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2. Zusammenfassung: 

 

2.1 Abstract: 
Die Nierentransplantation stellt für viele Dialysepatienten mit terminaler 

Niereninsuffizienz eine kausale Therapieoption zur Verbesserung von Lebenserwartung 

und – qualität dar. Die dazu notwendige Immunsuppression bedeutet jedoch auch ein 

neues Risiko für Empfänger und Organ und ist für Arzt und Patient – nach chirurgisch 

erfolgreicher Transplantation – eine neue Herausforderung. Die richtige Einschätzung 

des individuellen Infektionsrisikos, sowie das Erkennen einer drohenden 

Abstoßungsreaktion sind wesentliche Ziele in der Patientenbetreuung.  

Im Gegensatz zum pharmakokinetischen Monitoring können pharmakodynamische 

Tests helfen, die erforderliche Therapiedosis von Calcineurininhibitoren (CNI), z.B 

Ciclosporin A (CsA), besser einschätzen und somit individuell anpassen zu können.  

Ein entscheidender Ansatzpunkt der CNIs ist dabei die indirekte Hemmung des durch 

Calcineurin aktivierten Transkriptionsfaktors NFAT. Im Rahmen einer Immunaktivierung 

kommt es zu einem quantitativen Anstieg der NFAT-Konzentration in T-Zellen mit 

nachfolgender Zytokinausschüttung, v.a. Interleukin 2 (IL-2) und Interferon gamma 

(IFNγ).  

In dieser Arbeit entwickelten wir einen Test, welcher ex vivo die tatsächliche CsA-

Wirkung anhand der durchflusszytometrischen Bestimmung von NFAT und IL-2 in 

aktivierten T-Zellen aus dem Vollblut abbildet. Es konnte eine konzentrationsabhängige 

CsA spezifische Inhibition der T-Zellantwort mit letztlich vollständiger Hemmung der 

NFAT- und IL-2-Expression gezeigt werden. 

Weiterhin analysierten meine Kollegen und ich den Einfluss eines Mangels an 

Mannose-bindendem Lektin (MBL) auf BK-Virusinfektionen und Pneumocystis jirovecii - 

Pneumonien (PCP) bei nierentransplantierten Patienten. Bei 105 Patienten, darunter 16 

mit Poliomavirus assoziierter Nephropathie (PVAN) und 25 mit leichter BK-Virus (BKV) - 

Infektion, konnte ein MBL-Mangel nicht als Risikofaktor für vermehrte Infektionen 

identifiziert werden. Im Gegenteil fand sich ein Trend zu höheren MBL-Spiegeln bei 

Patienten mit PVAN im Vergleich zu Patienten mit nur leichter BKV-Infektion, 

insbesondere nach Ausschluss von Patienten mit Rejektion als potentielle Störgröße 

(p=0,076). Dieses ist möglicherweise auf eine verringerte Tubulusinflammation bei 

verminderter MBL-assoziierter Komplemantaktivierung zurückzuführen. 
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Zudem konnte bei 112 Patienten, darunter 17 Patienten mit PCP-Infektion, kein 

Zusammenhang zwischen PCP und MBL-Mangel gefunden werden. 

In weiteren durchflusszytometrischen Untersuchungen von T-Zell-Subtypen (CD4+, 

CD8+ und CD31+ RTE – T-Zellen) bei 281 Patienten mit Nierentransplantation (n=14 

für PCP) fand sich eine Assoziation des PCP-Risikos mit einer CD4+ Lymphopenie und 

einer Thymusunterfunktion. 

 
Abstract (English):  
For many patients on dialysis with end-stage renal failure renal transplantation 

represents a causal therapy to reduce mortality and improve quality of life. However, 

immunosuppressive therapy is a new risk for the recipient and graft even after 

successful surgical transplantation. Estimation and evaluation of the individual risk 

between imminent infection and graft rejection is challenging.  

In contrast to pharmacokinetical drug monitoring, pharmacodynamic tests can help to 

find the adequate drug dosage of calcineurin inhibitors (CNI) such as Cyclosporine A 

(CsA). Furthermore, such tests can be helpful in adapting the drug dosage to individual 

needs of patients.  

A substantial target of CNIs is the indirect inhibition of the calcineurin activated 

transcription factor NFAT. Immune activation leads to an increase of NFAT in T cells 

with consecutive cytokine expression – especially IL-2 and Interferon gamma (IFNγ).  

As part of my thesis we developed an ex vivo test which shows the actual CsA effect by 

flow-cytometric determination of NFAT and IL-2 in activated T cells. 

Furthermore, we analyzed the influence of mannose-binding lectin (MBL) on BK-Virus 

(BKV) infections and pneumocystis jirovecii pneumonia (PCP) in renal transplant 

recipients. In 105 patients - 16 with poliomavirus associated nephropathy (PVAN) and 

25 with low level BK viremia – MBL deficiency was not a risk factor for BKV infection. 

We could show, that there was a trend towards higher MBL levels in patients with PVAN 

compared to those with low levels of BK viremia, especially after exclusion of patients 

with acute rejection as a possible bias (p=0,076). This might be caused by a lower local 

MBL associated complement activation and consecutive tubulus inflammation. 

In addition, we could not detect an association between PCP and MBL deficiency in 112 

patients including 17 with PCP infection. 
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Further flow-cytometric measurements of T cell subsets (CD4+, CD8+ and CD31+ RTE 

– T cells) in 281 renal transplant patients (n=14 for PCP) showed an association of PCP 

with CD4+ lymphopenia and thymic functional impairment. 

 
 

2.2  Einleitung und Zielstellung 
Die allogene Nierentransplantation hat sich während der letzten 30 Jahre, dank der 

Entwicklung neuer Immunsuppressiva (IS), als Standardtherapie der terminalen 

Niereninsuffizienz etablieren können. Insbesondere die Einführung des 

Calcineurininhibitiors Ciclosporin A Anfang der 80er Jahre führte zu einem Durchbruch 

in der Transplantationsmedizin (1,2). Trotz dieser Erfolge ließ sich die 

Langzeitfunktionsfähigkeit der transplantierten Organe in den letzten 15-20 Jahren nur 

wenig verbessern (3,4). Neben einer zunehmenden Transplantation marginaler Organe 

ist dies u.a. auf chronische Transplantatabstoßung und auf die Nephrotoxizität der 

immunsuppressiven Therapien zurückzuführen (4,5). Eine personalisierte Therapie, die 

einerseits eine adäquate Suppression des Immunsystems zur Vermeidung einer 

Rejektion erreicht, andererseits jedoch eine überzogene Immunsuppression mit 

möglichen Nebenwirkungen verhindert, stellt somit ein wichtiges Ziel bei der Betreuung 

organtransplantierter Patienten dar. Ein Fokus vieler Forschungsprojekte ist deshalb die 

Charakterisierung und Bewertung des Immunsystems durch neue diagnostische Tests 

und Biomarker. 

CNIs wie CsA und Tacrolimus (FK506) sind essentielle Bausteine in der 

Aufrechterhaltung einer dauerhaften IS bei nierentransplantierten Patienten (6,7). 

Aufgrund der geringen therapeutischen Breite und der nephrotoxischen 

Nebenwirkungen ist eine regelmäßige Bestimmung der Wirkstoffkonzentration C0 im 

Vollblut erforderlich. Diese stellt jedoch die tatsächliche Immunsuppression nur 

ungenügend dar, eine drohende Abstoßung kann somit kaum vorhergesagt werden (8). 

Wir versuchten deshalb, ein durchflusszytometrisches Vollblut-Assay zum 

pharmakodynamischen Monitoring von CsA zu entwickeln. Als Biomarker wählten wir 

mit NFATc1 einen Calcineurin-abhängigen induzierbaren Transkriptionsfaktor, der 

direkt an der T-Zell-Aktivierung beteiligt ist und somit die pharmakodynamische Wirkung 

von CsA an T-Zellen widerspiegelt. Darüber hinaus wurde die T-Zellexpression von IL-2 

gemessen. 
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Ebenfalls verbunden mit einer hohen Zahl an Organverlusten und infektionsgetriggerten 

Rejektionen ist die fast ausschließlich bei nierentransplantierten Patienten und durch 

den BK-Virus verursachte PVAN. Eine weitere gefürchtete Infektion mit hoher Mortalität 

bei organtransplantierten Patienten unter Immunsuppression ist die PCP. 

Das Komplementsystem ist als Teil der nativen Immunabwehr nicht Ansatzpunkt der 

Immunsuppression bei organtransplantierten Patienten und bleibt somit ein wichtiger 

Baustein der Infektbekämpfung. Neben dem klassischen und dem alternativen Weg 

nutzt das in der Leber synthetisierte Mannose-bindende Lektin über Bindung an 

Glykopeptidstrukturen auf Bakterien und Viren (z.B. Mannose) den Lektin-Weg zur 

Komplementaktivierung. 

Ein MBL-Mangel wurde bereits mit verschiedenen Infektionen, u.a. bei 

immunsupprimierten Patienten, in Verbindung gebracht (9-11). Im Gegensatz dazu 

führen erhöhte MBL-Konzentrationen jedoch auch zu einer erhöhten Rejektionsrate und 

frühzeitigem Organverlust nach Nierentransplantation (12,13). In diesem Rahmen sollte 

erstmals der Zusammenhang zwischen BK-Virus- und PCP-Infektion mit einem MBL-

Mangel nach Nierentransplantation untersucht werden. 

Ferner ist eine CD4+ Leukopenie ein bereits bekannter Risikofaktor für PCP bei HIV 

infizierten Patienten (14). Wir untersuchten deshalb zusätzlich den Einfluss von 

verschiedenen T –Zell Subtypen (CD4+, CD8+ und CD31+ RTE-T-Zellen) auf das PCP-

Risiko bei nierentransplantierten Patienten. 

 

 
 
2.3 Methodik und Patienten 
2.3.1 NFATc1-Messung in isolierten CD4 Zellen 
Mononukleäre Zellen (MNC) wurden mit Ficoll PAQUE aus heparinisiertem Vollblut 

präpariert, anschließend isolierten wir die CD4+ T-Zellen (MACS® Separations Kit; 

Miltenyi Biotech). Die CD4+ Zellen wurden mit verschiedenen CsA Konzentrationen 

versetzt und in RPMI Medium bei 37°C für 20 Minuten inkubiert. Danach stimulierten wir 

die Zellen mit 10 ng/ml PMA und 1 µg/ml Ionomycin für 6 Stunden im Inkubator. Nach 

Fixierung und Permeabilisierung (eBioscience Kit) wurden die Zellen mit PE-

konjugierten anti-NFATc1-Antikörpern gefärbt und durchflusszytometrisch analysiert 

(FACS Calibur; BD). 
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2.3.2 Durchflusszytometrisches Vollblutassay zur Quantifizierung von NFATc1- 

und IL-2-Expression 
Jeweils 1 ml heparinisiertes Vollblut von gesunden Probanden wurde mit 50 ng/ml PMA 

und 2,5 µg/ml Ionomycin (Sigma) für 5 Stunden im Inkubator (37°C) stimuliert. 20 

Minuten vor Stimulation wurden die Samples mit verschiedenen klinisch relevanten 

Konzentrationen von CsA (Calbiochem.) versetzt, 30 Minuten nach Stimulation erfolgte 

die Zugabe von Brefeldin A (Sigma; 10µg/ml) zur Inhibierung der Zytokinexozytose. 

Anschließend wurden die Erythrozyten durch FACS Lysing Solution (BD) lysiert und die 

verbleibenden MNCs mit FACS Perm Sol. 2 (BD) permeabilisiert und fixiert.  Nach 

Färbung der MNCs mit fluoreszierenden anti-IL-2, anti-CD3 und anti-NFATc1 

Antikörpern analysierten wir die Zellen mit dem Durchflusszytometer (FACS Calibur; 

BD).  

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde die Software FlowJo (TreeStar) verwendet. 

 

2.3.3 MBL-Messungen im Serum bei nierentransplantierten Patienten mit und 
ohne BK-Virus- bzw. PCP- Infektion 
Aus dem Serum der Patienten erfolgte die Quantifizierung der MBL-Konzentration 30, 

90 und/oder 180 Tage nach der Transplantation mithilfe eines kommerziell erhältlichen 

ELISA-Tests (AntibodyShop, Gentofte) nach den Instruktionen des Herstellers. Bei 

39/105 (BKV-Studie) bzw. 37/112 Patienten (PCP-Studie) wurde die MBL-

Konzentration zu allen drei Zeitpunkten (30, 90 und 180 Tage nach NTX) bestimmt. Für 

die weiteren Analysen wurde der Median aus den vorhandenen Messpunkten 

verwendet. 

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen BKV-Infektionen und MBL-

Serumkonzentration wurden 105 Patienten mit Nierentransplantation zwischen 2005 

und 2010 in drei Gruppen klassifiziert: Patienten mit PVAN (Gruppe 1, n=16, BK-

Viruslast im Serum > 104 copies/ml über 3 Wochen), Patienten mit leichter BKV-

Infektion (Gruppe 2, n=25, Viruslast im Serum positiv) und Patienten ohne BKV-

Infektion (Gruppe 3, n=64). Patienten mit PCP-Infektion wurden aus dieser Studie 

ausgeschlossen. 

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen PCP-Infektionen und MBL-

Serumkonzentration wurden 112 Patienten mit Nierentransplantation zwischen 2004 

und 2010 in zwei Gruppen mit (17/112) und ohne (95/112) PCP-Infektion klassifiziert. 

Patienten mit PVAN wurden aus der Studie ausgeschlossen. 
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In Übereinstimmung mit vorangegangenen Studien wurden mediane MBL-

Serumkonzentrationen < 500 ng/ml als MBL-Mangel und MBL-Serumkonzentrationen < 

1000 ng/ml als partieller MBL-Mangel klassifiziert (10,11). 

 

2.3.4 Messung der T-Zell-Subpopulationen 

Bei 281 nierentransplantierten Patienten wurde die Anzahl der CD3+, CD4+, CD8+ und 

CD31+/CD45RA+/CD4+ Zellen zwischen 1 bis 6 Zeitpunkten (präoperativ: Tag 0; 

postoperativ: Tag 30, 60, 90, 180, 365) wie bereits beschrieben bestimmt (15).  

 

2.3.5 Statistische Analysen 
Die klinischen und paraklinischen Daten der Patienten wurden der hauseigenen 

Datenbank für Nierentransplantation des Virchow-Klinikums der Charité (TBase) 

entnommen.  

Zur Auswertung der statistischen Daten wurde die Software „PASW Statistics 18“, 

„GraphPad InStat“ und „SigmaPlot“ verwendet. 

 
 

 
2.4 Ergebnisse 
2.4.1 NFATc1-Induktion in isolierten CD4+ Zellen  
Durchflusszytometrisch stellten sich die stimulierten isolierten CD4+ Zellen im Vergleich 

zu unstimulierten CD4+ Zellen in der NFATc1-Färbung mit einer deutlich höheren 

mittleren fluoreszierenden Intensität (MFI) dar. Durch Behandlung der CD4+ Zellen mit 

CsA während der Inkubation konnte dieser NFATc1-Shift in der stimulierten Population 

inhibiert und somit die Spezifität der Färbung nachgewiesen werden (Abb.1). 

 
2.4.2 Etablierung des Vollblutassays zur durchflusszytometrischen 
Quantifizierung von NFATc1 und IL-2 in aktivierten CD3+ T-Zellen 
Zur Verbesserung der Praktikabilität wurde nun ein Assay zur Messung der Expression 

von NFATc1 und IL-2 in CD3+ T-Zellen nach Stimulation im Vollblut konzipiert. Bei 

Inkubation des Vollblutes für 5 Stunden zeigte sich die höchste Expression von NFATc1 

und IL-2. Durch Titrationsansätze stellte sich eine optimale Stimulationskonzentration 

von 50 ng/ml Ionomycin und 2,5 µg/ml PMA heraus (Abb. 2 A-D). 
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Nach Beifügen von CsA 20 Minuten vor Stimulationsbeginn konnte ein hemmender 

Effekt auf die NFATc1- und IL-2-Expression der ex vivo stimulierten T-Zellen 

nachgewiesen werden. In Hinblick auf die klinische Relevanz wurden in den 

Vollblutansätzen CsA-Konzentrationen zwischen 5 und 1000 nmol/l verwendet. Die 

mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) für NFATc1 und IL-2 lag bei 200 nmol/l bzw. 

150 nmol/l. Bei höheren Konzentrationen >500 nmol/l ließ sich eine fast vollständige 

Hemmung der NFATc1- und IL-2-Expression erreichen (Abb. 3). 

 

2.4.3 Assaystabilität und Lagerungsbedingungen 

Die Stabilität und Reproduzierbarkeit des Vollblutassays analysierten wir durch 

Wiederholungen identischer Versuchsansätze. Hierbei zeigte sich eine niedrige Intra- 

und Interassay-Variabilität (Variationskoeffizienten für NFATc1/IL-2: 6,2 - 11,5%). 

Ferner ließen sich bei gesunden Probanden an verschiedenen aufeinanderfolgenden 

Tagen vergleichbare Ergebnisse erzielen (Abb. 4A). Eine Lagerung des Vollblutes bei 

Raumtemperatur im Dunkeln erbrachte auch nach 24 Stunden stabile Ergebnisse (Abb. 

4B). In der zirkadianen Analyse mit Blutabnahmen zu verschiedenen Tageszeiten ließ 

sich hingegen eine erhöhte, jedoch nicht signifikante NFATc1- und IL-2-Expression in 

den Mittagsstunden nachweisen (Abb. 4C).  

 

2.4.4 Klinische Charakteristika der nierentransplantierten Patienten 
BKV-Studie: Die Patienten der drei Gruppen wiesen keine Unterschiede in Bezug auf 

Alter, Geschlecht, HLA-Übereinstimmung, Rejektionen oder Serumkreatinin (12 Monate 

nach Nierentransplantation) auf. 

PCP-Studie: Die Patienten der zwei Gruppen zeigten keinen Unterschied in Bezug auf 

Geschlecht oder Rejektionen. Interessanterweise waren die Patienten der PCP-Gruppe 

im Vergleich zur Kontrollgruppe jedoch signifikant älter (p=0,008)  

 

2.4.5 MBL-Konzentration bleibt konstant nach Nierentransplantation 
Eine MBL-Bestimmung wurde in 39/105 (BKV-Studie) bzw. 37/112 (PCP-Studie) 

Patienten zu drei Zeitpunkten nach Nierentransplantation (30, 90 und 180 Tage) 

durchgeführt. Dabei fanden sich, auch unabhängig von BKV-Infektion oder PCP, keine 

signifikanten Unterschiede in der MBL-Serumkonzentration zu den jeweiligen 

Zeitpunkten (Friedman-Test p= 0,215 bzw. p=0,091).  
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2.4.6 MBL-Mangel ist nicht mit BK-Virus Infektion bei nierentransplantierten 

Patienten assoziiert 
Die Häufigkeit eines MBL-Mangels stellte sich zwischen den drei Gruppen mit PVAN, 

leichter BKV-Infektion und der Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlich dar 

(p=0,824). Es fand sich jedoch ein Trend in Gruppe 2 (leichte BKV-Infektion) zu 

niedrigeren MBL-Konzentrationen im Vergleich zur Gruppe 1 (PVAN) (Abb. 5). In einer 

erneuten Analyse und nach Ausschluss aller Patienten mit Rejektionen als möglichen 

Störfaktor zeigte sich ein partieller MBL-Mangel in Gruppe 2 statistisch nicht signifikant 

häufiger im Vergleich zur Gruppe 1 (p=0,076). 

 

2.4.7 MBL-Mangel ist nicht mit PCP- Infektion bei NTX Patienten assoziiert 
Die Häufigkeit eines MBL-Mangels stellte sich zwischen nierentransplantierten 

Patienten mit und ohne PCP-Infektion nicht signifikant unterschiedlich dar (p=0,292) 

(Abb. 6). 

 

2.4.8 CD4+ Lymphopenie und Thymusunterfunktion als Risikofaktor für PCP 
Bei der Bestimmung der T-Zell-Subpopulationen konnte bei PCP-Patienten im 

Vergleich zur Kontrollgruppe eine niedrigere CD4+ Zellzahl zu allen Zeitpunkten, mit 

statistischer Signifikanz an Tag 0 (p=0,017) und Tag 60 (p=0,032), gefunden werden. 

Weiterhin zeigte sich eine signifikant niedrigere Anzahl an jungen, aus dem Thymus 

stammenden CD31+/CD45RA+/CD4+ Lymphozyten (‚recent thymic emigrants’ – RTE) 

an Tag 0 (p=0,046) (Abb. 7).  

 

 

 

2.5 Diskussion 

2.5.1 NFATc1 und IL-2 als Biomarker zum Immunmonitoring einer CNI-Therapie 
Aufgrund der geringen therapeutischen Breite von CsA sind pharmakokinetische 

Messungen der C0 CsA-Konzentrationen im Vollblut bei organtransplantierten 

Patienten in der Klinik weiterhin von Bedeutung. Dabei bestehen jedoch große 

interindividuelle Unterschiede der dosisabhängigen Nebenwirkungen wie 

Nephrotoxizität. Ebenso wird die tatsächliche immunsuppressive Wirkung durch die 

Medikamentenkonzentration nur unbefriedigend widergespiegelt. Pharmakodynamische 
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Tests sind auf dem Weg zur individuellen Immunsuppression bei Organtransplantation 

folglich unabdingbar.  

In der vorliegenden Arbeit wurden NFATc1 und IL-2 als potentielle Biomarker zum 

Monitoren der pharmakodynamischen Effekte von CsA auf die T-Zellantwort untersucht. 

CsA inhibiert dabei die Aktivierung von NFATc1 und damit durch Inhibierung einer 

Autoregulationsschleife die Expression von NFATc1 selbst (16,17). Erst durch 

aktiviertes NFAT kommt es zu einer Expression von Zytokinen wie IL-2. Die T-Zell-

Expression von NFATc1 und IL-2 bildet die CsA-Wirkung auf verschiedenen Ebenen 

der Signaltransduktion bei der TZR-Aktivierung ab und gibt somit Aufschluss über den 

tatsächlichen Grad der Immunsuppression. 

Wir konnten zeigen, dass bei verschiedenen CsA-Titrationen, die den klinischen 

Therapiedosierungen entsprechen, eine konzentrationsabhängige Inhibition der 

NFATc1- und IL-2-Expression erreicht wird. 

Für eine mögliche Translation in die klinische Praxis ließen sich die gesammelten 

Blutproben ohne signifikante Änderung der NFATc1- und IL-2-Expression bis zu 24 

Stunden lagern. 

Die Durchführung des Tests ist durch die Verwendung von Vollblut bereits mit einer 

kleinen Probenmenge von wenigen Millilitern möglich. Im Vergleich mit Messungen an 

isolierten T-Lymphozyten lässt sich neben Material auch kostbare Laborzeit sparen. 

Darüber hinaus wird die physiologische Situation der CsA-Wirkung und seiner 

Proteinbindung ex vivo dargestellt, insbesondere da sich ein Großteil der CsA-Menge in 

den Erythrozyten befindet. 

In vorausgegangenen Studien konnten Giese und Kollegen bereits durch quantitative 

RT-PCR-Messungen von mRNA der Zytokine IL-2, IFNγ und Granzym A die CsA 

vermittelte Inhibition der T-Zellantwort darstellen (18). 

Weitere Tests messen die intrazelluläre ATP-Produktion oder die intrazelluläre 

Calcineurin-Aktivität  und zielen somit auf eine unspezifische Bestimmung der 

Immunsuppression ab (19,20). Ein Vorteil dieser Methoden ist die gleichzeitige 

Abbildung mehrerer immunsuppressiver Medikamente mit unterschiedlichen 

pharmakodynamischen Wirkungsmechanismen, wie sie in der Transplantationsmedizin 

verwendet werden.  

Trotz aller Bemühungen ist es bislang nicht gelungen, einen pharmakodynamischen 

Test in den klinischen Alltag zu integrieren. Die klinische Relevanz des Vollblutassays 
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zum individuellen Monitoren der CsA-vermittelten IS muss deshalb zunächst durch 

weitere klinische Untersuchungen an organtransplantierten Patienten belegt werden.  

 

2.5.2 MBL-Mangel als Risikofaktor bei immunsupprimierten Patienten nach 
Nierentransplantation für PVAN und PCP 

In unseren Studien zeigten sich die MBL-Konzentrationen zwischen 30 und 180 Tagen 

nach Nierentransplantation stabil. Dies wurde bereits für die frühe 

Posttransplantationsphase in vorangegangenen Studien belegt (11,21). 

Große interindividuelle Schwankungen basieren auf Polymorphismen des MBL2-Gens 

(22). Intraindividuelle MBL-Schwankungen wurden ebenfalls nach allogener 

Stammzelltransplantation, als auch bei Entzündungsreaktionen beschrieben (23-25). 

Als Mitglied der Collectinfamilie ist MBL ein Bestandteil der unspezifischen 

Immunabwehr und bindet vor allem an glykosylierten bakteriellen Oberflächenproteinen 

(z.B. Mannose, Fucose) (22). Beispielhaft sei hier das Oberflächenprotein Glykoprotein 

A von Pneumocystis jirovecii erwähnt, ein stark glykosyliertes Protein mit 

Mannoseresten (26). Darüber hinaus scheint MBL auch eine Schutz vor viralen 

Infektion wie CMV und HPV zu bieten (10,27). Hier dienen möglicherweise auch 

Nukleinsäuren und nicht- glykosylierte Proteine als MBL-Angriffspunkt. 

Ein Assoziation zwischen MBL-Mangel (<500ng/ml) und BK-Virus-Infektion bzw PCP 

konnte in unseren Studien bei nierentransplantierten Patienten jedoch nicht 

nachgewiesen werden. Im Gegenteil zeichnete sich bei Patienten mit partiellem MBL-

Mangel, insbesondere nach Ausschluss von nierentransplantierten Patienten mit akuter 

Rejektion als möglichen Störfaktor, ein Trend zu niedrigerer BK-Viruslast ab. Wir 

nehmen an, dass ein MBL-Mangel, durch eine verminderte Komplementaktivierung und 

Tubulusinflammation seltener zur Progression von einer ‚leichten’ BKV-Infektion zu 

einer PVAN mit hoher BK-Viruslast führen könnte. Eine Tubulusinflammation im 

Rahmen von Reperfusions-Ischämie-Schäden wurde bereits in vorangegangenen 

Studien als Risikofaktor für eine PVAN aufgeführt (28-30). Ebenfalls wurde eine 

Aktivierung des Lektin-Komplement-Weges durch Reperfusions-Ischämie-Schäden 

beschrieben (31-33). Interessanterweise gelten akute Rejektionen als eigenständiger 

Risikofaktor für eine PVAN, zudem sind hohe MBL-Level mit rejektions-bedingt 

kürzerem Organüberleben assoziiert (12,13). 



  13 

Trotz einer relativ großen Kohorte von 16 Patienten mit hoher BK-Viruslast und 25 

Patienten mit niedriger BK-Viruslast zeigte sich noch keine Signifikanz (p=0,076) und es 

sind somit weitere Studien zur Belegung unserer Hypothese notwendig.  

 

2.5.3 Altersabhängige CD4+ Lymphopenie und Thymusunterfunktion bei 

nierentransplantierten Patienten sind mit einem erhöhten PCP-Risiko assoziiert 
Im Vergleich zu HIV Patienten ist bei organtransplantierten Patienten kaum etwas über 

den Zusammenhang zwischen einer niedrigen Anzahl an CD4+ T-Helferzellen und 

einem erhöhten PCP-Risiko bekannt. In unserer Analyse fand sich bei CD4+ 

Lymphopenie ein erhöhtes PCP-Risiko in der frühen Posttransplantationsphase bei 

nierentransplantierten Patienten. Weiterhin zeigte sich vor Nierentransplantation auch 

die Thymusunterfunktion (in Form einer niedrigen Anzahl an CD31+ ‚RTE’- T-

Lymphozyten) mit PCP assoziiert. Erstmals konnte dabei eine altersabhängige Relation 

von PCP-Risiko, Thymusunterfunktion und CD4+ Lymphopenie aufgezeigt werden. Im 

Vergleich zu HIV-Patienten, bei welchen eine CD4+ Zellzahl von 200/µl als Grenze für 

ein erhöhtes PCP-Risiko gilt, konnte ein eindeutiger Schwellenwert bei den 

nierentransplantierten Patienten in unserer Studie nicht definiert werden (14). 

Eine altersabhängige Verschlechterung der Immunfunktion ist neben einer 

Quantitätsabnahme der CD4+ und CD31+ ‚RTE’-Lymphozyten jedoch auch von 

weiteren qualitativen Faktoren wie Proliferation, Zytokinausschüttung und T-

Zellrepertoire abhängig (34). Zukünftige qualitative Studien zur T-Zellfunktion sollten 

helfen, das Risiko von PCP und anderen Infektionen nach Nierentransplantation besser 

einschätzen und vorhersagen zu können.  

 

 

Aktuell scheint die medikamentöse IS in der Transplantationsmedizin die einzige 

realistische Möglichkeit zur Aufrechterhaltung der Transplantatfunktion, insbesondere 

da eine Immuntoleranz gegenüber einem transplantierten Organ (noch) nicht sicher 

induziert werden kann. Die vorgestellten Studien zielen auf eine Vorbeugung der 

hierdurch verursachten Nebenwirkungen ab und stellen einen weiteren, kleinen Schritt 

in Richtung einer individuellen Therapie dar. 
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2.7 Abkürzungen  

BKV BK-Virus 

CNI Calcineurininhibitor 

CsA Ciclosporin A 

HIV Humanes Immundefizienz-Virus 

IFNγ Interferon gamma 

IL-2 Interleukin 2 

IS Immunsuppressiva 

NFAT ‚nuclear factor of activated T-cells’ 

MBL Mannose - bindendes Lektin 

MFI Mittlere fluoreszierende Intensität 

MNC Mononukleäre Zellen 

PCP Pneumicystis jirovecii - Pneumonie 

PVAN Poliomavirus assoziierte Nephropathie 

RTE ‚recent thymocyte escapers’ 

TZR T-Zellrezeptor 
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2.8 Abbildungen 

 

Abbildung 1: NFATc1 ist in der Durchflusszytometrie messbar. Isolierte CD4+ Zellen 

wurden 6 Stunden mit PMA/Ionomycin stimuliert. NFATc1-Expression wurde im 

Durchflusszytometer gemessen. Repräsentative Daten eines Experiments (von 

insgesamt drei) werden gezeigt. 

 
 

 
Abbildung 2: Durchflusszytometrische Messung von NFATc1 und IL-2 in T-Zellen aus 

stimuliertem Vollblut. (A, B) Proben aus Vollblut wurden 5 Stunden stimuliert (50 ng/ml 
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PMA/ 2.5 µg/ml Ionomycin) oder nicht stimuliert. Nach Lyse der Erythrozyten wurden 

die übrigen Zellen permeabilisiert und gefärbt (CD3-FITC, intrazellulär IL-2-APC und 

NFATc1-PE). (A) Auswahl der CD3+ T-Zellen in einem repräsentativen Dot Plot. (B) 

Anzahl der IL-2 und NFATc1 produzierenden Zellen in einer Auswahl von CD3+ Zellen 

in einem repräsentativem Dot Plot. (C) IL-2 und NFATc1-Expression von CD3+ Zellen 

eines gesunden Probanden bei verschiedenen PMA/Ionomycin Konzentrationen (ein 

repräsentativer Dot Plot aus drei Versuchen). (D) Vollblutproben von gesunden 

Probanden wurden mit 2.5 µg/ml PMA und 50 ng/ml Ionomycin für 5 Stunden stimuliert. 

Darstellung der Durchschnittswerte mit Standardabweichung der Anzahl IL-2 und 

NFATc1 produzierenden CD3+ Zellen (n=38 für IL-2; n=19 für NFATc1). 

 

 

 
Abbildung 3: CsA-Behandlung von Vollblutproben reduziert die NFATc1- und IL-2-

Expression. Die Proben wurden, wie in Abbildung 2 beschrieben, behandelt und mit 

unterschiedlichen CsA-Konzentrationen versetzt. Die Messungen von Propidiumiodid 

wurden in parallelen Proben durchgeführt. Die normalisierte Anzahl von NFATc1 und 

IL-2 produzierenden Zellen, wie auch die Anzahl der Propidiumiodid negativen CD3+ 

Zellen, ist im Diagramm als Durchschnittswert mit Standardabweichung (IL-2-

Expression n= 5-17, NFATc1-Expression n= 3-15) angegeben. Die größte Anzahl an 

Proben wurden bei 100nM und 200nM gemessen; bei den Propidiumiodid-Färbungen 

ist jeweils n=3. 
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Abbildung 4: Normalisierte IL-2- und NFATc1-Expression in CD3+ Lymphozyten. 

Vollblutproben wurden stimuliert und gefärbt wie in Abbildung 2 beschrieben. Die 

Expression wurde in (A) auf Tag 1 normalisiert, in (B) auf 0 h Lagerungszeit und in (C) 

auf 8:00 a.m. Entnahmezeit. Die Daten sind als Durchschnittwerte mit 

Standardabweichung von 3 (A), 3 (B) und 5 (C) gesunden Probanden dargestellt. 

 
 

 
Abbildung 5: Anzahl der Patienten mit MBL-Mangel in den verschiedenen 

Patientengruppen: (A) Patienten mit hoher BK-Viruslast (>104 Kopien/ml über mind. 3 

Wochen), Patienten mit niedriger Viruslast ( <104 Kopien/ml oder >104 Kopien/ml über 

weniger als 3 Wochen) und Kontrollpatienten ohne BK-Virusreaktivierung. (B) Anzahl 

der Patienten mit partiellem MBL-Mangel in den verschiedenen Patientengruppen. 
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Abbildung 6: Aufteilung der Patienten mit MBL-Mangel in den Gruppen der PCP-

Patienten und der Kontrollpatienten. 

 

 

 
Abbildung 7: Absolute Anzahl der ‚RTE’ - CD31+ CD45RA+ CD4+ Zellen, der CD4+ 

Zellen und der CD8+ Zellen vor und nach Nierentransplantation bei Patienten mit und 

ohne PCP. PCP trat im Median 192 Tage nach Transplantation auf (zwischen 124  bis 

398 Tagen). *p<0,05. 
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