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1 Einleitung
1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus ist definiert als eine durch deitbefund einer chronischen Hyperglykamie
charakterisierte Regulationsstérung des Stoffwdsh&irsachlich ist entweder eine gestorte
Insulinsekretion oder eine gestorte Insulinwirkuoder auch beides. Die Amerikanische
Diabetes Gesellschaft (ADA) hat 1997 die Kriterier Diagnose des Diabetes mellitus
revidiert und neue Empfehlungen zur Klassifikatlmerausgegeben, die im Jahr 2000 auch
von der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) i@memen wurden (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 1997; DEUTSCHE DIABETES GESERCHAFT, 2000).

In der neuen Klassifikation der ADA wird der Diabgtmellitus in Typ-1-Diabetes, Typ-2-

Diabetes und andere spezifische Diabetestypenteiligé&yp-1-Diabetes wird dabei definiert

als immunologisch vermittelte oder idiopathisch&@lZerstérung, die Ublicherweise zum
absoluten Insulinmangel fuhrt. Typ-2-Diabetes kasith von einer vorwiegenden

Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel bis tau einem sekretorischen Defizit mit
Insulinresistenz erstrecken. Den spezifischen Desdbgpen liegen eine Vielzahl von

pathogenetischen Mechanismen zugrunde, unter andgemetische Defekte von B-Zell-

Funktion oder Insulinwirkung, Erkrankungen des exwn Pankreas, Endokrinopathien oder
medikamenten- oder chemikalieninduzierte Prozdasgieser Klassifikation werden also die
pathogenetischen Mechanismen zugrunde gelegt wid Biehandlungsstrategien wie bei
vorhergehenden Klassifikationen. Auf die Begriffiesulinabhéngiger Diabetes mellitus
(IDDM) und nicht insulinabhangiger Diabetes meBitUNIDDM) wird ausdrtcklich

verzichtet.

Der Diabetes mellitus zahlt schon seit langem zm &olkskrankheiten. In der Tat
beansprucht die Krankheit aufgrund ihrer hohen &eglind Folgemorbiditat zwischen funf
und zehn Prozent aller Ausgaben in den Gesundixstiéssen der Industrielander (RUBIN et
al.). Zwischen verschiedenen Landern bestehen del®bliche Unterschiede in der
Pravalenz und Therapie des Diabetes mellitus (HARNE98).

HAUNER wertete 1998 die wichtigsten deutschen Studind Quellen zur Pravalenz und
Inzidenz des Diabetes mellitus in Deutschland @etionales Diabetesregister der DDR,
Munchner Diabetes Friherkennung, Daten der AOKond, Region Wirttemberg Studie,

Region Disseldorf Eurodiab-ACE-Studie). Als Ergsbseiner Auswertungen gibt er eine



Gesamtpravalenz des Diabetes mellitus im Jahre I8R0etwa 4.5 % der deutschen
Bevolkerung, also mit etwa 3.5 bis 4 Millionen Remsn, an. Die Gesamtpravalenz der
insulinbehandelten Diabetiker betragt ein Prozeet Bevoélkerung, also etwa 800.000
Personen, mindestens 200.000 Menschen in Deutschéamd Typ-1-Diabetiker, die
Pravalenz des Typ-1-Diabetes in Deutschland be#iggt0.2 - 0.3 %. Erst im Alter Uber 40
Jahren kommt es zu einem raschen Anstieg der Rriwales Diabetes. Bei den uber 60-
Jahrigen sind 20 Prozent betroffen. Die Pravaleez den unter 20-Jahrigen liegt in
Deutschland zwischen 0.01 und 0.07 %. Frauen ekkrahaufiger an Diabetes mellitus. Das
Geschlechtsverhaltnis der Gesamtpravalenz m/w lpegt1:1.85. In den USA wird die
Pravalenz des Diabetes Typ 1 mit 0.3 - 0.4 % arngayé~OSTER und UNGER, 1998).

Die Inzidenz des Diabetes mellitus ist bei den UB@tJahrigen mit etwa 1.200/100.000
Personenjahre am héchsten. In der AltersgruppeKdeter von null bis 14 Jahre lag die
Inzidenz Ende der 80er Jahre in Ostdeutschland dé&.00.000 Personenjahre. Kinder und
Jugendliche der gleichen Altersgruppe in westliclBamdeslandern wiesen eine deutlich
hohere Neuerkrankungsrate auf (Baden-Wurttembe®&y-1993: 11.6/100.000 Personen-
jahre, Nordrhein-Westfalen 1993/1994: 13.4/100.Bé6sonenjahre). Das Auftreten des Typ-
1-Diabetes bei Kindern und Jugendlichen in Deugswhlnimmt weiter zu (MICHAELIS,
1994).

Die aus einem unbehandelten Typ-1-Diabetes resetiiee Hyperglykamie kann als
diabetische Spatkomplikationen eine Reihe kliniscBgndrome auslésen. Die DCCT-
Multicenter Studie (THE DIABETES CONTROL AND COMPCATION TRIAL
RESEARCH GROUP) konnte den Zusammenhang zwischenalit§iu der

Blutzuckereinstellung und Haufigkeit von Spatkorkationen belegen.

Hierbei wurden 1.441 Typ-1-Diabetiker randomisieaich der intensivierten Insulintherapie
oder der konventionellen Insulintherapie behandgik. DCCT-Studie konnte dabei zeigen,
dass mit der intensivierten Insulintherapie sidpaifit niedrigere HBAlc-Werte (7.0 %)
erreicht werden konnten als im Vergleich zur korwerellen Therapie (8.9 %). Der
Ausbruch von diabetischer Retinopathie, Neuropatimé Nephropathie wird verzdgert und
die Progression durch die intensivierte Diabeteafhie verlangsamt, was jedoch nicht fur
fortgeschrittene Organlasionen gilt. Eine Normalisng des HBAlc (Normwert 6.1 %)
konnte jedoch auch mit der intensivierten Diabétsipie nicht erreicht werden, ebenso
wenig konnte das Auftreten von Spatkomplikationenhindert werden. Zuséatzlich kam es

unter intensivierter Insulintherapie zu einer Zumahvon Hypoglykamien um den Faktor drei
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und zu einer Zunahme des Korpergewichts. Darausl weschlossen, dass auch die
intensivierte Insulintherapie korpereigene endakrinRegulationsmechanismen  nur

unzureichend imitieren kann.

Die Inselzelltransplantation und die Pankreastiamsgtion sind die einzigen
Behandlungsmaoglichkeiten des Typ-1-Diabetes, dreereikonstanten normoglykdmischen
Zustand und somit eine Verbesserung der Stoffwésinséellung im Vergleich zu den
bekannten Insulinsubstitutionstherapien ermogliiBRETZEL et al., 1992; MOREL et al.,
1991).

1.2 Pankreastransplantation

Seit 1966 werden Pankreastransplantationen beimséhem durchgefiihrt. In den Jahren
1966-1979 wurden weltweit noch weniger als 20 Peastransplantationen pro Jahr
vorgenommen. Vor 1979 lag das 1-Jahres-Patienteetlee lediglich bei 39 %.
Hauptursache hierfir waren postoperative Kompldcen, die haufigste Komplikation war
die Thrombosierung der Pankreasgefal3e, welche aiel®20% der transplantierten Patienten
betraf. Durch stéandige Verbesserungen der techemséispekte der Pankreastransplantation
konnte besonders im Zeitraum von 1979-1983 einidgstes Patiententberlebens auf 74 %
erreicht werden (TYDEN und GROTH, 1986). Auch dighZder pro Jahr durchgefihrten
Pankreastransplantationen stieg in diesem Zeitraam 1983 wurden bereits 132

Pankreastransplantationen durchgefthrt.

Die Einfihrung des Ciclosporins zur immunsuppressiBehandlung in diesem Zeitraum hat
besondere Bedeutung fur die Verbesserung der Teariaponsergebnisse. So ergibt der
Vergleich der immunsuppressiven Medikamente Azatimo gegen Ciclosporin bei
Pankreastransplantationen in den Jahren 1977-1984ezn eine Verdopplung des
Transplantatiiberlebens (26 % gegenuber 41 %) bahnigch erfolgreichen
Pankreastransplantationen (SUTHERLAND und KENDALBS85).

Heute werden Pankreastransplantationen fast aiefskitth als simultane Nieren-Pankreas-

Transplantation (SPK = Simultaneous Pancreas Kidrogler als Niere-nach-Pankreas-

Transplantation (PAK = Pancreas After Kidney) dgefiihrt, wenn die Indikation zur
Nierentransplantation besteht, schwerwiegende Emwblmit der Insulintherapie vorliegen
und keine Kontraindikationen gegen den operativemgridf bestehen (BRETZEL, 1996;

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1992).



Die so genannte PTA (Pancreas Transplantation Alomei der Pankreas alleine
transplantiert wird, erfolgt nur bei nicht urdmisch Patienten mit schwerwiegenden
diabetischen Komplikationen, Therapieversagen aidmeren Stoffwechselentgleisungen.

Die Indikation unterliegt einer strengen multidigiziaren Uberpriufung (BRETZEL, 1996).

Bis Oktober 2001 wurden weltweit mehr als 17.0@dKPeastransplantationen durchgefuhrt.
Fur die Patienten, die von 1997 bis Oktober 200den USA transplantiert wurden, betrug
das 1-Jahresiuberleben bzw. das 1-Jahres-Trangdflzeaben bei SPK-Patienten (n = 3885)
95 % bzw. 83 %, bei den PAK-Patienten (n = 630)0bzw. 79 %, bei den PTA-Patienten
(n = 240) 97 % bzw. 78 %. Bei allen aul3erhalb d8AUransplantierten Patienten (SPK,
PAK und PTA; n = 1649) betrug das 1-Jahresiberlelerdiesem Zeitraum 94 %
(GRUESSNER und SUTHERLAND, 2001).

Bei guter Transplantatfunktion kann das Voransthneidiabetischer Spatkomplikationen
deutlich verlangsamt werden (SUTHERLAND, 1992; R®BESON et al., 2003). Durch das
Wegfallen strenger Diatvorschriften und der mehsmaldglich durchzufiihrenden
Blutzuckerkontrollen und Insulininjektionen sowiardh ein geringeres Hypoglykadmierisiko
kommt es nach der Transplantation zu einer deatfictierbesserung der Lebensqualitat der
Patienten im Vergleich zur konventionellen Insulibstitutionstherapie (LOESKE, 1990).
Dem gegenuber stehen jedoch die Notwendigkeit églimmslangen Immunsuppression, das
Operationsrisiko sowie potentielle postoperativeriptikationen. Heute sind die haufigsten
postoperativen Komplikationen akute Transplantatkifeatitis, Thrombosierung der
Pankreasgefalie, bakterielle Infektionen, Blutunged die Entstehung von Pankreasfisteln
(BRETZEL und FEDERLIN, 1987).

1.3 Inselzelltransplantation

Mit der Entwicklung der Inselzelltransplantation ndan Hoffnungen verbunden, den Nutzen
der Pankreastransplantation ohne die mdglichen HKkatpnen und Risiken einer
Gesamtorgantransplantation zu erhalten. Die inttaf@ Inselzelltransplantation stellt einen
kleinen und risikoarmen Eingriff dar, der prinapi wiederholt werden kann. Etwaige
TransplantatabstoRungen haben keine schwerwieg@fidaing auf den Empfanger, des
Weiteren eroffnet die Inselzelltransplantation Mi@glichkeit in vitro die Immunogentitat und
Antigenitat der Inseln zu veréandern, eine Verkapsglder Inseln durchzufihren und sie an
immunologisch bevorzugte Orte zu transplantieren. ®nnte man in Zukunft das

Transplantat vor immunologischen Angriffen des Eamgers schitzen bzw. eine

4



Immuntoleranz herstellen, die nur eine kurzzeitigenunsuppressive Behandlung bzw. den
Wegfall dieser Behandlung ermdéglicht, wie dies imar¥ersuch bereits gezeigt wurde. Eine
Kryopreservation der Inselzellen und spatere Tramsation ist moglich. Die Mdglichkeit, in
der Zukunft moglicherweise Inselzellen von Tierem werwenden, erdffnet ein grol3es
Potential transplantierbarer Organe (BRETZEL, 1BRETZEL et al., 1992).

1.3.1 Experimentelle Inselzelltransplantation

Bereits 1890 konnte erstmals von MINKOWSKI durchnitaatektomie bei Tieren der
Zusammenhang zwischen der Entfernung der Bauchsgditise und dem Diabetes mellitus
belegt werden. 1892 wurde dann bereits bei Hund@me eTransplantation von

Pankreasanteilen unter die Haut durchgefihrt, woba Entstehung eines durch
Pankreatektomie induzierten Diabetes mellitus veliit wurde (MINKOWSKI, 1892).

Die Einteilung des Pankreas in einen endokrinen ardkrinen Teil wurde durch die
Entdeckung und Beschreibung der Langerhans’schealnn(LANGERHANS, 1869) zu
Anfang des 20. Jahrhunderts begriindet. Eine gemaBeschreibung des endokrinen
Pankreasanteils konnte erst durch die Verbessehisiglogischer Farbemethoden gut 50

Jahre spater erreicht werden.

Die heute als Standard der Inselzellisolierung egele, automatisierte kontinuierliche
Digestions-Filtrationsmethode basiert auf den AdeRICORDI und LACY (RICORDI und

LACY et al.,, 1988 und 1989) und stellt eine Weitgvacklungen der im Tierversuch
entwickelten Inselisolierungstechniken mit Hilfe sdeEnzyms Kollagenase dar
(MOSKALEWSKI, 1965). Die Verbesserung der Inselisningstechnik erhohte die
Inselausbeute pro Organ und die Menge transplaatier Inseln und fuhrte so zu einer
Verbesserung der Transplantationsergebnisse. Bchkirst mit Einsatz dieser Technik
konnte das Maximalziel der Insulinunabhangigkeiti bdenschen erreicht werden
(BRETZEL, 1996).

Durch Inselzelltransplantationen am Rattenmodelrite gezeigt werden, dass sich die
diabetische Stoffwechsellage signifikant verbessend Spéatkomplikationen verhindert
werden koénnen (BALLINGER und LACY, 1972). Eine Reilvon tierexperimentellen

Untersuchungen bestétigte diese Ergebnisse in digekeit fur verschiedene Formen der

diabetischen Spatkomplikationen.



BRETZEL und FEDERLIN zeigten 1977, dass die frihgeiTransplantation von Inselzellen
bei Ratten diabetische Nephropathie verhindern KBRETZEL und FEDERLIN, 1977).

Auch die Entwicklung der diabetischen Retinopatki@nnte im Tierexperiment durch
Inselzelltransplantation verhindert werden (KRUP#\W al., 1979). 1983 konnten durch
Inselzelltransplantation am Rattenmodell &hnlichegenisse fur die Entwicklung der
diabetischen Neuropathie gezeigt werden (SCHMIDT akt 1983). Weitere Studien
bestétigten in der Folgezeit im Tierexperiment immeder die Inselzelltransplantation als
Uberlegene Therapiemdglichkeit des Typ-1-DiabeB&HTZEL et al., 1994; WARNOCK et

al., 1992).

1.3.2 Klinische Inselzelltransplantation

Zwischen 1893 und Dezember 2000 wurden weltweit 488ulte allogene
Inselzelltransplantation durchgefihrt, inklusivetbrischer Falle.
Zur Zeit existieren funf Transplantationsmodalitdtedie bertcksichtigen, bei welchen

Patienten Inselzelltransplantationen durchgeflleren. Dies sind:

Allogene Inselzelltransplantation nach Nierentrdasiation bei Typ-1-Diabetikern
(IAK = Islet After Kidney)
e Simultane allogene Nieren-Inselzelltransplantatioei Typ-1-Diabetikern (SIK =
Simultaneous Islet Kidney)
* Alleinige allogene Inselzelltransplantation (ITAistet Transplant Alone)
o bei schwerer autonomer Neuropathie
0 Dbei Brittle Diabetes
o bei schwerer diabetischer Nephropathie
0 bei unzureichender Hypoglykamiegegenregulation
« Autologe Inselzelltransplantation bei sekundérenabBtes nach Pankreatektomie
wegen chronisch rezidivierender Pankreatitis
* Simultane allogene Leber-Inselzelltransplantati&iL (= Simultaneous Islet Liver)
nach abdomineller Exenteration bei malignen Abd@itirmoren

Eine umfangreiche Untersuchung von Einflussfaktaef das Transplantatiberleben konnte
erst durch die Sammlung und den Vergleich weltwefteansplantationsdaten durch die
Internationale Inselzelltransplantation Registra(@fR = International Islet Transplant
Registry) in grélierem Umfang durchgefuhrt werdarddn Jahren 1990 bis 1999 wurden der

Internationalen Inselzelltransplantation Registrat@237 adulte allogene Inselzell-
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transplantationen beim Typ-1-Diabetiker mit komf@atDatensatzen gemeldet. In dieser gut
dokumentierten Patientengruppe betrug das 1l-J&aesnteniberleben 96 % und das 1-
Jahres-Transplantatiberleben 41 %. Eine Insulirhéradgigkeit (> 7 Tage) im ersten Jahr
nach der Transplantation war in 11 % der FalleieghtdBRENDEL et al., 2001).

14 Polyklonale Antilymphozytenseren

Polyklonale Antilymphozytenseren sind potente Imsuppressiva. Nachdem ihre
Wirksamkeit in experimentellen Studien belegt werd@nnte (DIDLAKE et al., 1988),
werden sie seit Uber 30 Jahren in vielen Bereictten klinischen Organtransplantation
sowohl zur Induktionsimmunsuppression als auch ier dBehandlung akuter
AbstoRungskrisen erfolgreich eingesetzt (NAJARIAN a., 1976; BOCK et al., 1995;
CLARK et al., 1993). Durch die Gabe polyklonalertikiirper kann die T-Zell-abhangige
Immunantwort effektiv unterdriickt werden (CHATENOUIDd BACH, 1993).

Die Untersuchung von Inselzelltransplantationsdatesturch  die Internationale
Inselzelltransplantation Registratur zeigte, dasshabei klinischer Inselzelltransplantation
polyklonale Antilymphozytenseren als Induktionsimmauppression das Transplantat-
Uberleben verlangern (BRENDEL et. al., 2001). Rlolyale Antikorper werden durch die
Immunisierung von Tieren, insbesondere von Kaninahed Pferden, mit humanen Zelllinien
gewonnen. Aus dem gewonnenen Serum wird die Ig&tibrasepariert und anschliel3end
gereinigt. Da die zur Immunisierung verwandten l#e#n verschiedene Antigene auf ihren
Zelloberflachen exprimieren, ist das gewonnene 18epolyklonal und reprasentiert das
Spektrum dieser Antigene. Manche der Antigene salliniensspezifisch (CD3, TCR),
andere werden von mehreren Lymphozytenarten piagefCD2, CD4, CD8, CD25),
wiederum andere werden von nicht-lymphatischem ®Gewgrasentiert wie z. B.
Erythrozyten, Thrombozyten oder Endothel. Die Karizaion und Spezifitat der Antikdrper
variiert in den unterschiedlichen Chargen und Mapkedukten, weswegen unterschiedliche
Dosisempfehlungen in den verschiedenen Protoketiestieren (REBELLATO et al., 1994;
BONNEFOY-BERAND et al., 1991; SHENTON et al., 1994)



Produktname: Atgam M-ALG Lymphoglobin  Thyrglmbin ATG-Fresenius

Sensibilisierte Pferd Pferd Pferd Kaninchen Kaninchen
Spezies:

Immunogenes Thymus  Thymus, Thymus hymus Lymphoblasten
Substrat: Lymphoblasten (Jurkat-Zellinie)
Empfohlene

Dosis (mg/kg/d): 10-30 15-20 10 1.25-2.5 1-5

Tab. 1: Ubersicht tiber in der Transplantationsmedizin verwandte polyklonale

Antilymphozytenseren

Am Beispiel des ATG-Fresenius, des weltweit am ig&tén verwandten polyklonalen
Antilymphozytenserums (Uber 100.000 behandelte eRin), sollen die verschiedenen
enthaltenen Antikorper dargestellt werden. ATG-EBness wird durch die Sensibilisierung
von Kaninchen mit der JURKAT Zelllinien gewonnenglehe humanen aktivierten T-
Lymphozyten &hnelt. Die Antigene der JURKAT- Zeli@ und die Haufigkeit ihrer

Expression sind in Abb. 1 dargestellt. ATG Fressreathalt die entsprechenden Antikorper

zu den aufgefuhrten Antigenen.



Antigen % der Expression

CD1la 100

CD2 100

CD3 100

CDh4 35
CD5 100

CDS8 80
CDl11a 60
CD28 100
CD45RA 60
CD54 100

CD56 100

CD71 100

CD96 100

TCR 100
alpha/beta

Abb. 1: Ubersicht iber den Anteil der Expression wichtiger Antigene der JURKAT-Zellinie
(Quelle: Fresenius AG, Grafelfing)

Untersuchungen bei Nierentransplantationen belegiss polyklonale Antikérper als
Induktionsimmunsuppression monoklonalen Antikorpétmerlegen sind. Fur polyklonale
Antikorper (ATG-Fresenius) konnte gezeigt werdeassdim Vergleich zum monoklonalen
OKT3-Antikorper in der behandelten Patientengrumgas 1-Jahres-Transplantatiiberleben
signifikant groR3er ist und die Anzahl bioptisch ngewiesener akuter AbstoRungsreaktionen
sowie die Anzahl viraler Infektionen und Nebenwingen geringer sind (BOCK et al., 1995).
Als Nebenwirkung polyklonaler Antikdrperseren konn&berempfindlichkeitsreaktionen,
Sensibilisierung gegen das fremde Immunglobulin  undéhfektionen  bei
Uberimmunsuppression auftreten. Langerfristig kénmelyklonale Antikdrperseren das
Malignomrisiko erhéhen (RUBIN et al., 1981).

Bei Untersuchungen der Lymphozytensubsets nach @afeolyklonalen Antikdrperseren

konnten kurzfristige und langerfristige Wirkungezobachtet werden.



1.4.1 Kurzfristige Wirkungen polyklonaler Antilymphozyten seren

Polyklonale Antikdrperseren konnen die Anzahl dekymphozyten im Blut schnell und

wirksam reduzieren. Die Zellzahl CD3+ Lymphozyteank unter 50/ul gesenkt werden, die
Depletion ist bereits nach wenigen Stunden naclbaeid=tr CD2+, CD4+, CD8+, CD16+

(CD56+), CD25+ und CD45+ Lymphozyten konnte ebésfaine schnelle und deutliche
Reduktion der Zellzahlen nach Gabe polyklonaleripmphozytenseren gezeigt werden
(GUTTMANN et al., 1997). Dosisunterschiede habehdas Ausmald der kurzfristigen T-

Zell-Depletion wahrend der ersten 30 Tage nach spiamtation kaum Einfluss, wohl aber
auf die Geschwindigkeit, mit der sich die Subsegenerieren (THERVET et al., 1997,
MULLER at al., 1997).

1.4.2 Langerfristige Wirkungen polyklonaler Antilymphozyt enseren

In der Folge des initial stark ausgepragten Abfalish Gabe polyklonaler Antikérperseren
tritt eine Regeneration der Subsets ein, die bai wschiedenen Subsets unterschiedlich
ausgepragt ist. MULLER et al. (1999) konnten ineeidangfristigen Betrachtung von
Lymphozytensubsets nach Gabe polyklonaler Antikbifieer insgesamt 66 Monate zeigen,
dass T-Lymphozyten (CD3+) 24 Monate nach Gabe paigter Antikdrper vollstandig
regeneriert waren, fur die T-Helferzellen (CD4+)nkte auch nach 66 Monaten keine
vollstandige Regeneration nachgewiesen werden. C8len erreichten nach 12 Monaten
wieder Zellzahlen wie vor Transplantation, wobealgeh in der Folgezeit eine Ubermalige
Regeneration der CD8+ Zellen, im Besonderen der «CO®57+ Zellen, auftrat. Eine
signifikante Erniedrigung der CD4/CD8 Ratio war ltb auch nach 66 Monaten noch
nachweisbar. In einer Kontrollgruppe war fiir moloolale Antikorper (OKT 3) keiner dieser
langerfristigen Effekte auf die Lymphozytensubsetshweisbar (RUBIN, 1981).

15 Durchflusszytometrische Bestimmung von Lymphozgnsubsets mit Hilfe

monoklonaler Antikérper
1.5.1  Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie beruht auf der Bestrahlung sich in Losung befindenden Zellen
durch eine Laserlichtquelle. Nach Bestrahlung delled durch den Laser kann durch
Messung des abgestrahlten Streulichtes Uber Sfinédéitektoren die Grol3e der Zelle

bestimmt werden.
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Es besteht die Mdglichkeit, iGber monoklonale Antder Fluoreszenzfarbstoffe spezifisch an
diejenigen Zellen zu binden, die das korrespondoeAntigen auf ihrer Zelloberflache
tragen. Das Licht des Lasers regt Fluoreszenzfa#fbsian, die Uber die monoklonalen
Antikorper an Antigene auf der Zelloberflache gethem sind. Die so angeregten Farbstoffe
strahlen das Licht in einem farbstoffspezifischgrel@ralbereich ab. Das abgestrahlte Licht
kann hinsichtlich der Wellenlange und der Inteisgémessen werden. So kann Uber die

Fluoreszenzmessung die Antikérperbindung an dikeddlestimmt werden.

Fur jede Zelle werden Streulicht, spezifisches tdpkktrum und Lichtintensitat bestimmt
und mit Hilfe eines Computers aufgezeichnet. Sonkgeder Zelle ein Langs- und
Querdurchmesser sowie Antikdrperbindungen zugeomlesdlen (MELAMED, 1994)

1.5.2 Monoklonale Antikdrper in der Durchflusszytametrie

Mit Hilfe monoklonaler Antikérper gegen zelllinigmszifische Lymphozytenantigene
konnen T-Lymphozyten (CD3+), B-Lymphozyten (CD12#x)d NK-Zellen (CD16+ CD56+)

mit  Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. WeiterSubklassifikationen durch

koexprimierte Antigene (CD45 RO, HLA-DR, CD122, CDn naive oder Gedachtniszellen
(bzw. ruhende oder aktivierte Zellen) sind durcedlzytometrisch durch Doppelfarbungen mit
zwei monoklonalen Antikdrpern mdglich. Grundsatzliexistieren dabei zwei verschiedene
Verfahren, wie Fluoreszenzfarbstoffe an die Zellggbunden werden konnen. Bei der
direkten Fluoreszenz sind die Farbstoffe direktnamnoklonale Antikdrper gebunden, die
antigenspezifisch sind. Bei der indirekten Fluoeesz sind die Farbstoffe an Antikorper

konjugiert, ndmlich an monoklonale antigenspezieséntikorper.
Mit der Durchflusszytometrie existiert ein wirkungdles Verfahren, um durch monoklonale

Antikérper schnell und exakt Lymphozytenpopulationemd Subsets aus dem peripheren Blut
zu bestimmen (MELAMED, 1994).

11



Antigene Korrespondierendéntikbrper  Zielzellen

CD3 Leu 4; OKTT3 T-Zellen

CD4 Leu 3; OKTH Helfer-Inducer T-I&,
Nazyten

CD14 MonozytdMakrophagen

CD16 Leull, 3G8 Naturliche Kilisgllen,
dBulozyten (PMN)

CD19 Leu 12; B4 B-Zellen

CD45 RO Leu 18; 2H4 T-Subset

CD56 Leu 19; NKH-1tigen; Naturliche Killerzellen

N-CAM isofn
HLA-DR MHC Klagséntigene

Tab. 2: Von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) empfohlene Nomenklatur fir Humane
Leukozyten Differenzierungsantigene (MELAMED, 1994)

1.6 Immunologisches Monitoring bei Transplantation

Immunologisches Monitoring ist ein dynamischer Rs® Von anfanglichen isolierten
Betrachtungen einiger Lymphozytensubsets (DELMONI€Qal.,, 1983, BURTON et al.,
1982) bis hin zu aktuellen Anséatzen des ,Multipagtischen Immunmonitoring” wurden
immer neue Aspekte der Transplantationsmedizin esowintersuchungsmethoden

bertcksichtigt.

Ziel des immunologischen Monitorings ist es, Rubk$sse Uber den immunologischen
Status des Patienten zu gewinnen und so Uber deeltgeen Einsatz der therapeutischen
Optionen die Transplantatfunktion zu verbessern wab Transplantatiiberleben zu
verlangern. Im Kklinischen Einsatz konzentrierenhsidie Untersuchungen auf drei
Hauptbereiche (KEOWN, 1992; TSUNODA und AWEEKA, 6%9

* Bestimmung des immunologischen Status des Patienten

Methode: Phénotypisierung von Lymphozyten und Basting von Lymphozytensubsets.
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* Bestimmung der beteiligten immunologischen Mechaeis
Methode: Identifizierung antigenspezifischer Immu@atimanismen (Autoimmunitat,
Alloimmunitat, virale Infektionen) und lokaler agénunspezifischer Immunmechanismen

mittels Biopsie, Antikbrperbestimmung.

e Bestimmung der Wirkung der immunsuppressiven Therap
Methode: Bestimmung der Serumspiegel der Immunggspra und ihrer Metaboliten sowie
der intrazellularen DNA-Nukleotide und CD3-Lymphoeny.

1.6.1 Immunologisches Monitoring und Lymphozytensubetbestimmungen

Die Lymphozytensubsetbestimmungen kdnnen im Rahmhesrimmunologischen Monitoring

hinsichtlich verschiedener Fragestellungen bzwbleraen von Nutzen sein:

* Dosisanpassung von polyklonalen Antikérpern
Im Zusammenhang mit Nierentransplantationen kogetzeigt werden, dass durch tagliches
Immunmonitoring und Dosisanpassungen des ATG, Ulbexd Unterimmunsuppression
vermieden werden kann (CLARK et al.,, 1993; THERVIET al., 1997). Durch die
Bestimmung der CD3+ Zellen als Berechnungsgrundiage Dosisanpassungen in der
Induktionsphase der Immunsuppression konnte, ewvadér Behandlung steroidresistenter
AbstoRRungskrisen, die ATG-Dosis und die Anzahl satew viraler Infekte signifikant
reduziert werden, ohne die Fahigkeit des ATG zunehtigen, die Absto3ungsreaktionen

wirkungsvoll zu bekampfen.

« Erkennen von Transplantatabstol3ung
Seit langem wird versucht, immunologische Marker Tiiansplantatabstof3ung zu finden.
Besonders die Nierentransplantation hat sich hiedie geeignetes Untersuchungsfeld
erwiesen, da mit der Kreatininclearance ein seesibtiherkennungsparameter existiert und
mit der Nierenbiopsie eine Madglichkeit besteht, #Wifsingen auch histologisch
nachvollziehen zu kdnnen. Die Interpretation degebnisse klinischer Studien zu dieser
Thematik ist jedoch wegen der teils widersprictdithErgebnisse der einzelnen Studien

schwierig.

Bereits 1982 wurden bei Patienten signifikant héhiet/T8-Verhaltnisse wahrend oder bis zu
funf Tagen vor Abstol3ung im Vergleich zu Patiendéime Absto3ungsreaktion beschrieben.
Hinsichtlich der absoluten Zellzahlen von CD4+ £elund CD8+ Zellen konnte jedoch kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (EkLlat al., 1982). Hohe T-
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Lymphozytenzahlen vor Transplantation konnten asskBfaktor fur die Entwicklung akuter
TransplantatabstoRungen beobachtet werden. In@enach Transplantation konnte jedoch
kein Zusammenhang zwischen Zellzahlen der CD2+,€B®4+ und CD8+ Zellen und der
Entwicklung von AbstoRungskrisen beschrieben we(défERVET et al., 1997).

Die Untersuchung péadiatrischer Nierentransplamapatienten ergab wéahrend der Gabe von
Antilymphozytenseren durchschnittlich hoéhere Zdllea CD2+ und CD3+ Zellen bei
Patienten, die spater Abstol3ungsreaktionen erlifishoch waren die Unterschiede nicht
signifikant (BELL et al., 1997; BRUN et al., 1995).

MAZAHERI et al. (1986) konnten bei Patienten mihen stabilen Nierentransplantat
(Totspender) zeigen, dass unter Ciclosporin-immppsassion eine progressive Reduktion
der CD4+ Zellen bei gleichzeitiger Zunahme der CDBellen erfolgte, was zu einer
signifikanten Reversion der CD4/CD8-Ratio fuhrteei Bler akuten Transplantatabstof3ung
konnte hingegen eine Umkehr dieser VeranderungenC@et/CD8-Ratio (<1) beobachtet
werden. Des Weiteren konnte eine erhohter Anteil 42+ Zellen, CD4+ Zellen, CD28-
Zellen, die HLA-DR, Transferrin und IL-2-Rezeptor@xprimieren, beobachtet werden.
(BRANDO et al., 1989).

BURTON et al. veroffentlichte 1982 Ergebnisse vaquentiellen Untersuchungen der
Lymphozytensubsets bei Nierentransplantationspatieand einer gesunden Kontrollgruppe.
Monitoring der CD4+ und CD8+ Lymphozyten zeigtessleeine normale oder erhdhte
CD4/CD8-Ratio, besonders bei gleichzeitigem Vodiegvon erhdéhten Zellzahlen CD4+

Zellen, pradiktiv fur den spateren Transplantatv&rivar.

* Erkennen und Vermeiden anderer mdglicher Kompliken nach Transplantation
In Hinsicht auf mogliche Komplikationen nach Organtsplantation (Infektion, Sepsis, akute
AbstoR3ung, chronische Abstol3ung, Organtoxizitdt Jommunsuppressiva) hat sich die
durchflusszytometrische Bestimmung von Lymphozyiessts im Rahmen des sog.
multiparametrischen Immunmonitoring als wirkung&® Hilfsmittel bei der Interpretation
anderer Laborparameter und klinischer Zustdnde esem. Beim multiparametrischen
Immunmonitoring kombiniert man die Bestimmung derymphozytensubsets mit
Zytokinmessung, Nachweis transplantationsmedizmiscelevanter  Erreger  und

Blutspiegelbestimmung von Immunsuppressiva (ERRE96; DOCKE et al., 1994).
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1.7 Ziele und Fragestellungen der vorliegenden Adit

Mit der vorliegenden Arbeit sollen die Veranderumgen Lymphozytensubsets bei Patienten
nach Inselzelltransplantation untersucht werderbebhat sich die Durchflusszytometrie mit
Hilfe fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikdrpais besonders zuverlassige Methode
erwiesen. Im Speziellen sind vier Fragestellungemsithtlich der beobachteten

Veranderungen von besonderem Interesse:

* Wie verédndern sich Lymphozytensubsets nach Insetedplantation und

Induktionsimmunsuppression mit polyklonalen Antilyhozytenseren?

» Hat die Auspragung bestimmter Spender-, Empfangsa Transplantateigenschaften
einen nachweislichen Einfluss auf das Inselzelfptantatiberleben in der

vorliegenden Patientengruppe?

e Kann man durch Bestimmung von Lymphozytensubsetsd ulmselzell-
Autoantikdrpern den immunologischen Einfluss auf treselzelltransplantatiiberleben

nachvollziehen?

* Kann man durch durchflusszytometrische Bestimmumng lwmphozytensubsets eine

maogliche immunologische Abstof3ung von Inselzelb@antaten erkennen?
2. Material und Methoden

2.1 Patientenkollektive
2.1.1 Inselzelltransplantierte Patienten

Das untersuchte Patientenkollektiv besteht ausa2i@men, die vor Transplantation C-Peptid-
negativ waren und sich im Zeitraum von Januar 1993 August 1998 an der
Universitatsklinik in Giel3en einer intraportalensdfzelltransplantation unterzogen. Dabei
wurden 14 simultane Insel-Nierentransplantatior&K), funf Inselzelltransplantationen nach
Nierentransplantation (IAK) und eine simultane IAsebertransplantation (SIL)

durchgefuhrt.
2.1.2  Nierentransplantierte Patienten

Das Patientenkollektiv der Nierentransplantiertenesteht aus zehn terminal
niereninsuffizienten Patienten, denen im Zeitrauon Oktober 1998 bis Mai 1999 an der
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Universitatsklinik in Gief3en eine Niere transplarttiwurde. Keiner der Patienten erhielt
polyklonale Antilymphozytenseren.

2.1.3  Gesunde Kontrollgruppe

Die gesunde Kontrollgruppe besteht aus zehn gesuhtierenspendern, die im Zeitraum
Oktober 1998 bis Mai 1999 an der UniversitatsklimkGiel3en nephrektomiert wurden. Die

Probenentnahme lag zeitlich jeweils vor der Nepiuraie.

| Inselzelltranmtierte Nierentransplamrte
Patienten (n) 20 10
Geschlecht (w/m) 11/9 4/6

Median (25 % - 75 % Perzentil) Median (25 % Y%%erzentil)

Gewicht (kg) 61 (58 - 69) 65 (56 - 81)
Alter (Jahre) 38 (35-42) 56 (33 - 64)
Dialysedauer (Monate) 17 (4 - 39) 62 (31-72)

Abb. 2: Charakteristika der Inselzelltransplantationspatienten und Nierentransplantations-

patienten der vorliegenden Untersuchung

214 Einverstandniserklarung und Ethikkommission

Jeder Patient bzw. Proband wurde ausfuhrlich gtbinifund mundlich von dem betreuenden
Arzt Uber die Untersuchungen, das Ziel der Studen zu erwartenden Nutzen und die
zusatzlichen Belastungen und moglichen Risiken edddgt. Von jedem Patienten oder
Probanden wurde eine schriftiche Einverstandnlégenskg erhoben. Uber das
Verweigerungsrecht bzw. die Moglichkeit jederzeitne Angabe von Grinden und ohne
Nachteile flr die Behandlung der Patienten von Sterdie zurtickzutreten, wird ebenfalls
aufgeklart. Jeder Patient erhalt ein Exemplar deatieRtenaufklarung und der
Einverstandniserklarung. Ein positives Votum dehilltommission der Universitat Giel3en

liegt vor.
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2.1.5 Gabe von polyklonalen Antilymphozytenseren bei Indeelltransplantation

Allen 20 Inselzelltransplantationspatienten aus derliegenden Untersuchung wurden
innerhalb  der ersten zehn Tage nach Inselzellttansdion  polyklonale
Antilymphozytenseren (ATG) verabreicht. Die mitddDosis des ATG betrug dabei 24389
mg/Patient/Tag (Mittelwert -Standardabweichung), ATG wurde im Mittel Gber 9. Tage
(Mittelwert + Standardabweichung) verabreicht, mindestens aber sieben Tage. Jeder
Patient erhielt ATG in individueller, von den bebamden Arzten festgesetzter Dosierung,

die im Verlauf der Behandlung nicht verandert wurde

2.2 Parameter der Transplantatfunktion
2.2.1 Inselzellfunktion

Eine Inselzellfunktion lag in der vorliegenden Ustehung definitionsgemald dann vor,
wenn an drei aufeinander folgenden Messungen diefilid > 0.5 ng/ml gemessen werden

konnte.
2.2.2  Insulinunabhéangigkeit

Insulinunabhéngigkeit im ersten Jahr nach Transglem lag in der vorliegenden
Untersuchung definitionsgemal3 dann vor, wenn arr @stsieben Tagen im ersten Jahr nach
Transplantation keine Insulinsubstitutionstheragfelgen musste.

2.2.3  Transplantatverlust

Der Transplantatverlust lag in der vorliegendendichung definitionsgemafd dann vor,
wenn an drei aufeinander folgenden Messungen diefiid Wert < 0.5 ng/ml bestimmt
wurde, bei vorher bestehender Inselzelltransplamtktion.

2.2.4 Zeitpunkt des Transplantatverlustes

Der Zeitpunkt des Transplantatverlustes ist in w@tiegenden Untersuchung definiert als
Zeitpunkt zwischen der ersten von minimal drei ang#feder folgenden Messungen, bei denen

C- Peptid < 0.5 ng/ml lag, bei vorher bestehendselkzelltransplantatfunktion.
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2.3 Indikationen und Kontraindikationen der Inselzdltransplantation
2.3.1 Indikationen

* Niereninsuffizienz im pra-urdmischen Stadium oded&adium

* Vorausgegangene (> 6 Monate) Nierentransplantation
2.3.2 Kontraindikationen

» Alter < 18 Jahre oder > 65 Jahre

» Diabetesdauer < 10 Jahre

* Rest-C-Peptid-Sekretion (Plasma-C-Peptid > 0.2 hg/emessen 6 min nach i.v.
Gabe von 1 mg Glucagon oder wenn die Basal-Sekreg00.2 - 0.3 ng/ml liegt)

* Kreatininclearance < 45ml/min (trifft nicht beim ¥iegen der Indikation: Alter < 18
Jahre oder > 65 Jahre zu).

* Unbehandelte proliferative Retinopathie

* Unbehandelte koronare Herzerkrankung mit signifigastenose und Linksventrikel-
versagen, aul3er erfolgreich behandelt durch MadikatBypass-Operation oder
Dilatation

» Portaler Hochdruck

» Aktive Infektionen, im speziellen Hepatitis B und C

» Aktive peptische Ulzera

* Psychiatrische Erkrankungen

* Noncompliance

* Substanzmissbrauch

* Krebserkrankungen, aul3er Heilung ohne Rekurrenz &idahre

Die Indikationen zur Inselzelltransplantation waneri9 von 20 Fallen erflllt. Die Ausnahme
war ein Patient, bei dem eine Inselzelltransplamatnach einer Lebertransplantation

durchgefihrt wurde. Eine Kontraindikation war inrlean der 20 Falle erfullt.

2.4 Empfangerbedingungen

Folgende Empfangerbedingungen wurden bestimmthmBinfluss auf Transplantatfunktion

und Transplantattberleben Uberpriift.
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2.4.1 Diabetesdauer
Die Dauer des insulinpflichtigen Diabetes mellitngahren.
2.4.2 Insulinbedarf vor Transplantation

Insulinbedarf vor Transplantation pro Tag in intdfonalen Einheiten (IE), wobei alle

Insuline addiert werden.
2.4.3  Histokompatibilitat

Die Antigene der Genorte HLA -A, -B, und -DR wurdbai Spender und Empfanger des
Inselzelltransplantats bestimmt. Die Histokompéitdti zwischen Organspender und
Empfanger beziglich der HLA (A, -B, -DR) wurde dumrei einzelne Scores angegeben, ein
Gesamtscore fiur alle drei Genorte wurde zusataistellt. Bei Verwendung von mehr als
einem Transplantat oder unvollstandiger BestimmuegrgAntigene erfolgt ein Ausschluss der

Daten von der Untersuchung.

» Histokompatibilitats-Score fur HLA-A
Fur jede Inselzelltransplantation wurde ein Scostelit, der die Histokompatibilitat fur den
Genort HLA-A von Spender und Empfanger der Insédpelabbilden soll. Jedem
Inselzelltransplantationspatient wird ein Score Qe zugeordnet. Ein Score von 0 entspricht
dem mismatch (Nichtiibereinstimmen) in beiden Amtege von HLA-A zwischen Spender
und Empfanger. Ein Score von 1 entspricht dem ntigmaon einem Antigen, ein Score von

2 dem mismatch von null Antigenen.

* Histokompatibilitdts-Score fur HLA-B und HLA-DR
Fir die Antigene von HLA-B und HLA-DR wurden korpesdierende Scores nach der oben
fur HLA-A beschriebenen Methode erstellt.

* Gesamtscore fur die Histokompatibilitdt von HLA-AdIHLA-B und HLA-DR
Fir jede Inselzelltransplantation wurde ein Scostedit, der die Histokompatibilitat fur die
drei Genorte HLA-A, -B, und -DR von Spender und Eamger der Inselzellen abbilden soll.
Jedem Inselzelltransplantationspatient wird einrSamn 0-6 zugeordnet. Ein Score von 0
entspricht dem mismatch (Nichttiibereinstimmen) ichseAntigenen von HLA-A, -B und -
DR zwischen Spender und Empfanger. Ein Score ventdpricht dem mismatch von funf
Antigenen, ein Score von 2 einem mismatch von wWatigenen, ein Score von 3 dem

mismatch von drei Antigenen, ein Score von 4 deisnmich von zwei Antigenen, ein Score
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von 5 dem mismatch von einem Antigen und ein Scare 6 dem mismatch von null

Antigenen.

24.4

Immunologische Parameter

Als immunologische Marker dienten die vom Labor déniversitatsklinik  Giel3en

bestimmten Differentialblutbilder sowie

die

duraldszytometrisch

gewonnenen

Lymphozytensubpopulationen mit Aktivierungsmarkemngegeben in Zellzalpl/Blut.

2.5

251

Leukozytenzahl
Lymphozytenzahl

Zellzahl CD3+ Zellen

Zellzahl CD19+ Zellen

Zellzahl CD56+ CD3- Zellen
Zellzahl CD4+ Zellen

Zellzahl CD4+ HLA-DR+ Zellen
Zellzahl CD4+ CD122+ Zellen
Zellzahl CD4+ CD45RO+ Zellen
Zellzahl TCR alpha/beta+ Zellen
Zellzahl TCR gammal/delta+ Zellen
Monozytenzellzahl

Zellzahl CD14+ HLA-DR+ Zellen

Spenderkriterien

Transplantierte Inselmenge

Die Menge der transplantierten Inselzellen wird rdigm Inselzellaquivalent (IEQ =

Isletequivalent) pro Kilogramm Korpergewicht angege. Die Kalkulation erfolgt

entsprechend international festgelegten Richtlinien

2.5.1.1

Inselzellaquivalent

Die Inselzahl und das Inselvolumen werden zur Besting des Inselaquivalents (IEQ)

benutzt. Die Inselzahl und das Volumen werden dabgein entsprechendes Aquivalent von

Inseln mit einem Durchmesser von 150 pm umgerechaiet Inselzellaquivalent (IEQ)

entspricht einer idealisierten Standardinsel nmesi Durchmesser von 150 pm.
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2.5.1.2 Inselzellvolumen

Zur Bestimmung des Inselvolumens wird eine Kugetfoangenommen. Mit folgender
Formel wird dann aus dem lichtmikroskopisch bestienm Durchmesser (2r) das

Inselvolumen bestimmt: Inselvolumen= 4/3 x pi x r3
2.5.1.3 Inselzellzahl

Die Inselanzahl wird unter dem Lichtmikroskop ausddt. Dabei werden die ausgezéhlten

Inselzellen nach ihrer GroRRe klassifiziert.

2.5.1.4 Inselzellgrolie

Klasse Durchmesser
50-100 pm
100-200 pm
200-300 pm
300-400 pm
400-500 pm
>500 pm

o 00 A W DN P

Tab. 3: Klassifizierung der Inselgrofe
2.6 Organkriterien
2.6.1 Kalte Ischdmiezeit

Die Gewinnung der Pankreata aus denen man diezéiesl gewinnt, wird wie bei der

Geamtorgantransplantation vorgenommen. Unmittelech Aussetzen der Herzfunktion
werden die abdominellen Organe mit einer 4° C kaltésung perfundiert und anschliel3end
entnommen. Das Pankreas wird dann bei 4° C urgefest Bedingungen gelagert. Die Zeit
nach dem Aussetzen der physiologischen Organperfusis zur Transplantation wird als

Kalte Ischamiezeit (KIZ) bezeichnet.
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2.6.2 Inselviabilitat

Die Viabilitat von Inselzellen wird in Anlehnung afie Methoden von LONDON et al.
festgestellt. Hierbei werden mittels einer fluomszmikroskopischen Analyse lebende und

tote Inselzellen bestimmt.
2.6.3 Inselstimulationsindex

Es wird die Insulinsekretion nach 90 Minuten stdtey Inkubation bei 30 bzw. 300 mg/dI
Glucosekonzentration bestimmt. Der Inselstimulatiodex errechnet sich aus dem

Quotienten der Insulinsekretion bei 300 mg/dl euldsulinsekretion bei 30 mg/dl.

2.7 Fluoreszenzmarkierung von Blutzellen mit monoldnale Antikdrper
2.7.1  Materialien

» EDTA 5 ml Blutabnahmerthrchen

e Facs-Probenrdohrchen: Falcon 5 ml round bottom (hé&alog Nr. 352054)
* PBS Puffer

* Facs Lysing Solution 1:10 mit sterilem Aqua destdiinnt

* Becton&Dickinson Maus IgG1 FITC (Katalog Nr. 349041

« Bectoné&Dickinson Maus IgG1 Pe (Katalog Nr. 349043)

« Bectoné&Dickinson Maus IgG2 FITC (Katalog Nr. 349051

e Bectoné&Dickinson Maus IgG2 Pe (Katalog Nr. 349053)

» Becton&Dickinson CD3 FITC (Katalog Nr. 349201)

* Becton&Dickinson CD3 PE (Katalog Nr. 347347)

» Bectoné&Dickinson CD 4 FITC (Katalog Nr. 3473232)

« Bectoné&Dickinson CD 14 I1gG2b FITC (Katalog Nr. 343}

* Bectoné&Dickinson CD 19 IgG1 PE (Katalog Nr. 349209)

e Bectoné&Dickinson CD45 RO IgG2a PE (Katalog Nr. 887)

» Becton&Dickinson CD56 PE IgG1 (Katalog Nr. 347747)

* Becton&Dickinson CD 71 FITC IgG1 (Katalog Nr. 34731

* Becton&Dickinson CD122 PE IgG1 (Katalog Nr. 3402554

* Bectoné&Dickinson HLA DR IgG2a PE (Katalog Nr. 34636

« Bectoné&Dickinson TCR gamma/delta IgG1 PE (Katalag 37907)
« Bectoné&Dickinson TCR alpha/beta IgG1 FITC (KataMig 347773)
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» Zentrifuge: Hettich Rotana

* Vortex Mixer

2.7.1.1 Fluoreszenzfarbstoffe

Es werden zwei unterschiedliche Farbstoffe verwandt
* FITC-Farbstoff (Fluorescin Isothiocyanate) mit emeFluoreszenzmaximum im
Bereich 520 nm.

* PE-Farbstoff (R-Phycoerythrin) mit einem Fluoreszaaximum im Bereich 578 nm.

2.7.1.2 Antikorperprotokoll

* IgG1 FITC und IgG1 Pe
IgG2 FITC und IgG2 Pe

e CD3FITC und CD19 Pe
 CD3FITC und CD56 Pe

* CDA4 FITC und CD3 Pe

« CDA4 FITC und CD122 PE

« CD4 FITC und CD45RO

« CD4 FITC und HLA-DR PE
e CD71FITC und CD3 PE

+ CD14 FITC und HLA-DR PE
* TCR alpha/beta FITC und TCR gamma/delta PE

2.7.2 Probenarten

* Nativprobe
Hierbei werden der Probe keine Antikérper zugegeben

* Isotypenkontrolle
Es werden an Mausantikorper gebundene Fluoreszésibffe verwendet. Die Maus-
antikorper weisen keine spezifische Bindungsfahtgkegen Epitope der menschlichen
Blutzellen auf, es kommt Uber unspezifische Mecsraen dennoch zu einer Bindung der
Mausantikorper an die humanen Blutzellen. Es wediemleichen Antikérpersubklassen wie
im Antikorperprotokoll verwendet (IgG1, 19G2) uneéédleichen Fluoreszenzfarbstoffe.
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» Doppelfarbung der spezifische Antikorperproben
Es werden bei jeder Probe zwei verschiedene Amégrkonjugiert an unterschiedliche
Fluoreszenzfarbstoffe, verwendeRie Antikérper sind gegen Oberflachenantigene der

Blutzellen gerichtet.
2.7.3  Probengewinnung

Die Blutabnahme erfolgte im Rahmen der Nachsorggsanthungen in der

Nierentransplantationsambulanz oder der Inselaeljplantationsambulanz der Universitats-
klinik GieRen. Die Patienten wurden, wenn mdoglickach einem festgesetzten Zeitplan
untersucht. Das Probenschema sieht eine Probehemenaor Transplantation und am 1. Tag,
7. Tag, 21. Tag und 30. Tag nach Transplantati@nesanschliel3end in jeweils einmonatigen
Abstanden vor. Die Gesamtuntersuchungsdauer belzkldransplantationspatienten betragt
ein Jahr und bei NierentransplantationspatientatsséMonate. In den Diagrammen und
Tabellen der vorliegenden Arbeit wird die Probe Voansplantation mit Tag -1 bezeichnet

und die Proben nach Transplantation mit Tag +1,Hagsw..
2.7.4  Probenverarbeitung

Die Verarbeitung der Blutproben erfolgt in den ens4 Stunden nach Probenentnahme. Die
Proben werden bei 4° C und Dunkelheit gelagert.

Die Verarbeitung gliedert sich im Wesentlichen meidArbeitsschritte: Inkubation der Probe
mit monoklonalen Antikérpern, Lysierung der Erythyten und Herauswaschen der
Erythrozyten.

2.7.4.1 Inkubation der Blutprobe mit fluoreszenzmakierten Antikdrpern

* Pipettieren von 100 pul EDTA-Vollblut in die FacseBenrohrchen

e Zugabe von jeweils 10 pl von zwei monoklonalen Rarpern nach
Antikdrperprotokoll

* Durchmischen der Losung fir ca. 10 Sekunden béiamat Intensitat auf dem
Vortex-Mixer

* Inkubation der Proben fur 30 Minuten bei 4°C unchkelheit
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2.7.4.2 Lysierung der Erythrozyten

Hinzuftigen von 1 ml 1:10 verdunnter Facs Lysingu8oh

Durchmischen fur ca. 10 Sekunden bei mittleremisitét auf einem Vortex-Mixer
Inkubation fur 5 Minuten bei 4° C und Dunkelheit

Zentrifugieren der Proben fur 7 Minuten bei 1600nuy

Zugiges Abschitten des Probenrdhrchens tber demudbvider dabei durch
Kohasion und Adhasion im Rohrchen verbleibende tRgdgen der Losung wird

weiter bearbeitet

2.7.4.3 Waschen der Proben

2.8

28.1

2.8.2

Hinzufligen von 1 ml PBS-Puffer und Durchmischenatgstandenen Losung auf
dem Vortex-Mixer fur 5 Sekunden bei mittlerer Indesat

Zentrifugieren der Losung mit 1600 Umdrehungen/fiimnsgesamt 5 Minuten.
Abschiitten der Lésung tber dem Abwurf wie in 227 .4,

Zweimaliges Wiederholen der ersten beiden Arbditsge von 2.7.4.3. Man erhalt so
einen Tropfen einer klaren Losung

Hinzufligen von 1 ml PBS-Puffer. Die so erhaltensurig wird dann im

Durchflusszytometer untersucht.
Durchflusszytometrische Analyse
Materialien

Durchflusszytometer: Becton & Dickinson Facs-Scan
Durchflusszytometrielésung: Becton & Dickinson F&tsw Losung (Katalog Nr.
342003)

Arbeitschritte

Hinzufligen von 1ml Facs-Flow Losung zu den voribeten Proben
Befestigen des Probenréhrchens im Facs-Scan Dussizfftometer

Starten des Durchflusszytometers
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Es werden pro Probe 100.000 Zellen bearbeitet.[@ieen werden mit dem Hewlett Packard
Programm Lysis Il auf einem IBM kompatiblen Perdo@amputer Hewlett Packard 9153C

gespeichert.
2.9 Auswertung durchflusszytometrischer Daten
2.9.1 Dot Plot Darstellung

Hierbei werden die Zellen als einzelne Punkte (dats ein Koordinatensystem (plot)
eingetragen. Die Koordinatenachsen konnen mit Zdllem oder Fluoreszenzintensitaten

skaliert werden. Folgenden Arbeitschritte missectdyefiihrt werden:

» Darstellung der Zellen anhand ihrer Grél3e
In der Dot-Plot-Darstellungsweise werden die Achseées Koordinatensystems mit
Querdurchmesser (SSC) und Langsdurchmesser (FSflierekAuf der X-Achse ist die
Zelllange, auf der Y-Achse die Zellbreite dargdstel

» Darstellung der Fluoreszenz einer Probe
In der Dot-Plot Darstellungsweise werden die Achs#ges Koordinatensystems mit
Fluoreszenzintensitaten skaliert. Es werden fur dfechsen die spezifischen

Spektrumsbereiche der verwandten Fluoreszenzféibsfewahit.
29.2 Gaten

Hiermit kann man Zellgruppierungen durch Setzen v@renzlinien innerhalb des
Koordinatensystems von den restlichen Zellen abgernund unabhangig von den lbrigen

Zellen darstellen.
2.9.3 Backgaten

Hierbei Uberspielt man die eingezaunten (gegatetelign in eine andere Darstellungsweise.
Eine Ubliche Methode ist es, die Zellen zuerst maufd ihrer Grél3e zu gaten und dann in ein
Fluoreszenz-Koordinatensystem zu Uberspielen undlisoFluoreszenz einer bestimmten
Zellgruppierung z.B. der Lymphozyten darstellen kginnen. Dies bezeichnet man als
Backgaten.

26



2.9.4  Quadrants

Mit den Quadrants kann man durch ein Gitter das-Mot-Koordinatensystem in vier

Quadranten aufteilen, deren Inhalt man quantieti@ssen kann.
2.9.5  Arbeitsschritte
2.9.5.1 Bestimmung der unspezifischen Bindung

* Dot-Plot-Darstellung der Fluoreszenz der Isotypenialle. Die Fluoreszenzintensitat
entspricht der Starke der Antikorperbindung an dmellen durch unspezifische
Bindungsmechanismen. Die Fluoreszenzintensitét ldetypenkontrolle dient als
Schwellenwert fur die spezifische Bindung.

e Lymphozytengate  bestimmen: Farben der Lymphozytenit mdem
Panlymphozytenmarker CD45 oder durch die Kombima@®3, CD19 und CD56

» Backgaten der markierten Lymphozyten in das FSC-B&(Plot

* Gaten der markierten Zellen. Mit dem Panlymphozytarker CD14 kann man auf
die gleiche Weise das Monozytengate erstellen wadlmth das Lymphozytengate

kontrollieren

2.9.5.2 Erfassen der Subsets Uber die spezifisdAeoreszenz

* Setzen des Lymphozytengates.
* DOT-PLOT Darstellung der Fluoreszenz.

e Einsetzen der Quadranten.

Die Ausrichtung der Quadranten erfolgt unter Zwmlhme der Isotypenkontrolle. Der rechte
untere Quadrant enthalt die Isotypenkontrolle uteitsden Schwellenwert der spezifischen
Bindung dar. Fluoreszenzen aul3erhalb dieses Quadrastellen deshalb spezifische
Bindungen dar. Im rechten oberen Quadranten simpBlbindungen reprasentiert. Mit Hilfe

der Quadranten kdnnen die Zellzahlen der antikbipdenden Zellen bestimmt werden.

2.9.5.3 Berechnung absoluter Zellzahlen

Die in der Durchflusszytometrie erhaltenen Zelleahlbeziehen sich auf 100 000
durchflusszytometrisch bestimmte Zellen und werdeit der folgenden Formel einer

Maleinheit zugeordnet.
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a = Zellzahl CD56+ CD3- Zellen in der Durchflussayietrie

b = Zellzahl CD3+ Zellen in der Durchflusszytometri

¢ = Zellzahl CD19+ Zellen in der Durchflusszytonnetr

d= Zellzahl des gesuchten Subsets in Durchflusszgtoe

X = Prozentsatz des gesuchten Subsets an der Gasaimbzytenzahl
Y = absolute Lymphozytenzahl/ul Vollblut

Z= Zellzahl des gesuchten Lymphozytensubsets/plb\(il

Z=XXY
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2.10 Statistische Auswertung
2.10.1 Deskriptive Statistik

Zur Beschreibung der Verteilung der untersuchtemarmater werden Mediane mit 25 %
Perzentilen und 75 % Perzentilen angegeben. Dieg&kglVertebereich) wird anstatt der
Perzentilen angegeben, wenn nur wenige verschiedeaspragungen des Parameters
vorkommen, so dass die Angabe der Perzentile sinhvoll ist. Die Darstellung von Medianen
mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen erfolgt die verschiedenen Patientengruppen
entweder als Saulendiagramm, wenn die Zellzahleaizem Zeitpunkt bestimmt wurden, oder
als verbundene Stabdiagramme im Sinne einer Vekawie, wenn die Bestimmung der
Zellzahlen zu verschiedenen Zeitpunkten innerhaflese Zeitraums erfolgte. Die Berechnung
und Darstellung erfolgt mit Hilfe eines IBM-kompalien Personal Computers und des

Programms Microsoft Excel 4.0.
2.10.2 Analytische Statistik

Der Mann-Whitney U-Test wurde eingesetzt, um Umi@exle zwischen zwei unabhangigen
Stichproben nicht-normalverteilter Daten zu tesi2er. Fisher's Exact Test wurde eingesetzt, um
Unterschiede zwischen zwei unabhangigen Stichprothehotomer Daten zu testen. Die
Darstellung der Ergebnisse der analytischen Siatiserfolgt als Angabe der
Irrtumswahrscheinlichkeit p. Die Irrtumswahrschahkeit der statistischen Aussage wird wie
folgt bewertet.

p>0.05 nicht signifikant
0.05>p signifikant

Zur Berechnung der analytischen Statistik wurdes Macintosh Statistikprogramm In-Stat und

ein Macintosh Personal Computer verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Transplantatfunktion in der untersuchten Patietengruppe

Von den 20 untersuchten Inselzelltransplantatiomspzn war im ersten Monat nach
Inselzelltransplantation (ITX) bei 19 Patienteneeinselzellfunktion nachweisbar, 14 Patienten
hatten ein Jahr nach Inselzelltransplantation neicie nachweisbare Inselzellfunktion. Zwei
Patienten waren im ersten Jahr nach Transplantatsuiinunabhangig. Bei einem Patienten lag

zu keinem Zeitpunkt nach Transplantation eine kedlinktion vor.
Somit ergeben sich drei Patientenkollektive:

* 14 Patienten (70 %) mit Transplantatfunktion intemslahr nach Transplantation.
* FUnf Patienten (25 %), die nach anfanglicher Tremgptfunktion im ersten Monat diese
bis zum Ende des ersten Jahres nach Transplantagder verloren hatten.

e Ein Patient (5 %), der zu keinem Zeitpunkt nach n$pdantation eine

Transplantatfunktion hatte.

Der Zeitpunkt des Transplantatverlustes lag dendiinf Patienten zwischen dem 27. und 82.
Tag nach Inselzelltransplantation (Abb. 3).
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Abb. 3: Vorliegen einer Inselzelltransplantatfunktion nach Inselzelltransplantation (ITX), Verlauf
Uber 12 Monate nach ITX bei 19 Patienten.
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3.2 Leukozyten und Lymphozytensubsets bei Inselieansplantierten

In den Abb. 4 - Abb. 17 sind die Mediane mit 25 %rZentilen und 75 % Perzentilen der

Zellzahlen pro ul Vollblut von Leukozyten und Lyng#ytensubsets bei 20 Patienten, Uber einen

Zeitraum von sieben Tagen vor Inselzelltranspléomat bis zwolf Monaten
Inselzelltransplantation, dargestellt.

nach

a) Leukozyten
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Zellen/ul
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Zeit (Tage vor/nach ITX)

Abb. 4: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von Leukozyten/ul
Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in Tagen vor bzw.

nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag 0.

b) Monozyten
1500
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&
T E
N 500 E
0
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Abb. 5: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von Monozyten/ul
Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in Tagen vor bzw.
nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag 0.
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C) Lymphozyten
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Abb. 6: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von Lymphozyten/ul
Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in Tagen vor bzw.

nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag 0.

d) CD3+ Zellen
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Abb. 7: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD3+ Zellen/ul
Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in Tagen vor bzw.

nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.
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e) CD19+ Zellen
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Abb. 8: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD19+ Zellen/ul
Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in Tagen vor bzw.

nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag 0.

f) CD56+ CD3- Zellen
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Abb. 9: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD56+ CD3-
Zellen/ul Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in Tagen

vor bzw. nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.
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0) CD4+ Zellen
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Abb. 10: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD4+
Zellen/pl Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in

Tagen vor bzw. nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation
ist Tag 0.

h) CD4+ HLA-DR+ Zellen
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Abb. 11: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD4+ HLA-
DR+ Zellen/ul Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in

Tagen vor bzw. nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag
0.
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i) CD4+ CD45 RO+ Zellen
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Abb. 12: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD4+ CD45
RO+ Zellen/ul Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in

Tagen vor bzw. nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag
0.

i) CD4+ CD122+ Zellen
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Abb. 13: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD4+ CD122+
Zellen/pl Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in Tagen

vor bzw. nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.
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k) TCR alpha/beta+ Zellen
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Abb. 14: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von TCR
alpha/beta+ Zellen/pl Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit

ist in Tagen vor bzw. nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist
Tag 0.
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Abb. 15: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von TCR
gamma/delta+ Zellen/ul Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die

Zeit ist in Tagen vor bzw. nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der
Transplantation ist Tag O.
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Abb. 16: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD3+ CD71+

Zellen/ul Blut bei 20 Patienten vor und nach Inselzelltransplantation (ITX). Die Zeit ist in Tagen

vor bzw. nach Inselzelltransplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.

3.3 Lymphozytensubsets bei gesunder Kontrollgruppe

Median|25 % - 75 % Perzentile

Lymphozyten 3120 2204-3497
CD3+ 2260 1763-2725
CD19+ 404 265-510
CD56+ CD3- 224 171-292
CD4+ 1279 | 839-1528
CD4+ CD45 RO+ | 675 367-756
CD4+ CD122+ 0 0-3

TCR alpha/beta+ | 3055 2389-3402

TCR gamma/deltal39 85-210

CD3+ CD71+ 1 0-5

Tab. 4: Mediane mit 25% Perzentilen und 75% Perzentilen der Zellzahlen/ul Blut von

Lymphozyten und Lymphozytensubsets bei zehn Probanden einer gesunden Kontrollgruppe.
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Abb. 17: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen/ul Blut von
Lymphozyten und Lymphozytensubsets bei zehn Probanden bei einer gesunden Kontrollgruppe.
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Abb. 18: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen/pl Blut von
Lymphozytensubsets bei zehn Probanden einer gesunden Kontrollgruppe.
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3.4 Lymphozytensubsets bei Nierentransplantierten

In den Abb. 19 - Abb. 27 sind die Mediane mit 25P%rzentilen und 75 % Perzentilen der
Zellzahlen/pl Vollblut von Leukozyten und Lymphoegsubsets bei zehn Patienten tber einen

Zeitraum von sieben Tagen vor Nierentransplanta{ldmX) bis sechs Monaten nach NTX
dargestellt.

a) Lymphozyten
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Abb. 19: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von
Lymphozyten/ul Blut bei zehn Patienten vor und nach Nierentransplantation (NTX). Die Zeit ist

in Tagen vor bzw. nach Transplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.
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Abb. 20: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD3+ Zellen/ul
Blut bei zehn Patienten vor und nach Nierentransplantation (NTX). Die Zeit ist in Tagen vor bzw.

nach Transplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.
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Abb. 21: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD19+
Zellen/ul Blut bei zehn Patienten vor und nach Nierentransplantation (NTX). Die Zeit ist in Tagen

vor bzw. nach Transplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.
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Abb. 22: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD56+ CD3-
Zellen/ul Blut bei zehn Patienten vor und nach Nierentransplantation (NTX). Die Zeit ist in Tagen

vor bzw. nach Transplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.
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e) CD4+ Zellen
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Abb. 23: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD4+ Zellen/ul
Blut bei zehn Patienten vor und nach Nierentransplantation (NTX). Die Zeit ist in Tagen vor bzw.

nach Transplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.

f) CD4+CD45 RO+ Zellen

1000

800 .

600 .

400 T

Zellen/ul

200

Lo

-30 0 30 60 90 120 150 180
Zeit (Tage vor/nach NTX)

Abb. 24: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD4+ CD45
RO+ Zellen/ul Blut bei zehn Patienten vor und nach Nierentransplantation (NTX). Die Zeit ist in

Tagen vor bzw. nach Transplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.
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0) CD4+ CD122+ Zellen
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Abb. 25: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von CD4+ CD122+
Zellen/ul Blut bei zehn Patienten vor und nach Nierentransplantation (NTX). Die Zeit in Tagen

vor bzw. nach Transplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.
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Abb. 26: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von TCR
alpha/beta+ Zellen/ul Blut bei zehn Patienten vor und nach Nierentransplantation (NTX). Die

Zeit in Tagen vor bzw. nach Transplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag
0.
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i)  TCR gamma/delta+ Zellen
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Abb. 27: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von TCR
gamma/delta+ Zellen/pl Blut bei zehn Patienten vor und nach Nierentransplantation (NTX). Zeit

ist in Tagen vor bzw. nach Transplantation angegeben, Zeitpunkt der Transplantation ist Tag O.

3.5 Ciclosporinblutspiegel bei Patienten im erstedahr nach Inselzelltransplantation

Ciclosporinblutspiegel (in ng/ml) wurden bei deséizelltransplantationspatienten zu mehreren
Zeitpunkten im Verlauf des ersten Jahres nach ptantation bestimmt. Zwei Patientengruppen

werden verglichen: 13 Inselzelltransplantationgraén mit Transplantatfunktion nach einem
Jahr und sechs Patienten ohne Transplantatfunkéioh einem Jahr.
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Abb. 28: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der im Verlauf des ersten Jahres
nach ITX gemessenen Ciclosporinblutspiegel (in  ng/ml) bei Patienten  mit

Inselzelltransplantatfunktion ein Jahr nach ITX und Patienten ohne Inselzelltransplantatfunktion
ein Jahr nach ITX.
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Ein statistischer Vergleich der Ciclosporinblutgmk gemessen an verschiedenen Zeitpunkten
im Verlauf des ersten Jahres nach Inselzelltransgtian, ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen der Gruppe der Patienten mslzelltransplantatfunktion ein Jahr nach
Inselzelltransplantation und der Gruppe der Paieohne Inselzelltransplantatfunktion ein Jahr

nach Inselzelltransplantation.

3.6 Vergleich der Patienten mit Inselzellfunktion g@gen Patienten, die ihre

Inselzellfunktion im Verlauf des ersten Jahres &rloren haben

Die Zellzahlen von Leukozyten und Lymphozytensubseton Patienten, die eine
Inselzellfunktion ein Jahr nach Inselzelltranspddion hatten, werden mit den Zellzahlen der
Patienten, die die Inselzellfunktion im ersten Jahch Inselzelltransplantation verloren hatten,
an je einem Zeitpunkt vor Transplantation (Zeit:) -tnd je funf Zeitpunkten nach
Transplantation (Zeit: +1; +7; +21; +30; +60) vérgen. Die Zeit ist in Tagen skaliert.
Unterschiede zwischen den Patientengruppen wendestatistische Signifikanz getestet. In den
Tabellen 5 - 16 sind die Mediane mit 25 % Perzentiind 75 % Perzentilen (25-75%P) der
Zellzahlen pro pl Vollblut fir beide Patientengreppzu den entsprechenden Zeitpunkten

angegeben sowie die P-Werte der statistischen ®ehgl zwischen den beiden Gruppen.

* Gruppe A: Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahch Transplantation (n = 14)
* Gruppe B: Patienten mit Verlust der Inselzellfuoktim ersten Jahr nach Transplantation
(n=5)
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a) Leukozyten

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A

Median 6800 7100 5300 7300 5500 6750
(25-75%P) | (5400-9022) (5750-8400) (4800-7500) (5300-1000) | (4300-8600) | (5300-9032)
Gruppe B

Median 7900 6650 4600 6100 8600 7150
(25-75%P) | (5500-8600)| (5143-8000) (4150-8750) (4500-7000) | (6625-10625) | (6350-8950)
P-Wert 1.0 0.32 0.57 0.39 0.30 0.86

Tab. 5: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)

vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)

hinsichtlich der Zellzahl der Leukozyten. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen

(25-75% P) der Zellzahlen/pl Blut fir die beiden Patientengruppen sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation angegeben (Zeit: +1

bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

b) Monozyten

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A

Median 560 360 490 585 520 780
(25-75%P) |(383-656)|(238-458) | (220-810) |(413-970)|(400-656) |(380-865)
Gruppe B

Median 550 375 700 425 680 600
(25-75%P) |(470-560)|(285-480) | (538-863) |(358-560)]|(508-865) |(570-638)
P-Wert 0.82 0.95 0.23 0.21 0.52 0.85

Tab. 6: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)

vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)

hinsichtlich der Zellzahl der Monozyten. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen

(25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation angegeben (Zeit: +1

bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.
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C) Lymphozyten

Zeit (Tage) |-1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A

Median 1240 195 420 525 350 900
(25-75%P) | (945-1568) (123-260)| (353-520)| (373-800) (253-570) (625-1140)
Gruppe B

Median 1200 140 190 490 675 810
(25-75%P) | (940-1250) (130-190)| (185-225)| (400-610) (583-830) (373-1180)
P-Wert 0.96 0.84 0.05 0.86 0.08 0.75

Tab. 7: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)

vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)

hinsichtlich der Zellzahl der Lymphozyten. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen

(25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation angegeben (Zeit: +1 bis

+60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

d) CD3+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A

Median 1013 7 36 52 155 1035
(25-75%P) |[(581-1171) |(1-14) [(35-92) |[(10-123) |[(124-249) |(537-1060)
Gruppe B

Median 1043 26 52 35 504 646
(25-75%P) |(932-1699) | (13-41) [(10-123) |(35-92) |(342-690) |[(520-709)
P-Wert 0.68 0.60 0.95 1.0 0.17 0.52

Tab. 8: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)

vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)

hinsichtlich der Zellzahl der CD3+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen

(25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation angegeben (Zeit: +1

bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.
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e) CD19+ Zellen

Zeit -1 +1 +7 +21 +30 +60
(Tage)

Gruppe A

Median 81 143 378 122 54 162
(25-75%P)| (46-123) | (105-180)|(231-445)|(97-178) |(26-100) |(67-180)
Gruppe B

Median 119 108 132 166 107 122
(25-75%P)[ (89-581) |(73-114) |(72-142) |(130-178)|(35-240) |(88-128)
P-Wert 0.32 0.14 0.82 0.62 0.26 0.52

Tab. 9: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)
vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)
hinsichtlich der Zellzahl der CD19+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen
(25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem Zeitpunkt vor
Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation angegeben (Zeit: +1 bis

+60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

f) CD56+ CD3- Zellen
Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A
Median 82 21 24 40 fehlende | 57
(25-75%P) |[(50-271) | (14-29)|(6-31) (10-55) | Werte (38-98)
Gruppe B
Median 72 21 9 21 fehlende | 3
(25-75%P) |[(67-74) |(14-28)|(6-11) (14-29) | Werte (3-27)
P-Wert 0.57 0.77 0.38 0.70 0.16

Tab. 10: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)
vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)
hinsichtlich der Zellzahl der CD56+ CD3- Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 %
Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem
Zeitpunkt vor Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation
angegeben (Zeit: +1 bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen

Zeitpunkten.
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0) CDA4+ Zellen

Zeit -1 +1 +7 +21 +30 +60
(Tage)

Gruppe A

Median 437 1 24 115 40 216
(25-75%P)| (239-774) | (0-4) (22-200) | (41-281) | (21-53) (106-337)
Gruppe B

Median 688 9 32 79 128 477
(25-75%P)| (437-880) | (2-24) (21-49) [(60-147) | (50-505) (415-593)
P-Wert 0.53 0.17 0.87 1.00 0.35 0.10

Tab. 11: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)
vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)
hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen
(25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem Zeitpunkt vor
Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation angegeben (Zeit: +1

bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

h) CD4+ HLA-DR+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A

Median 56 2 5 34 16 39
(25-75%P) |[(13-197) |(-3-29) |(-27-24) |(9-117) (5-44) (21-73)
Gruppe B

Median 62 1 3 5 21 46
(25-75%P) | (-281-405)|(-3-7) |(-122-200)|(-16-61) |(-23-76) [(-38-111)
P-Wert 0.99 0.66 0.77 0.15 0.9 0.78

Tab. 12: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)
vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)
hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ HLA-DR+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 %
Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem
Zeitpunkt vor Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation
angegeben (Zeit: +1 bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen

Zeitpunkten.
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i) CD4+ CD45 RO+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A

Median 239 6 16 137 fehlende | 262
(25-75%P) |[(134-496) | (1-17) |(0-31) (66-209) |Werte (142-368)
Gruppe B

Median 512 1 20 54 fehlende | 262
(25-75%P) |[(382-704) | (0-1) (15-25) (47-132) |Werte (199-349)
P-Wert 0.33 0.13 0.84 0.52 1.00

Tab. 13: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)
vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)
hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ CD45 RO+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 %
Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem
Zeitpunkt vor Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an fiunf Zeitpunkten nach Transplantation

angegeben (Zeit: +1 bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen

Zeitpunkten.

) CD4+ CD122+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A

Median 2 1 1 1 fehlende |1
(25-75%P) |(0-8) (0-2) (0-7) |(0-3 Werte (1-2)
Gruppe B

Median 1 1 0 2 fehlende |1
(25-75%P) |(0-1) (0-1) (0-2) |(0-17) Werte (1-2)
P-Wert 0.33 0.95 0.54 | 0.68 1.00

Tab. 14: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)
vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)
hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ CD122+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 %
Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem
Zeitpunkt vor Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation
angegeben (Zeit: +1 bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen

Zeitpunkten.
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k) TCR alpha/beta+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A

Median 834 16 46 174 fehlende | fehlende
(25-75%P) |[(403-919) | (1-32) |(21-74) (18-363) |Werte Werte
Gruppe B

Median 1028 1 15 268 fehlende | fehlende
(25-75%P) |[(892-1644) (1-2) (8-76) (256-280) |Werte Werte
P-Wert 0.38 0.37 0.63 0.65

Tab. 15: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)
vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)
hinsichtlich der Zellzahl der TCR alpha/beta+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 %
Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem
Zeitpunkt vor Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an finf Zeitpunkten nach Transplantation

angegeben (Zeit: +1 bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen

Zeitpunkten.

) TCR gamma/delta+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +30 +60
Gruppe A

Median 27 4 7 21 fehlende | fehlende
(25-75%P) | (10-62) (0-10) (0-9) |(10-40) |Werte |Werte
Gruppe B

Median 65 1 6 4 fehlende | fehlende
(25-75%P) | (40-80) (1-6) (0-14) |[(1-26) Werte | Werte
P-Wert 0.38 0.86 0.68 0.32

Tab. 16: Vergleich von Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Transplantation (Gruppe A)
vs. Patienten mit Verlust der Inselzellfunktion im ersten Jahr nach Transplantation (Gruppe B)
hinsichtlich der Zellzahl der TCR gammal/delta+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 %
Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut der beiden Patientengruppen sind an einem
Zeitpunkt vor Transplantation (Zeit: -1 Tag) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation
angegeben (Zeit: +1 bis +60 Tage) und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen

Zeitpunkten.
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3.7 Vergleich der Inselzelltransplantierten mit gesnder Kontrollgruppe

Zellzahlen von Leukozyten und Lymphozytensubsets Idselzelltransplantierten werden zu
einem Zeitpunkt vor Transplantation (Zeit: -1) ub®l Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit:
+1 bis +360) mit den Zellzahlen einer gesunden Kaigruppe verglichen. Die Zeit ist in Tagen
skaliert. Bei der gesunden Kontrollgruppe wurderr mu einem Zeitpunkt die Zellzahlen
bestimmt. Unterschiede zwischen den Patientengrupperden auf statistische Signifikanz
getestet. In den Tabellen 17 - 26 sind die Medrait&5 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der
Zellzahlen pro pl Vollblut in beiden Patientengreppzu den entsprechenden Zeitpunkten

angegeben sowie die P-Werte der statistischen ®ehgl zwischen den beiden Gruppen.

* Gruppe A: Inselzelltransplantationspatienten (r0¥y 2

* Gruppe B: Gesunde Kontrollgruppe (n = 10)

a) Lymphozyten
Zeit (Tage |-1 1 7 21 30 60 90 1200 150 18D 210 240 270 300 3360
Gruppe A
Median [1190|175 |275 |[550 |530 |735 |965 |[860 |1000|930 (890 |[1305 |1150(1290 |[1305|1510
(25- (850- | (100- | (198- | (390- | (260- | (395- | (688- | (630- | (915- | (780- | (740- | (1220- | (820-|(1095- | (965-| (1265-
75%P) | 1315)|245) | 435) |800) | 750) |1173)|1280)( 1100)| 1130)| 1103)| 1133)| 1700) |1770|1650) |2360 |1740)
Gruppe B
Median 3120
(25-75%P (2204-3497)
P-Wert <0.0 [<0.0 | <0.0 [<0.0 | <0.0 {<0.0 |<0.0 [<0.0 |<0.0 [<0.0 | <0.0 [<0.001|<0.0(<0.001|0.01 | 0.001

01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01 01
Tab. 17: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde

Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der Lymphozyten. Mediane mit 25 %
Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind flr Gruppe A zu einem
Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach
Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).
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b) CD3+ Zellen

Zeit

(Tage)

-1 1 7 21 30 60 90 1200 150 18p 210 240 2¢y0 300 33@60

GruppeA

Median [1043(18 |49 |288 |179 |599 |794 |704 |714 |574 |877 [1155(1029(1044(1082 |[1093

(25-

(820- [ (5- | (28- |(217- | (152- | (273- | (293- | (289- | (553- | (471- | (806- | (839- | (384- | (792- | (995- |(1024-

75%P) |1181)[37) |124) |409) |504) |767) |825) [872) |797) |718) |1870)| 1724)| 2093)| 1683)| 1355) |1448)

Gruppe B
Median 2260
(25-75%P) | (1763-2725)

P-Wert |0.00 |<0.0 [<0.0 |0.00 [0.00 |0.00 [0.02 | <0.0|0.00 |0.00 |0.06 | 0.02| 0.04| 0.6 0.02| 0.008

Tab. 18: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde
Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD3+ Zellen. Mediane mit 25 %
Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind flr Gruppe A zu einem
Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach
Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).

C) CD19+ Zellen

Zeit -1 1 7 21 30 60 90 1200 150 18D 210 240 2y0 300 33®60
(Tage)
Gruppe A 123

Median |90 (124 |249 |110 |81 (134 (110|108 |97 (123 |102 |151 |167 |96 |111 95

(25-

47- |(72- |(147-|(23- |(27- |(67- (80- |(85- |(84- |(96- |(54- |(89- |(77- |(96- |(69-

75%P) 127) | 155) [443) [245) | 110) | 180) [ 133) [ 160) | 150) | 168) | 113) [ 256) | 285) | 127) [117) |163)

Gruppe B
Median 404
(25-75%P) | (265-510)

P-Wert <0.0 |<0.0 ({0.13 | <0.0|0.00 |<0.0 |<0.0 |<0.0 [<0.0 {0.00 [0.00 [0.00 |0.22 | 0.00|0.004 | <0.001

01 |01 01 |1 01 |01 |01 001 |3 3 6 1

Tab. 19: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde
Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD19+ Zellen. Mediane mit 25 %
Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind fir Gruppe A zu einem
Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach
Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).
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d) CD56+ CD3- Zellen

Zeit

(Tage)

-1 1 7 21 30 60 90 1200 150 180 210 240 2y0 300 3BB6O

Gruppe A

Median |77 |21 |[15 |36 |30 |39 (84 (97 |60 |72 264 101 |120 |91 |78 87

(25- (60- [(9- |(4- |[(16- |(16- [(37- |(59- [(43- |(41- |(29- [(209- |(69- |(39- |(65- |(B3- |(73-
75%P) 264) |49) [27) |67) |55) |75) [150)|108)|105)|209) [302) |165) [301)|180)|168) |218)
Gruppe B

Median 224

(25-75%P) | (171-292)

P-Wert [0.18 | <0.0(<0.0 |<0.0 {0.00 |0.01 | 0.00|0.04 | 0.03| 0.33| 0.83 0.09 0.19 0.27 0.28

01 |01 |01 |6 1

Tab. 20: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde
Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD56+ CD3- Zellen. Mediane mit 25 %
Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind flr Gruppe A zu einem
Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach
Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).

e) CD4+ Zellen

Zeit -1 1 7 21 30 60 90 1200 150 18p 2130 240 2fF0 300 3360
(Tage)

Gruppe

A 510 |5 24 |77 58 352 (187 |135 (184 |193 |[372 |324 |165 |487 |575 379
Median |(298-|0-16) | (22- |(52- |(26- |(211-|(160- |(114-|(115- | (149- | (156-|(227- | (138- | (256- | (459- |(360-
(25- 823) 133) |224) |181) |448) |249) [352) |203) [232) |383) |577) |294) |616) |638) |499)
75%P)

Gruppe B

Median 1279
(25-75%P) | (839-1528

P-Wert 0.02 | <0.0(<0.0 {0.00 |0.00 |0.00 |0.05 | <0.0(0.00 {0.00 [0.02 | 0.02] 0.06/ 0.03 0.01 0.0

01 |01 |4 1 6 01 |3 8

Tab. 21: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde
Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ Zellen. Mediane mit 25 %
Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind flr Gruppe A zu einem
Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach
Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).
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f) CD4+ CD45 RO+ Zellen

Zeit 11 7 21 [ 30 [ 60 | 90 | 1200 150 18p 210 240 27( 300 3360

(Tage)

Gruppe

A 241 |4 18 |89 |38 |267 |101 |121 (153 |181 |154 |216 |107 |310 (490 |323

Median |(176-|(0- [(O- |(47- |18- |(174-|(35- |(77- |(85- |(111 |[(134 |(189 |(59- | (155 |(325-|(261-

(25- 535) [13) |25) |174) |61) |[370) |148)|272) [190) |- - - 364) |- 497) | 446)

75%P) 286) | 260) | 339) 487)

Gruppe B

Median 675

(25-75%P) | (367-756)

P-Wert |0.03 | <0.0[<0.0 [0.00 |<0.0 [0.01 [0.00 [0.00 [0.00 [0.07 | 0.03| 0.03] 0.09 [ 0.1 0.26 0.1
01 |01 |9 01 |3 4 3 2

Tab. 22: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde
Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ CD45 RO+ Zellen. Mediane mit 25
% Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind flr Gruppe A zu
einem Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach
Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).

0) CD4+ CD122+ Zellen
Zeit -1 1 7 21 30 60 90 1200 150 18D 2130 240 27 300 3360
(Tage)
Gruppe A
Median |1 1 1 1 3 1 1 3 1 2 2 2 3 5 2 1
(25- (2-8 [(0-1)|(2-4) | (0-8)|(2-7) [ (0-3) | (0-6) [ (2-7) | (1-3) [ (0-3) | (1-8) [ (2-3) | (0-8) | (4-9)[(2-5)|(1-1)
75%P)
Gruppe B
Median 0
(25-75%P) | (0-3
P-Wert |[0.12 | 0.93| 0.51] 0.374 0.10 0.33 044 0.p3 0|23 Q413 (00.23| 0.46 | 0.000.28 | 0.54
7

Tab. 23: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde
Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ CD122+ Zellen. Mediane mit 25 %
Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind flr Gruppe A zu einem
Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach
Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).
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h)

TCR alpha/beta+ Zellen

Zeit -1 1 7 21 30 60 90 1200 150 18p 210 240 27 300 3360

(Tage)

Gruppe

A 842 |8 34 [256 |133 |264 |405 |755 |588 |551 |[718 |[1140|523 |767 |787 |[1063

Median |(610-|(1- |(2- [(103-[(25- |(O- |(363-|(4613|(544-|(462-|(658- | (876- |(273- |(533- |(576- | (560-

(25- 1048)[31) |[74) |363) |256) |616) |761) |-821)|635) |624) |1787)|1951)|616) |971) [924) |1226)

75%P)

Gruppe B

Median 3055

(25-75%P) | (2389-3402)

P-Wert <0.0 (<0.0 | <0.0 [<0.0 | <0.0 {<0.0 |<0.0 [<0.0 |<0.0 [{0.00 |0.00 {0.00 |0.004 | <0.0|0.00 [0.00

01 01 01 01 01 01 01 01 01 4 9 4 01 1 1

Tab. 24: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde

Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der TCR alpha/beta+ Zellen. Mediane mit 25
% Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind flr Gruppe A zu
einem Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach

Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).

i) TCR gamma/delta+ Zellen
Zeit -1 1 7 21 30 60 90 1200 150 18D 2110 240 2f0 300 33@60O
(Tage)
Gruppe
A 3 9 7 51 2 42 33 74 60 51 9 140 |82 98 151 126
Median [(1- |(5- |(0- |[(36- |(1- |(O- |(4 |[(49- |(22- |(36- [(3- [13% |(0- [(20- |(123- |(83-
(25- 10) [25) |10) |84) [13) |76) |53) |119) [130)|84) |38) P25 |156)|198) [293) |177)
75%P)
Gruppe B
Median 139
(25-75%P) | (85-210)
P-Wert 0.03 | <0.0({<0.0 ({0.18 | <0.0|0.04 | <0.0{0.31 | 0.24| 0.17] 0.000.55 | 0.35( 0.59| 0.78 0.95

01 01 01 01 7
Tab. 25: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde

Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der TCR gamma/delta+ Zellen. Mediane mit
25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/pl Blut sind fur Gruppe A zu
einem Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach
Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).
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i) CD3+ CD71+ Zellen

Zeit

(Tage)

-1 1 7 21 30 60 90 1200 150 18p 210 240 2y0 300 36O

Gruppe A

Median 4 0 0 1 1 2 1 2 4 1 2 2 4 5 3 2

(25-

75%P)

(2-13) [ (0-0) [ (0-3)| (0-4) [(0-2) [(0-2) | (1-1) |(2-2) |(2-9) |(1-6) | (2-4) (1-4) | (2-5) | (2-6) | (1-10) | (0-4)

Gruppe B
Median 1
(25-75%P) | (0-5)

P-Wert [0.15[0.19 | 0.5] 09| 0.9¢ 0.88 0.72 0.3 0J13 0,5270.70.78 | 0.66| 0.410.57 | 0.9

Tab. 26: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. gesunde
Kontrollgruppe (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD3+ CD71+ Zellen. Mediane mit 25 %
Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind fir Gruppe A zu einem
Zeitpunkt vor Inselzelltransplantation (Zeit: -1 Tag) und an 15 Zeitpunkten nach

Inselzelltransplantation (Zeit: +1 bis +360 Tag) angegeben und die P-Werte der jeweiligen

statistischen Vergleiche zu den Zellzahlen der Kontrollgruppe (Gruppe B).

3.8 Vergleich der Inselzelltransplantierten mit Nerentransplantierten

Zellzahlen von Lymphozyten und Lymphozytensubsets mselzelltransplantierten werden mit

den Zellzahlen von Nierentransplantierten an eidempunkt vor Transplantation (Zeit:-1) und

sieben Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +2; +21; +60; +120; +180) verglichen. Die

Zeit ist in Tagen skaliert. Unterschiede werden siattistische Signifikanz getestet. In den
Tabellen 27 - 35 sind die Mediane mit 25 % Perkramtund 75 % Perzentilen (25-75%P) der

Zellzahlen pro pl Vollblut in beiden Patientengreppzu den entsprechenden Zeitpunkten

angegeben sowie die P-Werte der statistischen ®ehgl zwischen den beiden Gruppen.

* Gruppe A: Inselzelltransplantationspatienten (r0F 2

* Gruppe B: Nierentransplantationspatienten (n = 10)
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a) Lymphozyten

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +60 +120 +180
Gruppe A

Median 1190 175 275 550 735 860 930
25-75%P | (850-1315) |(100-245) |(198-435) |(390-800) |(395-1173) |(630-1100) |(780-1103
Gruppe B

Median 1981 1005 1528 1840 1440 1779 1593
(25-75%P) | (1534-2261)| (936-1381) (998-1784) (746-2879) | (1049-2305)| (1290-243) | (849-2458
Zeit (Tage) |0.008 <0.001 <0.001 0.004 0.02 0.001 0.18

Tab. 27: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. Nierentransplantations-

patienten (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der Lymphozyten. Mediane mit 25 % Perzentilen

und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +1 bis +180) fir

beide Gruppen angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

b) CD3+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +60 +120 +180
Gruppe A

Median 1043 18 49 288 599 704 574
(25-75%P) |(820-1181|(5-37) (28-124) |[(217-409) |(273-767) |(289-872) |(471-718)
Gruppe B

Median 1411 665 826 1243 1196 1196 1443
(25-75%P) |(687-725) | (543-951) |(584-1113) (528-1808) |(779-1435) |(1136-1735)|(733-1711
Zeit (Tage) |0.24 <0.001 <0.001 0.03 0.001 0.001 0.02

Tab. 28: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. Nierentransplantations-

patienten (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD3+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen

und 75 % Perzentilen (in Klammern) der Zellzahlen/ul Blut sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +1 bis +180) fir

beide Gruppen angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.
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C) CD19+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +60 +120 +180
Gruppe A

Median 81 132 266 130 122 108 123
(25-75%P) |(46-125) |(101-135) |(116-443) |(97-177) (58-168) (79-108) |[(84-167)
Gruppe B

Median 224 234 365 283 202 368 153
(25-75%P) |[(142-362) |(128-433) |(227-694 |(166-708) |(134-341) |(97-168) |(47-501)
Zeit (Tage) | 0.005 0.08 0.24 0.009 0.06 0.29 0.85

Tab. 29: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. Nierentransplantations-

patienten (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD19+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen

und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +1 bis +180) fir

beide Gruppen angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

d) CD56+ CD3- Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +60 +120 +180
Gruppe A

Median 77 21 15 15 30 97 72
(25-75%P) |[(60-264) |(9-49) (4-27) (4-27) (16-55) (43-108) | (29-209
Gruppe B

Median 321 258 169 130 125 66 71
(25-75%P) |[(129-610) |(129-300) |(47-178) |(66-193) (85-188) (49-100) | (59-97)
Zeit (Tage) [0.013 <0.001 0.002 0.003 0.017 0.66 0.94

Tab. 30: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. Nierentransplantations-
patienten (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD56+ CD3- Zellen. Mediane mit 25 %

Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +1 bis +180) fir

beide Gruppen angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.
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e) CD4 + Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +60 +120 +180
Gruppe A

Median 510 5 24 77 352 135 193
(25-75%P) |(298-823) | 0-16) (22-133) [(52-224) (211-448 | (114-352) |(149-232)
Gruppe B

Median 776 410 440 831 690 682 578
(25-75%P) |(585-1290) (318-697) |(189-1170) (318-1283) | (449-1375) |(481-1258) | (263-801)
Zeit (Tage) [0.03 <0.001 0.005 0.005 0.04 <0.001 0.006

Tab. 31: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. Nierentransplantations-

patienten (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ Zellen. Mediane mit 25 % Perzentilen

und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +1 bis +180) fir

beide Gruppen angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

f) CD4+ CD45 RO+ Zellen

Zeit (Tage) |-1 +1 +7 +21 +60 +120 +180
Gruppe A

Median 241 4 18 89 267 121 181
(25-75%P) |(176-535) |(0-13) (0-25) (47-174) (174-370)| (77-272) |(111-286
Gruppe B

Median 672 234 233 285 497 270 265
(25-75%P) | (335-766) |(187-296) |(137-430) |(242-372) |(272-642)((265-370) |(183-442)
Zeit (Tage) |0.15 <0.001 0.002 0.08 0.10 0.05 0.25

Tab. 32: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. Nierentransplantations-
patienten (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ CD45 RO+ Zellen. Mediane mit 25 %

Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +1 bis +180) fir

beide Gruppen angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

59




)]

CD4+ CD122+ Zellen

Zeit (Tage) -1 +1 +7 +21 +60 +120 +180
Gruppe A

Median 1 1 1 1 1 3 2
(25-75%P) (1-8 (0-1) (1-4) (0-8) (0-3) (2-7) (0-3)
Gruppe B

Median 1 1 0 0 3 1 0
(25-75%P) (0-3) (1-1) (0-2) (0-1) (1-7) (1-1) (0-1)
Zeit (Tage) 0.5 0.15 0.4 0.2 0.14 0.11 0.18

Tab. 33: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. Nierentransplantations-
patienten (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der CD4+ CD122+ Zellen. Mediane mit 25 %

Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +1 bis +180) fir

beide Gruppen angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

h) TCR alpha/beta+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +60 +120 +180
Gruppe A

Median 842 8 34 256 264 755 551
(25-75%P) |[(610-1048) |(1-31) (2-74) (103-363) | (0-616) (4613-821) |(462-624)
Gruppe B

Median 2020 946 1596 1831 1305 1771 1480
(25-75%P) |(1419-2486)| (812-1318) (1252-2047) (95¢-2873)| (1009-2282)| (1217-2388)| (737-2454
Zeit (Tage) [0.02 <0.001 <0.001 0.009 <0.001 <0.001 0.03

Tab. 34: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. Nierentransplantations-
patienten (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der TCR alpha/beta+ Zellen. Mediane mit 25 %

Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an einem Zeitpunkt vor

Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +1 bis +180) fir

beide Gruppen angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.
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i) TCR gammal/delta+ Zellen

Zeit (Tage) | -1 +1 +7 +21 +60 +120 +180
Gruppe A

Median 3 9 7 51 42 74 51
(25-75%P) |(1-10) (5-25) (0-10) (36-84) [(0-76) (49-119) (36-84)
Gruppe B

Median 73 38 48 35 38 97 52
(25-75%P) |(30-125) (11-215) |[(26-113) (27-92) (32-49) (26-153) (16-132)
Zeit (Tage) [0.21 0.09 <0.001 0.03 0.90 0.72 0.94

Tab. 35: Vergleich von Inselzelltransplantationspatienten (Gruppe A) vs. Nierentransplantations-
patienten (Gruppe B) hinsichtlich der Zellzahl der TCR gamma/delta+ Zellen. Mediane mit 25 %
Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an einem Zeitpunkt vor
Transplantation (Zeit: -1) und an funf Zeitpunkten nach Transplantation (Zeit: +1 bis +180) fir

beide Gruppen angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche zu diesen Zeitpunkten.

3.9  Vergleich von Leukozyten und Lymphozytensubsets bénselzelltransplantierten

vor und nach Transplantation

Zellzahlen von Leukozyten und Lymphozytensubseis2Belnselzelltransplantationspatienten
vor Inselzelltransplantation (,vor TX") werden nden Zellzahlen an 15 Zeitpunkten (Zeit: +1
bis +360) nach Transplantation (,nach TX“) vergkoch Die Zeit ist in Tagen skaliert.

Unterschiede werden auf statistische Signifikarizgjet.

In den Tabellen 36 - 48 sind die Mediane mit 25 étzBntilen und 75 % Perzentilen (25-75%P)
der Zellzahlen pro pl Vollblut zu den unterschiedén Zeitpunkten vor und nach
Inselzelltransplantation angegeben sowie die P-&\@et statistischen Vergleiche zwischen den

Zellzahlen vor und nach Inselzelltransplantation.
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a) Leukozyten

Vor TX

Median 7300

(25- (5477-10975)
75%P)

Zeit (Tage |+1 +7 +21 | 430 | +60| +90( +120| +1%0180(+210(+240 | +270[+300|+330|+360

Nach TX
Median | 7100 |5950 [6400 6100 | 7150 | 6000 | 7500 |6300 {6200 {6190 | 7500 |6350 | 6100 | 6350 | 6050

e (6250- | (4760| (5650| (4300| (5325| (4300| (5375- | (4675 (4250| (4850 (5350- | (5350| (5100] (5406| (5250
(25- 9715) |- - - - - 8000) |- - - 9575) |- - - -
75%P) 8150)| 7400)| 9800)| 8650)| 8100) 7100)| 8675)| 7125) 8425)| 7000)| 8025)| 9200)

P-Wert 0.92 | 0.13| 0.56/0.28 | 0.64| 0.23] 0.79 | 0.16 0.32 040 0.80 0j51 Qq.230 (0.50

Tab. 36: Vergleich der Leukozytenzellzahlen von 20 Inselzelltransplantationspatienten vor
Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation (nach TX).
Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/pl Blut sind an
einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben

und die P-Werte der statistischen Vergleiche.

b) Monozyten

Vor TX

Median |550

(25- (385-685)

75%P)

Zeit (Tage) |+1 |+7 | +21 | +30| +60| +90| +120+150(+180 | +210 | +240+270(+300 | +330 | +36

0

Nach TX

Median 370 (523 |585 |630 [440 [680 |590 |580 |680 |659 |770 |655 (585 [795 |660

(25-75%P) (245- | (388- | (425- | (460- | (323- | (460- | (434- | (434- | (400- |(434- |(605-|(393-|(495- |(550- |(608-
0 505) | 833) | 970) |825) |618) [940) [874) [874) [910) [911) |990) |715) |820) |855) |[763)

P-Wert 0.06 0.95| 0.40; 0.34 045 0.15 045 0.p6 0.06 0.09.06 0 0.78| 0.40 0.06 0.0

Tab. 37: Vergleich der Monozytenzellzahlen von 20 Inselzelltransplantationspatienten vor
Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation (nach TX).
Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an
einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben

und die P-Werte der statistischen Vergleiche.
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C) Lymphozyten
Vor TX
Median  |1190
(25-75%p) | (850-1319
Zeit (Tage) |+1 +7 +21 | +30 +60 +90| +120+150|+180(+210(+240|+270|+300 | +330| +360
Nach TX
Median 175 275 |550 |530 |[735 965 |[860 |1000 {930 [890 1305|1150 1290 |1305 |1510
25 750sp) | (100 | (198- | (390- | (260- | (395- | (688- | (630- | (915- | (780- | (740- | (1220| (820- | (1095- | (965- | (1265-
(25-75%P) | 245) 435) |800) |750) [1173) |1280) |1100)|1130)|1103)|1133)|-1700|1770)| 1650) | 2360) | 1740)
P-Wert <0.0{0.00 |<0.0 | <0.00 [0.08 043 | 0.14| 014 0.1 041 022 1 042 0R9 0.
01 |1 01 1
Tab. 38: Vergleich der Lymphozytenzellzahlen von 20 Inselzelltransplantationspatienten vor

Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation (nach TX).
Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an

einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben

und die P-Werte der statistischen Vergleiche.

d) CD3+ Zellen

Vor TX

Median 2260

(25-75%P) | (1763
2725)

Zeit (Tage) [+1 | +7 +21| +30| +60] +90| +120| +15¢ +1B®©210[+240[+270]+300|+330[+360

Nach TX

Median 18 49 288 |179 |599 (794 | 704 714 |574 |877 |1155|1029(1044|1082|1093

(25-75%P)| & | (@8- | (217-| (152-| (273-| (293-| (289- | (553- | (471- | (806- | (839- | (384- | (792- | (995- | (1024
37) [124) |409) [504) [ 767) [825) [872) |797) |718) | 1870)|1724)| 2093)| 1683)| 1355)| -1448

P-Wert <0.0 [<0.0 |0.00(0.00({0.04 | 0.19| 0.03 0.06| 0.08 082 045 045 0|67 (7600
01 01 8 4

Tab. 39: Vergleich der Zellzahlen CD3+ Zellen von 20 Inselzelltransplantationspatienten vor

Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation (nach TX).
Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an
einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben

und die P-Werte der statistischen Vergleiche.
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e) CD19+ Zellen

Vor TX

Median 90

(25-75%P) | (47-127)

Zeit (Tage) +1 | +7 +21 | +30| +60| +90| +120r150|+180|+210|+240(+270|+300|+330|+360

Nach TX

Median 124 | 249 110 (81 134 |123 |108 |97 123 |102 |151 |167 |96 |[111 |95

(25-75%P)| (72- | (147- | (23- | (27- | (67- |(110-|(80- | (85- |(84- |(96- |(54- |(89- |(77- |(96- |(69-
155) | 443) | 245) | 110) | 180) | 133) |160) | 150) | 168) | 113) | 256) | 285) |127) [117) | 163)

P-Wert 0.42]0.02 | 0.23]0.32]0.46|0.30/0.40|0.58|0.58{0.60|0.66|0.17 | 0.72/0.81|0.82

Tab. 40: Vergleich der Zellzahlen C19+ Zellen von 20 Inselzelltransplantationspatienten vor

Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation (nach TX).
Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an
einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben

und die P-Werte der statistischen Vergleiche.

f) CD56+ CD3- Zellen

Vor TX

Median 77

(25-75%P) |(60-264)

Zeit (Tage) [+1 | +7 +21 | +30 +60| +90( +120+150|+180|+210(+240(+270(+300(+330| +360

Nach TX

Median 21 15 36 30 39 84 97 60 72 264 (101 (120 (91 78 87

(25-75%P)| (9- |(4- |(16- |(16- | (37- |(59- |(43- |(41- |(29- |(209-|(69- |(39- |(65- |(63- |(73-
49) |27) |67) [55) |75) [150)|108) |105) [209) [302 |165) |301) |180) |168) |218)

P-Wert <0.0 [<0.0 {0.00 [0.02 0.06| 0.9 0.87 0.313 0.71 0.14 0.2 082 1 1 0
01 01 9

Tab. 41: Vergleich der Zellzahlen CD56+ CD3- Zellen von 20 Inselzelltransplantationspatienten

vor Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation (nach TX).
Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/pl Blut sind an

einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben

und die P-Werte der statistischen Vergleiche.
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0) CDA4+ Zellen
Vor TX

Median 510
(25-75%P) |(298-823)
Zeit (Tage) [+1 |+7 [+21 | +30 | +60| +90| +120+150|+180|+210|+240|+270{+300|+330]+360
Nach TX

Median |5 24 |77 |58 352 |187 |135 |184 [193 |372 |324 |165 |487 |575 |[379
o5 750sp) 016 | (22 |(52- |(26- | (211- | (160- | (114- | (115- | (149- | (156-| (227- | (138- | (256- | (459- | (360-
(25-75%P) 133) |224) |181) |448) |249) |352) |203) |232) |383) |577) |294) |616) |638) |499)
P-Wert <0.0 {0.00 [0.01 [0.01 | 0.31] 0.20 0.09 002 05 0B 05 o6 d27 006

01 |6

Tab. 42: Vergleich der Zellzahlen CD4+ Zellen von 20 Inselzelltransplantationspatienten vor

Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation (nach TX).
Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an
einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben

und die P-Werte der statistischen Vergleiche.

h) CD4+ CD45 RO+ Zellen
Vor TX
Median |241
(25- (176-535)
75%P)
Zeit (Tage) [+1 |+7 | +21 | +30| +60| +90] +120+150[+180 | +210 | +24Q+270[+300 | +330 | +36(
Nach TX
Median |4 18 (89 |38 267 [101 |[121 |153 [181 |154 |[216 |107 |310 |490 (323
(25- (0-13) | (0- | (47- |18- |(174-|(35- |(77- |(85- |(111- |(134- |(189-|(59- |(155- |(325- |(261-
75%P) 25) |174) |61) |370) [148) |272)|190) |286) |260) |339) |364) |487) |497) |446)
P-Wert [<0.00(<0.0{0.03|{0.00/0.79{0.07|0.1 | 0.06{0.50 | 0.35 | 0.710.42|0.76 | 0.88 | 0.49

1 01 9

Tab. 43: Vergleich der Zellzahlen CD4+ CD45 RO+ Zellen von 20 Inselzelltransplantations-

patienten vor Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation
(nach TX). Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/pl
Blut sind an einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage)

angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche.
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i) CD4+ HLA-DR+ Zellen

Vor TX |57

Median |(36-118)

(25-

75%P)

Zeit (Tage) [+1 |+7 | +21 | +30| +60| +90| +120+150|+180 | +210 | +24Q+270[+300 | +330 | +36(

Nach TX

Median |2 5 30 |20 |43 |34 |27 |37 |39 36 66 |32 |86 72 63

(25- (0-5) |[@@- |(7- |@0- |(20- |(25- |(18- | (18- |(35- |(19- |(50- |(O- |(25- |(48- |(41-

75%P) 23) |76) |45) |63) [43) [45) |62) |39) |54) 107) |62) |46) 140) |106)

P-Wert |[<0.00{0.00(0.03|0.01|0.31{0.23{0.09|0.29|0.47 | 0.27 | 0.4710.61/0.18 | 0.65 | 0.6(
1 6

Tab. 44: Vergleich der Zellzahlen CD4+ HLA-DR+ Zellen von 20 Inselzelltransplantations-

patienten vor Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation
(nach TX). Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/pl

Blut sind an einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage)

angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche.

) CD4+ CD122+ Zellen
Vor TX
Median 1
(25-75%P)| (1-8
Zeit (Tage) [+1 [+7 |[+21 | +30 | +60| +90] +120+150+180]+210[+240[+270[+300|+330]+360
Nach TX Feh-
Median111311{§;::fel 2 |2 (3 |5 |2 |1
(25-75%P)| (0-1) | (1-4) | (0-8) | (2-7) | (0-3)|(0-6) (1-3) (1-8) | (2-3) | (0-8) | (4-9) | (2-5) | (1-1)
P-Wert 0.1 | 0.42|0.6 | 0.59 | 0.640.87 0.78]0.62|0.5 |0.94|/0.89(0.26(0.65(0.52

Tab. 45: Vergleich der Zellzahlen CD4+ CD122+ Zellen von 20 Inselzelltransplantations-

patienten vor Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation
(nach TX). Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/pl

Blut sind an einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage)

angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche.
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k)

TCR alpha/beta+ Zellen

Vor TX

Median 842

(25-75%P) (610-1048)

Zeit (Tage) |+1 +7 +21 | +30| +60( +90| +120+150|+180|+210 | +240[+270 | +300[+330(+360

Nach TX

Median 8 34 |[256 |133 [264 |405 |755 |588 |551 |718 1140 | 523 767 | 787 |1063

25 7506P (1- |- |(@03-|(25- [(0- |(363-|(4613|(544-|(462-|(658- |(876-|(273- |(533-|(576- | (560-

(25-75% )31) 74) |363) |256) |616) [761) |-821)|635) [624) |1787) |1951)|616) |971) |924) |1226)

P-Wert 0.00({0.00|0.1 [ 0.00/0.81|/0.64|0.17|0.31|0.41|0.006| 0.00{0.24 | 0.1 | 0.000.02
1 1 6 5 6

Tab. 46: Vergleich der Zellzahlen TCR alpha/beta+ Zellen von 20 Inselzelltransplantations-

patienten vor Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation
(nach TX). Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/pl

Blut sind an einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage)

angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche.

)] TCR gamma/delta+ Zellen

Vor TX

Median 3

(25-75%P)| (1-10)

Zeit (Tage) |+1 +7 +21 | 430 | +60| +90( +120+150|+180|+210|+240(+270(+300|+330|+360

Nach TX

Median |9 7 51 |2 42 (33 |74 |60 |51 |9 140 |82 |98 |[151 [126

(25-75%P)| (5~ [(0- | (36- |(1- |(0- |(4- |(49- |(22- |(36- |(3- |(13% |(O- |(20- |(123-(83-
25) |10) [84) [13) [76) |53) |119)|130) [84) [38) [P25 |156)|198) [293) |177)

P-Wert <0.0|<0.0{0.03|0.00|{0.03|{0.38(0.31{0.13{0.17(0.21/0.26|0.44|10.84|0.75|0.4
01 |01 2

Tab. 47: Vergleich der Zellzahlen TCR gammal/delta+ Zellen von 20 Inselzelltransplantations-

patienten vor Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation
(nach TX). Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul
Blut sind an einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage)

angegeben und die P-Werte der statistischen Vergleiche.
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m) CD3+ CD71+ Zellen

Vor TX

Median (4
(25- (3-9)
75%P)

Zeit (Tage) |+1 +7 +21 | +30 +60| +90| +120+150 | +180+210 | +240|+270|+300|+330 | +360

Nach TX
Median 0 0 1 1 2 1 2 4 1 2 2 4 5 3 2

(25-75%P) 0-0)| (0-3) |(0-4) | (0-2) |(0-2) |(1-1) |(@-2) |(2-9) |@-6) |(1-4) |(@-4) |@5)|(26) |@-10) |(0-4)

P-Wert <0.0{0.00 [0.06 | 0.16 0.00{0.08 | 0.05| 0.95 | 0.24 0.09 0.23 042 042 0.76 0

01 |7 8

Tab. 48: Vergleich der Zellzahlen CD3+ CD71+ Zellen von 20 Inselzelltransplantations-patienten
vor Inselzelltransplantation (vor TX) mit den Zellzahlen nach Inselzelltransplantation (nach TX).
Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Zellzahlen/ul Blut sind an
einem Zeitpunkt vor TX und an 15 Zeitpunkten nach TX (Zeit: +1 bis +360 Tage) angegeben

und die P-Werte der statistischen Vergleiche.

3.10 Einfluss von Spender-, Empfanger- und Transplatateigenschaften

auf das Transplantattiberleben

Zwei Gruppen von Inselzelltransplantationspatientererden hinsichtlich verschiedener
kritischer Parameter auf das Transplantatiberleatistisch verglichen. Die Parameter waren

nicht fir alle Patienten vollstandig erhoben wordéia minimale Gruppengrof3e betragt funf.

« Patienten mit Inselzellfunktion ein Jahr nach Tpdastation (n = 14)

» Patienten ohne Inselzellfunktion ein Jahr nach 3p&mtation (n = 6)

3.10.1 Histokompatibilitat in HLA-A

Fur jede Inselzelltransplantation wurde ein Scasdedit, der die Histokompatibilitat fur den
Genort HLA-A von Spender und Empfanger der Insédpel abbilden soll. Jedem
Inselzelltransplantationspatient wird ein Score @on2 zugeordnet. Ein Score von 0 entspricht
dem mismatch (Nichttbereinstimmen) in beiden Amtegevon HLA-A zwischen Spender und
Empfanger. Ein Score von 1 entspricht dem mismatcheinem Antigen, ein Score von 2 dem

mismatch von 0 Antigenen.
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Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr (n %) Pat. ohne Inselfunktion nach 1 Jahr §n %

Score 0|4 (29 %) Score 0 1(17 %)
Score 1|10 (71 %) Score 1 5 (83 %)
Score 2(0 Score 2 0

Tab. 49: Verteilung der Punktzahlen des Histokompatibilitats-Scores fur HLA-A bei 20
Inselzelltransplantationspatienten mit und ohne Transplantatfunktion ein Jahr nach

Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nach |Zefizansplantation, bezlglich des

Histokompatibilitats-Scores fur HLA-A, ergab keingignifikanten Unterschied.

3.10.2 Histokompatibilitat in HLA-B

Fur jede Inselzelltransplantation wurde ein Scardedit, der die Histokompatibilitat fir den
Genort HLA-B von Spender und Empfanger der Inskdrel abbilden soll. Jedem
Inselzelltransplantationspatient wird ein Score @on2 zugeordnet. Ein Score von 0 entspricht
dem mismatch (Nichtiibereinstimmen) in beiden Amtegevon HLA-B zwischen Spender und
Empfanger. Ein Score von 1 entspricht dem mismatcheinem Antigen, ein Score von 2 dem

mismatch von 0 Antigenen.

Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr (n %) Pat. ohne Inselfunktion nach 1 Jahr jn %
Score 0/10 (71 %) Score 0 4 (80 %)

Score 1|4 (29 %) Score 1 1 (20 %)

Score 2|0 Score 2 0

Tab. 50: Verteilung der Punktzahlen des Histokompatibilitats-Scores fur HLA-B bei 19
Inselzelltransplantationspatienten mit und ohne Transplantatfunktion ein Jahr nach

Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nach |Zefizansplantation, bezlglich des

Histokompatibilitats-Scores fur HLA-B, ergab keingignifikanten Unterschied.
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3.10.3 Histokompatibilitat in HLA-DR

Fur jede Inselzelltransplantation wurde ein Scardedit, der die Histokompatibilitat fir den
Genort HLA-DR von Spender und Empfanger der Indielze abbilden soll. Jedem
Inselzelltransplantationspatient wird ein Score @oA 2 zugeordnet. Ein Score von 0 entspricht
dem mismatch (Nichtibereinstimmen) in beiden Amtegevon HLA-DR zwischen Spender und
Empfanger. Ein Score von 1 entspricht dem mismatcheinem Antigen, ein Score von 2 dem

mismatch von 0 Antigenen.

Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr (n %) Pat. ohne Inselfunktion nach 1 Jahr §n %
Score 0|11 (92 %) Score 0 5 (100 %)

Score 1|1 (8 %) Score 1 0 (0 %)

Score 2|0 Score 2 0

Tab. 51: Verteilung der Punktzahlen des Histokompatibilitats-Scores in HLA-DR bei 17
Inselzelltransplantationspatienten mit und ohne Transplantatfunktion ein Jahr nach

Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nach |Zefizansplantation, bezlglich des
Histokompatibilitdts-Score fir HLA-DR, ergab keinaignifikanten Unterschied.

3.10.4 Histokompatibilitat in HLA-A und HLA-B, und HLA-DR

Fur jede Inselzelltransplantation wurde ein Scostedit, der die Histokompatibilitat fur die drei
Genorte HLA-A, -B, -DR von Spender und Empfanger bialen soll. Jedem
Inselzelltransplantationspatienten wird ein Scown W0 - 6 zugeordnet. Ein Score von 0O
entspricht dem mismatch (Nichtiibereinstimmen) v@ehs Antigenen von HLA -A, -B, und -DR
zwischen Spender und Empfanger. Ein Score von $peaiit dem mismatch von funf
Antigenen, ein Score von 2 einem mismatch von Arm@igenen, ein Score von 3 dem mismatch
von drei Antigenen, ein Score von 4 dem mismatam zsei Antigenen, ein Score von 5 dem

mismatch von einem Antigen und ein Score von 6 gdesmatch von null Antigenen.
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Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr Pat. ohne Inselfunktion nach eirdahr

Median 1.0 Median 1.0

Range 0-2 Range 0-2

Tab. 52: Mediane und Range der Punktzahlen des Scores der Histokompatibilitat fir HLA -A,
-B, und -DR fir 17 Patienten mit und ohne Inselzellfunktion ein Jahr nach

Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nach |Zefiransplantation, bezlglich des

Histokompatibilitdts-Scores fur HLA -A, -B, und -D&tgab keinen signifikanten Unterschied.

3.10.5 Insulinverbrauch vor Transplantation

Der Insulinverbrauch vor Transplantation wurde jEgten Patienten bestimmt (in IE/Tag) und
Inselzelltransplantationspatienten mit und ohne n3p#&antatfunktion ein Jahr nach
Transplantation wurden hinsichtlich des Insulinvatdzhs vor Transplantation verglichen und
Unterschiede statistisch auf Signifikanz getestet.

Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr Pat. ohne Inselfunktion nach eirahr
Median 32 Median 45
25-75%P | 29 - 42 25-75%FpP 43 -58

Tab. 53: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) des Insulinverbrauchs
vor Inselzelltransplantation fir 19 Patienten mit und ohne Inselzellfunktion ein Jahr nach

Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nach Spkamtation beziglich des Insulinverbrauchs

vor Inselzelltransplantation ergab keinen sigifiten Unterschied.

3.10.6 Body Mass Index

Der Body Mass Index wurden fir jeden Patienten Veansplantation bestimmt und die
Inselzelltransplantationspatienten mit und ohne n3p#&antatfunktion ein  Jahr nach
Transplantation wurden hinsichtlich der Verteiludgs Body Mass Index verglichen und

Unterschiede statistisch auf Signifikanz getestet.
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Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr Pat. ohne Inselfunktion nach eirkahr

Median 23.1 Median 22.6

25-75%P | 21.6 -24.5 25-75%P| 21.7-24.4

Tab. 54: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) des Body Mass Index

fur 20 Patienten mit und ohne Inselzellfunktion ein Jahr nach Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nachlzefiFansplantation bezlglich des Body Mass

Index vor Inselzelltransplantation ergab keinegniikanten Unterschied.

3.10.7 Inselstimulationsindex

Der Inselstimulationsindex wurde fir jedes Transfda bestimmt und die
Inselzelltransplantationspatienten mit und ohne n3p#&antatfunktion ein Jahr nach
Transplantation wurden hinsichtlich der Verteilundes Inselstimulationsindex ihrer

Transplantate verglichen. Unterschiede wurdenssisth auf Signifikanz getestet.

Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr Pat. ohne Inselfunktion nach eirahr
Median 15 Median 29
25-75%P | 9-51 25-75%P 19 - 69

Tab. 55: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) des Inselstimulations-

index fur 16 Patienten mit und ohne Inselzellfunktion ein Jahr nach Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nach |Zefiransplantation, bezlglich des

Inselstimulationsindex vor Inselzelltransplantatiergab keinen signifikanten Unterschied.

3.10.8 Inselzellviabilitat

Die Inselzellviabilitst wurde  fur  jedes  Transplanta bestimmt und  die
Inselzelltransplantationspatienten mit und ohne n3p#&antatfunktion ein Jahr nach
Transplantation wurden hinsichtlich der Inselzahilitét ihrer Transplantate verglichen und

Unterschiede statistisch auf Signifikanz getestet.
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Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr Pat. ohne Inselfunktion nach eirahr

Median 90 Median 90

25-75%P 89 - 96 25-75%F 88 -92

Tab. 56: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen (25-75%P) der Inselzellviabilitat

fur 20 Patienten mit und ohne Inselzellfunktion ein Jahr nach Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nach lzeZansplantation, bezuglich der

Inselzellviabilitat, ergab keinen signifikantentérschied.

3.10.9 Kalte Ischamiezeit

Die Kalte Ischamiezeit wurde fur jedes Transplabtgtimmt und die Inselzelltransplantations-
patienten mit und ohne Transplantatfunktion einr Jetth Transplantation wurden hinsichtlich
der Kalten Ischamiezeit grof3er acht Stunden odemméd acht Stunden ihrer Transplantate
verglichen und Unterschiede statistisch auf Sigaifz getestet.

Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr (n) Pat. ohne Inselfunktion nach 1 Jahr
CIT<8h 9 (69 %) 2 (40 %)
CIT>8h 4 (31 %) 3 (60 %)

Tab. 57: Verteilung der Kalten Ischamiezeit groRer oder kleiner als acht Sunden bei 18

Patienten mit und ohne Transplantatfunktion ein Jahr nach Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nachlzefiFansplantation, bezlglich der Kalten
Ischamiezeit groRer oder kleiner als acht Stundsgab keinen signifikanten Unterschied

zwischen den Gruppen.

3.10.10 Inselaquivalent

Es wurde flr jedes Inselzelltransplantat bestinuiidie Menge der transplantierten Inselzellen

groRer oder kleiner als 6.000 IEQ/kg/Kdrpergewidtt Die Patientengruppen mit und ohne
Transplantatfunktion ein Jahr nach Transplantatramrden hinsichtlich dieses Parameters

statistisch verglichen.
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Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr (n) Pat. ohne Inselfunktion nach einem Jar (n

IEQ<6000/kg/KG | 7 (39 %) 2 (11%) | Total: 9 (50 %)

IEQ>6000/kg/KG | 6 (33 %) 3(17%) | Total: 9 (50 %)

Tab. 58: Verteilung hinsichtlich der Menge der transplantierten Inselzellen (< oder > 6000
IEQ/kg/Kdrpergewicht) bei 18 Inselzelltransplantationspatienten mit und ohne Transplantat-

funktion ein Jahr nach Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nachlzeiansplantation bezuglich Menge der
transplantierten Inselzellen grol3er oder kleined06. IEQ/kg/Korpergewicht) ergab keinen

signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen.

3.10.11 Kombination von Kalter Ischamiezeit <8h nd Inselaquivalent >6.000

IEQ/kg/Korpergewicht

Es wurde flr jeden Patienten bestimmt, ob die KeateKalte Ischamiezeit kleiner acht Stunden
und Inseldquivalent grof3er 6.000/IEQ/kg/KOrpergévideide erfullt waren. Die beiden
Patientengruppen mit und ohne Transplantatfunktiach einem Jahr wurden hinsichtlich des

Vorhandenseins der Kombination dieser beiden Keiteverglichen.

Pat. mit Inselfunktion nach einem Jahr (n) Pat. ohne Inselfunktion nach einem Jahr (n)
Beide erfullt 6 (33 %) 1(6 %) Total: 7 (39 %)
<2 Kriterien erfullt | 7 (39 %) 4 (22 %) Total:11(64)

Tab. 59: Verteilung hinsichtlich der Kombination Kalte Ischamiezeit < 8h und Inselaquivalent
>6.000 IEQ/kg/Korpergewicht bei 18 Inselzelltransplantationspatienten mit und ohne

Transplantatfunktion ein Jahr nach Inselzelltransplantation.

Der statistische Vergleich der Patienten mit Inggtfion ein Jahr nach Inselzelltransplantation
vs. Patienten ohne Inselfunktion ein Jahr nach |zefiansplantation hinsichtlich der
Kombination der beiden Parameter: Kalter Ischaniiegél3er acht Stunden und Inselaquivalent
groBer 6.000 IEQ/kg/Koérpergewicht, ergab keinennifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen.
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4. Diskussion

4.1 Welche Veranderungen von Lymphozytensubsetseien nach
Inselzelltransplantation und Induktionsimmunsuppression mit polyklonalen

Antilymphozytenseren auf?
4.1.1  Kurzfristige Effekte

Nach Inselzelltransplantation konnte in den ersdé@n Tagen nach Gabe von polyklonalen
Antilymphozytenseren ein signifikanter und schregtisetzender Abfall der Zellzahl von CD3+
Zellen, CD4+ Zellen und CD56+CD3- Zellen beobachtetrden (Abb. 29), die Zahl der
Gesamtlymphozyten sank ebenfalls signifikant irselie Zeitraum. Monozyten, CD19+ Zellen
und Leukozyten werden nicht signifikant in ihrerllZahl reduziert. Diese Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit entsprechen den Erfahrungernidiesh der Gabe polyklonaler Antikérper
bei Nierentransplantation (MULLER et al., 1997 uif99; CLARK et al., 1993; THERVET et
al., 1997). Die unterschiedlich ausgepragte Deaptetler verschiedenen Zellpopulationen lasst
sich aus der polyklonalen Zusammensetzung der vetliwa Antilymphozytenseren erklaren
(REBELLATO et al., 1994; BONNEFOY-BERARD, 1991). ®unterschiedliche Expression
von Oberflachenantigenen durch die verwandten inogenen Substrate ist fur die
unterschiedliche Konzentration der Antikorper imdgeren verantwortlich. Die Seren enthalten
hauptséachlich Antikorper, die gegen T-Zellantigend NK-Zellantigene gerichtet sind, weshalb

wahrscheinlich diese Zellpopulationen am starkseelnziert werden.

Auch ein signifikanter Abfall der Zellzahlen von I&m, die TCR alpha/beta exprimieren und
Zellen, die als Doppelexpression CD4 und HLA-DR b@i4 und CD45 RO exprimieren, wird
in den ersten 30 Tagen nach Inselzelltransplamati@obachtet (Abb. 30). Fir diese
Lymphozytensubsets gibt es bisher keine vergleigdraveroffentlichten Untersuchungen
bezuglich der Veranderungen nach Gabe von polyldonantilymphozytenseren. Die in dieser
Untersuchung festgestellte Reduktion dieser ZeBeheint jedoch nachvollziehbar, da sie
Teilpopulationen der T-Lymphozyten und NK-Zellenrstallen. Alle Subsets der CD3+ und

CD4+ Zellen werden dabei auf Zellzahlen unter 5lefdul in der ersten Woche reduziert.
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Abb. 29: Mediane der Zellzahlen von Lymphozytensubsets bei 20 Patienten vor
Inselzelltransplantation (ITX) und im Verlauf des ersten Monats nach ITX mit Gabe von
polyklonalen Antilymphozytenseren. Tag 0 ist Zeitpunkt der ITX, die Gabe der

Antilymphozytenseren erfolgt innerhalb der ersten zehn Tage nach Transplantation.
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Abb. 30: Mediane der Zellzahlen von Lymphozytensubsets bei 20 Patienten vor
Inselzelltransplantation (ITX) und im Verlauf des ersten Monats nach ITX mit Gabe von
polyklonalen Antilymphozytenseren. Tag 0 ist Zeitpunkt der ITX, die Gabe der
Antilymphozytenseren erfolgt innerhalb der ersten zehn Tage nach Transplantation.

4.1.2 Langerfristige Effekte

In der vorliegenden Untersuchung finden sich imaggen Untersuchungszeitraum von zwolf
Monaten bei Inselzelltransplantationspatienten iBigmt niedrigere Zellzahlen  flr
Lymphozyten, CD3+ Zellen, CD4+ Zellen, CD19+ Zellend TCR alpha/beta+ Zellen als bei
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einer gesunden Kontrollgruppe. Allerdings findetnmaei den Inselzelltransplantierten zu je
einem Zeitpunkt im Verlauf der zwdlf Monate Zellam fur CD3+ Zellen, CD4+ Zellen und
CD19+ Zellen, die nicht signifikant kleiner sindsah der Kontrollgruppe. Die Zellzahlen von
CD56+ CD3- Zellen und CD4+ CD45 RO+ Lymphozytendsinis einschlie3lich Tag 150 bzw.

Tag 240 nach Inselzelltransplantation signifikaeirker als in der gesunden Kontrollgruppe.
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Abb. 31: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von
Lymphozytensubsets bei 20 Patienten zwd6lf Monate nach Inselzelltransplantation (ITX) und bei

10 gesunden Spendern.
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Abb. 32: Mediane mit 25 % Perzentilen und 75 % Perzentilen der Zellzahlen von
Lymphozytensubsets bei 20 Patienten zwdlf Monate nach Inselzelltransplantation (ITX) und bei

10 gesunden Spendern.
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Ahnliche Ergebnisse erhdlt man, wenn man Insefaaiplantationspatienten mit

Nierentransplantationspatienten vergleicht. BeidP#&tn nach Inselzelltransplantation waren im
gesamten Untersuchungszeitraum von sechs MonaténTmansplantation signifikant niedrigere

Zellzahlen der CD3+ Zellen, CD4+ Zellen und TCRhalfbeta+ Zellen nachweisbar, als bei
Patienten nach Nierentransplantation; bei Lymphazyind CD56+ CD3- Zellen sind signifikant

niedrigere Zellzahlen bei den Inselzelltransplateéie bis zu 120 bzw. 60 Tage nach
Transplantation nachweisbar.

Der Einsatz polyklonaler Antikorper erfolgte nur inder Patientengruppe der

Inselzelltransplantierten und nicht bei den Nier@msplantierten oder der gesunden
Kontrollgruppe. Er kann als Ursache fir die dauiteh®epletion der Lymphozytensubsets
vermutet werden. Es muss jedoch angenommen weddss,andere Faktoren ebenfalls Einfluss
auf die Leukozytenpopulationen bei Inselzelltraasption haben, da Inselzelltransplantierte
bereits vor Transplantation gegeniber der gesuridentroligruppe signifikant niedrigere

Zellzahlen von Lymphozyten, CD3+ Zellen, CD4+ Zr|I€D19+ Zellen und TCR alpha/beta+

Zellen aufweisen. Die beiden Patientenkollektivetetstheiden sich also auch schon vor
Transplantation signifikant hinsichtlich wichtigetymphozytensubsets. Die Gruppe der
Inselzelltransplantationspatienten weist eine Reire Besonderheiten auf, die den Immunstatus

beeinflussen kdnnen:

» Alle Inselzelltransplantationspatienten waren lahgge insulinpflichtige Diabetiker.
* Die SIK Patienten (n = 14) waren vor der SIK-Trdagation dialysepflichtig.
* Die IAK Patienten (n = 5) haben bereits immunsuggire Medikamente (Steroide und

Ciclosporin) im Rahmen der vorausgehenden Nieregpiantation erhalten.

Wie diese Einflussgro3en tatsachlich die Auspragdeg Lymphozytensubsets beeinflussen,
kann jedoch nicht anhand der vorliegenden Datetewspezifiziert werden. Ein Vergleich der
Zellzahlen CD3+ Zellen, CD4+ Zellen und CD8+ Zellmigte keine signifikanten Unterschiede
bei diabetischen und nicht-diabetischen Nierenpiamsationspatienten sowohl vor als auch
nach Nierentransplantation (DELMONICO et al., 1983)

Zur Verlaufsbeurteilung der Lymphozyten und Lympytensubsets in der Gruppe der
Inselzelltransplantationspatienten scheint deshddip Vergleich vor und nach Gabe von
polyklonalen Antilymphozytenseren sinnvoller, alserdVergleich mit einer gesunden

Kontrollgruppe oder den Nierentransplantierten.
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Abb. 33: Mediane der Zellzahlen von Lymphozyten und Lymphozytensubsets bei 20 Patienten
vor Inselzelltransplantation (ITX) und im Verlauf des ersten Jahres nach ITX mit
Induktionsimmunsuppression durch polyklonale Antilymphozytenseren. Tag O ist Zeitpunkt der
Inselzelltransplantation, die Gabe der Antilymphozytenseren erfolgt innerhalb der ersten zehn

Tage nach Transplantation.

In der Gruppe der Inselzelltransplantierten warienZetllzahlen der CD4+ Zellen, CD56+ CD3-
Zellen, CD4+ CD45 RO+ Zellen, CD4+ HLA-DR+ Zellemdider Lymphozyten bis zum 30.

Tag nach Transplantation signifikant niedriger imr§eich zu vor Transplantation; die Zellzahl
der CD3+ Zellen war im Vergleich zu vor Transplaiota bis zum 60. Tag nach Transplantation
signifikant niedriger und bei den TCR alpha/betaetleh bis zum 7. Tag nach Transplantation.
Keine signifikanten Unterschiede waren fur die Getseukozytenzahl, die Monozytenzahl und

die Zahl der CD19+ Zellen nachweisbar.

Es kommt in der Gruppe der Inselzelltransplantieri@ welcher alle Patienten polyklonale
Antikdrperseren erhielten, zu einem schnellen undgepragten Abfall der Zellzahlen von
Lymphozyten, CD3+ Zellen, CD4+ Zellen und CD56+C[Z&llen (Abb. 33) sowie der CD4+

CD45 RO+ Zellen, CD4+ HLA-DR+ Zellen, TCR alpha/etZellen und TCR gamma/delta+
Zellen. Nach 7 bis 60 Tagen werden in diesen Lymagtempopulationen bei

Inselzelltransplantationspatienten wieder Zellzamae vor Transplantation erreicht, die jedoch
bereits vor Inselzelltransplantation signifikanediger waren, als etwa im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe. Noch nach funf bis seclomden lassen sich signifikant niedrigere
Zellzahlen fir Lymphozyten, CD3+ Zellen, CD4+ Zelland TCR alpha/beta+ Zellen bei den

Inselzelltransplantationspatienten im  Vergleich zden Nierentransplantationspatienten
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nachweisen, die in der vorliegenden Untersuchurigekpolyklonalen Antilymphozytenseren

erhielten.

Bei 33 Nierentransplantationspatienten, die eineluktionsimmunsuppression mit ATG
(Thymoglobin n = 22, ATG-Fresenius n = 11) erhieJtkonnte noch nach 24 Monaten eine
Reduktion der CD3+ Zellen auf Zellzahlen < 10004uid eine Reduktion CD4+ Zellen auf
Zellzahlen < 250/ul nachgewiesen werden (MULLERIgt1997 und 1999).

Die bei Patienten mit Nierentransplantationen nadBabe von polyklonalen
Antilymphozytenseren beschriebenen VeranderungerLylephozytensubsets sind also langer
anhaltend, als sie bei den Inselzelltransplantagiatienten zu beobachten sind. Wo kdnnen die

Griunde fur diese vergleichsweise langer dauerngeben liegen?

THERVET und MULLER konnten in zwei unabhangigen &mtichungen zeigen, dass ein
Zusammenhang zwischen ATG-Gesamtdosis und der Gextigkeit der Regeneration der
Lymphozytensubsets besteht. Eine Ursache fur diezekiiistigen Veranderungen der
Lymphozytensubsets nach ATG-Gabe bei den Inselediplantierten der vorliegenden
Untersuchung konnte also die tatséachlich niedrigeosierung und Verabreichungsdauer des
ATG bei diesen Patienten sein (Mittelwerte und 8&dabweichung: 240 39 mg/Patient/Tag
fur 9 + 1.1 Tage), im Vergleich zu der von Miller untefsign Gruppe von
Nierentransplantationspatienten (27X3mg/Patient/Tag fur 10.7%.3 Tage).

Unterschiede lagen nicht nur in der Menge der verebten Antilymphozytenseren vor, sondern
auch hinsichtlich der Dosierungsart. Bei den vonlMER untersuchten Nierentransplantations-
patienten wurde, nach Verabreichung einer ATG-&bais von 2 mg/kg Korpergewicht, die
Dosis des ATG auf der Grundlage taglicher Bestimgennder CD3+ Zellzahl angepasst und
nicht, wie bei den Patienten der vorliegenden Wuntenung, in téaglich gleichen Dosen

verabreicht.

Es konnte in einer anderen Untersuchungen gezegytlem, dass mit dieser Methode der
Dosierungsanpassung gegenuber starren Dosierungjen,Haufigkeit und Schwere der
Nebenwirkungen, die Anzahl viraler Infekte und Giesamtdosis der Antilymphozytenseren bei
gleichem Transplantaterfolg signifikant reduziemrden kann (THERVET at al., 1997). Die
Wirkung des ATG wird also unter T-Zell-Monitoringhd Dosisanpassung optimiert, was sich
auch in einer langer dauernden Depletion der CD3¥ LCD4+ Zellen mit dieser

Dosierungsmethode zeigen kdnnte.
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Ein weiterer Faktor, der fur die langer dauerndelBion verantwortlich sein kdnnte, ist die
unterschiedliche Zytotoxizitat und Antikdrperbindunvon verschiedenen polyklonalen
Antilymphozytenseren, wie sie von SHENTON et aB4 ®eschrieben wurde.

Es besteht Variabilitdt hinsichtlich Konzentrationnd Spezifitdtt von polyklonalen

Antilymphozytenseren, sowohl hinsichtlich der véiisdenen kommerziellen Produkte als auch
der verschiedenen Chargen eines Produktes (MULLER,e1999). Ein grundlegendes Problem
ist, die tatsachliche biologische Potenz der veesldmen polyklonalen Lymphozytenseren zu
bestimmen und zu standardisieren. Aul3erdem tretes @anbekannter Ursache grol3e
interindividuelle Unterschiede in vivo bei versae@en Patienten hinsichtlich der Wirkung
polyklonaler Antilymphozytenseren auf. SHENTON &tkionnten diese beiden grundlegenden
Beobachtungen durch in vitro Testung von Lymphazyteweier unterschiedlicher

Patientengruppen (gesunde Kontrollgruppe; Patigntgape mit terminaler Niereninsuffizienz)

mit verschiedenen ATG-Produkten nachvollziehen. ddalvurden folgende Beobachtungen

gemacht:

» Signifikante Unterschiede hinsichtlich Zytotoxizitéind Bindungsfahigkeit verschiedener
kommerzieller ATG-Produkte auf Lymphozyten konntestgestellt werden.

» Es bestehen Unterschiede bei verschiedenen ATGQiRd hinsichtlich des
Bindungsverhaltens an unterschiedliche CD-Antigene.

* Eine signifikant grol3ere Zytotoxizitat und Bindufidsgkeit aller untersuchten ATG-
Produkte auf die Lymphozyten von terminal niereuifigsienten Patienten im Vergleich

zu Lymphozyten einer gesunden Kontrolle konnte bebtet werden.

Welche Mechanismen fur die gro3ere zytotoxische kwig und Bindungsfahigkeit der

polyklonalen Antilymphozytenseren bei den Nierem$gantierten verantwortlich sein konnen,
ist dabei noch grofitenteils unklar. Im Rahmen v@mbdialyse konnten bei Monozyten nach
Kontakt zu Dialysemembranen eine Hochregulierungn v@berflachenantigenen und

Aktivierungsmarkern sowie eine erhdohte Produktiooindlammatorischer Zytokine beobachtet
werden. In der frihen Phase einer Hamodialysetienapd eine Depletion der Leukozyten

beobachtet (SESTER et al, 2001). Die Madoglichkeitonv Verdnderungen der

Lymphozytensubpopulationen, z. B. einer erhdhtepré&ssion von Aktivierungsmarkern nach
Kontakt mit Dialysemembranen auch bei Lymphozytamn theoretisch in Betracht gezogen
werden. In der Gruppe der Nierentransplantierten die Dauer der Hamodialyse langer als in
der Gruppe der Inselzelltransplantierten (Mitteliwarnd Standardabweichung: 68 Monate
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vs. 27 _+26 Monate). Dies konnte auch fur eine erhdhte Wénkkeit der ATG-Medikation im

Sinne einer langerdauernden Depletion der Lympleosytbsets, verantwortlich sein.

Neben den bereits genannten Lymphozytensubsetsewuadch T-Helferzellen, die CD122
exprimieren und T-Lymphozyten, die CD71 exprimierantersucht. Die Zellzahlen lagen im
gesamten Untersuchungszeitraum unter 20 Zellenfpl. der Beurteilung sehr kleiner
Lymphozytensubsets ergeben sich mit der angewadéthode messtechnische Probleme, die
in einer relativ groRen Streuung der Zellzahlen ultesen. In den genannten
Lymphozytenpopulationen mit geringen Zellzahlen aeur zwar mit statistischen Methoden
Vergleiche der Patientengruppen durchgefuhrt, diss&gekraft solcher Vergleiche ist jedoch
eingeschréankt, auch vor dem Hintergrund der tedevegeringen Gruppengrof3en. Eine
Bewertung der beobachteten Veranderungen diesee&uvird deshalb nicht vorgenommen.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten Veramagen von Lymphozytensubsets, speziell
die signifikanten Verdnderungen der Zellen die QD@ CD4 exprimieren, sind am ehesten
durch die Gabe von Antilymphozytenseren im Rahmenlaselzelltransplantation zu erklaren.
Eine weiterfihrende Beurteilung der Dauer und Aagpng der beobachteten Veranderungen ist
aber kaum maoglich, vor allem aufgrund der Tatsadass es bisher keine vergleichbaren
Veroffentlichungen zur Beschaffenheit von Lymphengubset bei Inselzelltransplantations-

patienten gibt oder zur Wirkung von ATG bei Patemnhach Inselzelltransplantation.

4.2 Hat die Auspragung bestimmter Spender-, Empfangerund
Transplantateigenschaften einen nlaweislichen Einfluss auf das

Inselzelltransplantatliiberleben in € vorliegenden Patientengruppe?

In den Jahren 1990 bis 1997 wurden der Interndgondnselzellregistrierung 200 adulte
allogene Inselzelltransplantationen beim Typ-1-Btdter mit kompletten Datensétzen gemeldet.
In dieser gut dokumentierten Patientengruppe bedagyl-Jahres-Patienteniberleben 96%, das
1-Monats-Transplantatiberleben 68 % und das 1-ddahensplantatiiberleben 35 %. Die
Insulin-Unabhangigkeit (>7 Tage) im ersten JahhnB@nsplantation lag bei 10 % (BRENDEL
et al., 1999).

Es wurde der Einfluss verschiedener GroRen auf Wdasrleben der Inselzellen in dieser
Patientengruppe untersucht. Es konnte anhandtstetisr Methoden gezeigt werden, dass die
einzelnen Einflussfaktoren:

* Empfangergeschlecht
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* Empfangeralter

» Diabetesdauer > 20 Jahre

* Anzahl der Spenderpankreata

» transplantierte Inselmenge, IEQ > 6000/kg Korpeiigbt(kg/KG)
* Inselreinheit (Islet Purity> 90%)

keinen signifikanten Einfluss auf das 1-Jahres-3p&antatiberleben und die

Insulinunabhangigkeit der Patienten hatten.

Die Induktionsimmunsuppression mit polyklonalen ikétpern (ATG), der Transplantationsort

Leber und eine Kalte Ischamie Zeit von weniger atht Stunden zeigten einzeln einen
signifikant positiven Einfluss auf das 1-JahresrBmantatiiberleben in dem untersuchten
Patientenkollektiv. Hochsignifikant war der Einftuslieser drei Faktoren kombiniert mit der
transplantierten Inselmenge (IEQ grof3er 6000/kg kG die Insulinunabhangigkeit ein Jahr
nach Transplantation (BRENDEL et al., 1999). Diansiplantierte Inselmenge alleine hatte
jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das Trémsg@atiberleben. Das 1-Jahres-
Transplantatiiberleben betrug 47 % in der SubgruppePatienten, die alle vier oben genannten

Kriterien erfllt.

Bei den Patienten der vorliegenden Untersuchung wdon 1997 bis 1998 an der
Universitatsklinik in Giel3en eine Inselzelltranspition erhielten, war das 1-Jahres-
Transplantatiberleben mit 70 % signifikant groflenrmder Vergleichsgruppe aller von 1990 bis
1997 Inselzelltransplantierten (n = 200). Es ish Voteresse zu prufen, welche der oben
genannten Faktoren in dieser, wenn auch wenigeamgnéichen, Patientengruppe mit hohem
Transplantatiiberleben vorhanden sind und welchaeflugs sie auf das Transplantatiiberleben

auslben.

Die Patientengruppe aus der vorliegenden Untersugleufullt in allen Fallen mindestens zwei
der oben genannten, auf das Transplantatiberletmtivpivirkenden, Kriterien. Die Leber ist in
allen Fallen Transplantationsort und in allen FaNeurden polyklonale T-Zell-Antikérper im
Rahmen einer Induktionsimmunsuppression verabreithe kalte Ischamiezeit von weniger als
acht Stunden sowie mehr als 6000 transplantiegeldellaquivalente/kg/Korpergewicht liegen

jedoch nicht in allen Féallen vor.

In der Patientengruppe der vorliegenden Untersugtkonnte flr die kalte Ischamiezeit von

weniger als 8 Stunden und fiur die Menge trans@deti Inselzellen von mehr als 6000 IEQ/kg
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Kdrpergewicht, sowohl einzeln als auch in Kombioati kein signifikanter Einfluss auf das
Transplantatiberleben nachgewiesen werden. Hilisithdes Empfangergeschlechts, des
Insulinverbrauchs vor Transplantation, des Stimosindex, der Inselzellviabilitat und der
Kompatibilitdit der HLA-Antigene (HLA- A; B; DR) komte kein signifikanter Unterschied

zwischen Patienten mit und Patienten ohne 1-Jamassplantatiiberleben festgestellt werden.

Die Wirksamkeit einer ausreichenden Immunsuppressimit Ciclosporin auf das
Transplantatiberleben und zur Pravention von frihefmansplantatversagen bei
Inselzelltransplantation wurde von HERING et al.949ausgefihrt. In der vorliegenden
Untersuchung konnte jedoch kein Zusammenhang zemsdBiclosporinblutspiegel, die im
Verlauf des ersten Jahres nach Transplantation ggamenurden und der Transplantatfunktion
gefunden werden. Es konnte kein signifikanter Ubdieled zwischen Patienten mit
Transplantatfunktion im ersten Jahr und Patienteredl ransplantatfunktion im ersten Jahr nach
Transplantation bezlglich der Ciclosporinblutspliefgstgestellt werden. Die Aussagekraft
dieses Vergleichs ist jedoch dadurch eingeschramdss die Ciclosporinspiegel in
unterschiedlichen zeitlichen Abstanden bestimmt deor Des Weiteren besteht die
grundsatzliche Problematik, dass nicht zu klarep &b es sich bei dem Verlust der
Transplantatfunktion tatséchlich um einen immunisloly bedingten Transplantatverlust handelt

und ob und wann dieser mit Ciclosporinblutspiegekarrelieren ist.

Die unter 4.2 diskutierten Ergebnisse missen statslem Hintergrund einer relativ geringen

Patientenzahl betrachtet werden, die die Aussafjekea gemachten Beobachtungen statistisch
begrenzt. So betrug die Zahl der Patienten mit §pkamtatfunktion 14, sechs Patienten hatten
keine Transplantatfunktion nach einem Jahr bzw.f fBatienten hatten eine vorhandene
Transplantatfunktion im ersten Jahr nach Transptamt wieder verloren, ein Patient erlangte
niemals eine Transplantatfunktion. Ein eventuetsdeahlich vorliegender Einfluss einzelner

Parameter auf das Transplantatiiberleben kann genljesich aufgrund der geringen Fallzahl in

der statistischen Untersuchung aber als nichtfdignit darstellen.
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4.3 Kann man durch Bestimmung von Lymphozytensubsetsnd Inselzell-
Autoantikorpern den immunologischen Einflus auf das
Inselzelltransplantatiiberleben nachvollziebn?

4.3.1 Einfluss immunologischer Faktoren auf das Tnasplantatiiberleben

allogener Inselzelltransplantate

Welche Faktoren beeinflussen das Transplantatiissri@llogener Inselzellen? HERING und
RICORDI beschreiben 1999 als drei Haupthindernissedie Etablierung einer dauerhaften
Transplantatfunktion eine niedrige Masse von Ubereen Inseln nach Transplantation
(,engrafted Islets), eine hohe metabolische Nauddr und den immunologischen
Transplantatverlust. Neben autoimmunen Hindernigsam ,engraftment” allogener Inselzellen
sind auch allogene Immunreaktionen an der Verhintgr einer dauerhaften
Transplantatfunktion beteiligt, neben spezifischemunreaktionen auch unspezifische Prozesse
im Sinne einer Wundreaktion direkt nach Transplama Im folgenden Kapitel 4.3.1 - 4.3.3
sollen die verschiedenen immunologischen Mechamsmédie zum Versagen von

Inselzelltransplantaten fiihren konnen, dargestaiden.
4.3.2 Antigenunabhangige Immunprozesse

Antigenunabhangige Prozesse und unspezifischennf@orische Immunreaktionen sind an der
Schéadigung des Inselzelltransplantats beteiliBesonders in der initialen Phase nach
Transplantation ist dies der Fall. Inselzelltrangphte bendtigen ca. zehn Tage, bevor eine
Revaskularisierung beendet ist (MENGER et al., J982 kommt deshalb wahrscheinlich zu
einem hypoxamisch verursachten Verlust transpleatiénselzellen direkt nach Transplantation
(DAVALLI et al, 1996). Eine unspezifische Wundreakt wird durch die
Transplantationsprozedur ausgel6st und durch paonmhatorische Zytokine (IL-1, IFN-gamma,
TNF-alpha) und freie Sauerstoff-Radikale vermit{@AVALLI et al., 1996.; RABINOVITCH

et al., 1996). Autoimmunitat kann diese Prozessstaken. (NOMIKOS et al., 1986). Die
Zytokine rekrutieren und aktivieren neutrophile @rzyten und Makrophagen in dieser frihen
Phase der immunologischen Transplantatschadigurgerinentelle Studien bestétigen den
Einfluss der unspezifischen Wundreaktion auf diabk¢rung einer Transplantatfunktion auch
bei der Inselzelltransplantation. So konnte durnehRepletion von Makrophagen und durch die
Blockierung der Zytokin-Synthese in Makrophagen THINO et al, 1998; HYON et al., 1998)
die Etablierung einer Inselzellfunktion beschigtimerden und auch mit grenzwertig niedrigen

Inselmassen eine Insulinunabhangigkeit erreichtdemr Das geringe Vorhandensein von
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Antioxidantien in der Umgebung von Inselzelltramsplten erhoht die Verletzlichkeit von
transplantierten Inselzellen (LENZEN et al., 199@gshalb laRt sich durch die Gabe von
Radikalfangern (Nikotinamide, Desferroxamine) eladiaf die Etablierung von Inselzell-
transplantaten unterstitzen (NOMIKOS et al., 1986 1989).

An der Aktivierung und Steuerung antigenunabhh&rgignmunprozesse sind hauptséchlich
zwei Botenstoffkaskaden, bestehend aus verschiadéhemokinen, beteiligt. Chemokine sind
heparinbindende Proteine, die die Rekrutierung Stalierung von Leukozytenpopulationen bei
inflammatorischen und immunologischen Reaktionemmitéeln. Es existiert eine frihe
Chemokinkaskade (KIC; MP-l-alpha; MP-1-beta; JEE @n Sinne einer unspezifischen
Wundreaktion sowohl bei Iso- als auch Allotransgdéion vorkommt und die Rekrutierung von
Granulozyten (KIC; MP1 alpha) und Makrophagen; (MP1-beta) in der Frihphase nach
Transplantation vermittelt. Spater tritt eine zwethemokinkaskade (IP-10; MIG) in Kraft, die
alloantigen geprimte T-Zellen aktiviert und in dasansplantat dirigiert (FAIRCHILD at al.,
2000).

Uberdies zeigen zahlreiche Untersuchungen im Zusarhang mit Organtransplantation, dass
die unspezifische Reaktion in der Initialphase nadfransplantation chronische
AbstoRungsreaktionen und spéteren Transplantasterhuslosen und verstarken kann.
HALLORAN entwickelte dieses Konzept des ,injury pesse“. Es besagt, dass Verletzungen
eine stereotyp ablaufende unspezifische Immunm@aktibewirken. Diese I0st die
immunologische Erkennung von Transplantaten aweszisl durch T-Helferzellen und kann so
auch spates Transplantatversagen und chronischesplaatatabsto3ung bewirken. Die
funktionelle Verbindung der beiden verschiedenemimologischen Reaktionen scheint hierbei
durch die Verbindung der zwei Botenstoffkaskadewerfalgen. Durch die frihen unspezifischen
Immunreaktionen entstehen inflammatorische Fock diurch Chemokine (Mig, [P-10)
antigengeprimte CD4+ Zellen in das Transplantakdoc Die CD4+ Zellen sind vorher in
lymphatischen Geweben gereift. Die CD4+ Zellen ernlen das allogene Transplantat und
zerstoren es Uber Zytokinausschittung und Zytalid LORAN et al., 1997; FAIRCHILD et
al., 2000). Es erscheint deshalb wahrscheinlicks diée Verhinderung der friihen unspezifischen
Immunreaktionen durch eine spezielle Induktionsimsuppression nicht nur die Implantation
der Inseln in der Frihphase fordert, sondern au&hgdrfristig positive Effekte auf
Transplantationsergebnisse ausibt. Chemokinnesgtiain und Rezeptorantagonismus kénnten

zukuinftig wirkungsvolle Strategien zur Reduktiomv@ewebsinflammation zu sein.
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4.3.3  Alloimmunitat

Als wichtigste zellulare Bestandteile der allogeri@ansplantatabstof3ung sind T-Helferzellen
und die Antigenprasentierenden Zellen (APC= antg@senting cells) zu nennen (CHANDLER
und PESSARO, 1993; CUTURI et al., 1994). APC sipelzglisierte Zellen, die in der Lage sind
Antigen aufzunehmen, zu verarbeiten und in immunegd-orm den CD4+ Lymphozyten zu
prasentieren. Diese APC weisen Major HistocomgdétibComplex (MHC)-1I-Molektle und
Adhasionsmolekiile auf, deren Expression durch IBNHga und IL-4 gesteigert werden kann.
Zu den bekannten APC gehoren die dendritischen eZelldie Langerhanszellen,
Monozyten/Makrophagen, B-Lymphozyten, aktivierte Lymphozyten und follikular
dendritische Zellen. Sie unterscheiden sich in Aespragung ihrer Fahigkeiten Antigen
aufzunehmen, zu verarbeiten und zu prasentieresin8odendritische Zellen in der Lage, naive
T-Lymphozyten zu aktivieren. Monozyten und Makrogéia agieren eher als Effektorzellen der
Immunantwort. Sie zerstoren aufgenommenes Antiger lysosomale Enzyme und Bildung
von Radikalen. Monozyten stellen dabei die zirkelele Form, Makrophagen die
gewebsstandige Form dar. B-Lymphozyten sind spsieke APC, sie sind in der Lage, Uber
membranstandige Antikdrper auch geringe Mengenifsgares Antigen zu erkennen. Follikular
dendritische Zellen prasentieren Antigen in nictdzessierter Form fur eine langere Zeit den B-
Lymphozyten in der Milz, dem Gastrointestinaltrakid den Keimzellen der Lymphknoten
(PETER und PICHLER, 1996).

T-Zell-vermittelte Absto3ung allogener Transplaataist gerichtet gegen den Major
Histocompatibility Complex (MHC), dessen Gene aeindkurzen Arm von Chromosom 6
lokalisiert sind. Der MHC-Komplex besteht aus irsyat vier Untergruppen, wobei MHC-I und
-1l mal3geblich an der allogenen Transplantatabstgheteiligt sind. MHC-I-Antigene werden
von allen Zellen des menschlichen Kérpers, mit Alsne der Erythrozyten, exprimiert. MHC-
lI-Antigene werden unter normalen Umstanden von yBiphozyten, dendritischen Zellen,
Monozyten und Makrophagen exprimiert. Eine Induktion MHC-II-Antigenen kann durch
IFN-gamma erfolgen, wobei dann auch andere ZeliesedAntigene exprimieren kdnnen. Dem
T-Zell-Rezeptor (TCR) kommt in diesem Zusammenhame entscheidende Rolle in der
allogenen Transplantatabsto3ung zu. Der TCR besightzwei Polypetidketten, die je einen
konstanten proximalen und einen variablen distAleteil enthalten. Zwei Arten von TCR lassen
sich unterscheiden, TCR alpha/beta und der TCR gddetia. Der TCR alpha/beta macht 95 %
der zirkulierenden bzw. im Lymphknoten lokalisierfé-Lymphozyten aus. Sie kdnnen Antigen

zusammen mit MHC-Komplexen erkennen. Die genauetiamsweise der T-Zellen mit TCR
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gamma/delta hingegen ist immer noch nicht vollsiguggklart (PETER und PICHLER, 1996).
Wahrend der Reifung der T-Zellen im Thymus werdém TCR-Gene neu arrangiert, wobei
verschiedene T-Zellpopulationen entstehen, die digich die unterschiedliche Spezifitat ihres
Rezeptors auszeichnen. Es kommt zu einer posifedektion. Hierbei werden nur die T-Zellen
selektiert, die in der Lage sind fremdes Antigesgoaiiert mit eigenem MHC-Komplexen, zu
erkennen. Damit kbnnen diese T-Zellen z. B. virfigierte Korperzellen oder maligne entartete
Zellen erkennen, auf denen fremdes Antigen zusammérkorpereigenen MHC-Komplexen
prasentiert wird. Aufgrund der Spezifitdt der T{ZAREezeptoren konnen dabei weniger als 1 %
der T-Zell-Klone reagieren. Im Gegensatz dazu adier der Allotransplantation der MHC-
Komplex sowohl als fremdes Antigen als auch alsgm#ierendes Molekul. Deshalb wird ein
hoheres Mal3 an T-Zell-Klonen stimuliert.

Akzessorische Oberflachenmolekiile sind ebenfallscbeidend an der Interaktion zwischen
TCR und MHC-Komplexen beteiligt. Das CD3-Molekulrdivon allen T-Zellen exprimiert. Es
setzt intrazellulare Mechanismen nach der Bindueg TCR an einen geeigneten Liganden in
Gang, die zu einer Aktivierung der T-Zellen fuhreWird das CD3-Molekiul z. B. durch
Antikodrper zerstoért, so wird dieser Prozess verbihdCD4 wird von T-Helfer/Inducer Zellen
exprimiert, wobei CD4 an MHC-II-Molekile bindet. @Dwird von T-Supressor/Zytotoxische
Zellen exprimiert, diese binden an Antigene, dieZmsammenhang mit MHC-I-Molekilen
prasentiert werden. Da der Alpha/Beta TCR nur geriAffinitat zu HLA-Komplexen besitzt,
wird durch die akzessorischen Oberflachenmolekiilee estabile Interaktion zwischen den

Lymphozyten und APC ermdglicht.

Allogene MHC-Antigene, die auf dem allogenen Trdasgat exprimiert werden, sind die
entscheidenden Strukturen, die als fremd von deeiReren der T-Helferzellen des Empfangers
erkannt werden. T-Helferzellen kdnnen dabei auéizrten fremdes Antigen erkennen. Zum
einen als intaktes MHC-II-Antigen auf APC des Spasd Dabei findet in erster Linie eine
Reaktion von T-Helferzellen des Empfangers auf ttesn MHC-II-Antigen statt, das von
dendritischen Leukozyten des Spenders exprimiert.wDiese Leukozyten befinden sich im
Transplantat und werden als sogenannte ,Passageikokzyten” (passenger leucocytes)
bezeichnet. Dieser Mechanismus der direkten T-Zklivierung scheint zu einem grof3en Tell
an akuter TransplantatabstoBung beteiligt zu salver nur eine geringe Rolle bei der
chronischen TransplantatabstoRung zu spielen (BRA®BWN al, 1993; LECHLER und
BATCHELOR, 1982; BATCHELOR und LECHLER, 1982 ; LIt al; 1993). Dieser
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sogenannte ,direkte Weg" (CUTURI et al.,, 1994) wiadich als ,frihe T-Zell-Antwort"
bezeichnet (CHANDLER und PESSARO, 1993).

Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass elAPC-Depletion von allogenen
Nierentransplantaten eine niedrigere ImmunitatFalge hat und dass eine akute Abstol3ung der
Nierentransplantate nach Verabreichung von desdnén Zellen der Spender erfolgt (ROAKE
und AUSTYN, 1994).

Der andere Mechanismus, mit dem T-Zellen fremde MWdekile erkennen, wird als
.indirekter Weg“ (CUTURI, et al. 1994) oder als @p T-Zell-Antwort* (CHANDLER und
PESSARO, 1993) bezeichnet. Hierbei nehmen EmpfaAB& fremdes Antigen auf,

prozessieren es und prasentieren es mit MHC-II-Kergden Empfanger-T-Zellen.

T-Zellen, die Gber den direkten Weg mit fremdem Mgprimt werden, sind fur einen Grof3tell
der zytotoxischen T-Zell-Reaktion verantwortlich-Z€&llen, die Uber den indirekten Weg
geprimt werden, sind fur einen Grof3teil der T-Helél-Funktion verantwortlich (CUTURI et

al, 1994). Der direkte Weg scheint eine entscheldenRolle in der akuten

TransplantatabstoRung, der indirekte Weg die eaidehde Rolle in der chronischen
Transplantatabstof3ung zu spielen, zumindest delateuf Erfahrungen aus dem Tiermodell hin
(BRAUN et al., 1993). Die Anzahl der T-Zellen, dia der direkten Antigenerkennung beteiligt

sind, ist etwa 100-mal hoher als bei der indireldatigenerkennung (LIU et al., 1993).

Zusammenfassend kann man sagen, dass allogene MiHgeAe, die auf dem allogenen
Transplantat oder auf ,Passagier Leukozyten“ imn3$pdantat exprimiert werden, von T-
Helferzellen (CD4+) erkannt werden. In der Folgehréin transmembrane Signale zur
intrazellularen Aktivierung, Vermehrung und Diffemerung der T-Lymphozyten. Die
Enzymsysteme der Phospholipase-C und Tyrosinkispsgden dabei eine wichtige Rolle als
second-messenger-Systeme. Sie vermitteln die ocaddibangige Verdnderung von nuklearen
Regulator-Proteinen, die die Gen-Expression deryifythozyten steuern. Es kommt zu einer
vermehrten transkriptionalen Aktivierung und Exgiea von Genen, die eine zentrale Rolle im
T-Zell-Wachstum besitzen (z.B. IL-2 und IL-2 Rezapt(SUTHANITRIAN, 1993; STROM
und KELLEY, 1989). So kann eine T-Zell-Aktivierungnd Differenzierung erreicht werden
(KRENSKY et al., 1990).

Die Signalgebung der T-Zellen Uber den TCR/CD3-KtEmyist nicht in der Lage alleine eine T-

Zell-Proliferation zu induzieren. Eine volle Akterung héangt sowohl von antigenabhangigen

Signalen, als auch von kostimulierenden SignalenHadrbei sind Interaktionen zwischen den
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CD2-Molekulen auf T-Zellen mit den CD58-MolekilehFA-3) auf den APC zu nennen.
AuRR3erdem sind Interaktionen von CD11a/CD18-ProteifleFA-1) auf T-Zellen mit CD54-
Proteinen (ICAM-1) auf APC und Interaktionen von ®Proteinen auf T-Zellen mit CD72-
Proteinen auf APC zu nennen. Nur das Zusammengeghntigenabhangigen Signals und der
kostimulatorischen Signale erméglichen eine stabinskription von IL-2 und anderen T-Zell-
Aktivierungsgenen (SCHWARTZ, 1993; SUTHANITHRIAN993). Akzessorische Molekile
auf der Oberflache von T-Zellen und ihre Rezept@ehden APC kdnnten also auch als Ziele
einer Therapie gegen allogene Transplantatabstofemgizt werden. Im Tiermodell konnte eine
Therapie, die gegen Oberflachenmolekille von Zellgerichtet ist, bereits eine
Transplantationstoleranz induzieren (ISOBE etl#192; LISLEY et al., 1992).

Das zweite Signal der T-Zell-Aktivierung wird durdahie IL-1-Sekretion der Makrophagen
ausgelost. Neben eine Reihe von Effekten auf andeltpopulationen triggert IL-1 auch die T-
Zell-Proliferation. Die aktivierten T-Zellen sezeren IL-2 und exprimieren verstarkt IL-2
Rezeptoren, dies wirkt als eine Art von ,positi\eedback Schleife”, um die IL-2-Produktion
zu erhohen. IL-2 verstarkt die Wirkung anderer Cbkime und fordert die Rekrutierung und
Proliferation von T-Helferzellen, B-Lymphozyten ungtotoxischen T-Zellen (CANTRELL und
SMITH, 1984). IL-2 stimulierte T-Zellen produziereaul3erdem die B-Zell-aktivierenden
Faktoren IL-4 und IL-6, die die Produktion von getnspezifischen Antikbrpern durch B-
Lymphozyten férdern (HOWARD et al., 1983).

Unter dem Einfluss von IL-2 produzieren die T-Lyropkten das IFN-gamma. IFN-gamma
fordert die Expression von MHC-I und —lI-Komplexemch auf Zellen, die normalerweise kein
MHC-Il produzieren, wie z. B. Endothelzellen. IFidmgma fordert des Weiteren die
Ausschittung von Tumor Nekrose Faktor (TNF). TNFat leine Reihe von Effekten im
Zusammenhang mit allogener Transplantatabsto3uig: Itduktion von chemotaktischen
Faktoren, die Granulozyten und Monozyten in daan3plantat dirigieren und die Steigerung
der Expression von MHC-Komplexen in Synergie mN4§amma. Ein weiterer Effekt von TNF
ist die Aktivierung von Makrophagen. Die Ausschigwon IFN-gamma verstarkt sowohl die

Erkennung als auch die Zerstérung des allogenemsplantats.

Die spezifische Zerstérung des allogenen Transpigntird durch T-Zellen ausgel6st und durch
zytotoxische T-Zellen mittels Zelllyse ausgefutdie Zelllyse wird durch Ausschittung von
Perforin in direktem Kontakt der zytotoxischen TH&e mit den Zellen des allogenen
Transplantats ausgelbt. Sie stellt den Effektormeisinus der spezifischen allogenen
Transplantatzerstérung dar (CHANDLER und PASSAR@®3t CUTURI et al., 1994).
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Die Methoden der Medizin, um eine Abstol3ung all@gyefransplantate zu vermeiden, haben
sich von anfanglich globaler und unspezifischer lmsuppression wie der Ganzkorperradiatio,
zu immer spezifischeren Methoden entwickelt. Nichir die zellularen Bestandteile der
Immunreaktion, sondern auch die Funktion humordtaktoren im Ablauf der allogenen
TransplantatabstoRung werden zunehmend erkannzibehmende Wissen Uber Zytokine und
Chemokine und ihr Zusammenspiel im Rahmen von Ptantatabstol3ungsreaktionen eroffnet
die Moglichkeit, neben den bereits bekannten maraken und polyklonalen Antikérper gegen
T-Lymphozyten, spezifische Antikérper gegen Chempkieptoren und Chemokine

herzustellen.

33B3.1 ist ein Antikorper gegen den IL-2-Rezeptod bbindet an proliferierende T-Zellen, die
diesen Rezeptor exprimieren. SubtherapeutischerDese Ciclosporin kombiniert mit 33B3.1
fuhren zum Verlust von IL-2 und dem IL-2-Rezepton iTransplantat und konnten im
Rattenmodell den Verlust von Herztransplantaten unselzelltransplantaten verhindern.
(TELLIDES et al., 1988).

Experimentelle Antikdrper gegen Zytokine der akugdsstoungsreaktion kdnnen besonders in
der Induktionsimmunsuppression und in der Therdpireakuten AbstoRungsreaktion eingesetzt
werden. Fur Antikérper gegen TNF und IFN-gamma kenm Tierexperiment an Ratten bereits
eine signifikante Verlangerung des Transplantatébens gezeigt werden (IMAGAWA et al.,
1990).

Durch genetische Rekombinationstechniken ist etehdglich Antikorper herzustellen, die aus
Fab-Anteilen von Nagetieren und menschlichen Fceclen bestehen. Diese kombinierten
Antikorper besitzen eine deutlich reduzierte Amiggt (JONES et al., 1986; REICHMANN et
al., 1988). Es besteht die Mdglichkeit Gene, diesfiezifische Fab-Portion kodieren, mit Toxin-
Genen zu kombinieren und Antikdrper-Toxin-Konjugdierzustellen (CHAUDHARY et al.,
1989). Interleukin-2-Toxin ist Produkt dieser Geamsion, wobei IL-2-DNA an DNA eines
Strukturproteins des Diphtherie Toxins gebundenlisvitro-Studien zeigen, dass Interleukin-2-
Toxin selektiv an T-Zellen bindet, die IL-2-Reze@io exprimieren und diese funktionsuntiichtig
macht. Im Tiermodell konnte Interleukin-2-Toxin @hnweitere Immunsuppression eine
AbstoRung von Inselzelltransplantaten und Herzptamsaten im Mausemodell verhindern
(STROM et al., 1989). Eine weitere Therapiemdglahkonnte in Zukunft die Verabreichung
I6slicher Rezeptoren sein, um an Liganden zu bindervitro-Studien zeigten, dass die
systemische Verabreichung des extrazellularen Bndeis IL-1-Rezeptors in l6slicher Form das
heterotope Uberleben von Herztransplantaten besstiaerhoht (FANSLOW et al., 1990).
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Um den moglichen Zusammenhang von Lymphozytenssibsatl dem immunologischen
Einfluss auf die Transplantatfunktion bei Inselzalisplantation zu untersuchen, wurden in der

vorliegenden Untersuchung zwei Patientengruppeglicben:

» Patienten mit 1-Jahres-Transplantatiiberleben @)= 1

* Patienten ohne 1-Jahres-Transplantatiiberleber6in =

Dabei konnte vor Transplantation und an 16 Zeitpemkinnerhalb eines Jahres nach
Transplantation kein signifikanter Unterschied zlisn den beiden Patientengruppen festgestellt

werden, hinsichtlich der untersuchten Parameter:

* Leukozytenzahl

* Lymphozytenzahl

* Monozytenzahl

* Anzahl CD3+ Zellen

* Anzahl CD19+ Zellen

* Anzahl CD56+ CD3- Zellen

* Anzahl CD4+ Zellen

* Anzahl CD4+ CD45 RO+ Zellen
* Anzahl CD4+ HLA-DR+

* Anzahl CD4+ CD122 + Zellen
* Anzahl CD3+ CD71+ Zellen

Es ist insgesamt noch wunklar, inwieweit die Zelleah der untersuchten

Lymphozytenpopulationen mit alloimmunen Einflisser Inselzelltransplantate korrelieren. In
der vorliegenden Untersuchung konnte mit den vediaan Methoden kein Einfluss der

untersuchten Lymphozytensubsets auf die Funktion ldgeelzelltransplantate nachvollzogen
werden. Grundlegende methodische Probleme in diegasammenhang sind, dass unklar ist,
inwieweit es sich bei den Transplantatverlusten Emzelnen tatsachlich um alloimmun

vermittelte Transplantatverluste handelt und wia endglicher zeitlicher Zusammenhang
zwischen allogen ausgeldsten Transplantatverlustdatizahlen der Lymphozytenpopulationen
aussieht. Zusatzlich sind die Ergebnisse vor demertyrund der relativ geringen Patientenzahl
in den einzelnen Patientengruppen zu betrachtem ADssagekraft der statistischen Vergleiche

ist somit zu relativieren.
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4.3.4  Autoimmunitat

Neben den antigenunabh&ngigen Mechanismen undlldenraunen Mechanismen existiert bei
der Inselzelltransplantation diabetischer Patientem dritter Mechanismus, der das
Transplantatiiberleben beeinflusst. Als Schlussfalyg klinischer Beobachtungen und
experimenteller Untersuchungen stellen HERING ut@®RDI 1999 die folgende Hypothesen
auf: Das haufigere Versagen von allogenen Insélaefiplantaten bei Typ-1 Diabetikern, im
Vergleich zu autologen Transplantaten nach Pargkeahie, einen konstanten
insulinunabhangigen Zustand zu etablieren, wirctldlwin niedrigeres ,Engraftment* allogener
Inseln in einer autoimmunen Umgebung bewirkt. Dieads resultierende niedrigere Zellmasse
des Transplantats ist nicht in der Lage, den edmhtetabolischen Insulinbedarf zu erflllen, der
in einer Insulin-resistenten Stoffwechsellage bé&yp-1 Diabetiker vorliegt und auch durch die
diabetogenen Nebenwirkungen von immunsuppressivedikdmenten bedingt wird. Hinzu
kommt, dass Autoimmunitat Inselzelltransplantatestigen kann. So konnte bei spontan
diabetischen BB-Ratten und NOD-Mausen nach syngereportaler Inselzelltransplantation
eine autoimmune Zerstérung des Transplantats fasigeverden (NAJI et al., 1981; MULLEN
et al., 1986).

Seit SUTHERLAND et al. 1989 =zeigen konnte, dass n3péantatversagen wegen
wiederkehrender Autoimmunitat bei Pankreastransglan von identischen Zwillingsspendern
durch Immunsuppressiva (Ciclosporin und Azathigpriverhindert werden kann, wird
angenommen, dass die Autoimmunitdt keine Rolle flie Transplantatfunktion bei
immunsuppressiv behandelten diabetischen Insetmediplantierten spielt. Eine Reihe neuerer

Erkenntnisse stellt diese Annahme jedoch zunehnmeRthge:

Erstens konnte im Tierexperiment die autoimmunestoenng von Inselzelltransplantaten bei
NOD-Mausen durch verschieden immunsuppressive Meakkte nicht verhindert werden
(TERADA et al., 1988; WANG et al., 1988; STEGALL &, 1996). Zweitens konnte bei mit
Ciclosporin behandelten, spontan diabetischen B&eRaeine Wiederkehr der Autoimmunitat
zwar durch syngene Pankreastransplantation, redaich durch syngene Inselzelltransplantation
verhindert werden (BARTLETT et al., 1997). Dies udd@r wahrscheinlich auf dem
Vorhandensein von Lymphknoten-Zellen im Pankregeziell auf immunregulatorischen T-
Zellen in den pankreatischen Lymphknoten-Zellen RBAETT et al., 1995, NAKAI et al.,
1993). Drittens konnte eine Inselitis und selektivderlust von Beta-Zellen in einem
Inselzelltransplantat im Unterarm eines immunsupjaiten diabetischen Nierentransplantat-
empfangers nachgewiesen werden (STEGALL, 1996)rtafis konnte JAGER et al. 1996
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zeigen, dass Autoantikdrper trotz Immunsupprespiensistieren (GAD 65) und Patienten mit
einem niedrige Level von Autoantikorpern (GAD 6%y Vransplantation, ein besseres 1-Jahres-
Transplantatiiberleben aufweisen, als Patienteeimgim hohem Level von Autoantikdrpern.

In der Patientengruppe der vorliegenden Untersughian= 20) kam es in funf Fallen nach
anfanglicher Transplantatfunktion im ersten Monateem Verlust der Transplantatfunktion.
Nur in einem Fall konnte nie eine Transplantatfioktfestgestellt werden. Der Verlust der
Transplantatfunktion lag dabei zwischen dem 27. 88d Tag nach Transplantation. In der
vorliegenden Arbeit wurde bei 16 Inselzelltransgkmen GAD-65-Antikérper und ICA-

Antikdrper bestimmt. In zwei Fallen konnten GAD-B%tikorper, in einem Fall konnten ICA-

Antikdrper innerhalb des ersten Jahres nachgewiesaden. In zwei dieser insgesamt drei
antikorperpositiven Félle lag nach zwolf Monatencmceine Transplantatfunktion vor. Ein
Patient war antikdrperpositiv und hatte die Traasfdtfunktion im ersten Jahr verloren, hier trat
erst nach Verlust der Transplantatfunktion einmadig GAD-65-Antikorper auf (GAD-AK

Index = 0.9), wobei zur Zeit des erwarteten Tramsfatverlustes viermal negative
Antikorpertiter bestimmt wurden. Von den funf Paten, die eine Transplantatfunktion
innerhalb des ersten Jahres wieder verloren hattemten in allen fiinf Fallen keine GAD-65-

und ICA-Antikoérper nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Patientengruppe konnte anhardbdstimmten Inselzell-Autoantikbrper
kein immunologischer Einfluss auf die Transplantaktion nachvollzogen werden. Allerdings
ist hinsichtlich der insgesamt geringen Patientehaad dem geringen Anteil von Patienten, bei
denen Autoantikdrper nachgewiesen werden konntems, Alssagekraft der vorliegenden

Untersuchung begrenzt.

4.4  Kann man durch durchflusszytometrische Bestimmung gn Lymphozytensubsets

eine mogliche immunologische Abstol3ung von Insel#tehnsplantaten erkennen?

Um den moglichen Zusammenhang von Lymphozytenssibsetl Transplantatabstof3ung zu

untersuchen, wurden zwei Patientengruppen vergliche

» Patienten mit 1-Jahres-Transplantatiiberleben @)= 1

« Patienten mit Transplantatverlust im ersten Jabh ff@ansplantation (n = 5).

Dabei konnte vor Transplantation und an funf Zeigan innerhalb der ersten 60 Tage nach
Transplantation kein signifikanter Unterschied zhisn den beiden Patientengruppen
hinsichtlich der untersuchten Parameter gefundemeve Dieser Zeitraum wurde gewéahlt, weil
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der angenommen Transplantatverlust in der untetsndPatientengruppe zwischen Tag 28 und

Tag 82 liegt. Die untersuchten Parameter waren:

* Leukozytenzahl

* Lymphozytenzahl

* Monozytenzahl

* Anzahl CD3+ Zellen

* Anzahl CD19+ Zellen

* Anzahl CD56+ CD3- Zellen

* Anzahl CD4+ Zellen

* Anzahl CD4+ CD45 RO+ Zellen
* Anzahl CD4+ HLA-DR+

* Anzahl CD4+ CD122 + Zellen
* Anzahl CD3+ CD71+ Zellen.

Bei Untersuchungen im Zusammenhang mit Nierenttansgion wurden Abstof3ungskrisen bei
niedrigen absoluten T-Lymphozytenzahlen und fumkécende Nierentransplantate bei
ansteigenden und hohen absoluten T-Lymphozytenzd&i@ebachtet (ELLIS at al., 1982). Auch
in der hier durchgefuhrten Untersuchung konnte Ig&tienten das Vorliegen einer
Transplantatfunktion bei hohen absoluten Zellzaktem CD3+ Zellen, CD4+ Zellen und CD56+
Zellen beobachtet werden. Andererseits beobacht@h fmei Patienten nach Verlust der
Transplantatfunktion niedrige Zellzahlen von Lympy@npopulationen im Zeitraum des

vermuteten Transplantatverlustes.

Die absolute Zellzahl von Lymphozytensubsets etvgech in der durchgefuhrten Untersuchung
isoliert betrachtet als nicht aussagekréftiger atar im Zusammenhang mit

Transplantatfunktion bzw. Verlust der Transplantaktion bei Inselzelltransplantation. Dass ein
Zusammenhang zwischen den untersuchten Subsetined Transplantatabsto3ung besteht,
scheint trotzdem maoglich. Zwei Hauptgriinde konnemer vorliegenden Untersuchung fir die

fehlenden signifikanten Ergebnisse mitverantwdntbein:

* Mit den angewandten Methoden kann nicht festgeéstedirden, ob es sich bei dem
Verlust der Transplantatfunktion in den funf untetsten Fallen tatséchlich um eine
allogen ausgeloste, spezifische immunologische ofstg handelt oder ob andere
Ursachen fur den Transplantatverlust verantworticial.
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» Der Zeitpunkt der eventuellen Transplantatabstof3uagn verpasst worden sein. Eine
durchgehende Uberwachung der Patienten, besondeaterinachstationaren Phase ist
kaum mdoglich. Ein Hauptproblem ist der Zeitabstanmd,dem die Untersuchungen
erfolgen. Es ist moglich, dass signifikante Verdaodgen der Lymphozytensubsets
auftreten, jedoch nicht erfasst werden. Auch isthnanklar, in welchem zeitlichen
Abstand zueinander immunologische Absto3ungsprezess Transplantat und der

Abfall des C-Peptids in der Laboruntersuchung atstr.

Trotzdem konnen die Veranderungen der Lymphozytesess beim einzelnen Patienten helfen,
Uber- und Unterimmunsuppression zu erkennen. Dikesaber zusammen mit anderen
Faktoren im Rahmen eines immunologischen Monitariegolgen. Durch die Untersuchung
groerer Patientenkollektive und engmaschige Besting der Lymphozytensubsets, besonders
in der initialen Phase nach Transplantation, steigg Wahrscheinlichkeit, tatsachliche
TransplantatabstoBungen sowohl der Inselzelleraath der Nierentransplantate zu erfassen.
Durch die haufigeren Probenbestimmungen kann masebeAbweichungen im individuellen
Verlauf der Lymphozytensubsets erkennen und mit téGsngsereignissen korrelieren.
Individuelle dynamische Referenzbereiche fir Lymphensubsets scheinen dem Vergleich des
einzelnen Patienten mit einer Kontrollgruppe hinhdich der Erkennung von problematischen
klinischen Verlaufen Uberlegen zu sein (ERREN, )9B&her existieren noch zu wenige Daten
von Inselzelltransplantierten, um unterschiedlichdinische Verlaufe mit Verlaufen
verschiedener Lymphozytensubsets zu korrelieren smddynamische Referenzbereiche zu

erarbeiten.

Unter dem Begriff des multiparametrischen Immunrtarmg wird heute die Kombination

verschiedener Parameter (MedikamentenblutspiegelchWeis transplantationsmedizinisch
relevanter Erreger, Messung intrazellularer ZytekinLymphozytenphénotypisierung und
Lymphozytensubsetbestimmung, Erkennen antigenspezér Effektormechanismen) zur
Beurteilung des Verlaufs nach Transplantation waacen. Die Wirksamkeit eines

multiparametrischen Immunmonitoring ist besondees NMierentransplantation nachgewiesen.
Bei der Gabe von T-Zell-AntikGrpern bei Nierentrplasitation hat sich dieses Verfahren als
erfolgreiche Methode erwiesen, um Infektionen zumetden und die Dosierung von
Immunsuppressiva zu reduzieren, ohne den Erfolg Nierentransplantation zu geféahrden
(THERVET et al., 1997; ERREN, 1996; DOCKE et al94p

Eine Untersuchung bei 300 Patienten in der spatasd®nach Nierentransplantation (>1 Jahr)

zeigte, dass ein Immunmonitoring durch durchflussmetrische Erfassung von
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Lymphozytensubsets und Monozytensubsets eine ditigobe und pradiktive Aussagekraft
hinsichtlich verschiedener Komplikationen hat. Biestimmung der Lymphozytensubsets und
Monozytensubsets kann bei Verschlechterung der sptantatfunktion helfen, die akute
AbstoRungsreaktion von anderen Ursachen (Infektiorgxizitat, Vaskulopathie) zu
unterscheiden. Zusétzlich ist bei der Behandlung akuten Abstol3ungskrisen eine Vorhersage

des Erfolgs einer AntiabstolRungsbehandlung mogREINKE und VOLK, 1992).

Deshalb sollte die durchflusszytometrische Bestimghuon Lymphozytensubsets im Rahmen
eines immunologischen Monitorings nach Transplamtabei Inselzelltransplantationspatienten

weiter verfolgt werden.
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5. Zusammenfassung

Die Transplantatabstof3ung ist im Rahmen der allegemtraportalen Inselzelltransplantation
ein den Transplantationserfolg beschrankender Fakim Rahmen der medikamentdsen
Immunsuppression werden Antilymphozytenseren egtgesin der vorliegenden Arbeit wurden

mittels Durchflusszytometrie die Veranderungen \‘gmphozytensubsets bei Patienten nach
allogener Inselzelltransplantation und Induktionsiomsuppression mit  polyklonalen

Antilymphozytenseren untersucht. Ziel der Arbeitrves, Lymphozytensubsets bei Patienten
nach allogener Inselzelltransplantation zu bestimmed einen mdglichen Zusammenhang
zwischen Uberleben der Inselzelltransplantate ualizaZhlen der Lymphozytensubsets sowie

weiteren Spender-, Empfanger- und Transplantateajeiten zu tUberprifen.

Bei Patienten die polyklonale Antilymphozytensererhielten, wurde eine schnelle und
signifikante Reduktion der Zellzahlen von Lympheayt CD3+ Zellen, CD4+ Zellen, CD4+
CD45 RO+ Zellen, CD4+ HLA-DR+ Zellen, CD56+ CD3-1léa, TCR alpha/beta+ Zellen und
TCR gamma/delta+ Zellen beobachtet. In diesen Lymplensubsets wurden im Zeitraum von
30 bis 60 Tagen nach Gabe der Antilymphozytensemggder Zellzahlen wie vor der
Transplantation erreicht. Monozyten, CD19+ Zellend uGesamtleukozyten wurden nicht
signifikant in ihrer Zahl reduziert. Im Vergleiclon Inselzelltransplantationspatienten nach Gabe
von Antilymphozytenseren mit einer gesunden Koigrappe finden sich nahezu Uber die
gesamte Untersuchungsdauer von zwolf Monaten sgignif niedrigere Zellzahlen far
Lymphozyten, CD3+ Zellen, CD4+ Zellen, TCR alph&#seZellen und CD19+ Zellen. Bereits
vor Transplantation und Gabe der Antilymphozyteaseweisen die Inselzelltransplantations-
patienten gegenuber einer gesunden Kontrollgruppefikant niedrigere Zellzahlen in diesen
Subsets auf. Auch im Vergleich der Inselzelltraasfdtionspatienten zu Patienten nach
alleiniger Nierentransplantation, die keine polyldten Antilymphozytenseren erhielten, lassen
sich in der erstgenannten Gruppe Uber den gesddmiEmsuchungszeitraum von sechs Monaten

signifikant niedriger Zellzahlen in diesen Lymphtarysubsets nachweisen.

In der untersuchten Patientengruppe (n = 20) warlddahres-Transplantattiberleben mit 70 %
aul3ergewohnlich hoch im Vergleich zu anderen P@gmuppen aus der medizinischen
Literatur, die hinsichtlich wichtiger pradiktiveraktoren fir den Transplantaterfolg vergleichbar
sind. In dieser Patientengruppe mit hohem Transpidberleben wurde Uberprift, ob ein
statistisch  nachweisbarer = Zusammenhang zwischen nd8pe Empfanger- und
Transplantateigenschaften und dem Uberleben derlziifransplantate vorlag. Die

Aussagekraft der statistischen Vergleiche zwisdhatienten mit Transplantatfunktion (n = 14)
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gegen Patienten ohne Transplantatfunktion (n =r&it¢htlich der untersuchten Parameter sollte

dabei vor dem Hintergrund der geringen Patientdendbetrachtet werden.

Es konnte kein signifikanter Einfluss der untersanhFaktoren (Kalte Ischamiezeit weniger als
8 Stunden; Menge transplantierter Inselaquivalemehr als 6.000/kg/Kérpergewicht;
Histokompatibilitat in  HLA- A; B; DR, Insulinverbtech vor Transplantation,
Inselstimulationsindex, Inselzellviabilitat, Ciclusrinblutspiegel) auf das Uberleben der

Inselzelltransplantate nachgewiesen werden.

Es konnte kein Zusammenhang zwischen Zellzahlen ldenphozytensubsets und dem
Uberleben der Inselzelltransplantate nachgewiesaden. Es konnte kein autoimmuner Einfluss
auf das Transplantatiberleben anhand der Bestimmuog Inselzell-Autoantikbrpern
nachgewiesen werden, wobei nur bei wenigen Patiehtselzell-Autoantikbrper gefunden

wurden.

Eine mogliche immunologische Absto3ung konnte adhater durchflusszytometrisch
bestimmten Lymphozytensubsets nicht erkannt wer8snwurde keine Korrelation zwischen
Zellzahlen der Lymphozytensubsets und einem Transgiverlust gefunden. Dabei bestehen
grundlegende Schwierigkeiten darin, dass nichtldtek ist, ob es sich im Falle eines Verlustes
der Inselzelltransplantatfunktion tatséchlich umneai immunologisch verursachten

Transplantatverlust handelt und wann genau derspfantatverlust stattfindet.
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6. Summary

Graft rejection reduces succes of allogenic traargption. Antilymphocyte serum is used for
immunosuppression, depleting lymphocytes. The ¢bgevas to use flow cytometry to examine
changes in lymphocyte subsets after allogenic isteinsplantation and inductive

immunosuppression with antilymphocyte serum andxamine a possible connection between
certain lymphocyte subsets and other donor-, rectpiand graft attributes and sucess of

transplantation.

In patients receiving polyclonal lymphocyte serumassive and rapid depletion of lymphocytes
(CD3+ cells, CD4+ cells, CD4+ CD45 RO+ cells, CDMtADR+ cells, CD56+ CD3- cells,
TCR alpha/beta+ cells und TCR gamma/deltat+ celds) be observed. After 30-60 days a
regeneration to levels prior to administration leé aantilymphocyte serum was accomplished in
these lymphocyte subsets. Monocytes, CD19+ celiisthe leucocytes on the other hand were
not reduced significantly. Comparing patients aéiéministration of antilymphocyte serum and
islet transplantation to a control group showedisicantly lower cellcounts of lymphocytes and
lymphocyte subsets (CD3+ cells, CD4+ cells, CD1@RTalpha/beta+ cells) over almost the
whole observational period of 12 months, the celint was significantly lower even before
transplantation. Comparing the islet transplantapatients receiving antilymphocyte serum to
patients after renal transplantation (without gntjpphocyte serum) showed a significantly lower

cellcount in these lymphocyte subsets over the /bbkervational period of 6 months.

1-year-transplant survival was exceptionally goathw0 % in the examined group (n = 20),
compared to patients with similar predictive fastdound in the medical literature. In the
examined group immunologic parameters and diffedorior-, recipient- and graft attributes
were analysed (cold storage time <8h and transgdaistet equivalents >6.000, HLA matching
in HLA-A,B,DR and Ciclosporin blood levels, insulguantity needed prior to transplantation,
islet stimulation index, islet viability) for a psible influence on graft survival. No significant
influence of these donor-, recipient- and graftiladtes could be found on graft survival nor a
correlation between lymphocyte subsets, autoantisoand functioning of the transplan, while

only in a few cases autoantibodies were found.

It was not possible to predict a probable graketpn by analysing lymphocyte subsets, in spite
of a low number of patients in the subgroups (n, A & 14). Another fundamental problem in
this context is, that it cannot be clarified, ifags of transplant function is caused by transplant

rejection or other mechanisms.
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NIDDM
NTX
ns
PAK
PTA

SIK

SIL

SPK
Tab.
TCR
TNF

X
25-75%P

Abbildung
American Diabetes Association
Antithymozytenglobulin; polyklonales Antilymplaytenserum
Deutsche Diabetes Gesellschaft
Islet After Kidney

Insulinabhangiger Diabetes mellitus
Isletequivalent

Islet Transplantation Alone
International Islet Transplant Registry
Inselzelltransplantation
Nicht Insulinabhéngiger Diabetes mellitus
Nierentransplantation

nicht signifikant

Pankreas After Kidney

Pancreas Transplantation Alone
signifikant

Simultaneous Islet Kidney
Simultaneous Islet-Liver
Simultaneous Pankreas Kidney
Tabelle

T-Zell Rezeptor

Tumor Nekrose Faktor
Transplantation

25% Perzentil und 75% Perzentil
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