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1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Adaption der Immunsuppression sowie daraus resultierende Strategien zur
Toleranzinduktion im Kontext der soliden Organtransplantation fordern idealerweise non-
invasive Surrogatmarker, die eine Immunalloreaktivitit des Empfangers gegenlber dem
Spenderorgan frihzeitig reflektieren. Zentraler Aspekt der vorliegenden Arbeiten war daher die
Untersuchung definierter molekularer Kandidatenmarker und ihre Relevanz fur das
Transplantatiberleben. So lieB sich mittels Genotypisierung erstmals die Bedeutung der
Inkompatibilitdt zwischen den polymorphen killer-cell immunglobulin-like Rezeptoren (KIR) auf
Natdrlichen Killerzellen und ihren korrespondierenden HLA Liganden fur das Risiko einer
akuten AbstoBung nach allogener Nierentransplantation darstellen. In einer weiterfiihrenden
klinischen Untersuchung konnte durch die Analyse molekularer Inflammationsmarker der
protektive Effekt einer Spendervorbehandlung mit Methylprednisolon bezlglich des Hirntod-
assoziierten Ischamie/Reperfusionsschadens quantifiziert werden. Ferner wurde erstmals
deutlich, dass eine Induktionstherapie mittels Anti-Thymozyten-Globulin (ATG) neben der T-Zell
Depletion auch zu einem rapiden Abfall der NK-Zellen fihrt, woraufhin weiterfihrende in vitro
Experimente konstatierten, dass eine Behandlung von NK-Zellen mit therapeutischen
Antikérpern (ATG oder Alemtuzumab) zu einer Reduktion ihrer Effektorfunktionen fihrt und
Apoptose induziert. Zusammengefasst betrachtet unterstreichen diese Arbeiten die
Bedeutsamkeit einer Implementation molekularer Marker in die perioperative Diagnostik der
soliden Organtransplantation.

2 EINLEITUNG UND ZIELSTELLUNG

Die solide Organtransplantation hat sich wahrend der letzten zwei Dekaden zur Methode der
Wahl bei terminaler Insuffizienz vieler Organsysteme entwickelt. Im Jahr 2008 wurden im
Versorgungsgebiet von Eurotransplant 3.527 Nieren-, 1.606 Leber- und 194 Nieren-Pankreas
Transplantationen durchgefihrt [EUROTRANSPLANT 2008]. Trotz steigender
Transplantationserfolge stellt der Verlust von Organtransplantaten nach Monaten bis Jahren
weiterhin eines der herausragenden Probleme in der Transplantationsmedizin dar.

Die akute immunologische Reaktion auf Fremdgewebe (akute AbstoBung) stutzt sich
hauptsachlich auf ein T-zellvermitteltes Geschehen, welches meist innerhalb von Tagen bis
mehreren Wochen nach Transplantation auftritt. Die initiale Fremderkennung zellularer
Oberflachenantigene erfolgt anhand von MHC Klasse ll-tragenden Endothelzellen [AUSTYN
1992], sowie Dendritischen Zellen und es kommt zur Aktivierung immunkompetenter T-
Lymphozyten, welche das Transplantat zusammen mit aktivierten B-Lymphozyten,



Makrophagen und Natirlichen Killerzellen (NK) infiltrieren. Durch gegenseitige Aktivierung
entsteht ein Circulus vitiosus, der letztendlich in der Transplantatzerstérung resultiert. Es gibt
zunehmend Evidenzen, dass auch das angeborene Immunsystem sowohl bei der
OrganabstoBung, als auch bei der Toleranzinduktion eine bedeutende Rolle spielt [SEINO et al.
2001; MCNERNEY et al. 2006]. Nach Transplantatinfiltration von NK-Zellen kdnnte deren
Aktivierung in der Frihphase fir das Allotransplantat von Bedeutung sein. Humane NK-Zellen
exprimieren so genannte Killer-cell immunglobulin-like Rezeptoren (KIRs), welche aus
inhibitorischen und aktivierenden Rezeptoren bestehen [MORETTA et al. 1990]. KIR
Rezeptoren erkennen MHC (HLA) Klasse | Liganden auf Antigen-prasentierenden Zellen,
insbesondere gruppenspezifische HLA-C1 und HLA-C2 Allele sowie das Bw4 Motiv [GUMPERZ
et al. 1995; CARRINGTON & NORMAN 2003]. Es besteht die Annahme, dass die Reaktivitat
der NK-Zelle durch die Balance ihrer inhibitorischen und aktivierenden Signale determiniert
wird. Bisher ist nur wenig Uber die Mechanismen der NK-Zellaktivierung im Rahmen der soliden
Organtransplantation bekannt. Die Fahigkeit der KIR Rezeptoren zwischen verschiedenen HLA
Klasse | Allelen zu differenzieren, ist eine Eigenschaft der NK-Zellen, welche in diesem Kontext
von besonderer Relevanz sein kdnnte (Publikation 1).

Die Empfanger Immunantwort wird weiterhin aufgrund des Risikofaktors Spenderhirntod durch
proinflammatorische Veranderungen im Sinne eines verstarkten
Ischamie/Reperfusionsschadens (I/R) intensiviert. So konnte bislang gezeigt werden, dass nach
antiinflammatorischer Vorbehandlung mit Methylprednisolon die Funktion und das Uberleben
von Spenderorganen im Vergleich zu unbehandelten Organen deutlich verbessert waren
[PRATSCHKE et al. 2001]. Es stellt sich daher die Frage, ob durch die sogenannte
Spendertherapie der I/R Schaden attenuiert werden kann und sich dies friihzeitig durch

definierte Kandidatenmarker quantifizieren lasst (Publikation 2).

Antikérper gegen T-Zellepitope haben sich zu einem integralen Bestandteil des
immunsuppressiven Regimes entwickelt. Im Rahmen der Induktionstherapie wird Anti-
Thymozyten-Globulin (ATG) effektiv bei der Nieren- und Knochenmarktransplantation
eingesetzt [REMBERGER et al. 2001]. ATG ist ein polyklonaler Antikérper aus dem Kaninchen
und richtet sich mit einer Vielzahl von Gamma Immunglobulinen (lgG) gegen
Oberflachenantigene humaner T-Lymphozyten [GENZYME 2009]. Jungste Untersuchungen
belegen, dass neben der T-Zell Depletion auch eine Beeinflussung von Dendritischen Zellen
[NAUJOKAT et al. 2007], sowie eine Induktion von regulatorischen T-Lymphozyten in vitro nach
ATG Gabe zu beobachten ist [LOPEZ et al. 2006]. Alemtuzumab wird zunehmend als
Komponente der Immunsuppression zur Steroiddosisreduktion eingesetzt. Im Gegensatz zu

ATG ist Alemtuzumab ein vollstdndig humanisierter monoklonaler anti-CD52 Antikérper, der



hauptsachlich T-, B- und Dendritische Zellen depletiert [BUGGINS et al. 2002]. Bisherige
Arbeiten belegen die immunmodulatorischen Effekte von ATG und Alemtuzumab in vivo sowie
in vitro [GUTTMANN et al. 1997; BRAUWEILER et al. 2000; GALANDRINI et al. 2001]. Da NK-
Zellen mit der Komplikation des Cytokine Release Syndroms, welches bei der
Immunsuppression mit Alemtuzumab oder ATG auftreten kann, in Verbindung gebracht wird,
sollte der Einfluss dieser beiden Antikdrper auf NK-Zellen genauer untersucht werden
(Publikation 3).

Ziel der Arbeiten war die Analyse spezifischer molekularer Biomarker, welche zur
Individualisierung der Immunsuppression und Verringerung der Side Effects im Rahmen der
soliden Organtransplantation fihren beitragen kénnten. Untersucht wurde hierzu vorrangig die
Interaktion von KIR Rezeptoren auf NK-Zellen des Empfangers mit HLA Epitopen des Spenders
(Publikation 1). Ferner wurden diverse Serummarker fur ein Monitoring der Spendertherapie mit
Methylprednisolon evaluiert (Publikation 2), sowie der Einfluss von therapeutischen Antikérpern
unter besonderer Berlcksichtigung von ATG und Alemtuzumab auf die Funktion der NK-Zellen
untersucht (Publikation 3).

3 STUDIENDESIGN UND METHODIK

KIR Studie (Publikation 1)

In einer retrospektiven Fallkontrollstudie wurde untersucht, ob nach allogener
Nierentransplantation das Risiko einer akuten oder subklinisch akuten AbstoBung durch die
Interaktion zwischen Empfanger KIR Rezeptoren auf NK-Zellen und HLA Liganden des
Transplantates beeinflusst wird. Die Auswertung der KIR/HLA Liganden Konstellation erfolgte
auf genomischer Ebene mit konventioneller Polymerase Kettenreaktion (PCR) anhand von
Blutproben und lysiertem Milzgewebe 224 nicht verwandter Empfanger/Spenderpaare. Bei 105
Patienten wurden innerhalb der ersten drei postoperativen Monate eine oder mehrere akute
AbstoBungsreaktionen anhand von Feinnadelbiopsien histologisch gesichert (Klassifikation
nach Banff '97), 119 Patienten zeigten eine klinisch bestandige Transplantatfunktion und
dienten als Kontrollgruppe.

Methylprednisolon Studie (Publikation 2)

Es wurde untersucht, ob die Hirntod-assoziierte Transplantatschadigung nach allogener
Lebertransplantation durch eine antiinflammatorische Vorbehandlung des Leichenspenders mit
Methylprednisolon gilnstig zu beeinflussen ist. Hierzu wurde eine prospektive kontrollierte
klinische Studie mit 100 hirntoten Organspendern durchgeflihrt, bei welcher die Halfte der
Spender bis zum Zeitpunkt der Organentnahme mit Methylprednisolon behandelt wurde. Die



Konzentration  léslicher  Inflammationsmarker in  peripherem  Spenderblut  wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Unmittelbar nach der Spender-Laparotomie, im Rahmen der
6-Monats Nachsorgeuntersuchung und bei klinischen Anzeichen einer AbstoBungsreaktion
wurden Leberstanzbiopsien entnommen. Daraus lieBen sich die Genexpression ausgewahlter
Inflammationsmarker mit real-time RT-PCR quantifizieren, sowie histologisch der
AbstoBungsgrad sichern.

ATG/ Alemtuzumab Studie (Publikation 3)

In einer prospektiven kontrollierten klinischen Studie wurde der Einfluss der therapeutischen
Antikdrper ATG und Alemtuzumab auf NK-Zellen bei der soliden Organtransplantation
untersucht. Mit Hilfe von in vivo und in vitro Untersuchungen sollten verschiedene wesentliche
Aspekte betrachtet werden. Fir die in vivo Versuche erfolgte die Analyse peripheren Bluts von
acht Patienten mit kombinierter Nieren-Pankreas Transplantation, die zur perioperativen
Induktionstherapie ATG erhielten. Die Vergleichsgruppe wurde von neun Patienten mit
allogener Nierentransplantation gebildet, welchen als Induktionstherapie zweimalig Basiliximab
verabreicht wurde. In beiden Gruppen bestand die Erhaltungsimmunsuppression aus
Mycophenolatmofetil, Tacrolimus und Prednison. Fir die in vitro Experimente wurden
mononukledre Zellen aus peripherem Blut freiwilliger Spender oder Buffy Coats isoliert. Daraus
wurden T-Lymphozyten und NK-Subpopulationen angereichert und anschlieBend mit Fc-
Region, Fab-Fragment oder dem vollstandigem Antkérper ATG und Alemtuzumab in steigender
Konzentration inkubiert. Als Kontrolle dienten der monoklonale anti-CD3 Antikérper Orthoclone,
der humanisierte anti-lIL2Ra Antikérper Daclizumab sowie eine polyklonale IgG Praparation aus
dem Kaninchen. Die Genexpression spezieller Kandidatengene konnte unter Verwendung der
real-time Reverse Transkriptase (RT) PCR quantifiziert werden.

Konventionelle PCR

Zur Genotypisierung der KIR Rezeptoren (Publikation 1) wurde genomische DNA prapariert,
unter Verwendung von Sequenz-spezifischen Primern (SSP) PCR amplifiziert, anschlieBend
elektrophoretisch aufgetrennt und Uber eine Ethidiumbromid F&rbung sichtbar gemacht. Als
interne Kontrolle diente das Somatotropin Gen. Die HLA-A, -B und -C Genotypisierung
(Publikation 1) erfolgte mittels SSP-PCR und Sequenz-spezifischer Oligonukleotid (SSO) PCR.

Quantitative real-time Reverse Transkriptase PCR (TaqgMan)

Die quantitative Untersuchung der Kandidatenmarker CCL19, CCL21, CD3, CD68, CD69,
CD80, FasL, HLA-DRB, HO-1, ICAM-1, IFNy, IP-10, MICA, TGFB, TLR2, TLR4 und TNFa aus
peripherem Blut (Publikationen 2 und 3) erfolgte unter Verwendung der real-time RT-PCR mit
einer Tagman Sonde. Als Standard wurde die Expression des Housekeeping Gens



Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) gewahlt. Die relative Expression der
Kandidatenmarker wurde aus dem Verhaltnis zwischen der Intensitat von nachweisbarer

messenger RNA und von HPRT berechnet.

Apoptose- und Nekroseassay

Mit Annexin V Fluorescein Isothiozyanat (FITC) und Propidium lodid (PI) wurden die Apoptose
und Nekrose der Zellen durchflusszytometrisch bestimmt (Publikation 3). Die Zellen wurden wie
folgt unterschieden: intakt (Annexin V FITC-/Pl-), apoptotisch (Annexin V FITC+/Pl-) und
nekrotisch (Annexin V FITC+/Pl+).

Degranulationsassay
Die durchflusszytometrische Analyse von CD107a, einem granularen Membranprotein,
ermoglichte eine direkte Aussage Uber die Degranulation der NK-Zellen (Publikation 3).

Zytotoxizitdtsassay

Die Funktionalitdt der NK-Zellen wurde mit einem Viabilitdts- und Zytotoxizitatstest gegen die
humane erythromyeloblastoide Leukamiezellinie K562, welcher MHC-Klasse |- und Il-Antigene
fehlen, getestet (Publikation 3). Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde beim Zytotoxizitatstest
der Prozentsatz der durch NK-Zellen abgetdteten K562-Zellen, die DiOCig(3) gefarbt sind,

bestimmt.

Durchflusszytometrie

Die Quantifizierung der l6slichen Inflammationsmarker IL-2Ra, IL-6, IL-8 und TNFa (Publikation
2) erfolgte mit Immulite (DPC Buehlmann GmbH, Osterreich). Die Serumkonzentration von
IFNy, IL-2, IL-10, IP-10 und MCP-1 (Publikation 2) wurde mit dem Cytometric Bead Array

(Becton Dickinson, Deutschland) gemessen.

Statistische Analysen

Alle statistischen Auswertungen erfolgten mit der jeweils aktuellen Software von SPSS und
GraphPad Instat fir Windows. Fir Analysen normalverteilter Datensatze wurde je nach
Fragestellung der unpaired, two-tailed oder Tukey-Kramer t-Test und one Way Anova
angewandt; fir nicht normalverteilte Populationen der nicht-parametrische Mann-Whitney Test.
Kategoriale Variablen wurden mit dem Chi? oder Fisher exakt Test analysiert. Multivariate
Analysen erfolgten mit einer logistischen Regression. Es wurde ein konservatives Niveau von

p<0,05 als statistisch signifikant festgelegt.



4 ERGEBNISSE

4.1 Bedeutung der KIR/HLA Liganden Inkompatibilitat

Es konnte gezeigt werden, dass die KIR/HLA Ligandeninkompatibilitat nach allogener
Nierentransplantation bei definierten Rezeptor/Liganden Interaktionen zwischen Empfanger und
Transplantat mit einer akuten zellularen AbstoBung assoziiert ist. Transplantate, die homozygot
den HLA-C Liganden fur den inhibitorischen Rezeptor KIR2DL1 exprimieren, zeigten einen
besseren postoperativen Verlauf. Bei Patienten mit akuten AbstoBungsepisoden hingegen
fehlte das KIR2DL1 Gen signifikant haufiger als in der Kontrollgruppe. Es konnte insgesamt
eine signifikant geringere Anzahl inhibitorischer KIR Rezeptoren flr Patienten detektiert werden,
die eine akute AbstoBung innerhalb der ersten drei postoperativen Monate erlitten. Die Daten
demonstrieren, dass die Prasenz der Rezeptoren KIR2DL2 und KIR2DS2 mit einem stabilen
frih-postoperativen Verlauf einhergeht. Die Analyse korrespondierender KIR/HLA Liganden
Interaktionen belegt die Assoziation einer signifikant héheren Anzahl an Matches fir die
Rezeptoren KIR2DL2/DS2 sowie einer signifikant héheren Anzahl an Mismatches fir den
inhibitorischen Rezeptor KIR2DL3 mit einer stabilen Transplantatfunktion. Die Daten
dokumentieren die Bedeutung der KIR/HLA Ligandeninkompatibilitdt als mdglichen frih-
diagnostischen Pradiktor fir das Transplantatliberleben nach allogener Nierentransplantation,
indem definierte Rezeptor-Liganden Interaktionen mit akuter zelluldrer AbstoBung assoziiert

werden konnten.

4.2 Transplantatfunktion nach Spendertherapie mit Methylprednisolon

Die gezielte antiinflammatorische Vorbehandlung des hirntoten Organspenders mit
Methylprednisolon im Sinne der so genannten Spendertherapie zeigte einen glnstigen Einfluss
auf den I/R Schaden und den Kurzzeitverlauf nach Lebertransplantation. Im Blut der
behandelten Organspender wurden unmittelbar vor der Organentnahme signifikant niedrigere
Serumkonzentrationen der |6slichen Inflammationsmarker IL-2, IL-2Ra, IL-6, und TNFa
gemessen. Im Gegenzug stieg die Serumkonzentration der Chemokine IP-10 und MCP-1 beim
unbehandelten Spender zu diesem Zeitpunkt an. Im Transplantat zeigte sich eine
herabgesetzte mMRNA Expression ausgewahlter Inflammationsmarker der Adhé&sion,
Antigenprasentation, Migration, Apoptose und Lymphozyteninfiltration nach
immunmodulatorischer Spendertherapie im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein statistisch
signifikanter Effekt konnte fur CD68, CD80, DRB1, FasL, ICAM-1, IL-6, IP-10 und TNFa
nachgewiesen werden. Definierte Serummarker fir den I/R Schaden (Amino-Aspartat-
Transferase und Alanin-Amino-Transferase), die Leberfunktion (Gesamtbilirubin) und eine
potentielle Gallengangsverletzung (y-Glutamyl-Transferase und Alkalische Phosphatase) waren
innerhalb der ersten 10 postoperativen Tage bei Patienten mit antiinflammatorisch
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vorbehandeltem Transplantat signifikant erniedrigt. Innerhalb der ersten 6 postoperativen
Monate wurden Transplantate ohne spenderorientierte Steroidtherapie im Vergleich zur
Kontrollgruppe signifikant haufiger und tendenziell schwerwiegender abgestoBen. Ebenso war
das Gesamtbilirubin im Serum deutlich erhéht. Anhand dieser Ergebnisse wird der glnstige
Einfluss einer Spendertherapie mit Methylprednisolon auf das Transplantatliberleben im
Kontext der Kadaverleberspende bestatigt. Dies gelang mithilfe ausgewahlter
Kandidatenmarker, welche signifikant eine Reduktion sowohl der Inflammation als auch des I/R
Schadens widerspiegelten.

4.3 Effekte von ATG und Alemtuzumab auf NK-Zellen

In dieser Arbeit konnte an Patienten mit einer kombinierten Nieren-Pankreas Transplantation
gezeigt werden, dass eine ATG Induktionstherapie neben der T-Zell Depletion auch zu einem
rapiden Abfall der CD56*CD3  NK-Zellen fihrt. Im Rahmen von weiterfihrenden in vitro
Experimenten wurde anschlieBend der Wirkmechanismus von ATG und Alemtuzumab auf NK-
Zellen genauer analysiert. Es konnte eine konzentrationsabhéangige Bindung von ATG und
Alemtuzumab an die Oberflachenantigene CD8 und CD16 (FcyRIlla) beobachtet werden. Die
Behandlung von NK-Zellen mit ATG oder Alemtuzumab flhrte zu einer signifikanten Reduktion
ihrer Zytotoxizitat, Degranulationskapazitat und zur raschen Induktion der Apoptose bei den
FcyRllla tragenden CD56"™ NK-Zellen. Im Gegensatz zu den Kontrollantikérpern wurde sowohl
durch ATG als auch durch Alemtzuzmab die IFNy Antwort und Expression des granuléren
Oberflachenproteins CD107a bereits bei geringen Konzentrationen gegeniber der humanen
Leukamiezellinie K662 gehemmt. Von besonderer klinischer Bedeutung ist die Tatsache, dass
NK-Zellen 10- bis 100-fach sensitiver auf die therapeutischen Antikérper reagieren als T- und B-
Lymphozyten. Die Expression der Zytokine FasL, IFNy und TNFa erfolgt nach externer
Stimulation. Nach Inkubation mit ATG oder Alemtuzumab war eine konzentrationsabhangige,
starke und hoch signifikante Induktion der mRNA von FasL, IFNy und TNFa innerhalb der
ersten Stunde zu beobachten, die sich nach sechs Stunden abschwéchte. Dieser Effekt konnte
far IFNy und TNFa auf Proteinebene in den Zellkulturiberstdnden bestatigt werden. Durch die
Generierung von Fc Fragmenten von ATG und Alemtuzumab konnte demonstriert werden, dass
die Bindung des Fc Teils mit dem Rezeptor FcyRllla, der insbesondere auf CD56%™ NK-Zellen
exprimiert wird, als einziges Signal ausreichend ist fir die massive Sekretion inflammatorischer
Zytokine, sowie die Induktion der Degranulation und der Apoptose. Die Annahme, dass die
Funktionalitéat der NK-Zellen durch ATG und Alemtuzumab vielfaltig beeinflusst wird, behauptete
sich somit sowohl in vivo als auch in vitro. Die gewonnenen Erkenntnisse bezlglich des
Einflusses dieser therapeutischen Antikérper auf NK-Zellen implizieren, dass bei der
Dosisoptimierung und Weiterentwicklung der Immunsuppressiva zukinftig ein Fokus auch auf

NK-Zellen liegen sollte.
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5 DISKUSSION

Bei der allogenen Nierentransplantation wird die akute zellulare AbstoBung des Transplantats
von zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLs) dominiert, was durch den Nachweis zytotoxischer
Effektormoleklle in Biopsien bestatigt wird [LIPMAN et al. 1992; LIPMAN et al. 1994;
PAVLAKIS et al. 1995; VASCONCELLOS et al. 1998]. Mehrere Untersuchungen beflirworten
jedoch trotz fehlenden direkten Nachweises eine Teilhabe alloreaktiver NK-Zellen am
Transplantatiberleben. Man vermutet entsprechend der Missing-self Hypothese, dass NK-
Zellen bei fehlender Expression kérpereigener MHC Molekile die Alloreaktivitat herbeifihren
[LUUNGGREN & KARRE 1990]. Ruggeri et al. zeigten erstmalig, dass es bei Empfangern einer
Knochenmarktransplantation (KMT), deren HLA-Klasse | Epitope sich von denen des Spenders
unterschieden, zu einer NK-Alloreaktivitdt der Spenderzellen gegen den Empfanger und somit
unter anderem zum Schutz vor Graft-versus-Host Reaktion (GvHD) kommt [RUGGERI et al.
2002]. Humane NK-Zellen diskriminieren zwischen allelischen Varianten von MHC-Klasse |
Molekulen Uber KIR Rezeptoren [MORETTA et al. 1996].

Die Ergebnisse der 1. Publikation demonstrieren insbesondere die Bedeutung der genomischen
KIR/HLA-C Ligandeninkompatibilitédt fir eine zellulare AbstoBung nach Nierentransplantation.
Transplantate, die homozygot HLA-C2 Antigene auf ihren Zellen exprimieren und somit eine
potenzielle Bindung des korrespondierenden KIR2DL1 Rezeptors erméglichen, korrelierten mit
einer stabilen postoperativen Transplantatfunktion, was sich bei Patienten ohne akute
AbstoBungsepisoden in einer erniedrigten Anzahl an Mismaches dieser Rezeptor/Liganden
Interaktion widerspiegelte. Eine Interpretation basierend auf der Annahme, dass der
inhibitorische KIR2DL1 Rezeptor und HLA-C2 verglichen mit der KIR2DL2/3 - HLA-C1
Interaktion eine starkere Bindung eingehen und es dadurch zu einer verstarkten Hemmung der
NK-Zellen kommt, ware denkbar [FAN et al. 2001]. Insgesamt wurde eine signifikant niedrigere
Anzahl inhibitorischer KIR Gene bei Patienten detektiert, bei welchen eine akute AbstoBung
innerhalb der ersten drei postoperativen Monate nachgewiesen werden konnte. Besonders die
Prasenz des inhibitorischen Rezeptores KIR2DL2 und dessen erfolgreiche Interaktion mit dem
korrespondierenden HLA-C1 Epitop lieB sich mit einem stabilen friih-postoperativen Verlauf in
Verbindung bringen. Ahnliche Beobachtungen konnten jedoch auch fiir den aktivierenden
Rezeptor KIR2DS2 gemacht werden. Diese widersprichlichen Resultate lassen sich teilweise
dadurch erklaren, dass aktivierende KIR Molekile im Gegensatz zu den inhibitorischen KIR
Molekilen bekannt daflr sind, schwachere Bindungen mit HLA Antigenen einzugehen
[SAULQUIN et al. 2003], was bereits in Affinitatsmessungen untersucht wurde [WINTER et al.
1998; KHAKOO et al. 2004; CARRINGTON et al. 2005; PARHAM 2005]. Méglicherweise erhdht
ein  Ungleichgewicht zwischen aktivierenden und inhibitorischen Rezeptoren die
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Wahrscheinlichkeit akuter Rejektionsepisoden. Die Ergebnisse dieser genetischen Analyse
sollten in weiterfihrenden Studien hinsichtlich der funktionellen Aspekte einzelner Rezeptor-
Liganden Interaktionen Uberprift werden, um die Bedeutung des KIR Genotyps fir das

Transplantatliberleben weiter zu definieren.

Die Auswirkung des Hirntods, und somit des I/R Schadens, auf das Transplantat zeichnet sich
durch den Anstieg der Transaminasen im Serum, Vakuolisierung und Nekrotisierung der
Hepatozyten ab, sowie durch eine sinusoidale Minderperfusion mit reduziertem Gallefluss
[OKAMOTO et al. 2000; VAN DER HOEVEN et al. 2001]. Neben der direkten Organschadigung
fuhrt die Induktion von Zytokinen, endothelialen Antigenen und Adh&sionsmolekllen zu einer
erhéhten Empfindlichkeit gegenuber dem I/R Schaden, der Alloreaktivitat und letztendlich zur
chronischen Transplantatdysfunktion [SCHUURS et al. 2004].

Im Rahmen der 2. Publikation wurde die Mdglichkeit untersucht, eine Verringerung der Hirntod-
assoziierten  Immunantwort durch die gezielte  Organspendervorbehandlung  mit
Methylprednisolon zu erreichen. Dieses Konzept Uberzeugte bereits in klinischen und
tierexperimentellen Studien zur Nierentransplantation. Nach erfolgter Spendertherapie konnte
seltener eine verzbégerte Funktionsaufnahme des Transplantats beobachtet, und eine
verbesserte Nierenfunktion durch rasch sinkende Serumkreatinin Spiegel erfasst werden.
[SCHNUELLE et al. 1999 & 2004].

Gewebestandige Kupffer Zellen der Leber spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
des Reperfusionsschadens [BREMER et al. 1994]. Intravitalmikroskopische Untersuchungen
nach Transplantation zeigten eine Aktivierung der Kupffer Zellen, welche unter anderem mit
einer massiven Freisetzung der proinflammatorischen Mediatoren IL-1, IL-6 und TNFa
korrelierte [POST et al. 1992; BREMER et al. 1994]. Die antiinflammatorische Vorbehandlung
der Organspender mit Methylprednisolon resultierte in einer signifikanten Downregulierung von
CD68, CD80, DRB1, FasL, ICAM-1, IL-6, IP-10 und TNFa, sowie erniedrigten
Serumkonzentrationen der léslichen Inflammationsmarker IL-2, IL-2Ra, IL-6 und TNFa. Die
Daten bestatigen den in experimentellen Studien vermuteten glnstigen Einfluss einer
spenderorientierten Steroidtherapie, was sich auch im klinischen Verlauf unter anderem durch
seltener auftretende AbstoBungsreaktionen zeigte. Vorrangig Empféanger marginaler
Spenderlebern kénnten von einer Verbesserung der Transplantatqualitdt durch eine
Spendertherapie mit Methylprednisolon profitieren.

Obwohl die T-Zell depletierenden Eigenschaften von ATG mittlerweile gut dokumentiert sind,
existieren derzeit nur unzureichende Daten Uber den Einfluss auf NK-Zellen. Im Rahmen der 3.
Publikation konnte gezeigt werden, dass eine ATG Induktionstherapie bei Patienten nach
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kombinierter Nieren-Pankreas Transplantation zu einer signifikanten Abnahme der CD56*CD3"
NK-Zellen flihrte. Diese negative Beeinflussung der NK-Zellen durch ATG st Kklinisch
bedeutsam, da NK-Zellen zur Bekdmpfung von opportunistischen Virusinfektionen und
Tumorerkrankungen von groBer Bedeutung sind, die als Komplikationen langzeitiger
Immunsuppression auftreten kbnnen [SCHEINBERG et al. 2007].

Mit Hilfe von in vitro Experimenten wurde die Bindung von ATG und Alemtuzumab an NK-Zell-
spezifische und -unspezifische Oberflachenmarker untersucht. Dabei konnte die erstmalig von
Wing et al. beschriebene konzentrationsabhéangige Bindung von ATG und Alemtuzumab an den
Rezeptor FcyRllla bestatigt werden [BONNEFOY-BERARD et al. 1991; WING et al. 1996]. In
der vorliegenden Arbeit wurde nun demonstriert, dass allein die Bindung des IgG1 Fc-
Fragments von ATG oder Alemtuzumab an den FcyRllla signifikant die Zytokinfreisetzung und
Degranulation reduziert und dartber hinaus die Apoptose induziert, ohne dass hierflr ein
Tumorzellkontakt nétig zu sein scheint. Im klinischen Alltag erreichen die ATG Spitzenwerte im
Serum zwischen 60-100ug/ml Gber 5-7 Tage nach Induktionstherapie [GUTTMANN et al. 1997;
REGAN et al. 2001]. Die in vitro Vorbehandlung von NK-Zellen mit ATG und Alemtuzumab
fihrte bereits bei einer minimalen Konzentration von 0,1ug/ml zu einer signifikant reduzierten
Aktivitdt gegeniiber Tumorzellen bei den FcyRllla tragenden CD56%™ NK-Zellen. Dieses
Ergebnis suggeriert, dass moglicherweise auch in vivo geringere Dosierungen als bisher fir
einen gezielten Angriff auf NK-Zellen ausreichend sind.

NK-Zellen werden mit der Komplikation des Cytokine Release Syndroms, welches bei der
Immunsuppression mit Alemtuzumab oder ATG auftreten kann, in Verbindung gebracht. Es ist
mitunter gekennzeichnet durch sehr hohe Serumkonzentrationen von IFNy und TNFa, die sich
wenige Stunden nach Therapiebeginn einstellen [MOREAU et al. 1996; GUTTMANN et al.
1997]. Nach der Stimulation von Vollblut mit Fc-Teilen und intakten Antikdrpern war im
Gegensatz zu den Analysen der isolierten NK-Zellen die Zytokininduktion von FasL, IFNy und
TNFa stark erhoéht. Aufgrund dieses Ergebnisses sollte in Betracht gezogen werden, dass
gegebenenfalls weitere CD16" Zellpopulationen, wie beispielsweise Monozyten, durch die Fc-
Teile von ATG und Alemtuzumab aktiviert werden [BELGE et al. 2002].

Zusammengefasst wurde mit den vorliegenden Arbeiten gezeigt, dass neue, definierte
Kandidatenmarker ein individuelles Monitoring im Rahmen der soliden Organtransplantation
erlauben. Die genomische Analyse der KIR/HLA Ligandeninkompatibilitat kdnnte bereits
praoperativ eine Evaluierung des Rejektionsrisikos unterstiitzen. Die Befunde dokumentieren,
dass sich zur Bestimmung der Qualitadt marginaler Spenderorgane nach
Methylprednisolontherapie ausgewahlte Marker des Ischamie/Reperfusionsschadens und der
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Inflammation anbieten. AuBerdem implementieren die Ergebnisse, dass eine Berlicksichtigung
der NK-Zellen im Rahmen der immunsuppressiven Therapie mit ATG und Alemtuzumab von
Bedeutung sein kénnte.
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