnderungen in der Zytokinproduktion wihrend einer AbstoBung wurden schon seit
langem sehr detailliert untersucht. Hierbei zeigt sich eine erhebliche Heterogenitéit bei den
von verschiedenen Zentren angewandten Methoden und Zielparametern. Kutukculer et al.
bestimmten IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8 wund 16slichen CD23 im Plasma von
Nierentransplantierten und berichteten, dass der IL-2-Spiegel ein pradiktiver Marker fiir eine
akute AbstoBung wire '°*. Und auch die Messungen von IL-4 bzw. IL-6 wiirden zuverlissig
die Differentialdiagnose einer akuten AbstoBung erlauben. Die Bestimmung anderer Zytokine
war nicht hilfreich. Eine andere Arbeit der gleichen Gruppe zeigte, dass Patienten mit akuten
AbstoBungen signifikant erhdhtes TNF-oo und [ bzw. losliches ICAM-1 (sICAM-1)

nachweisbar hatten '

. Fir IFN-y gab es keinen Zusammenhang mit dem Auftreten von
akuten AbstoBungen. Ahnlich diesen Ergebnissen berichteten Cho et al. iiber erhdhte
Plasmaspiegel von IL-2, 16slichem IL-2R und TNF-o bei Patienten mit AbstoBung im
Vergleich zu Patienten ohne AbstoBung '’?. Demgegeniiber stehen Untersuchungen von
Budde et al. ' und Boratynska '’*, die keinen Zusammenhang zwischen gemessenen
Zytokinspiegel von IL-6, IL-8 und sIL-2R und dem Auftreten von akuten AbstoBungen
zeigten.

Parallel zu den Zytokinen im Plasma wurden auch Zytokine in Urinproben der
Transplantierten im Rahmen unseres Immunmonitoringprogramms bestimmt. Die Messung
der Zytokine im Urin stellt eine einfache, nichtinvasive Methode dar, die moglicherweise
besser die immunologische Situation im Transplantat widerspiegelt. Es ist mittlerweile in
einer Vielzahl von Arbeiten beschrieben worden, dass verschiedene Zytokinmuster im Urin
mit dem Auftreten akuter AbstoBungen einerseits und Infektionen andererseits korrelieren '**
143, 164173173 Dyje Arbeiten dieser Arbeitsgruppen zeigten, dass erhhte Werte von IL-6, IL-8
und sIL-2R im Urin im Zusammenhang mit Rejektionskrisen gefunden wurden. Die
Parameter korrelieren mit einer guten Sensitivitit (93%) aber geringer Spezifitit (60%) mit
einer akuten Rejektion '*. Erhéhte Zytokinwerte im Urin wurden aber auch bei Ischimie-und
Reperfusionsschaden, Infektionen (HWI, CMV), akuter tubuldrer Nekrose (ATN) und nach
ATG-Therapie gefunden '+ 142 176: 177,

Das Immunmonitoring bei Nierentransplantierten mit Hilfe von Funktionstesten, die die
biologische Wirkung der Immunsuppressiva auf relevante Bereiche der Immunantwort

widerspiegeln, konnte fiir die individuelle Optimierung einer immunsuppressiven Therapie
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hilfreich sein. Diese Funktionsteste basieren auf der Messung der Zytokinproduktion nach
entsprechender Stimulation der Zellen. Die freigesetzten Zytokine spiegeln hierbei die
immunologische Reaktionsbereitschaft wider, so auch die Fihigkeit gegen ein Transplantat im
Sinne einer AbstoBung zu reagieren. Es konnte bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt
werden, dass die Messung der intrazelluldren Zytokinproduktion der Lymphozyten nach einer
Mitogenstimulation —mittels DurchfluBzytometrie einen wichtigen Schritt in der

Quantifizierung der Immunsuppression darstellt 178-181

. Van den Berg et al. zeigten, dass die
IL-2-Produktion der T-Zellen nach PMA-Stimulation bei CyA-behandelten Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden deutlich reduziert war. Stalder et al. bestimmten
IL-2, IFN-y und TNF-a-Sekretion der T-Zellen nach PMA und Ionomycin-Induktion bei
Patienten, die CyA, MMF und Steroide erhielten. Die Zytokinsekretion bei Transplantierten
war ebenso im Vergleich zu Normalprobanden reduziert. Diese Ergebnisse decken sich mit
unseren Daten, die eine deutlich reduzierte Zytokinsekretion der Monozyten und
Lymphozyten nach LPS- und ConA-Stimulation bei Transplantatempfangern im Vergleich zu
gesunden Kontrollprobanden zeigten.

Weitere Arbeitsgruppen untersuchten die Zytokinproduktion der Lymphozyten nach
entsprechender Mitogen-Stimulation im Vollblut mittels ELISA '82 und in PMBC’s mittels
RT-PCR '® zur Méglichkeit der Vorhersage einer akuten Abstofung. Buchwald et al. fanden
keinen Zusammenhang zwischen den gemessenen Zytokinspiegel und dem Auftreten einer
akuten AbstoBung. Dugré¢ et al. zeigten dagegen, dass die Hochregulation von IL-4, IL-5, IL-6
und IFN-y einer akuten AbstoBung vorausging '*>.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung und Evaluation eines standardisierten
Monitoringprogramms aus einem Panel verschiedener immunologischer Parameter zur
Erkennung einer Unterimmunsuppression mit einem potentiellen Rejektionsrisiko bzw.
Uberimmunsuppression, um somit eine individuelle und effektivere Immunsuppression zu
ermoglichen. Im Gegensatz zu anderen Studien und das sehen wir als grof8en Vorteil, haben
wir standardisierte Funktionsteste mit einem standardisierten Auswertungsverfahren validiert.
Aullerdem werden alle Tests mit Vollblutproben durchgefiihrt, was zusitzlich zeitsparend im
Vergleich zur Préparation von PMBC’s ist.

Basierend auf den standardisierten Funktionstesten untersuchten wir in der Frithphase nach
Nierentransplantation Zytokine der Monozyten und T-Zellen in der Vollblutkultur nach
Stimulation mit LPS und ConA sowie Zytokine im Plasma und Urin. Die Patienten
unterschieden sich hinsichtlich ihrer Induktionstherapie bei gleicher Basistherapie mit

Calcineurininhibitor und Steroiden. Sensibilisierte Patienten erhielten zusitzlich MMF. Die
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erste  Gruppe wurde mit dem polyklonalen Antikdrper, ATG (Fresenius®), als
Induktionstherapie therapiert, wéihrend die zweite Gruppe den IL-2R-Antikorper, Basiliximab
(Simulect®), erhielt.

In der Literatur existieren bereits Studien, die Antithymozytenglobuline gegen Basiliximab als
Induktionstherapie auf der Basis von CyA, MMF und Steroiden hinsichtlich ihrer Effizienz
bezogen auf die Verhinderung akuter Rejektionen und die Giite der Transplantatfunktion
sowie des Nebenwirkungsprofils vergleichen. Basiliximab wurde gemdf den
Herstellerempfehlungen am Tag 0 und 4 post Tx gegeben. In der US-Studie, die als
Induktionstherapie das Pferde-ATG (Atgam®) verwendet hatte, wurde ATG iiber 14 Tage mit
15 mg/kg KG/Tag appliziert 'Z. In der ATG-Gruppe wurde CyA verzogert gegeben, wenn der
Serumkreatinin unter 3 mg/dl abgefallen war. Bei den Basiliximab-Patienten erfolgte eine
initiale CyA-Gabe. In der Européischen Multizentrischen Studie wurde die Induktionstherapie
mit dem Kaninchen-ATG (Thymoglobulin®) durchgefiihrt '**. Das Thymoglobulin wurde
intravends in einer Dosis von 1-1,5 mg/kg KG {iber 6-10 Tage verabreicht. Mourad et al.
filhrten eine dhnliche Studie (Basiliximab vs. Kaninchen-ATG (Thymoglobulin®)) mit dem
Unterschied durch, dass CyA in den beiden Induktionstherapiegruppen verzdgert verabreicht
wurde '**. Die Ergebnisse aller Studien zeigten, dass die Inzidenz akuter Abstoungen auch
histologisch klassifiziert, die 1-Jahres-Transplantatfunktionsraten, das Patienteniiberleben und
die Zahl der Patienten mit einer verzdgerten Transplantatfunktionsaufnahme zwischen den
ATG- und Basiliximab-Patienten vergleichbar waren. Basiliximab wurde im Vergleich zu
ATG, dessen Gabe mit Nebenwirkungen wie Fieber, Lymphopenie, Thrombozytopenie und
Tachykardie verbunden war, gut vertragen. Die Inzidenzrate an CMV-Infektionen war in
beiden Therapiegruppen vergleichbar. In der Studie von Mourad et al. dagegen war die
Inzidenz von CMV-Infektionen in der Basiliximab-Gruppe signifikant niedriger verglichen
mit der ATG-Gruppe.

Die Ergebnisse der Studien bei padiatrischen Transplantatempfangern zeigten im Unterschied
zu den Studien bei Erwachsenen, dass die Induktionstherapie mit Basiliximab die Inzidenz an
akuten AbstoBungen und CMV-Infektionen deutlich reduzierte '**'*. In der Studie von Clark
et al. war die Transplantatfunktion 6 Monate nach der Transplantation berechnet als
glomeruldre Filtrationsrate (GFR) signifikant besser in der Basiliximab-Gruppe verglichen
mit der ATG-Gruppe. Jedoch waren die 1- und 2-Jahres-Transplantatfunktionsraten
vergleichbar zwischen den Gruppen.

Das Immunsuppressionsprotokoll unserer Studie unterschied in folgenden Punkten von den

oben genannten Studien:
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- statt CyA wurde FK506 als Calcineurinhibitor bei der Standardimmunsuppression gegeben
- ATG wurde als hochdosierte i. v. Bolus-Therapie (9 mg/kg KQG) intraoperativ kurz vor
Anastomosenerdffnung appliziert 166, 167

Zu dem von uns eingesetzten ATG-Bolustherapie vs. Basiliximab einerseits und einer
gleichzeitigen Gabe von FKS506 als Calcineurinhibitor bei der Standardimmunsuppression
andererseits liegen wenig vergleichende Daten vor. Leonardi et al. untersuchten die
Vertrdglichkeit und Sicherheit von Basiliximab als Induktionstherapie in Kombination mit

einer Tacrolimus-basierten Immunsuppression 2.

Die Basiliximab-Induktionspatienten
wurden mit den Patienten verglichen, die nur eine duale Therapie mit FK506 und Steroiden
bekamen. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass die Inzidenz akuter AbstoBungen in der
Basiliximab-Gruppe im 3. Monat post Tx signifikant niedriger im Vergleich zur non
Basiliximab-Gruppe war. Diese Tendenz bestand auch nach einem Jahr post Tx jedoch ohne
signifikanten Unterschied. Die Nebenwirkungsrate war vergleichbar unter den Gruppen. Das
1-Jahres-Transplantat- und Patienteniiberleben sowie die 1-Jahres-Graftfunktion zeigten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. In einer anderen Studie von Nampoory et
al. wurden Patienten mit einer ATG-Bolustherapie wie in unserer Studie mit der Standard-
ATG-Gabe und der Induktionstherapie mit dem monoklonalen IL-2Ra-Antikorper
Basiliximab verglichen '¥’. Als Basisimmunsuppression wurde hier CyA/Steroid gewihlt,
wihrend unsere Patienten mit FK506/Steroid gefiihrt wurden. Nichtsdestoweniger zeigten die
Daten, dass die Inzidenz und der Schweregrad akuter AbstoBungen in allen 3 Gruppen gleich
waren. Demgegeniiber waren die 1-Jahres-Kreatininwerte in der Basiliximab-Gruppe
signifikant besser als in der ATG-Bolus-Gruppe. Die Patienten, die mit dem Standard-ATG-
Schema induziert wurden, hatten die hochsten 1-Jahres-Kreatininwerte. Dariiberhinaus war
die Inzidenz an CMV-Infektionen in dieser Gruppe hoher als in den beiden anderen.

In unserer Studie zeigte sich nun im Gegensatz zu den in der Literatur berichteten Daten, dass
die Patienten mit einer ATG-Bolus-Induktionstherapie eine hohere Inzidenz akuter
AbstofBungen innerhalb des ersten Transplantationsjahres im Vergleich zur Induktion mit
Basiliximab aufwiesen. Die Inzidenz der CMV-Infektionen war hoher in der ATG-Gruppe im
Vergleich zur Basiliximab-Gruppe jedoch ohne einen signifikanten Unterschied.

In der Arbeit von Tullius et al. wurden die komplette Daten von den ganzen Patienten (n=124)
einschlieBlich unserer Studienpatienten, die in der Klinik fiir Transplantationschirurgie
transplantiert und in die Studie Induktionstherapie mit ATG (n=62) versus Basiliximab
(n=62) eingeschlossen wurden, ausgewertet '*. Die Studie zeigte eine vergleichbare Inzidenz

akuter AbstoBungen zwischen den ATG und Basiliximab-Gruppen (35% vs. 32%). Die 1-
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Jahrestransplantatfunktion war ebenso nicht signifikant unterschiedlich. In der Basiliximab-
Gruppe sind 4 Patienten mit einem funktionierenden Transplantatorgan an Sepsis (n=1) und
kardiologischen =~ Komplikationen  (n=3)  verstorben, = wéihrend die  1-Jahres-
Pateinteniiberlebensrate bei ATG-Patienten bei 100% lag. In der Basiliximab-Gruppe kam es
bei 6 Patienten zum Transplantatversagen, wihrend in der ATG-Gruppe 2 Patienten ihre
Transplantate verloren haben. Die Komplikationsrate post Tx war in der ATG-Gruppe hoher
als in der Basiliximab-Gruppe (de novo Diabetes: ATG n=2 vs. Basiliximab n=0 und CMV-
Infektion: ATG n=7 vs. Basiliximab n=2) jedoch ohne Signifikanz.

Bisher existieren keine Arbeiten, die die Dynamik der Zytokinexpressionsmuster unter
verschiedenen Induktionsschemata analysiert haben und nicht nur mit der Inzidenz akuter
Abstofungen, sondern auch mit der 1-Jahres-Transplantatfunktion in Beziehung gesetzt
haben. Wir untersuchten bei ATG- vs. Basiliximab-behandelten Patienten die
Zytokinexpression von T-Zellen und Monozyten nach Stimulation im Vollblut sowie
Zytokinsekretion im Urin und Plasma. AnschlieBend wurden die Daten miteinander und mit
klinisch relevanten Ereignissen wie akute AbstoBung, Infektion, Langzeitfunktion etc.
verglichen.

ATG induzierte nicht iiberraschend einen signifikanten Abfall von Lymphozyten und
Monozyten im peripheren Blut im Vergleich zum Basiliximab. Dies war bereits durch andere
Arbeitsgruppen gezeigt worden. Kaden et al. beschrieben eine drastische Reduzierung der T-

Zell-Zahl nach ATG-Bolus-Gabe bereits intraoperativ '®.

Unsere Ergebnisse weisen nun
darauf hin, dass die ATG-Induktionstherapie eine signifikante Verminderung der LPS-
induzierten Zytokinsekretion von Monozyten (TNF-a, IL-13 und IL-10) an den Tagen 1 bis 3
nach Transplantation im Vergleich zum Basiliximab bewirkt. Diese Verminderung der
Zytokinexpression war nicht nur dadurch bedingt, dass wir eine Reduktion zytokin-
produzierender Monozyten unter ATG-Induktion beobachteten, was damit nur ein
quantitatives Problem wére, sondern wir konnten zeigen, dass die Fahigkeit jedes einzelnen
Monozyten zur Zytokinproduktion vermindert war. D. h., unter einer ATG-Bolus-Therapie
dndert sich kurzzeitig die Funktion von Monozyten gemessen an ihrem
Zytokinsekretionsprofil.  Dariliberhinaus  konnten wir zeigen, dass eine ATG-
Induktionstherapie auch die ConA-induzierte IFN-y- und IL-2-Freisetzung von T-Zellen im
Zeitraum der ersten 3 Tage nach der Transplantation im Vergleich zum Basiliximab
signifikant vermindert. Dies war aber im Gegensatz zu den Befunden an Monozyten ein
Ergebnis, das rein der numerischen (quantitativen) Reduktion von T-Zellen in der Zirkulation

geschuldet war. Uberraschend konnten wir aber zeigen, dass die verbliebenen zirkulierenden
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T-Zellen in der ATG-Bolus-Therapie-Gruppe eine signifikant erhohte Fahigkeit zur IFN-y-
und IL-2-Freisetzung aufwiesen bezogen pro Zellzahl als in der Basiliximab-Gruppe. Das legt
die Vermutung nahe, dass die verbliebenen T-Zellen unter der ATG-Bolus-Therapie aktiviert
worden sind. Dies korreliert auch mit dem Anstieg der Rejektionsinzidenz in der ATG-
Gruppe zwischen dem 7. und 10. Tag nach Transplantation. Bezogen auf die
Lymphozytenzahl zeigten sich geringere T-Zell-Zytokinspiegel in der Basiliximab-Gruppe,
woraus entweder auf einen stirkeren T-Zell-suppressiven Effekt von Basiliximab gegeniiber
ATG oder einen vernachlédssigbaren T-Zell-Aktivierungseffekt von ATG geschlossen werden
kann.

Basiliximab wirkt durch die spezifische Bindung an die IL-2-Rezeptor-a-Kette, die nur an
aktivierten T-Zellen z. B. durch eine Interaktion mit einem Alloantigen exprimiert wird. Die
biologische Wirkung wird zum einen tliber die Absaittigung der IL-2-Rezeptor-o-Kette und
zum anderen durch eine relative Verminderung der Expression des CD25-Molekiils auf T-
Lymphozyten erkldrt. Diese Verminderung der Expression durch Beladung der T-
Lymphozyten mit dem Antikorper fithrt zur Modulation von T-Zellfunktionen und
wahrscheinlich zu einer verstirkten Sequestrierung der T-Zellen. So hemmt Basiliximab die
Zahl der zirkulierenden aktivierten T-Lymphozyten. Die Arbeit von McDyer et al. zeigte, dass
die Blockade der IL-2-Rezeptor-a-Kette die Hemmung der IFN-y-Produktion in CD4+ und
CD8+ T-Zellen einerseits durch erhohte Suppression der IL-12-Expression bewirkt und
andererseits durch einen IL-12-unabhéingigen Pathway reguliert '¥.

Die Thl-Zytokine IFN-y und IL-2 werden als Rejektions-Zytokine beschrieben und stellen
Hauptmediatoren einer akuten AbstoBungsreaktion dar. In zahlreichen Arbeiten von
verschiedenen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass die Erhéhung der Produktion und
Sekretion von T-Zell-Zytokinen ein pradiktiver Faktor flir das Auftreten akuter AbstoBungen

war 28-30, 155, 158

. Die Ergebnisse unserer Arbeit bestitigten diese Ergebnisse, da die T-Zell-
Zytokin-Sekretion bei reduzierter T-Zellzahl in der ATG-Gruppe signifikant hoher war als in
der Basiliximab-Gruppe. Dies war dann auch gefolgt von einer hoheren Inzidenz akuter
AbstoBBungsreaktionen in Frithphase nach Transplantation.

Die Basiliximab-Gruppe zeigte eine stabil verminderte HLA-DR- und CD86-Expression auf
Monozyten iiber die ersten 2 Wochen im Vergleich zur ATG-Induktionsgruppe. In der ATG-
Induktionsgruppe war die HLA-DR-Expression iiber die ersten 2 Tage signifikant hoher.
Auch die CDS86-Expression auf CDIl14+ Monozyten als Ausdruck verstirkter

kostimulatorischer ~Kapazitit war in der ATG-Gruppe innerhalb der ersten

Transplantationswoche erhoht und kann als Folge verstarkter Zytokinwirkung z. B. von IFN-y
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interpretiert werden. Offensichtlich ist die ATG-Induktion {ber das resultierende
Zytokinrelease auch mit einer Aktivierung professioneller APC’s verbunden. Diese Zellen
scheinen schnell im Transplantat zu akkumulieren, was sich aus der signifikant verminderten
CD86-Expression auf CD14+ Monozyten in der Zirkulation innerhalb der ersten Woche post
transplantationem schlieBBen ldsst.

Als Ausdruck einer Zytokinrelease-vermittelten Immunaktivierung kann auch die signifikant
erhohte Serumkonzentrationen fiir den sIL-2R post Tx in der ATG-Gruppe im Vergleich zur
Basiliximab-Gruppe gewertet werden. In der Literatur ist vielfach berichtet worden, dass
erhohter Plasma-sIL-2R-Spiegel mit einer hoheren Inzidenz von akuten AbstoBungen

assoziiert ist 0% 172190

. Dazu passt auch, dass von den im Urin bestimmten Zytokinen (sIL-
2R, IL-6, TNF-a, IL-8) ein signifikant erniedrigter sIL-2R-Spiegel am stérksten pradiktiv fiir
das Fehlen akuter Transplantatabstofungen ist.

In der ATG-Gruppe haben 7 Patienten (50%) akut ihre Transplantate in der frithen Phase nach
Transplantation abgestoen. Ein Vergleich von AbstoBungs (Rx)- gegeniiber Patienten mit
stabiler Funktion (non Rx) innerhalb der ATG-Gruppe zeigte, dass die AbstoBungspatienten
eine signifikant verminderte LPS-induzierte Monozyten-Zytokinsekretion in der
Vollblutkultur (absolut und relativ bezogen auf die Zellzahl) unmittelbar vor dem Auftreten
der akuten AbstoBungsepisoden im Vergleich zu Patienten mit stabiler Transplantatfunktion
hatten. Uberraschenderweise fanden wir auch eine signifikant verminderte Thl-Antwort
(absolut und relativ bezogen auf die Zellzahl) in der Rx-Gruppe gegeniiber der non-Rx-

Gruppe. Im Gegensatz zu Arbeiten von anderen Arbeitsgruppen 2%’

und entgegen unserer
Hypothese haben die Patienten mit verminderter Thl-Antwort und proinflammatorischer
Antwort akut ihre Transplantate abgestof3en.

Die beobachteten Zytokinspiegel im Vollblut sowie die HLA-DR und CD86 Expression auf
den Monozyten der AbstoBungspatienten der ATG-Gruppe entsprechen nicht dem erwarteten
Muster und entziehen sich einer einfachen Erklarung. Es ist hierbei mdglich, dass die im
peripheren Blut gemessenen, oben angefiihrten Parameter, nur unzureichend die lokalen
Prozesse von T-Zell-Aktivierung und AbstoBungsreaktion in der Transplantatniere darstellen.
Andererseits kann man nicht von einer ,Nierenschranke®, vergleichbar der Blut-Hirn-
Schranke ausgehen, die ein ,,immunologisches Nierenkompartment“ vom systemischen
Kreislauf trennt. Mdglicherweise ist der Abfall von Zytokinen und Leukozyten/Lymphozyten
in der AbstoBungsgruppe der ATG-Patienten auf ein verstirktes Einwandern von T-Zellen

und APC in die Transplantatniere zu erklidren. Zur Uberpriifung dieser Hypothese béte sich

z.B. die Nierenbiopsie mit histologischer Untersuchung bzw. der Darstellung von
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Genexpressionsmustern mittels quantitativer RT-PCR oder Genexpressions-Chip-Analysen
an. Die Durchfiihrung der Protokollbiopsien wire eine hilfreiche zusétzliche Methode
gewesen, um diese 0. g. Hypothese zu bestitigen. Die Arbeitsgruppe von Rush hatte in
mehreren Arbeiten gezeigt, dass die subklinischen Rejektionen durch Protokollbiopsien

1 Dadurch hatte sich das Langzeit-

nachgewiesen und damit behandelt werden kénnen
Transplantatiiberleben deutlich gebessert.

Ferner zeigten unsere Daten, dass erhohte IL-8- und TNF-a-Spiegel im Urin mit dem Ereignis
,akute AbstoBung® korrelieren, wobei der Zusammenhang nach Korrektur auf das 24h-Urin-
Volumen (Urin-IL-8/24h) noch stirker war. Die Messung der Zytokine IL-8 und TNF-o im
Urin erscheint als ein vielversprechender Indikator fiir die Vorhersage frither akuter
AbstoBungen. Da diese beiden Parameter bereits am Tag 1 und 2 nach Transplantation erhoht
und damit pradiktiv waren, liegt nahe zu vermuten, dass hier eine erhohte Immunogenitit des
Transplantates z.B. im Rahmen eines stirkeren Ischdmie/Reperfusionsschadens indiziert wird.
Dieser Erkldrungsversuch sollte in weiteren systematischen Untersuchungen verifiziert
werden. Die wichtigsten Faktoren, die einen falsch-hohen Urin-IL-8-Wert hervorrufen
konnen, sind Harnwegs- und Virusinfekte. Die retrospektive Analyse unserer Patientendaten
konnte das Vorliegen dieser Faktoren weitestgehend ausschlieen.

Wegen der einfachen Handhabung, dem mdglichen Verzicht auf invasive MafBlnahmen und
der renalen Herkunft stellt der Urin ein ideales Untersuchungsmedium dar. Seine geeignete
Analyse lasst moglicherweise eine bessere Widerspiegelung der immunologischen Prozesse
des Nierenkompartments erwarten. Li et al. zeigten mittels nicht-invasiven Monitorings von
Immunzellen in Urinproben von Nierentransplantierten unter Verwendung eines quantitativen
PCR-Assays, dass eine erhohte Expression von Perforin und Granzym B im Urin mit dem
Auftreten von akuten AbstoBungen korreliert '*2. Unsere Arbeitsgruppe konnte kiirzlich mit
Hilfe quantitativer mRNA Expressionsanalysen in Urinproben zeigen, dass eine erhdhte
Expression von RANTES, CD3 und besonders von Granulysin im Urin der Transplantierten
der beste Marker fiir die Vorhersage des Auftretens von frilhen und spéten akuten

AbstoBungen ist 7> 1%,
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9 Zusammenfassung

Pharmakodynamische Tests und Methoden, die die funktionelle Wirkung von
Immunsuppressiva auf die Immunantwort bestimmen, konnten fiir die individuelle
Optimierung einer immunsuppressiven Therapie aussagekréftiger sein als pharmakokinetische
Parameter. Deshalb wiére es hilfreich pharmakodynamische Tests zu haben, die sich auf die
Endprodukte der spezifischen intrazelluldren biochemischen Kaskaden in Lymphozyten oder
Monozyten fokussieren, die Resultate von unterschiedlichen Medikamenten mit
unterschiedlichen Wirkungsmechanismen und fiir die Hemmung der Immunantwort, die eine
akute AbstoBung verursacht, verantwortlich sind. Die Beispiele von solchen Endprodukten
sind Lymphozytenproliferation, Expression von Oberflaichenmarkern auf T-Zellen und
Produktion von Zytokinen in T-Zellen oder Monozyten. In unserer Arbeit wurden
standardisierte ~ Vollblut-Funktionsteste ~ zur  Erfassung der Lymphozyten- und
Monozytenfunktion nach Mitogenstimulation in vivo mittels semiautomasierter ELISA als
neue Moglichkeit zur Quantifizierung der Immunsuppression in nierentransplantierten
Patienten mit der Erkennung einer Unterimmunsuppression mit einem potentiellen
AbstoBungsrisiko bzw. Uberimmunsuppression  mit einem erhohten Infektionsrisiko
entwickelt und validiert. Diese  Funktionsteste ~werden im  Rahmen des
Immunmonitoringprogramms in vielen klinischen Studien zur Einfiihrung und Uberpriifung
der Wirksamkeit und Sicherheit der neuen immunsuppressiven Medikamente in unserem
Transplantationszentrum verwendet. Die Standardisierung dieser Teste ermoglichte ihre
Verwendung auch in anderen Transplantationszentren, die den Vergleich der Ergebnisse unter
den Arbeitsgruppen moglich macht.

Ein weiterer wichtiger Risikofaktor fiir die Entwicklung akuter AbstoBungen ist die Qualitét
der  Transplantatorgane.  Spenderfaktoren = wie  Alter, Hochdruck, Ischidmie-
/Reperfusionsschaden, Hirntod etc. bestimmen vermutlich die Immunogenitit von
Transplantaten. Der zunehmende FEinsatz sogenannter marginaler Organe erhoht dieses
Problem. Jedoch mangelt es an objektiven Tests, um die individuelle Qualitdt des Organs zu
bestimmen. Ein prdoperatives ,,Entziindungsmonitoring* durch die Messung der Zytokine im
Urin und Plasma konnte hier einen Beitrag leisten. Die Messung der Zytokine im Urin stellt
eine einfache, nichtinvasive Methode dar, die moglicherweise besser die immunologische
Situation im Transplantat widerspiegelt. In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass die bereits
an den ersten Tagen nach Transplantation erhdhten IL-8- und TNF-a-Spiegel im Urin
pradiktiv fiir eine akute AbstoBung waren. Es liegt nahe zu vermuten, dass hier eine erhohte

Immunogenitit des Transplantates z.B. im Rahmen eines stiarkeren
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Ischamie/Reperfusionsschadens indiziert wird. In weiteren Studien sollte diese Hypothese

iiberpriift werden.
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