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1 Abstracts 

 

1.1 Abstract Deutsch 

 
Der folgende Text entspricht dem Abstract der Arbeit „Long-Term Signs of T Cell and 

Myeloid Cell Activation After Intestinal Transplantation With Cellular Rejections 

Contributing to Further Increase of CD16+ Cell Subsets“ 

(DOI: 10.3389/fimmu.2019.00866) 

 

Der gastrointestinale Trakt sorgt für eine Balance zwischen Toleranz-vermittelnden 

und inflammatorischen Immunreaktionen. Der ständige Kontakt mit Pathogenen kann 

zusätzlich die Immunreaktionen verstärken und damit zu Komplikationen nach 

Dünndarmtransplantation (ITx) beitragen. 

Wir vermuten dementsprechend, dass ITx-Patienten in den verschiedenen 

Immunzellsubgruppen sowohl des angeborenen als auch des erworbenen 

Immunsystems dauerhafte Zeichen einer Immunzellaktivierung zeigen. Informationen 

über den Einfluss einer ITx auf die Immunzellzusammensetzung insbesondere in 

Bezug auf langfristige Veränderungen sind spärlich. 

Wir untersuchten aktivierte und differenzierte Subgruppen des angeborenen und 

erworbenen Immunsystems nach ITx im Bezug zur Zeit nach Transplantation, 

durchgemachte Episoden von zellulären oder Antikörper-vermittelten 

Abstoßungsreaktionen oder Art des Transplantats mittels multiparametrischer 

Durchflusszytometrie, der Analyse der Genexpression sowie von Zytokinen und 

Chemokinen im Serum. ITx-Patienten zeigten dabei eine erhöhte Expression von 

CD16 exprimierenden Monozyten und myeloiden dendritischen Zellen (DCs) im 

Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden. Dies war sogar bei Patienten, die vor 

mehr als 10 Jahren transplantiert wurden, nachweisbar. Weiterhin zeigten 

konventionelle CD4+ und CD8+ T-Zellen dauerhafte Zeichen einer Aktivierung, was 

durch gleichzeitig erhöhte CCR4+ regulatorische T-Zellen kompensiert wird. 

Patienten, die eine zellulärer Abstoßungsreaktion hatten, zeigten sogar noch höherer 

Anteile an CD16+ Monozyten und DCs, während nach Transplantation von größeren 

Mengen Spendergewebe im Zuge einer multiviszeralen Transplantation eine deutlich 

gesteigerte T-Zellaktivierung beobachtet werden konnte.  

Die dauerhafte Entzündung und die Aktivierung der angeborenen Immunzellen sind 

eventuell ein Grund für die schlechten Ergebnisse nach intestinaler Transplantation. 
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1.2 Abstract Englisch 

 

Der folgende Text entspricht dem englischen Abstract der Arbeit „Long-Term Signs of T 

Cell and Myeloid Cell Activation After Intestinal Transplantation With Cellular Rejections 

Contributing to Further Increase of CD16+ Cell Subsets“  

(DOI: 10.3389/fimmu.2019.00866) 

 

The intestine mediates a delicate balance between tolerogenic and inflammatory 

immune responses. The continuous pathogen encounter might also augment 

immune cell responses contributing to complications observed upon intestinal 

transplantation (ITx).  

We thus hypothesized that ITx patients show persistent signs of immune cell 

activation affecting both the adaptive an innate cell compartment. Information on the 

impact of intestinal grafts on immune cell composition, however, especially in the 

long-term is parse.  

We here assessed activated and differentiated adaptive and innate immune subsets 

according to time, previous experience of cellular or antibody-mediated rejections or 

type of transplant after ITx applying multi-parametric flow cytometry, gene 

expression, serum cytokine and chemokine profiling. ITx patients showed an 

increase in CD16 expressing monocytes and myeloid dendritic cells (DCs) compared 

to healthy controls. This was even detectable in patients who were transplanted more 

than 10 years ago. Also, conventional CD4+ and CD8+ T cells showed persistent 

signs of activation counterbalanced by increased activated CCR4+ regulatory T cells.  

Patients with previous cellular rejections had even higher proportions of CD16+ 

monocytes and DCs, whereas transplanting higher donor mass with multi-visceral 

grafts was associated with increased T cell activation. The persistent inflammation 

and innate immune cell activation might contribute to unsatisfactory results after ITx. 
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2. Manteltext zur Publikationspromotion 
 

2.1 Wissenschaftlicher Hintergrund und Fragestellung 

 

Dünndarmtransplantationen wurden seit 1964 experimentell und seit 1987 erfolgreich 

mit zunächst schlechten Überlebensraten sowohl für das Transplantat als auch für 

den Patienten durchgeführt. Die Wende kam 1989 mit der Einführung des 

Calcineurin-Inhibitors Tacrolimus. Infolgedessen stieg in den 90er Jahren die 

Überlebensrate für das 1. Jahr auf 60% und für das 3. Jahr auf ca. 50% (1).  So 

wurde die Dünndarmtransplantation zur akzeptierten Therapieoption bei Patienten 

mit lebensbedrohlichen Komplikationen im Zuge der parenteralen Ernährung bei 

Funktionsverlust des Dünndarms (2). Aktuell werden durchschnittlich über 100 

Transplantationen pro Jahr weltweit durchgeführt (1, 3). Davon wird nur ein sehr 

kleiner einstelliger Anteil in Deutschland transplantiert (3). 

Der Darm sorgt für die nötige Aufnahme von Nährstoffen, ist aber auch eine der 

größten Barrieren des Körpers zur Außenwelt und dementsprechend im ständigen 

Kontakt mit Pathogenen und Kommensalen. So muss eine feine Balance zwischen 

Toleranz und Immunabwehr vermittelt werden. Hierbei ist eine effiziente 

Kommunikation zwischen lokalen und infiltrierenden Immunzellen unabdingbar, um 

ein gesundes Gleichgewicht zwischen inflammatorischen Reaktionen zur 

Pathogenabwehr und Toleranz gegenüber der Standortflora und 

lebensmittelvermittelten Antigenen zu bewahren (4). Der Darm ist deshalb besonders 

reich an verschiedenen lymphatischen Geweben und weist dementsprechend auch 

eine hohe Dichte an T- und B-Zellen sowie Makrophagen und dendritische Zellen 

auf. Es findet eine unmittelbare Antigenerkennung statt, Chemokin- und/oder 

Rezeptor-vermittelte Kommunikation kann erfolgen und je nach generiertem Signal 

eine Immunantwort initiiert werden (2, 5). So ist der Darm auch im Vergleich zu 

anderen transplantierbaren Organen deutlich reicher an Immunzellen und deswegen 

auch an Spender-Immunzellen im Falle einer Organtransplantation (5). Diese 

befinden sich weiterhin in einem ständigen Austausch mit dem Immunsystems des 

Empfängers (5). Das ist nicht zuletzt der Grund, warum Dünndarmtransplantationen 

immer noch eine große Herausforderung darstellen und mit höheren 

Komplikationsraten als bei anderen Transplantationen verbunden sind. Im 

Allgemeinen kommt es nach Transplantation bereits intraoperativ häufiger zu 

Ischämie- und/oder Reperfusionsschäden. Diese zusammen mit Infektionen und 
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Entzündungen im Verlauf führen zur Expression von Oberflächenmolekülen sowie 

Toll-like-Rezeptoren, die wiederum inflammatorische Prozesse auslösen oder 

begünstigen können (5). Es ist also nachvollziehbar, dass Patienten nach 

Transplantation eines so immunogenen und keimbesiedelten Organs wie dem Darm 

deutlich höhere Raten an akuten Abstoßungsreaktionen haben, zu invasiven 

Infektionen neigen und aufgrund der hohen Dichte an Spender-Immunzellen auch 

häufiger die sogenannte Graft-vs.-Host-Erkrankung entwickeln (6, 7). Zusätzlich ist 

die Rate an Antikörper-vermittelten humoralen Abstoßungsreaktionen höher als nach 

anderen Transplantationen (8-10). Diese spielen auch eine Rolle bei spätem 

Funktionsverlust des Transplantats im Zuge zunehmender chronischer Abstoßungen 

(5). Bei aktuell fehlenden Serummarkern zur Diagnose einer kompromittierten 

Transplantatfunktion können Abstoßungsreaktionen nur mittels einer Kombination 

aus klinischen Anzeichen, endoskopischer Inspektion und histologischer 

Aufarbeitung von Biopsien sowie des Nachweises von Spender-spezifischen anti-

HLA oder nicht-spezifischen anti-HLA Antikörpern im Serum festgestellt werden (8, 9, 

11-15).  

Insbesondere die invasive Diagnostik mittels Entnahme von Biopsien ist jedoch mit 

einer hohen Rate an Komplikationen verbunden und scheint sogar ähnliche 

verletzungsbedingte Immunreaktionen auszulösen. Zusätzlich ist die histologische 

Unterscheidung von Abstoßungsreaktionen und viralen Infekten immer noch 

schwierig (14). Bei klinischem und histologischem Verdacht auf Abstoßungsreaktion 

wird deswegen zunächst symptomatisch mit ergänzenden immunsuppressiven 

Präparaten wie Glukokortikoiden behandelt. Die Therapie beginnt so meist ungezielt 

und zeitversetzt zum Beginn der immunologischen Abwehrreaktion.  

Es ist also nicht verwunderlich, dass trotz besserer Medikamente akute 

Abstoßungsreaktionen neben invasiven Infektionen immer noch der Hauptgrund für 

den Verlust eines Transplantats sind (1, 6, 7). Demensprechend zeigt sich zur 

besseren langfristigen Versorgung dieser Patientengruppe eine Notwendigkeit für die 

weitere Suche nach nicht invasiven, zuverlässigen und frühzeitig sichtbaren Markern 

für Abstoßungsreaktionen. 

Verschiedene Studien haben bereits gezeigt, dass vor oder während einer 

Abstoßungsreaktion erhöhte Anteile bzw. vermehrte Produktion von Mediatoren 

lokaler und peripherer Th1 und Th17 Zellen sowie CD8+ zytotoxischen T-Zellen 

nachgewiesen werden können (16-23).  
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Dem gegenüber ist aber wenig über die Bedeutung der Zellen des angeborenen bzw. 

unspezifischen Immunsystems bekannt. Gupta et. al. untersuchte das Verhältnis von 

myeloiden zu plasmazytoiden dendritischen Zellen bei Dünndarm-transplantierten 

Kindern mit früher akuter zellulärer Abstoßungsreaktion. Hier konnte eine sichtbare 

Verschiebung zugunsten der myeloiden Zellen während einer akuten zellulären 

Abstoßung nachgewiesen werden (24). Ob diese Veränderungen aber langfristig 

erhalten bleiben, wurde in der Studie nicht untersucht.  

Insgesamt wurden bisher jeweils nur einzelne Immunzellpopulationen betrachtet. 

Eine übergreifende, mehrere Subtypen umfassende Analyse der Zusammensetzung 

der Immunzellen ist bisher nicht durchgeführt worden.  

So sind zum Beispiel Veränderungen in B-Zellsubtypen trotz ihres großen 

Vorkommens im Darm und ihrer Bedeutung insbesondere für die humorale 

Immunabwehr bisher nicht analysiert worden.  

Auch wurden Langzeitveränderungen des Immunsystems und im Detail einzelner 

Subtypen sowie der Einfluss von stattgefundenen Abstoßungsreaktionen auf die 

langfristige Zusammensetzung bisher nicht untersucht. Weiterhin wurden in bisher 

durchgeführten immunologischen Studien zelluläre und humorale 

Abstoßungsreaktion bei der Analyse meist nicht unterschieden und sind auch nicht 

direkt verglichen worden. 

Wenn man bedenkt, dass das Immunsystem des Darms sich insbesondere aufgrund 

der besonderen immunologischen Balance in ständiger Interaktion mit anderen 

immunologischen Kompartimenten wie Blut und der Leber (25-27) befindet, ist 

anzunehmen, dass bei dauerhafter immunologischer Interaktion zwischen Eigen- und 

Fremdzellen große und insbesondere dauerhafte systemische Veränderungen in der 

Zusammensetzung der Immunzellen hervorgerufen werden. 

Eine Untersuchung der Subtypen, die davon betroffen sind, wird nicht nur ein 

besseres Verständnis der Interaktion von Zellen des angeborenen und erworbenen 

Immunsystems sowie der Immunreaktionen aller Zellen nach intestinaler 

Transplantation, sondern auch neue Einblicke in die allgemeine Physiologie des 

Darmes ermöglichen. So können hier eventuell mögliche Veränderungen 

nachgewiesen werden, die wiederum Hinweise auf Ursachen und begünstigende 

Faktoren für akute Abstoßungen oder chronische Endzündungsprozesse liefern 

können.   
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Grant et. al. wies bereits nach statistischer Auswertung von Transplantationszahlen 

und Arten von Komplikationen im Zeitraum von 1988 bis 2011 daraufhin, dass der 

Schlüssel zur Verbesserung der Langzeitergebnisse nach ITx im besseren 

Verständnis des Immunsystems im Generellen und des Darms im Speziellen liegt. 

Als Konsequenz untersuchten wir in dieser Studie ob nach Dünndarm- bzw. 

multiviszeraler Transplantation dauerhafte Veränderungen in der Zusammensetzung 

der Immunzellen nachweisbar sind. Dabei lag der Fokus auf entzündungsfordernden 

Subtypen des angeborenen Immunsystems und den aktivierten Subtypen des 

erworbenen Immunsystems.  

 

2.1.1 Hypothesen 

Um insbesondere zu überprüfen, ob nach intestinaler Transplantation tatsächlich 

dauerhafte Zeichen einer Immunzellaktivierung des angeborenen und erworbenen 

Immunsystems nachweisbar sind, führten wir eine multiparametrische Analyse der 

peripheren Immunzellen im Blut durch. 

  

Unsere Untersuchungen beruhten auf folgenden drei Hypothesen: 

1. Aufgrund der erhöhten Präsenz von Immunzellen und Pathogenen im 

Dünndarm wird nach ITx eine ständige Immunantwort ausgelöst, die eine 

erhöhte Zahl inflammatorischer T-Zellen und angeborenen Immunzellen im 

Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden hervorruft. 

2. ITx-Patienten nähern sich nur sehr langsam der Immunzellzusammensetzung 

gesunder Kontrollprobanden nach Transplantation an. Um dies zu 

untersuchten, unterteilten wir die ITx-Patienten je nach Zeit seit 

Transplantation in Langzeittransplantierte über 10 Jahre (ITx1), 

Kurzzeittransplantierte 0-4 Jahre (ITx3) und den Transplantierten zwischen 4-

10 Jahren (ITx2). 

3. Abgelaufene Episoden von akuten humoral/gemischten (AR1) oder isoliert 

zellulären (AR2) Abstoßungsreaktionen verändern langfristig die 

Zusammensetzung der Immunzellen zugunsten aktivierter oder 

inflammatorischer Subgruppen im Vergleich zu Patienten ohne jegliche 

Abstoßungsreaktionen (noAR) nach Transplantation. 
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Unterstützend zur Zellanalyse führten wir Untersuchungen von ausgewählten 

Genen, dem Demethylierungsgrad des Foxp3- Genes, Chemokin- und 

Zytokinspiegeln sowie dem Chimärismus der CD4+ T-Zellen durch. 

 
 
 

2.2. Methodik 
 

2.2.1 Studienpopulation 

Insgesamt wurden Proben von 11 isoliert Dünndarm-transplantierten (DTx) und 10 

multiviszeral transplantierten (MTx) Patienten zwischen April 2014 und Februar 2015 

entnommen (Tabelle 1). Zur Reduktion möglicher Fehlerquellen wurden 

ausschließlich Patienten, die an der Klinik für Allgemein- Viszeral- und 

Transplantationschirurgie des Virchow-Klinikums der Charité im Zeitraum von 2000 

bis Februar 2014 transplantiert und nachversorgt wurden, im eventfreien Intervall im 

Zuge der ambulanten Nachsorge untersucht. Pro transplantierten Patienten (ITx) 

wurden drei bis acht aufeinanderfolgende Proben entnommen und jeweils der 

Median daraus gebildet. 

Weiterhin wurden Proben von insgesamt 17 gesunden Probanden im vergleichbaren 

Alter und von beiden Geschlechtern gesammelt, um eine den ITx-Patienten 

vergleichbare Kontrollgruppe zu erhalten.  

Die ITx-Patienten erhielten eine Induktionstherapie mit Thymoglobulin 

(Thymoglobulin®, Genzyme, Cambridge, Mass., USA; 7,5 mg/kg BW total dose) und 

eine Einmaldosis von Infliximab (Remicade®, Centocor Inc., Essex Pharma GmbH; 5 

mg/kg BW). Die Erhaltungstherapie erfolgte dann mit Tacrolimus und Rapamycin 

(Sirolimus/ Everolimus) oder MMF (Cellcept®, Hoffmann-LaRoche, Switzerland). 

Dabei war der Tacrolimus-Spiegel im untersuchten Intervall in allen Gruppen gleich.  

Die Patienten wurden zum einen unterteilt (i) nach Zeit seit der Transplantation (ITx1 

≥ 10 Jahre, ITx2 = 4-10 Jahre, ITx3 = 0-4 Jahre) und zum anderen (ii) nach Auftreten 

von Abstoßungsreaktionen, wobei Patienten ohne Abstoßung (no AR), Patienten mit 

einer oder mehreren humoralen oder gemischten (humoral und zellulär; AR 1) oder 

mit rein zellulären (AR 2) Abstoßungsreaktionen unterschieden wurden.  

Abstoßungsreaktionen wurden über klinische Symptome in Zusammenschau mit den 

jeweiligen Biopsie-Ergebnissen, welche nach etablierten histologischen Kriterien für 

Abstoßungsreaktionen bestimmt wurden (12, 13), diagnostiziert.  
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Bei der Diagnose von humoralen Abstoßungen wurden weiterhin anti-Spender HLA 

Antikörper bestimmt und eine histologische Färbung vom Komplementspaltprodukt 

C4d durchgeführt (9).  

Alle eingeschlossenen Patienten und gesunden Kontrollen gaben ihre schriftliche 

Einverständniserklärung zur Teilnahme an der hier durchgeführten Studie, die von 

der Ethikkommission der Charité—Universitätsmedizin Berlin genehmigt wurde 

(EA2/044/08 & EA2-020-14). 

 

2.2.2 Durchflusszytometrie 

Mittels Durchflusszytometrie wurden die verschiedenen Immunzellsubklassen unter 

Verwendung fluoreszenz-markierter Antikörper (Ak) in sieben verschiedenen Ak-

Paneln nachgewiesen und ihr prozentualer Anteil sowie ihre Absolutzahl ermittelt. 

Die Färbung und Messung des intrazellulären und der oberflächlichen Antigene 

erfolgte nach standardisiertem Protokoll des ONE-Study Konsortiums (29, 30). Das 

erste Panel gibt dabei einen Überblick über die Verteilung bzw. dem absoluten und 

prozentualen Anteil der verschiedenen Immunzellgruppen des angeborenen (NK-

Zellen, Granulozyten und Monozyten) und erworbenen Immunsystems (B- und T-

Zellen) im Generellen. Zur Analyse der zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen mit 

unterschiedlicher Expression von HLA-DR als Aktivierungsmarker und den 

verschiedenen T-Zellrezeptoren wurde Panel 2 durchgeführt. Dabei wurde 

insbesondere die Subgruppe der γδ T-Zellen, welche neben Haut und Lunge 

vermehrt im Darm vorkommen und die Expression Vδ1 und Vδ2- Ketten im γδ -

Rezeptor untersucht. Des Weiteren wurden die Langzeitaktivierung und die 

Differenzierung sowie die Proliferation der T-Zellen nach Transplantation in Panel 3 

untersucht. Neben der Analyse weiterer Aktivierungsmarker wie CD57, PD-1 und 

CCR7 erfolgt hier auch die Untersuchung der differenzierten T-Zellen mittels 

Nachweises der Expression von CD28 und CD27.  Die prozentuale und absolute 

Anzahl an B-Zellen (CD19+) und deren Subpopulationen wurde in Panel 4 analysiert. 

Dabei lag der Fokus auf der Differenzierung der B-Zellen in Gedächtniszellen (IgD-

IgM-CD27+CD38-), Plasmazellen (IgD-IgM-CD27+CD38high) und transitionelle B-Zellen 

(IgM+CD27-CD38+CD24high) sowie marginal Zonen B-Zellen (CD27+IgD+). In Panel 5 

werden speziell nochmal die verschieden Subpopulationen der dendritischen Zellen 

(DCs, LIN-HLA-DR+) betrachtet mit besonderem Fokus auf die myeoliden DCs 
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(CD11c+) mit Expression von CD1c+ und zusätzlicher Expression von Clec9 bei 

fehlender Expression von CD16 sowie peripheren DCs (CD11c-CD123+). 

Aufgrund ihrer führenden immunologischen Rolle im Darm (4) etablierten wir 

zusätzlich zur besseren Unterscheidung und Klassifizierung der T-Helferzellen und 

regulatorischen T-Zellen (Tregs) einen Ansatz mit Antikörper gegen Chemokin-

Rezeptoren (Panel 6). Das siebte Panel zur allgemeinen Untersuchung der Tregs 

wurde ebenfalls von der OneStudy übernommen. Die verwendeten Antikörper und 

die spezielle Gating-Strategie des Chemokin-Panels können den anhängenden 

Tabellen und Abbildungen entnommen werden (Tabelle 1 und Abbildung 1 im 

Anhang). 

Die Proben wurden innerhalb von 4h nach Abnahme gefärbt und gemessen. Parallel 

ging eine weitere EDTA-Probe an das Diagnostiklabor (Labor Berlin) zur 

standardisierten Bestimmung der Leukozytenzahl. 

Es wurden jeweils 100µl EDTA-Vollblut unmittelbar mit den für jedes Panel 

vorbereiteten Ak-Mixen versetzt und nach 15min Inkubation erfolgte die Lyse der 

Erythrozyten mit 1,5ml Versa-Lyse-Fix-Solution bestehend aus 2ml VersaLyseTM und 

50µl IOTest® Fixative Solution (Beckman Coulter GmbH). Für die dendritischen 

Zellen (Panel 5) wurde der beschriebene Ansatz zweifach vorbereitet und nach der 

Färbung zusammengeführt.  

Für den Nachweis von Foxp3 in regulatorischen T-Zellen (Panel 7) wurden jeweils 

50µl Vollblut wie zuvor beschrieben mit den Oberflächenantikörpern versetzt und 

anschließend mit dem Perfix-nc Kit (Beckman Coulter) die intrazelluläre Färbung von 

Foxp3 mit einer Stunde Inkubationszeit durchgeführt.  

Für das B-Zell-Panel (Panel 4) wurden 300µl EDTA Vollblut zuerst mittels 15ml Red 

Blood Cell Lysing Solution (Miltenyi Biotec GmbH) für 12 Minuten lysiert und 

anschließend die Färbung durchgeführt.  

Alle Proben wurden durchschnittlich innerhalb von 30 Minuten am 10-Farben, 3-

Laser Durchflusszytometer „Navios“ der Firma Beckman Coulter gemessen. Die 

Zielkanäle für alle Fluorochrome wurden mittels „Flow-Set Pro Beads“ (Beckman 

Coulter) definiert und täglich vor den Messungen mit „Flow Check Pro Beats“ 

(Beckman Coulter) überprüft und gegebenenfalls kalibriert.   
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2.2.3 Chimärismusanalyse von T-Zellen 

Um zu überprüfen, ob mögliche Veränderungen ausschließlich durch die T-Zellen 

des Empfängers hervorgerufen wurden, führten wir die Chimärismusanalyse zur 

Analyse von prozentualen Anteilen von Spender-T-Zellen im Blut durch. Dabei 

werden die Spender- und Empfängerallele auf so genannten „short tandem repeats“ 

mittels Polymerasekettenreaktion nachgewiesen. Dafür werden fluoreszenz-

markierte Primer verwendet. Zunächst müssen aber die Zellen isoliert, gefärbt und 

sortiert werden. 

Direkt nach Abnahme erfolgte die Isolation der peripheren blutmononukleären Zellen 

(PBMCs) aus Heparin-Vollblut bei Raumtemperatur. Hierbei wurde das Blut 1:2 mit 

Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung (PBS, Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Paisley, UK) gemischt und mittels Dichtegradientenzentrifugation (Biocoll, Biochrom, 

Berlin, Germany) die PBMCs angereichert. Die Zellen wurden gewaschen, 

transferiert und die Zellzahl mittels Hemocytometer bestimmt. Die isolierten PBMCs 

wurden anschließend bis zur weiteren Verarbeitung kryokonserviert.  

Die PBMCs wurden bei Weiterverarbeitung mit 3,2mg/ml humanem Immunoglobulin 

(Beriglobin, CSL Behring, Germany) für insgesamt 5 Minuten inkubiert. Auf diesem 

Weg wurden die Fc-Rezeptoren blockiert, so dass anschließend die Färbung mit anti-

TCRαβ-PE, anti-CD4-APC and anti-HLA-DR-ECD erfolgen konnte. Unmittelbar vor 

dem Sortieren und nach Waschen der Zellen erfolgte die Färbung mit 4′,6-diamidino-

2-phenylindole (DAPI), welches mit der DNA interkaliert und somit eine 

Unterscheidung von toten (DAPI+) und lebendigen (DAPI-) Zellen ermöglicht. Die 

gewünschten Populationen DAPI−TCRαβ+CD4+HLA-DR− Zellen und -HLA-DR+ Zellen 

wurden mit dem FACSAria II (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) isoliert. Die 

genaue Gatingstategie kann Abbildung 4 im Anhang des Papers entnommen 

werden.   

Nach herausfiltern der gewünschten T-Zellpopulationen erfolgte die eigentliche 

quantitative Chimärismusanalyse. Die DNA wurde mittels standardisiertem Verfahren 

(QIA-Amp; QIAGEN), nach Angaben des Herstellers extrahiert. Für die 

anschließende Amplifikation der DNA durch qPCR nutzten wir das AmpFlSTR® 

Identifiler™ PCR Amplification Kit (Applied Biosystems) und folgten den Angaben 

des Herstellers. Dieses Kit enthält Paare von fluoreszenz-markierten Primern 

(insgesamt 4 Fluoreszenzfarbstoffe) für die Vermehrung von gleichzeitig 16 DNA-

Abschnitten. Die anschließende Fragmentlängenanalyse der PCR-Produkte erfolgte 
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nach Zugabe von 0,3µl GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard, dem fünften 

Fluoreszenzfarbstoff zur Größenbestimmung, am Genetic Analyzer 3730 (Applied 

Biosystems). Die Daten wurden mittels GeneMapper 3.7. Software von Applied 

Biosystems analysiert. Dabei wurden für die Quantifizierung die Fläche der Peaks 

des Spenders ins Verhältnis zur Summe der Fläche der Peaks des Empfängers und 

Spender gesetzt. 

(Σ Fläche Peaks des Spenders / Σ Fläche Peaks des Rezipienten + Σ Fläche Peaks 

des Spenders) x 100 = Anteil Spenderzellen [%] 

Quelle: Protokoll zur Chimärismusanlayse, Labor Berlin, MOL AM-01514, Version 2, 2019 

Die Sensitivität der Methode beträgt dabei 1%. 

 

2.2.4 Genexpressionsanalyse (q RT-PCR)  

Zusätzlich zur zellulären Analyse führten wir quantitative Messungen der mRNA-

Expression immunrelevanter Gene (>20) in einem multiplexen Ansatz durch. Die 

untersuchten Gen-Marker wurden bereits bei nierentransplantierten Patienten mit 

operationeller Toleranz bzw. mit akuter/chronischer Abstoßung vermehrt exprimiert 

nachgewiesen (im Anhang Tabelle 5).  

Hierfür wurden Blutproben in speziellen RNA-stabilisierenden Röhrchen (Tempus 

Blood RNA Tubes; Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Germany) und EDTA 

abgenommen.  

Die RNA wurde mittels MagMAXTM für Stabilized Blood Tubes RNA Isolation Kit 

(Thermo Fisher Scientific) nach standardisiertem Protokoll des Herstellers unter 

ständiger Kühlung extrahiert. Der RNA-Gehalt wurde mittels NanoDrop 100 

Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie GmbH) quantifiziert und bis zu 1000ng 

RNA wurden mittels QuantiTect Reverse Transcription Kit von Qiagen (Hilden, 

Deutschland) in c-DNA nach Angaben des Herstellers umgeschrieben.  

Anschließend wurde jeweils 100µl jeder Probe mittels TaqMan Gene Expression 

Assays (Thermo Fisher Scientific), microfluidic cards und TaqMan Universal Master 

Mix (Thermo Fisher Scientific) am ViiA7 Real Time PCR System (Thermo Fisher 

Scientific) nach standardisiertem Protokoll gemessen. Insgesamt wurde die 

Genexpression von 21 Genen und 3 „Housekeeping-Genen (HPRT, GAPDH und 

B2M) als Doppelwertbestimmung auf 384-Well- microfluid Custom TaqMan® Array 

Cards gemessen. Die generierten Daten wurden wiederum mit der ViiA7 Software v 

1.2.2 ausgewertet und in Excel exportiert. Hier wurden die Differenzen aus den 
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Mittelwerten des Zielgens und dem Mittelwert jedes Referenzgens (Housekeeping-

Gen: Hypoxanthine- guanine phosphoribosyltransferase (HPRT), beta-2-

microglobulin (B2M) and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)) 

gebildet und die relative Expression nach der 2−∆∆Ct Methode berechnet. 

 

2.2.5. Methylierungsstatus von Foxp3  

Weiterhin führten wir eine quantitative DNA-Methylierung-Analyse einer spezifischen 

hoch konservierten Region im Foxp3-Gen (TSDR - Treg-specific demethylated 

region), welche aktiv demethyliert wird, mittels rt-PCR durch. Die EDTA-Proben 

wurden zunächst eingefroren und für die Untersuchung jeweils aufgetaut.   

Zur Untersuchung des Methylierungsstatus erfolgte die Isolation von genomischer 

DNA aus EDTA-Vollblut mit dem QIAamp DNA-Mini Kit (Qiagen) nach Angaben des 

Herstellers. Dabei wurden 200µl Blut mit Pufferlösung und Proteinkinase K inkubiert. 

Die Lyse wurde nach 10 Minuten mit Ethanol beendet. Der Ansatz wurde 

anschließend mit verschiedenen Pufferlösungen gewaschen und über eine Membran 

herausgefiltert. Der DNA-Gehalt wird wie zuvor mit dem NanoDrop 100 

Spektrophotometer (PEQLAB Biotechnologie GmbH) gemessen.  Anschließend 

werden bis zu 2µg DNA pro Probe bisulfitiert. Dies erfolgte nach Angaben des 

Herstellers mittels EpiTect® Bisulfite Kit (Qiagen) und Thermocycler (GeneAmp PCR 

System 2400/9600, Applied Biosystems). Dabei wird nicht-methyliertes Cytosin in 

Uracil durch die Behandlung der DNA mit Natrium-Bisulfite umgewandelt, 

wohingegen methyliertes Cytosin unverändert bleibt. Nach Reinigung der 

bisulfitierten DNA erfolgte die Messung der Sequenzunterschiede mittels 

quantitativer real-time Polymerasekettenreaktion mit dem ABI 7500Cycler (Thermo 

Fisher Scientific), wodurch der Anteil der demethylierten DNA im Verhältnis zur 

Gesamt-DNA bestimmt werden kann. Hierfür wurden 10 µl FastStart Universal Probe 

Master (ROX, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), 100 ng Lamda DNA (NEB, 

Frankfurt a.M., Germany), 5 pmol spezifische Sonde für Methylierung oder 

Demethylierung, 30 pmol spezifische Primer für Methylierung oder Demethylierung 

und mindestens 15 ng bisulfitierte DNA bzw. Standardkontrolle (alle Epiontis GmbH, 

Berlin, Germany) verwendet, so dass ein Endvolumen von 20µl pro Reaktionsansatz 

entstand. Jede Probe wurde in Dreifachbestimmungen gemessen. Für die 

Berechnung des prozentualen Anteils an CD4+T-Zellen mit demethylierter TSDR 

wurde der Mittelwert aller drei Messungen einer Probe gebildet und ins Verhältnis zur 
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Gesamt-Foxp3-DNA gesetzt. Anschließend wurden diese auf den Anteil an 

CD3+CD4+T-Zellen, welche mittels Durchflusszytometrie bestimmt wurden, bezogen. 

Da sich das FoxP3-Gen auf dem X-Chromosom befindet, wurden bei weiblichen 

Patienten alle Ergebnisse verdoppelt.  

 

2.2.6 Zytokin- und Chemokinmessung  

Zusätzlich zur Analyse der T-Helferzellen und regulatorischen Zellen in der 

Durchflusszytometrie führten wir eine quantitative Analyse der Zytokin- und 

Chemokinspiegel im Serum durch. Dabei wurden Konzentrationen von T –Zellen und 

Makrophagen anlockenden Chemokinen wie CXC3CL1, CXCL10, CCL2, CCL7 und 

CCL3 und von durch T-Helferzellen freigesetzten Zytokinen wie Interleukin (IL) -2, IL-

4, IL-5, IL-10, IL- 17A und Interferon Gamma (INF-γ) bestimmt. Hierfür wurde Vollblut 

entnommen, unmittelbar danach zentrifugiert und das Serum in ein Eppendorf-Gefäß 

transferiert und bei -20° eingelagert.   

Für die Luminex-Analyse wurde die Proben nach Herstellerangaben des Milliplex® 

MAP Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) vorbereitet. Dafür wurde jeweils 

25µl Serum mit 25µl „Antibody-Immobilized Magnetic Beads“ über Nacht und 

anschließend mit 25µl Detektions-Ak inkubiert. Anschließend wurden die Proben 

mittels Bio Plex® 200 Systems (Luminex, Bio-Rad Laboratories GmbH) gemessen. 

Das Gerät wurde alle 30 Tage mit Bio-Plex® Validation Kit (Bio-Rad Laboratories 

GmbH) überprüft und wurde jeden Tag mit Bio-Plex® Calibration Kit (Bio-Rad 

Laboratories GmbH) kalibriert. 

 

2.2.7 Datenanalyse und statistische Auswertung 

Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten erfolgte mittels Kaluza Version 1.2 

(Beckman Coulter). Die einzelnen Subpopulationen wurden anhand spezifischer 

Oberflächenantigene unterschieden und nach standardisierten Protokollen definiert 

(30). Zur Berechnung der absoluten Zellzahlen für alle Populationen wurde die im 

Labor Berlin bestimmte Leukozytenzahl in Bezug zur Anzahl der CD45+Zellen in 

jedem einzelnen Ak-Panel gesetzt. Die Berechnung der korrespondierenden Anteile 

aller dargestellten Populationen erfolgte in Excel. Bei mehreren Proben pro Patienten 

wurde aus allen Ergebnissen der Median bestimmt. Während der untersuchten 

Periode waren die jeweiligen Zellpopulationen der einzelnen Patienten im zeitlichen 
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Verlauf vergleichbar stabil (siehe im Anhang Abbildung 2). Alle statistischen 

Analysen wurden in „R“ durchgeführt. 

Unterschiede in prozentualen Anteilen und absoluten Zellzahlen jeder untersuchten 

Population in Bezug auf gesunde Kontrollen und ITx-Patienten, Zeitpunkt der 

Transplantation, Abstoßungsstatus oder Art des Transplantats sind mittels Kruskal-

Wallis-Test und Conover post-hoc Test analysiert worden. Dabei wurde mit dem 

Kruskal-Wallis-Test zunächst festgestellt, ob generell Unterschiede für die 

Ergebnisse eines Messparameters bestehen und anschließend durch den Conover 

post-hoc-tests überprüft, ob signifikante Unterschiede zwischen den zu 

vergleichenden Gruppen vorhanden sind. 

Ergebnisse wurden als signifikant angesehen, wenn p < 0,05 erreicht wurde. Die P-

Werte wurden aufgrund des explorativen Ansatzes dieser Studie nicht für 

Mehrfachtestungen angepasst.  

Zur zusammenfassenden Darstellung aller signifikanten (p< 0,05) Messparameter 

erstellten wir farbcodierte Heatmaps, welche in sich nochmal nach Ähnlichkeiten 

sortiert (geclustert) wurden. Dies erfolgte einmal für alle aktivierten und 

differenzierten sowie naiven und nicht aktivierten Zellgruppen bei ITx-Patienten im 

zeitlichen Verlauf und im Vergleich zu gesunden Probanden. Außerdem wurden 

signifikante Populationen in Bezug auf den Abstoßungsstatus dargestellt. Hierbei 

verwendeten wir jeweils eine hierarchische Clusteranalyse. Dies ermöglicht eine 

übersichtliche Darstellung der Unterschiede und Gemeinsamkeiten aller geclusterten 

Populationen in Bezug zum zeitlichen Verlauf und Abstoßungsreaktionen und im 

Vergleich beider Kohorten (ITx vs. HCs).  

Um Differenzen farblich darstellen zu können, wurden für die Heatmaps die Z-Scores 

berechnet. Dafür wurden alle Werte eines Parameters durch die 

Standardabweichung geteilt und der Mittelwert jeweils abgezogen. So erhielten wir 

am Ende für alle Werte eine Standardabweichung, die gleich 1 war und einen 

Mittelwert der 0 entsprach. 

 

2.3. Ergebnisse und Ausblick 
 

Wir führten eine umfassende Analyse der Immunzellzusammensetzung nach 

Dünndarm- und Multiviszeral-Transplantation durch. Der Fokus lag dabei auf 

langfristigen Veränderungen im zeitlichen Verlauf und im Vergleich zu gesunden 
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Kontrollen sowie nach durchlebten Abstoßungsreaktionen unterschieden nach 

zellulärer und humoraler Genese. Es wurden absolute Zellzahlen und prozentuale 

Anteile betrachtet.  

Insgesamt konnten deutliche Veränderungen in der Zusammensetzung einzelner 

Immunzellsubgruppen nach intestinaler Transplantation nachgewiesen werden. 

Insbesondere im angeborenen Immunsystem waren diese im erstaunlichen Ausmaß 

ersichtlich. So zeigte sich der Anteil der CD16 exprimierenden Monozyten und 

myeloiden dendritischen Zellen (DCs) nach intestinaler Transplantation deutlich 

erhöht. Dies war auch noch nach 10 Jahren nach Transplantation ersichtlich.   

Zusätzlich konnte bei Patienten mit durchlaufener zellulärer Abstoßung nochmals 

deutlich höhere Werte insbesondere der absoluten Zahlen der Gesamt-DCs, CD16+ 

Monozyten und 16+ myeloider DCs (Abbildung 1C und Anhang Tabelle 3 und 4) 

ermittelt werden.  

Nach zellulärer Abstoßung waren zusätzlich die prozentualen Anteile der Gesamt-

NK-Zellen reduziert. Jedoch zeigte sich innerhalb dieser ein deutlich erhöhter Anteil 

der differenzierten CD56high NK-Zellen. In Zusammenschau mit reduzierter 

Expression des peripheren Toll-like-Rezeptors 5 (TLR 5) konnten Patienten mit 

Episoden von zellulärer Abstoßung von Patienten mit stabiler Transplantatfunktion 

und jenen mit humoralen Abstoßungen abgegrenzt werden. Hierbei ist zu betonen, 

dass diese Veränderungen nicht durch Schwankungen in der immunsuppressiven 

Therapie beeinflusst wurden, da sich die Tacrolimus-Spiegel in allen drei Gruppen 

nicht unterschieden. Diese Abgrenzung von Patienten mit isoliert zellulärer 

Abstoßung zu gesunden Probanden und Patienten mit humoral/gemischter 

Abstoßung ist in der grafischen Darstellung der Heatmap besonders eindeutig 

erkennbar (Abbildung 6c).  

Insgesamt ließen sich deutlich alterierte Zusammensetzungen der NK-Zellen bei 

Patienten mit Abstoßungsreaktionen beobachten. Dies beruht womöglich auf dem 

Zusammenhang zwischen der Aktivierung der NK-Zellen bei Abstoßungsreaktionen 

und der Akkumulation dieser Zellen im Transplantat. Die Daten stehen jedoch im 

Widerspruch zu anderen Studien. So zeigten sich bei Patienten nach 

Nierentransplantation mit nachweisbaren Spender-spezifischen anti-HLA Antikörpern 

(DSA) und nicht-DSA ein verminderter Anteil an CD56+ NK-Zellen mit stark erhöhtem 

Anteil an CD56high NK-Zellen unabhängig von der Art der Antikörper, bereits 

durchgemachten akuten Abstoßungen oder dem Therapieregime (31). Weiterhin 
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wurden in Biopsien von nierentransplantierten Patienten mit antikörper-vermittelter 

Abstoßung vermehrt NK-Zell assoziierte mRNA nachgewiesen. In dieser Arbeit 

waren bei humoraler Abstoßung reduzierte zirkulierende NK-Zellen und erhöhte 

Anteile an CD56high NK-Zellen nachweisbar. Weiterhin zeigten die Patienten mit 

überstandener zellulärer Abstoßung das in den Studien bei Patienten mit humoraler 

Abstoßungsreaktion beschriebene Verteilungsmuster der NK-Zellen. (31-33). 

Wie bereits erwähnt, haben Studien bei intestinal transplantierten Kindern mit akuten 

Abstoßungsreaktionen erhöhte Anteile an myeloiden Zellen, Monozyten und 

dendritischen Zellen nachgewiesen (24, 34). Auch bei unseren Untersuchungen 

waren CD16 exprimierende Monozyten und myeloide DCs am höchsten bei zellulärer 

Abstoßung nach Transplantation. Erhöhte Anteile an CD16+ Monozyten wurden 

ebenfalls bei Patienten mit chronischer Entzündung wie bei chronischer 

Niereninsuffizienz (CKD) detektiert und es wird diskutiert, ob diese hierbei den 

epithelialen Schaden widerspiegeln (35). 

Weiterhin waren Granulozyten proportional und absolut erniedrigt in Proben von 

Patienten mit Zustand nach zellulärer Abstoßung. Tatsächlich wurde die intestinale 

Diapedese von Neutrophilen bei Abstoßungsreaktionen sowohl vom zellulären (28) 

als auch Antikörper-vermittelten Typ (36, 37) bereits beschrieben. Da unsere 

Blutanalysen zeitlich verzögert, relativ spät nach der Abstoßungsreaktion 

durchgeführt wurden, deuten unsere Ergebnisse an, dass die Migration der 

Granulozyten auch in Abwesenheit von klinischen Symptomen anhält.  

Im Vergleich zu myeloiden dendritischen Zellen (mDCs) werden pDCs eher mit 

Toleranzentwicklung assoziiert. Dies konnte zum Beispiel bereits bei 

lebertransplantierten Patienten gezeigt werden (38, 39). Folglich gibt das niedrige 

Verhältnis von pDC/mDC und die hohen Anteile an inflammatorischen CD16+ 

Monozyten und DCs, welche in unseren Patienten gemessen haben, Hinweise auf 

konstante inflammatorische Prozesse nach intestinaler Transplantation. Insgesamt 

waren die Veränderungen im angeborenen Immunsystem unabhängig von der Art 

des Transplantats.  

Zusätzlich zu Veränderungen im angeborenen Immunsystem zeigten sich bei 

unseren Patienten auch deutlich mehr aktivierte konventionelle T-Zellen mit 

dementsprechend hoher Expression von HLA-DR und CD57 (Abbildung 3A). Da 

Dünndarmtransplantation im Allgemeinen schon ein großes immunologisches 

Ereignis darstellt, vermuteten wir dadurch bedingt eine erhöhte Chemokin-
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Rezeptorexpression, die die Migration von zirkulierenden Immunzellen begünstigt. So 

untersuchten wir sowohl die Chemokinrezeptorexpression (40, 41) als auch die 

Chemokinspiegel selbst. Tatsächlich wiesen die aktivierten konventionellen T-Zellen 

wiederum eine erhöhte Expression verschiedener Chemokinrezeptoren der T-

Helferzellensubgruppen mit konstant hohen Anteilen von Th1, Th2 und Th17 im 

Vergleich zu gesunden Probanden auf (Abbildung 5C). Zudem detektierten wir mehr 

aktivierte T-Helferzellen abhängig vom Transplantat-Typ. So zeigte sich 

insbesondere ein höherer Anteil an HLA-DR+, CD57+, oder CD27− T-Zellen bei 

Patienten mit multiviszeraler Transplantation (im Anhang Abbildung 3B).   

Wenn man zusätzlich die Chemokin- und Zytokinspiegel betrachtet, zeigen sich hohe 

Spiegel von T-Zell rekrutierenden Chemokinen und Th2- Chemokinen nach 

intestinaler Transplantation auch noch nach langer Zeit (Abbildung 6A). Dabei war 

die Erhöhung auch unabhängig von Abstoßungsepisoden. Auch dies unterstützt das 

Bild der generellen Immunaktivierung nach ITx. 

Diese wird wiederum vermeintlich über einen erhöhten Anteil an aktivierten 

regulatorischen T-Zellen kompensiert, da alle Patienten auch 10 Jahre nach 

Transplantation deutlich mehr CCR4+ Tregs, also Tregs mit aktivierten 

Gedächtniszellen- Phänotyp (42) im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigten 

(Abbildung 5A). Zusätzlich exprimiert die Mehrheit der Zellen zusätzlich CCR6 

(Abbildung 5B). Übereinstimmend war der Prozentsatz an CD4+ Zellen mit 

demethylierter TSDR und damit stabiler Foxp3 Expression höher in transplantierten 

Patienten und war dabei auch unbeeinflusst vom Rejektionsstatus (im Anhang 

Abbildung 5A, C). Unsere Ergebnisse stellen damit die Schlussfolgerung einer erst 

vor kurzem publizierten Studie in Frage. In dieser waren hohe Anteile an 

regulatorischen T-Zellen bei intestinal transplantierten Patienten einem 

immunmodulatorischen Therapieschema zugeschrieben worden und wurden mit 

langlebigerer Transplantatfunktion assoziiert (43). Dabei wurden ITx-Patienten, die 

das immunmodulierende Therapieprotokoll erhielten, mit Patienten nach 

Nierentransplantation und gesunden Kontrollen verglichen. Ein Vergleich zu ITx- 

Patienten mit anderen immunsuppressiven Therapieprotokollen wurde dabei nicht 

durchgeführt. Wir vermuten jedoch, dass hohe Anteile an CCR6+ Tregs eventuell auf 

eine permanente Rekrutierung zum Ausgleich der ständigen Immunzellaktivierung 

nach intestinaler Transplantation hindeuten könnten.  
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Die Anzeichen permanenter T-Zellaktivierung waren unabhängig von einer 

Sensibilisierung vor Transplantation, da sich in keinem der Patienten Spender-

spezifische anti-HLA-Antikörper vor Transplantation nachweisen ließen (Daten nicht 

gezeigt).  

Weiterhin war trotz höherer Anteile an Chemokin-Rezeptor exprimierenden 

regulatorischen und konventionellen CD4+ T-Zellen kein Zusammenhang zu 

Abstoßungsreaktion in der Vergangenheit erkennbar. 

In früheren Studien ließen sich vermehrte Anteile an CD154+ aktivierten Gedächtnis 

T-Zellen bei Patienten mit Abstoßungsreaktion nachweisen (16, 23). In unserer 

Patientenkohorte zeigte sich wiederum eine umfassende und persistierende T-

Zellaktivierung, Differenzierung der T-Helferzellen und Ausbildung von Gedächtnis-T-

Zellen. Dabei konnten keine Unterschiede zwischen Patienten mit zellulärer oder 

humoraler Abstoßung nachgewiesen werden. Jedoch zeigte sich eine Abhängigkeit 

von der transplantierten Spendermenge. Dieser Effekt der Antigenmenge stimmt mit 

Ergebnissen vorheriger Studien überein (44). Die meisten Proben der Patienten mit 

Abstoßungsreaktionen sind Monate bis Jahre nach der letzten Abstoßungsreaktion 

abgenommen worden, was eventuell die Unstimmigkeiten zu der oben erwähnten 

Publikation erklären könnte. Allerdings war das Ziel dieser Studie nicht, prädiktive 

Biomarker zur Früherkennung oder Diagnose von Abstoßungsepisoden zu 

identifizieren. Im Gegenteil der Fokus lag darauf zu untersuchen, wie die allgemeine 

Immunzellzusammensetzung und die generelle Immunzellaktivierung nach 

intestinaler Transplantation einschließlich durch akute klinische Ereignisse wie 

Abstoßungsreaktionen im generellen verändert werden. 

Dabei zeigte sich überraschend und gegensätzlich zu anderen Studien, in denen 

hohe Anteile an Spender-T-Zellen Chimärismus insbesondere früh nach 

Transplantation und bei multiviszeral-transplantierten Patienten nachgewiesen 

wurden (45, 46, 47), kein Nachweis von Spender-Allelen in peripheren CD4+ T-

Helferzellen. Es spielte keine Rolle, ob es sich um aktivierte HLA-DR+ oder nicht-

aktivierte HLA-DR- Subpopulationen handelte. Dem entsprechend sind die hohen 

Anteile an aktivierten T-Zellen bei unseren Patienten kein Zeichen für einen 

persistierenden Chimärismus. 

Um die nachgewiesenen Unterschiede zwischen ITx-Patienten und gesunden 

Probanden sowie Patienten mit zellulärer Abstoßung im Vergleich zum Rest 

übersichtlich zu visualisieren, führten wir eine Clusteranalyse inklusive Heatmap-
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Darstellung aller unangepassten signifikanten (p <0,05) Werte, die eine 

Unterscheidung der einzelnen Gruppen je nach Transplantationszeit und 

Abstoßungsstatus ermöglichen, durch.  

Dabei ist eine klare Abtrennung von den intestinal transplantierten Patienten zu den 

gesunden Probanden erkennbar. Insgesamt zeigt sich bei den ITx-Patienten ein 

inflammatorisch geprägte Zellzusammensetzung nach Transplantation mit hohen 

Anteilen an aktivierten und differenzierten Immunzellen wie CD16+ Monozyten, 

CD56high NK-Zellen und CD4+ aktivierten, CD4+ Chemokinrezeptor exprimierenden 

sowie CD4+ Gedächtnis-T-Zellen, aber auch γδ+T-Zellen, Interleukin 4 und der B-

Zellreihe. Dabei waren B-Zellen im Ganzen und die naiven B-Zellen neben weiteren 

Subgruppen nach intestinaler Transplantation vermehrt auffindbar. Korrelierend 

waren die Genmarker MS4A1 (Membrane Spanning 4-Domains A1), CD79B und 

TCL1A (T-Cell Leukemia/Lymphoma 1A), welche in Transitional- und naiven B-Zellen 

vermehrt exprimiert werden, nach Transplantation auch erhöht.  

Eine zusätzliche Aktivierung von Immunzellen konnte dabei bei Patienten mit 

zellulärer Abstoßung gesehen werden. Wie oben beschrieben konnten auch hier 

Patienten mit zellulärer Abstoßung durch einzelne Subgruppen, aber auch Parameter 

der zusätzlichen Analysen sichtbar abgegrenzt werden. Dem gegenüber zeigten 

gesunde Kontrollen eine Zellzusammensetzung aus nicht-aktivierten und naiven 

CD4+ und CD8+ T-Zellen, CD16− Monozyten und CD56dim NK-Zellen. Die komplette 

Liste der zur Separation beitragenden Parameter ist im Anhang aufgeführt. 

 

Es finden sich auch in unserer Studie Einschränkungen. So ist die Patientenkohorte 

recht klein. Jedoch muss man sagen, dass wir im Bezug zur geringen 

Transplantationsrate von Dünndarm im Generellen und insbesondere in Deutschland 

eine der größten Erwachsen-Kohorten in Europa betrachteten.  

Weiterhin wurden keine Untersuchungen der Zellzusammensetzung im Transplantat 

selbst durchgeführt.  

Bedenkt man zusätzlich die hohe Sterblichkeitsrate in den ersten 5 Jahren nach 

intestinaler Transplantation, zeigt sich bei den vor 4 Jahren transplantierten 

Patienten (ITx1 und ITx2) eine Verzerrung bezüglich überlebender Patienten. Dies 

macht jedoch die gesehen Veränderungen in der Zusammensetzung der 

Immunzellen spät nach Transplantation umso erstaunlicher.  

Zusätzlich ist zu betonen, dass dies die erste umfassende Analyse von 
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zeitabhängigen und abstoßungsbedingten Veränderungen von systemischen 

Immunzellzusammensetzungen ist. Ein genereller Überblick über die 

Immunzellzusammensetzung könnte zu neuen Ansätzen und Hypothesen für 

weiterführende Analysen zur langfristigen Findung neuer Marker führen. Denn um für 

Abstoßungen prädiktive Zellgruppen zu identifizieren, benötigt man ein besseres 

Verständnis der „normalen“ durch ITx verursachten Veränderung der 

Immunzellzusammensetzung. Weiterhin kann man nur Aussagen über die möglichen 

Ursachen einer chronischen Abstoßung treffen, wenn man generelle zeitliche 

Veränderungen und durch Akutereignisse wie Abstoßungsreaktionen ausgelöste 

Langzeitveränderungen untersucht hat. So war das Ziel dieser Studie einen ersten 

Überblick über solche Langzeitveränderungen zu verschaffen. Unsere Resultate 

zeigen eine dauerhafte inflammatorische Immunantwort und Aktivierung nach ITx, 

welche einen ersten Hinweis auf mögliche Ursachen für die unbefriedigenden 

Langzeitergebnisse nach ITx im Vergleich zu anderen soliden Organen geben. Dies 

müsste jedoch weiterführend untersucht werden. Für die Zukunft wäre es wichtig, 

solche umfangreichen Analysen nicht nur bei dieser Patientengruppe zu vertiefen, 

sondern auch bei Patienten nach Transplantation andere Organe durchzuführen. 

Das überschreitet jedoch den Schwerpunkt und die Möglichkeiten dieser Arbeit.   
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• Die Blutentnahme bei den ITx-Patienten erfolgte durch das Pflegepersonal der 
Transplantationsambulanz im Rahmen der Check-up-Untersuchungen. Ich wurde 
nach Abnahme angerufen und holte die Patientenproben ab. Weiterhin 
koordinierte ich zusammen mit der Transplantationsambulanz, welcher Patient zu 
welchem Zeitpunkt eine Blutentnahme erhält. 

• Alle durchflusszytometrischen und genetischen Experimente sowie die Isolation 
der PBMCs wurden von mir nach Einarbeitung durch Katrin Vogt und Stefanie 
Ahrlich eigenständig durchgeführt. In krankheits- oder urlaubsbedingter 
Abwesenheit erfolgte die Durchführung durch Katrin Vogt, Stefanie Ahrlich oder 
Christine Appelt. Das Serum zur Zytokin-/Chemokin-Messung wurde von mir 
aufbereitet und eingefroren. Später erfolgte die eigentliche Zytokin- und 
Chemokinmessung durch Levent Akyuez bei Schwangerschaft meinerseits. Die 
Chirmärismusanlayse erfolgte ergänzend im Rahmen des Review-Prozesses 
durch Katarina Stanko und Olga Blau.  

• Alleinige und selbstständige Auswertung der durchflusszytometrischen Daten, der 
PCR-Ergebnissen und des Methylierungsstatus von Foxp3 nach Einweisung 
durch Mathias Streitz und Katrin Vogt.  

• Selbstständige Zusammenfassung aller Ergebnisse in einer gebündelten Excel-
Tabelle. Alle vorbereitenden Berechnungen, wie die des Medians oder der 
Standardabweichung, wurden in separaten Excel-Tabellen durchgeführt. Aus 
diesen erfolgte zusammen mit Stephan Schlickeiser die statistische Auswertung 
und Erstellung der Abbildungen in „R“. Die Auswahl der statistischen Tests und 
Abbildungen erfolgten in enger Abstimmung mit Prof. Dr. Sawitzki. 

• Aus den zusammengefassten Daten und der statistischen Auswertung wurden die 
Tabellen 3-6 von mir im Anhang generiert. Auch die restlichen Tabellen bezüglich 
verwendeten Ak und Genen (Tabelle 1-2 im Anhang) wurden ohne fremde Hilfe 
von mir erstellt. 

• Alle in „R“ generierten Abbildungen wurden anschließend von mir in PowerPoint 
bezüglich Größe, Symbolen und Farbe formatiert. Weiterhin erfolgte hier die 
Zusammenstellung der einzelnen Grafiken zu gebündelten Abbildungen. Die 
Auswahl der Grafiken erfolgte auch hier zusammen mit Frau Prof. Dr. Sawitzki. 
Daraus entstandenen die Abbildungen 1-6 und die ergänzenden Abbildungen im 
Anhang 2-3 und 5-6. 

• Die Abbildungen 1 und 4 im Anhang des Papers wurden von mir im PowerPoint 
mit Grafiken aus Kaluza Version 1.2 (Beckman Coulter) und aus der BD FACS 
DivaTMSoftware v.6.1. erstellt.  
 

• Alleinige Ausarbeitung der Publikationsniederschrift in enger Zusammenarbeit mit 
Prof. Dr. Birgit Sawitzki. Insbesondere erfolgte eine intensive Beratung bezüglich 
einzuschließender Publikationen und Interpretation der Ergebnisse. Außerdem 
weiterführende Beratung und Kritik durch die Ko-Autoren.  

 

• Einreichung der Publikation durch Prof. Dr. Birgit Sawitzki bei Fachzeitschriften 
inkl. Registrierung, Letter to the Editor und Anpassung der Journalanforderungen 
an das Manuskript. 
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• Anpassung des Manuskripts im Anschluss an den Peer-Review Prozess der 
Zeitschrift für Immunologie zusammen mit Prof. Dr. Birgit Sawitzki.  
Beratung durch die Ko-Autoren.  

 

 
 
 

 
__________________________  
Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers/der 
betreuenden Hochschullehrerin  
 
 
 
 
 
____________________________  
Unterschrift des Doktoranden/der Doktorandin 
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6. Curriculum Vitae 
 
Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Gründen in der elektronischen 
Version meiner Arbeit nicht veröffentlicht. 
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