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Die vorliegende Promotionsschrift beschiftigt sich mit der Frage des Langzeitrisikos fiir
schwere Infektionen bei Nierentransplantatempfiangern nach ATG-Induktion. Nach einer
kurzen Einleitung geht es im ersten Teil der Arbeit um die theoretischen Grundlagen
anhand der verfiigbaren Literatur.

Der zweite Teil nimmt Bezug auf die untersuchten Patientenkollektive und die dazu
verwendeten Methoden. Ein wesentlicher Bestandteil ist die akribische Darstellung der
von der Promovendin durchgefiihrten Untersuchung.

Daran anschliessend werden die vielfdltigen und aussagekréftigen Ergebnisse referiert.
Die Haupterkenntnis besteht darin, dass die immunologischen Langzeiteftekte der ATG-
Induktion sowohl einen starken Abfall von T-Zellen und CD4+T-Zellen hervorruft so-
wie funktionelle Verdnderungen dieser Zellen bedingen. Das gesteigerte Risiko fiir
schwere Infektionen nach ATG-Induktion bestand in den ersten zwei Jahren nach Trans-
plantation in Zusammenhang mit eingeschrankter Zellproliferationskapazitédt aber nicht
iiber dieses Zeitfenster hinaus. In der anschliessenden Diskussion geht es darum, die
Ergebnisse in ein Verhiltnis zur Literatur zu setzen und die eingangs gestellten Fragen
zu verifizieren oder falsifizieren. Abschliessend werden die wichtigsten Ergebnisse zu-

sammengefasst und die verwendete Literatur aufgelistet.
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1. Einleitung

1.1. Langzeiterfolge der Nierentransplantation

Die Organtransplantation ist ein vergleichsweise junges Feld der medizinischen For-
schung und Therapie. Die erste Nierentransplantation in Deutschland wurde 1963
durchgefiihrt. Seitdem sind in den vergangenen Jahrzehnten rasante Fortschritte in der
operativen und medikamentdsen Therapie erzielt worden.

Die Nierentransplantation ist die effektivste Therapie der terminalen Niereninsuffizienz.
Sie geht mit einer deutlichen Verbesserung der Lebensqualitit sowie einer erhohten Ge-
samtiiberlebensrate im Vergleich zu einer Dialysetherapie bei Patienten auf der Wartelis-
te zur Nierentransplantation einher (Morath, C. et al. 2010/1).

Im Jahr 2017 wurden im Eurotransplantbereich mit 81 Transplantationszentren 2909
Nierentransplantationen mit Transplantaten von verstorbenen Spendern durchgefiihrt,
davon 1276 in Deutschland. 7620 Patienten standen in Deutschland in diesem Jahr auf

der Warteliste flir eine isolierte Nierentransplantation (www.statistics.eurotransplan-

t.org).

Im Transplantationszentrum des Universititsklinikums Giessen Marburg (UKGM) wur-
den am Standort Giessen von 1993 (Start des Nierentransplantationsprogrammes) bis
Ende 2018 923 Nieren transplantiert, davon 308 Lebendspenden. Im Jahr 2017 wurden
26 Transplantationen durchgefiihrt, davon 7 Lebend-Transplantationen. 1 dieser 26
Transplantationen konnte blutgruppeninkompatibel (ABOi1) iibertragen werden. Im Jahr
2018 wurden insgesamt 28 Nierentransplantationen durchgefiihrt, wobei 13 davon als
Lebend-Transplantation durchgefiihrt wurden und 5 als ABOi-Transplantationen.

Im Januar 2019 warteten 132 Patienten auf ein Transplantat. Die durchschnittliche War-
tezeit auf eine Nierentransplantation nach postmortaler Spende betrigt aktuell im Mittel
7 - 9 Jahre.

Im Langzeitverlauf nach Nierentransplantation stellt die chronische Transplantat-dys-
funktion (CTD = chronic transplant dysfunction (s. Kapitel 1.3.), urspriinglich bekannt
als chronic allograft nephropathy = CAN), die Hauptursache von spédtem Transplantat-
versagen dar (Nankivell et al. 2005).

1978 wurde mit Ciclosporin A zum ersten Mal ein Medikament zur selektiven Immun-

suppression in der Transplantationsmedizin eingesetzt. Tacrolimus wurde 1994 zugelas-
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sen. 1995 kam Mycophenolat-Mofetil fiir die Immunsuppression nach Transplantatio-
nen dazu. Diese Medikamente bestimmten weitestgehend die Therapiemoglichkeiten
zur Vermeidung von AbstoBungsreaktionen. In den nachfolgenden Jahren wurden trotz
vieler Forschungsvorhaben nur noch wenige Medikamente zur Immunsuppression nach
Transplantation zugelassen. So kamen lediglich 2001 Sirolimus und 2011 Belatacept
hinzu.

Mittels dieser Immunsuppressiva ist es gelungen, die Inzidenz akuter AbstoBungen zu
verringern. Es konnte so insbesondere die Kurzzeitiiberlebensrate verbessert werden. Es
steht aber weiterhin keine etablierte Therapie der chronischen Transplantatdysfunktion
zur Verfligung, durch die eine deutliche Verbesserung der Langzeitiiberlebensrate er-

reicht werden konnte.

Grundsitzlich ist die Indikation fiir eine Nierentransplantation die dialysepflichtige
chronische Niereninsuffizienz.

Die chronische Niereninsuffizienz wird nach DOQI Guidelines von 2003 (www.kidney-
.org, Morath et al. 2010) in 5 Stadien unterteilt. Dabei findet man im Stadium 1 einen
Nierenschaden bei normaler GFR. Im Stadium 2 findet sich eine milde Reduktion der
GFR (60 -89 ml/min). Im Stadium 3 ist die GFR auf 30 -59 ml/min reduziert. Im Stadi-
um 4 findet sich eine schwere Reduktion der GFR (auf 15-29 ml/min), welche die Vor-
bereitung zur Nierenersatztherapie notwendig macht. Im Stadium 5 schlieflich ist die
GFR auf <15 ml/min reduziert, und es muss ein Nieren-ersatzverfahren angewandt wer-
den.

Eine Aktualisierung der Einteilung der chronischen Niereninsuftizienz, in der neben der
GFR auch die Albuminurie sowie die Grunderkrankung Beriicksichtigung finden, stellte
Vassalotti 2016 vor.

Unter chronischer Niereninsuffizienz versteht man also die zunehmende Verminderung
der glomeruldren, tubuldren und endokrinen Funktionen beider Nieren, messbar an der
eingeschrinkten GFR, die ndherungsweise durch die Kreatinin-Clearance bestimmt
werden kann. Die Elimination harnpflichtiger Substanzen ist eingeschrénkt, es tritt eine

Albuminurie auf (gemessen wird die Albuminurie/Kreatinin-Ratio).
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In der Folge entwickelt sich in der Regel ein renaler Hypertonus, renale Osteopathie
und Andmien sowie ein sekundirer Hyperparathyreoidismus.

Erkrankungen wie Diabetes mellitus Typ I und II, arterieller Hypertonus, chronische
Glomerulonephritiden u.v.m. konnen eine chronische Niereninsuffizienz verursachen.
Héufigste Ursachen in der Patientengruppe der vorliegenden Arbeit sind die chronische
Glomerulonephritis und die diabetische Nephropathie.

Auch nach Vassalotti et al. (2016) stellen Diabetes und arterieller Hypertonus die héu-
figsten Ursachen fiir eine chronische Niereninsuffizienz dar. Sie schlagen deshalb zur
Vermeidung des Fortschreitens der chronischen Niereninsuffizienz Interventionen wie
Blutdruckeinstellung < 140/90 mmHg, Einstellung des Diabetes, Korrektur der metabo-
lischen Azidose und den Einsatz von ACE-Hemmern oder AT-I-Blockern zur Verbesse-
rung von Albuminurie und Hypertonus vor.

Ist die Niereninsuffizienz nur noch mit Nierenersatzverfahren (Dialyse) zu behandeln,
kann die Nierentransplantation fiir die Patienten eine Option darstellen.

Die Bundesirztekammer gibt in ihren Richtlinien fiir die Wartelistenfithrung und Or-
ganvermittlung zur Nierentransplantation Kontraindikationen fiir eine Transplantation
an. Diese bestehen in nicht-kurativ behandelbaren bosartigen Erkrankungen (sofern sie
nicht der Grund fiir die Transplantation sind), in klinisch manifesten Infektionen oder
Infektionserkrankungen, welche sich durch Immunsuppression verschlimmern, in
schwerwiegenden Erkrankungen anderer Organe sowie in vorhersehbaren operativ-
technischen Problemen. Weitere Kontraindikationen bestehen in mangelnder Complian-
ce des Patienten und Drogenabusus.

Generell kann man sagen, dass man unter Transplantation die Ubertragung von Orga-
nen, Gewebe bzw. Zellen eines Spenders (Donor) auf einen Empfanger (Rezipienten)
versteht. Im vorliegenden Fall der Nierentransplantation handelt es sich um eine alloge-
ne, heterotope Transplantation, da das Organ nicht in seine urspriingliche Position ein-
gepflanzt wird im Gegensatz zur orthotopen Transplantation, bei welcher das Organ an
die anatomisch korrekte Position eingepflanzt wird. Unter allogener Transplantation
versteht man die Ubertragung von Organen (Gewebe, Zellen) zwischen Individuen der-

selben Spezies. Wiirde man Gewebe zwischen Individuen verschiedener Spezies iiber-



tragen, spricht man von xenogener Transplantation (Beispiel: kardialer Klappenersatz
von Schweinen bei Menschen).

Es gibt Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz, welche immunisiert sind und
somit ein hoheres AbstoBungsrisiko nach Transplantation aufweisen. Dies bedeutet, dass
bei diesen Patienten Panel-reaktive Antikorper (PRA) > 5% vorlagen. Panel-reaktive
Antikorper sind Anti-HLA-Antikorper, die gegen ,,fremde* HLA-Klasse-I und/oder
HLA-Klasse-II-Antigene gebildet werden und somit zur AbstoBung eines Transplantates
fiihren konnen. PRA entstehen durch vorangegangene Transplantation sowie durch
Transfusionen oder Schwangerschaften.

Patienten mit einer simultanen Inselzell-Nierentransplantation (SIK) gehdren nicht zur
immunologischen Risikogruppe. Bei einer Rejektion droht diesen Patienten jedoch der
sofortige und endgiiltige Verlust der Inselzellfunktion, so dass eine intensivierte Immun-
suppression verwendet wird.

Diese Patienten mit erh6htem immunologischem Risiko miissen zum Transplantations-
zeitpunkt und im postoperativen Verlauf eine stirkere immunsuppressive Behandlung
erfahren (z.B. eine ATG-Induktionstherapie). Die Langzeiteffekte dieser ATG-Indukti-

onstherapie wurden in der vorliegenden prospektiven Studie untersucht.

1.2. Akute Rejektion

Man unterscheidet bei der AbstoBungsreaktion die T-Zell-vermittelte Transplantatabsto-
Bung (zelluldre Immunantwort) von der Antikdrper-vermittelten (humoralen) Transplan-
tatabstofSung. Bei erstgenannter Mdglichkeit werden T-Helferzellen und zytotoxische T-
Zellen nach Erkennung von Fremd-MHC-Molekiilen aktiviert. Bei der antikorperver-
mittelten AbstoBungsreaktion 16sen Antikorper insbesondere eine Komplementaktivie-
rung aus (humorale Immunantwort), was zur Lyse der antikdrpermarkierten Zellen
fithrt.

Man unterscheidet die akute Rejektion von der hyperakuten und der akzelerierten Re-
jektion.

Bei der hyperakuten AbstoBung handelt es sich um eine binnen Minuten nach Anasto-
mosenerdffnung ablaufende AbstoBungsreaktion, ausgelost durch praformierte, d.h. zum

Zeitpunkt der Transplantation im Serum des Empfangers zirkulierende Antikorper ge-
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gen Antigene auf den Endothelzellen des Transplantates, z.B. Blutgruppenantigene oder
HLA-Antigene. Es resultiert eine Komplementaktivierung und Endothelschidigung im
Transplantat mit Thrombosierung der Transplantatgefaf3e.

Die akzelerierte Rejektion tritt 2-5 Tage nach Transplantation auf, basiert auf einer zel-
luldren und humoralen Immunantwort und wird durch bereits zum Transplantationszeit-
punkt vorhandene Memory-Zellen (aus B-und T-Lymphozyten) hervorgerufen, welche
die Spenderantigene erkennen.

Unter einer akuten AbstoBungsreaktion versteht man einen Prozef3, der frithestens 10-14
Tage nach Transplantation auftritt, bei dem es sich um eine allogene Primarreaktion ge-
gen Spenderantigene handelt. Dabei unterscheidet man die akute zelluldre Rejektion als
hdufigste Form, bei der mononukleédre Zellen, insbesondere zytotoxische CD8+T-Zellen
auf Antigene des Transplantates reagieren, so dass eine Zerstorung von Spenderzellen,
Gewebszerfall und interstitielle Entziindungen hervorgerufen werden. Die akute humo-
rale Rejektion wird definiert durch Funktionsminderung des Transplantates, histologisch
gesicherte Parenchymschidigung, klassischerweise durch den linearen C4d-Nachweis
in peritubuldren Kapillaren (hédufig jedoch nicht vorliegend) sowie durch den Nachweis
donorspezifischer Antikorper.

Die Therapie der zelluldren akuten AbstoBung besteht primér in der Steroidstoftherapie
(z.B. 6 Tage je 250 mg Methylprednisolon i. v.)

Im Gegensatz dazu steht die sowohl immunologisch als auch nicht-immunologisch be-
dingte chronische Transplantatdysfunktion, welche sich Monate bis Jahre nach Trans-
plantation entwickelt. Wiahrend die akute Rejektion mittlerweile gut behandelt werden

kann, stellt die chronische Transplantatdysfuntkion weiterhin ein grofles Problem dar.

1.3. Chronische Transplantatdysfunktion

Die chronische Transplantatdysfunktion (frither bezeichnet als ,,chronic allograft ne-
phropathy“=CAN, heute auch als interstitielle Fibrose/Tubulusatrophie (IF/TA), be-
zeichnet) wird definiert als eine fortschreitende renale Dysfunktion, die klinisch meist
mit arteriellem Hypertonus und Proteinurie sowie mit histologischen Verdnderungen

einhergeht. Auch okklusive GefdB3verdnderungen durch Transplantatvaskulopathie kon-
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nen auftreten. Andere Ursachen einer Funktionsverschlechterung wie Nierenarterienste-
nose des Transplantates oder Calcineurininhibitor-Nephrotoxizitit (welche charakteri-
siert ist durch arterioldre Hyalinose und zunehmende ischdmische Glomerulosklerose)
sind auszuschlieBen (Weimer et al. 2003, Nankivell et al. 2003, Frimat et al. 2006).

Die chronische Transplantatdysfunktion ist eine Verdnderung multifaktorieller Genese,
welche durch immunologische und nicht-immunologische Faktoren bedingt wird (Ker-
mann et al. 1997, Meier et al. 2006). Thre Entwicklung setzt friihestens 3 — 6 Monate
nach Transplantation ein und nimmt mehrere Monate bis Jahre bis zum Eintreten des
Transplantatverlustes in Anspruch.

Zu den immunologischen Faktoren gehoren hauptsichlich die Bildung donorpezifischer
Antikorper, sekunddr immunologische Aktivierung nach Infektion mit dem Cytomega-
lie-Virus oder die Reduktion der Immunsuppression im Rahmen einer BK-Virus-Ne-
phropathie (Matas et al. 1994, Chapman et al. 2005), akute AbstoBungen (Meier-Krie-
sche et al. 2004, Kandaswamy et al. 2005) sowie immunologisch ausgeldste Fibrose und
Transplantatvaskulopathie (Hack et al. 2008). Die Hauptursache der chronischen Trans-
plantatdysfunktion stellt dabei die chronisch humorale (antikdrperabhingige) Rejektion
dar. Zusitzlich besteht in der mangelnden Compliance der Patienten eine wesentliche

Ursache fiir die Entstehung chronisch humoraler Rejektionen.

Zu den nicht-immunologischen Faktoren gehodren in erster Linie der arterielle Hyperto-
nus (Opelz et al. 1998). Trotz des Einsatzes von Antihypertensiva lagen demnach etwa
55% aller Transplantatempfanger 1 Jahr nach Transplantation iiber einem Wert von
140/90 mmHg. Weitere nicht-immunologische Faktoren sind Geschlecht, Diabetes,
Korpergewicht sowie verringerte Primérfunktion des Spenderorgans (Blume et al.
2006). Ausserdem beeinflussen das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 1I, Empfange-
ralter (Woo et al. 1999), Spenderalter (Cosio et al. 2003), Kalt-/Warmischdmiezeit,
Hirntod des Spenders, verzdgerter Funktionsbeginn des Transplantates (Racusen et al.
2004, Merville et al. 2004, Kamar et al. 2006), Glomerulonephritiden (de-novo-Glome-
rulonephritis bzw. Rezidiv der renalen Grunderkrankung), renale Kalzinose sowie prie-
xistente Donorerkrankungen (Nankivell et al. 2003, Chapman et al. 2005) als nicht-im-

munologische Faktoren das Auftreten einer chronischen Transplantatdysfunktion.



Die Diagnose der chronischen Transplantatdysfunktion wird durch Klinik, Biopsie und
gegebenenfalls durch Ausschluss einer Transplantat-Nierenarterienstenose gestellt.
Klinisch finden sich bei chronischer Transplantatdysfunktion eine Proteinurie (Mas et
al. 2007), in der Regel ein Hypertonus sowie ein allméhlicher Anstieg des Serumkrea-
tinins bzw. eine Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate (GFR). Es treten eine ver-
minderte tubulire Funktion (was sich in Verdnderungen des Elektrolythaushaltes zeigt),
verminderter Blutfluss in den renalen Gefdllen (was zum renalen Hypertonus fiihrt) und
auch eine verminderte glomeruldre Funktion auf.

Bioptisch finden sich die o.g. Verdnderungen (interstitielle Fibrose und tubuldre Atro-
phie, z.T. okklusive Gefdllverinderungen und Glomerulosklerose). Es ist aber bekannt,
dass eine IF/TA einer Verschlechterung der Transplantatfunktion vorausgehen kann und
umgekehrt eine Transplantatfunktionsverschlechterung auch ohne den Nachweis einer
IF/TA eintreten kann (Mengel 2010). Die histologischen Verédnderungen werden nach
der BANFF 07 classification of renal allograft pathology (Halloran et al. 2004, Solez et
al. 2008) oder nach dem CADI-Score (chronic allograft disease index) eingeteilt (Yil-
maz et al. 2003). Im CADI-Score werden 6 verschiedene histopathologische Lasionen
unterschieden, die mit der Transplantatfunktion korrelieren. Dazu gehoren: interstitielle
und inflammatorische Lésionen, tubuldre Atrophie, interstitielle Fibrose, Verdickung der
arteriellen Intima sowie glomerulére mesangiale Matrixzunahme.

In der GoCar-Studie (O’Conell et al. 2016) wurden Genexpressionsanalysen durchge-
fiihrt, um Gene zu identifizieren, die 12 Monate nach Transplantation mit einem erh6h-
ten CADI-Score einhergehen, obwohl eine interstitielle Fibrose zu diesem Zeitpunkt
noch nicht nachweisbar ist. Ziel war es, eine Transplantatfibrose vorauszusagen und die
medikamentdse Therapie anzupassen. Dabei konnten 13 Gene identifiziert werden, wel-
che mit einem hoheren Risiko der Entwicklung einer Transplantatfibrose 1 Jahr nach
Transplantation einhergehen.

Unter Glomerulosklerose versteht man die Vernarbung der Kapillaren im Glomerulus.
Dies kann beispielsweise immunologisch ausgelost werden durch anti-HLA-Antikorper-
vermittelte Endothelschddigung oder nicht-immunologisch durch Einlagerung von Hya-
lin oder Bindung von Glukose an Matrix-Proteine der Glomeruli, wie es beim Diabetes

mellitus vorkommt. Der histopathologische Nachweis einer antikdrpervermittelten Ab-



stoBungsreaktion gelingt durch die klassischerweise lineare C4d-Fiarbung entlang des
Endothels peritubulédrer Kapillaren. Bei einem Grofteil chronisch-humoraler Rejektio-
nen fehlt jedoch ein linearer C4d-Nachweis in peritubuldren Kapillaren.

In der Vergangenheit wurde fiir die Symptome, die eine chronische Transplantatdys-
funktion ausmachen, oft die Begriffe ,,chronische AbstoBung* (chronic rejection=CR),
spéter abgelost durch den Begriff ,,chronic allograft nephropathy” = CAN gebraucht.
CAN wurde zunichst durch die BANFF-Arbeitsgruppe als deskriptiver Begriff einge-
fiihrt. Da die Ursachen aber nicht immer immunologischer Natur und damit auf einen
AbstoBungsprozess zurlickzufiihren sind, sondern viele weitere Ursachen nicht-immu-
nologisch bedingt sind, spricht man nun vielmehr von der chronischen Transplantatdys-
funktion (Chapman et al. 2005).

Heute wissen wir, dass die Hauptursache der chronischen Transplantatdysfunktion und
somit des spiten Transplantatverlustes die chronisch-humorale Rejektion ist (Legris et

al. 2016).

1.4. ATG-Induktionstherapie

Der Transplantation schlieBt sich die medikamentdse immunsuppressive Erhaltungsthe-
rapie an. Diese kann akute AbstoBungen abwenden und soll chronische Transplantat-
funktionsverluste vermeiden.

In einigen Féllen kann zusétzlich eine Induktionstherapie zum Zeitpunkt der Transplan-
tation erforderlich sein.

Die perioperative ATG-Induktionstherapie hat sich als sinnvoll fiir immunologische Ri-
sikopatienten erwiesen, da sie die Rate an akuten AbstoBungen und die Inzidenz an ver-
zogerter Transplantatfunktion (delayed graft function) vermindert (Yussim et al. 2000,
Djamali et al. 2000, Weimer et al. 2005, Sheashaa et al. 2008).

ATG (=Anti-Thymozyten-Globulin) ist ein polyklonaler AntikOrper gegen humane
Lymphozyten. Die Herstellung erfolgt unterschiedlich: ATG-Fresenius® bzw. mit durch
Firmenwechsel neuem Namen Grafalon® wird aus dem Serum von zuvor mit menschli-
chen T-Lymphoblasten (Jurkat-Zelllinie, eine Leukdmiezelllinie) immunisierten Kanin-

chen gewonnen. Thymoglobulin® dagegen wird aus dem Serum von zuvor mit mensch-



lichen Thymozyten immunisierten Kaninchen hergestellt. Diese Thymozyten werden
aus OP-Préparaten von Kindern im Rahmen von Thoraxeingriffen rekrutiert. Davon un-
terscheidet man Anti-Lymphozyten-Globulin (ALG), welches durch die Immunisierung
von Kaninchen oder Pferden mit menschlichen Lymphozyten gewonnen wird.

ATG hat verschiedene immunologische, insbesondere transplantatprotektive Effekte.
Diese Effekte beruhen auf einem Abbau von T-Zellen im Blut und lymphatischen Ge-
webe, in der Verdnderung von Oberflichenmolekiilen, welche die Interaktion zwischen
Leukozyten und Endothel bzw. T-Zellen und Antigenprédsentierenden Zellen regulieren.
Zusitzlich bewirkt ATG eine Apoptose in mononukledren Zellen (auch von B-Zellen
und Plasmazellen) sowie die Induktion von Treg-Zellen (regulatorischen T-Zellen) und
NK-T-Zellen (Natiirliche-Killer-T-Zellen) (Tang et al. 2012).

Diese immunregulierenden Effekte erkldren moglicherweise das erhohte Infektionsrisi-
ko der Transplantatempfdnger nach Transplantation (Miiller et al. 1997, Weimer et al.
2005). Sie wurden als in vitro- bzw. in vivo-Effekte nach frithzeitiger ATG-Induktion
beschrieben.

ATG bewirkt im Transplantatempfénger eine ADCC (antibody dependent cellular cyto-
toxicity = Antikorperabhingige, zellvermittelte Zytotoxizitit) und eine Komplemently-
se. ATG fiihrt zur ausgepriagten Immunsuppression (Thibaudin et al. 2008), indem es an
eine Vielzahl von T-Zell-Oberflachen-Antigenen bindet, aber auch an NK-Zellen und B-
Zellen. Daraus resultiert ein schneller Abbau von T-Zellen mit Lymphozytopenie. Wei-
tere Nebenwirkungen von ATG bestehen in Leuko- und Thrombozytopenie mit erhdh-
tem Risiko an Infektionen und Fieber, Andmie und Serumkrankheit. Zusitzlich konnte
beobachtet werden (Tian et al. 2009), dass bei Patienten nach ATG-Induktionstherapie
signifikant haufiger eine CMV-Infektion zu beobachten ist.

Die ATG-Induktionstherapie wird aufgrund der o.g. Nebenwirkungen durchaus kontro-
vers diskutiert, da das erhohte Risiko an Infektionen und Malignomen erneut Risiken

fiir Transplantat und Transplantatempfanger aufweist.

Thibaudin et al. (1998), Meier-Kriesche et al. (2002), Weimer et al. (2005), Kim et al.
(2008), Liu et al. (2010) sowie Tang et al. (2012) hatten bereits gezeigt, dass Kaninchen

ATG eine ausgepragte Verminderung der CD4+-Zellzahl induziert, die Jahre nach der



Applikation nachweisbar ist. Aulerdem fiihrt es zu einer funktionellen Beeintrichtigung
der Thl-Antwort aus CD4+-T-Zellen (also der IL-2-Antwort aus CD4-Zellen, CD28-
Expression), jedoch nicht zu einer Beeinflussung der Th2-Antwort aus CD4+-T-Zellen.
Dies konnte bis zu 1 Jahr nach Transplantation beobachtet werden. Daraus lieB sich
vermuten, dass diese inaddquate T-Zell-Kontrolle Ursache fiir das Auftreten von Infek-
tionen und Posttransplantationslymphomen (PTLD) sein konnte. Im Gegensatz dazu
zeigt die Th2-Antwort (CD4-Helferzell-Antwort, IL-4 und IL-10-Produktion von
CD4+-Zellen, sCD30) keine Verdanderung.

Was sind aber die Langzeit-Effekte? Welche langwirkenden immunologischen Eigen-
schaften der ATG-Induktion sind verantwortlich fiir die Transplantatprotektion oder - im
Gegensatz dazu - fiir die schddliche Wirkung wie das erhohte Infektionsrisiko oder die
Entstehung von Malignomen?

Unsere Annahme besteht darin, dass die dauerhaft verminderte Funktion von CD4+T-
Zellen eine groflere Rolle spielen konnte als die durch ATG-Induktion nummerisch
verminderte Anzahl der CD4-Zellen im peripheren Blut.

ATG wird in der Nierentransplantation insbesondere Patienten verabreicht, welche einer
immunologischen Risikogruppe angehoren (Thibaudin et al. 1998, Weimer et al. 2005).
Dabei ist es nicht auf den Bereich der Nierentransplantationen beschrinkt, sondern fin-
det im gesamten Gebiet der Transplantationsmedizin Anwendung.

Weitere Moglichkeiten der Induktionstherapie bestehen in der Gabe von Alemtuzumab
(monoklonaler Antikdrper, der spezifisch an CD52 bindet, welches auf der Zelloberfla-
che von B- und T-Lymphozyten sowie von Monozyten und dendritischen Zellen vor-
kommt), Basiliximab bzw. Daclizumab (monoklonale Antikorper gegen die alpha-Kette

des IL-2-Rezeptors = CD25).

Um die Langzeiteffekte der ATG-Induktion zum Zeitpunkt 2 Jahre und 5 Jahre nach
Transplantation zu analysieren wurde vorliegende Studie durchgefiihrt. Dabei wurden
sensitive intrazelluldre Zytokinanalysen anstatt des weniger sensitiven ELISA-Messver-
fahrens fiir Zytokinbestimmungen in Zellkulturiiberstinden (Weimer et al. 2005) einge-

setzt. Es wurde dieselbe prospektive Studie mit 84 Nierentransplatatempfangern bis 5
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Jahre nach Transplantation fortgesetzt. 44 dieser Transplantatempfianger erhielten eine

ATG-Induktionstherapie.

1.5. Immunsuppressive Erhaltungstherapie
Fiir die immunsuppressive Erhaltungstherapie standen Ciclosporin A, Tacrolimus, My-

cophenolat-Mofetil, Azathioprin und Sirolimus zur Verfiigung.

1.5.1. Ciclosporin A (Sandimmun optoral® und Generika)

Ciclosporin A (CsA) ist ein Calcineurininhibitor, ein Protein, welches aus dem Pilz To-
lypocladium inflatum gams isoliert und 1978 zum ersten Mal in der Transplantations-
medizin eingesetzt wurde. Hierdurch wurde diese weitreichend revolutioniert. Seine
Wirkung besteht hauptsidchlich in der Hemmung der IL-2-Sekretion. Die Hemmung der
IL-2-Produktion korreliert signifikant mit der Wirkstoffkonzentration von CsA. Der
grofte immunsuppressive Effekt wird ca. 2 h nach der oralen Medikamenteneinnahme
erreicht.

CsA bindet an den Rezeptor Cyclophilin. Dieser Komplex hemmt Calcineurin, welches
eine Proteinphosphatphosphatase ist und die Aktivierung von T-Zellen (insbesondere
von TH1-Zellen) durch den Transkriptionsfaktor NFAT (nukledrer Faktor aktivierter T-
Zellen) vermittelt.

CsA hat die Inzidenz akuter AbstoBungen reduziert und damit auch die Langzeitergeb-
nisse der Nierentransplantation verbessert, allerdings besteht in der Calcineurininhibi-
tortoxizitdt auch ein funktionslimitierender Faktor.

Die Calcineurininhibitortoxizitit entsteht durch Tubulusschaden, interstitielle Fibrose
und Konstriktion von Arteriolen (Guerra et al. 2007), was die GFR senkt und das Plas-
ma-Kreatinin steigen ldsst. Heute ist bekannt (Chapman et al. 2005), dass der Einsatz
von CsA in der initialen Immunsuppression von groBem Wert ist, um Episoden der aku-
ten AbstoBBung abzuwenden, jedoch im Langzeitverlauf ein Wechsel auf andere Immun-
suppressiva diskutiert werden konnte, um den Effekt der Calcineurininhibitor-Toxizitét

zu vermeiden. Dabei ist jedoch zu bedenken, dass die ersten Lasionen durch diese Ne-
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phrotoxizitdt bereits nach sechsmonatiger Gabe von CsA nachweisbar sein konnen (Ek-
berg et al. 2007).

Weitere unerwiinschte Wirkungen des CsA sind arterieller Hypertonus, Hyperglykdamie
und Hyperlipiddmie, was wiederum das Risiko einer chronischen Transplantat-dysfunk-
tion erhoht sowie Neurotoxizitdt, Hyperurikdmie, Hypertrichose und Gingivahyperpla-

sie (Chang et al. 2007).

1.5.2. Tacrolimus (Prograf® und Generika)

Tacrolimus ist ebenfalls ein Calcineurininhibitor. Es handelt sich hierbei um ein makro-
zyklisches Lakton, welches aus dem Bakterium Streptomyces tsukubaensis isoliert wur-
de. Es weicht in seiner chemischen Struktur sehr von der des CsA ab, wirkt aber dhnlich
wie CsA. Es kann jedoch in geringeren Dosen eingesetzt werden, da es einen hdheren
immunsuppressiven Effekt hat (10-bis 100fache Potenz des CsA).

Durch die Bindung an ein Immunophilin FKBP-12 hemmt der Komplex aus Immun-
suppressivum und Immunophilin die Phosphataseaktivitit von Calcineurin. So kann wie
beim CsA kein Transkriptionsfaktor NFAT mehr in den Zellkern translokalisiert werden.
Somit kommt es zur Suppression der Bildung von IL-2 oder IFN-y.

Bekanntermaflen stimuliert 1L-2 die TH1-Aktivitdt und die Aktivitdt von NK-Zellen.
Tacrolimus hemmt auBerdem die Expression des IL-2-Rezeptors und fiihrt zur Downre-
gulation von sCD30 und Neopterin (Weimer et al. 2006). Tacrolimus wirkt im Rahmen
der Calcineurininhibitortoxizitit nephrotoxisch und neurotoxisch. Es kann zur Hyperto-
nie, Diabetes mellitus, Alopezie und Hypomagnesidmie kommen.

Tacrolimus wird in der Literatur (Webster et al. 2005, Meier-Kriesche et al. 2006, Guer-
ra et al. 2007) gegeniiber CsA favorisiert, da es Hinweise fiir eine geringere Nephroto-
xizizit gibt (Chang et al. 2007) und akute AbstoBungen unter Tacrolimus seltener auf-
treten (Gonzalez et al. 2007). Dagegen ist jedoch das Auftreten eines Posttransplantati-
onsdiabetes héaufiger.

Ahnlich wie bei CsA ist eine regelmiBige Talspiegelkontrolle des Tacrolimus notwen-

dig, da die therapeutische Breite sehr gering ist und es Schwankungen in der Bioverfiig-
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barkeit durch zusétzlich aufgenommene Nahrung oder Wechselwirkungen mit anderen

Medikamenten geben kann.

1.5.3. Mycophenolat-Mofetil (MMF)

Man unterscheidet bei diesem Antimetaboliten zwei zugelassene Medikamente: EC-
MPS=enteric-coated Mycophenolat-Na (Myfortic® und Generika) und MMF=Myco-
phenolat-Mofetil (CellCept® und Generika). Dabei wird im Korper das Prodrug Myco-
phenolat-Mofetil in die aktive Substanz MPA (Mycophenolat) umgewandelt.

MMF hemmt B- und T-Zell-Funktionen durch Inhibition der de-novo Purinsynthese.
Der Salvage Pathway zur Purinsynthese, iiber den ca. 90% des Purinstoffwechsels l4uft,
wird nicht blockiert. Dies geschieht durch Hemmung der Inosin-Monophosphat-Dehy-
drogenase (IMPDH). Dadurch wird die DNA-Synthese durch Blockierung der Synthese
des Purins als Nukleotid-Baustein gehemmt, was sich in einer Hemmung der Prolifera-
tion von B-und T-Lymphozyten &uBlert (Merville et al. 2004), da T- und B-Zellen im
Gegensatz zu anderen Zellarten auf den de-novo-Pathway angewiesen sind. Weiterhin
hemmt es die Glykosylierung von Adhésionsmolekiilen und die Bildung von zytotoxi-
schen T-Lymphozyten sowie die Antikorperproduktion. Insgesamt hemmt es die Bil-
dung aller weilen Blutkorperchen (Borrows et al. 2006). Zusitzlich weill man, dass
MMF die Proliferation von glatten Muskelzellen und Fibroblasten hemmt (Nankivell et
al. 2007), was die Entwicklung einer chronischen Transplantatdysfunktion verringern
kann. MMF hat also keinen direkten Effekt auf die Zytokinsekretion, es hemmt viel-
mehr die Anzahl der zytokinproduzierenden Zellen und wird als Alternative zu Azathio-
prin eingesetzt (Guerra et al. 2007). Die Kombination von EC-MPS bzw. MMF mit Ci-
closporin A senkt die erforderliche Ciclosporin-Dosis und somit das Risiko einer calcin-
eurininhibitorbedingten Transplantatverschlechterung.

Das magensaftresistente EC-MPS (Myfortic®) wurde aufgrund der gastrointestinalen
Nebenwirkungen (Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall, Sodbrennen, Blihungen) von MMF
entwickelt. Dabei muss der Korper die Umwandlung in Mycophenolsdure nicht mehr
selbst vornehmen. EC-MPS und MMF werden an unterschiedlichen Stellen des Gastro-

intestinaltraktes resorbiert.

13



Die weiteren Nebenwirkungen der beiden Substanzen sind vergleichbar, deshalb wird in
der vorliegenden Arbeit hauptsdchlich von MMF gesprochen. Weitere Nebenwirkungen
sind vor allem Andmie und Leukopenie.

Mycophenolat ist stark teratogen. In einem Rote-Hand-Brief von 02/2016 wird noch
einmal ausdriicklich auf die hohe Teratogenitit hingewiesen. Eine Therapie mit Myco-
phenolat sollte demnach erst nach Ausschluss einer Schwangerschaft begonnen werden,

und es sollte unbedingt auf die Schwangerschaftsverhiitung hingewiesen werden.

1.5.4. Azathioprin (Imurek® und Generika)

Azathioprin ist ein Prodrug, welches in der Leber zum eigentlichen Wirkstoff
6-Mercaptopurin metabolisiert wird. Dieses wirkt intrazelluldr antiproliferativ als relativ
unspezifischer Inhibitor der Zellproliferation. Es fiihrt zur Alkylierung von DNA-Vor-
stufen und zur Hemmung von Enzymen (z.B. bei der Umwandlung von IMP zu AMP).
Als wichtige Nebenwirkungen sind hier vor allem Blutbildverdnderungen (Leukopenie,
Thrombozytopenie) und Hepatotoxizitdt zu nennen. Bislang wurde ein Zusammenhang
zwischen ultravioletter Strahlung und dem Azathioprin-Abbauprodukt 6-Thioguanin
vermutet, welcher einen erhdhten Anteil an Hauttumoren unter Azathioprin-Einnahme
erklart. Jiyad et al. (2016) konnten jedoch in einer Metaanalyse mit 27 Studien keinen
direkten Zusammenhang zwischen der Einnahme von Azathioprin und dem Auftreten
von Hautmalignomen nachweisen.

Azathioprin ist auch in der Therapie von chronisch entziindlichen Darmerkrankungen,
rheumatoider Arthritis oder des systemischen Lupus erythematodes bekannt. Azathio-
prin gehdrt zusammen mit den Steroiden zu den Immunsuppressiva, welche schon an-

gewandt wurden, als CsA noch nicht zur Verfiigung stand.
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1.5.5. Sirolimus (Rapamune®)

In 2 Féllen wurden in der vorliegenden Studie Patienten auf Sirolimus (Rapamune®,
Rapamycin) umgestellt.

Sirolimus ist wie Tacrolimus ein Makrolid, welches von Bakterien der Streptomyces-
Gruppe (Streptomyces hygroscopicus) produziert wird. Es hemmt ebenfalls v.a. die
Funktion von IL-2, jedoch nicht durch Hemmung von Calcineurin, sondern es bindet an
einen anderen zytoplasmatischen Rezeptor (FK-binding protein 12), hemmt die Serin/
Threonin-Kinase mTOR (mammalian Target of Rapamycin) und greift so spéter in den
Effektormechanismus von IL-2 ein. Es hemmt somit die intrazellulare Signaltransdukti-
on nach Bindung von IL-2 an den IL-2-Rezeptor.

Unerwiinschte Nebenwirkungen unter Rapamycin sind z.B. Lungentoxizitdt, Thrombo-
zytopenie, Andmie, Hyperlipiddmie, Hypokalidmie, Leukopenie, Arthralgien, Wundhei-
lungsstorungen (Kandaswamy et al. 2005) und Lymphozelen (aus diesem Grund wird

Rapamycin selten direkt postoperativ als Initialtherapie eingesetzt).

1.5.6. Steroide

Steroide sind in einem breiten Spektrum eingesetzte Antiphlogistika und Immunsup-
pressiva. Sie hemmen die antigenpriasentierende Aktivitdt der Monozyten, Makrophagen
und B-Zellen und supprimieren die Prisentation von MHC-Molekiilen an der Oberfla-
che. Dabei wird vor allem die Expression von IL-1, TNF-alpha und IFN-gamma ge-
hemmt. Steroide binden im Zytoplasma an Glukokortikoidrezeptoren, werden prozes-
siert und in den Zellkern transloziert, wo sie an DNA-Sequenzen binden, welche dann
zur Aktivierung oder Inhibition einer Genexpression fiihren.

Steroide werden nicht nur in der Organtransplantation verwendet, sondern auch in der
Behandlung von Autoimmunerkrankungen und rheumatischen Erkrankungen u.v.m. In
der Transplantationsmedizin finden Steroide sowohl in der Erhaltungstherapie als auch
in der StoBtherapie bei akuten Abstoungsreaktionen Anwendung.

Die hemmende Wirkung von Steroiden ist reversibel, kann sich bei abruptem Absetzen
aber sogar in Form eines immunologischen Rebound-Phédnomens duBern, weshalb die

Steroide ausgeschlichen werden miissen.
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Zu beachten ist das ausgeprdgte Nebenwirkungsprofil bei Steroiden, insbesondere bei
hohen Dosen und langer Einnahmezeit. Es sind dabei die Hyperlipiddmie, Hypergly-
kidmie, arterieller Hypertonus, Stérung der Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-
Achse, Osteoporose, Katarakt, Hiiftkopfnekrose und die erhohte Infektanfilligkeit zu

erwiahnen (Kandaswamy et al. 2005).

1.6. Vorstellung der vorliegenden Studie

Primér wurde eine randomisiert prospektive Studie durchgefiihrt, die die immunologi-
schen Langzeiteffekte dreier verschiedener immunsuppressiver Erhaltungstherapien un-
tersucht. Die Zuteilung zur immunsuppressiven Erhaltungstherapie erfolgte in drei The-
rapieregimen. Der Beobachtungszeitraum der Studie betrug 5 Jahre. Es wurden immu-
nologische Untersuchungen zum Zeitpunkt 4 Monate nach Transplantation, 1 Jahr, 2
Jahre und 5 Jahre nach Transplantation durchgefiihrt. Die untersuchten Immunparame-

ter und klinischen Parameter werden im Kapitel 1.7. besprochen.

Die vorliegende Untersuchung analysiert im Rahmen derselben Patientenpopulation die
immunologischen Langzeiteffekte nach ATG-Induktionstherapie. Hierzu findet ein Ver-
gleich immunologischer Parameter nach einer ATG-Induktionstherapie in einer immu-
nologischen Risikogruppe (Definition Kapitel 1) mit einer Gruppe mit niedrigem im-
munologischen Risiko (welche keine ATG-Induktionstherapie erhalten hat) statt. Dabei
wurde eine Gruppe von n=84 Patienten, welche sich einer Nierentransplantation oder
simultanen Insel-Nierentransplantation (SIK) unterzogen hatten, untersucht. In der im-
munologischen Risikogruppe wurden immunisierte Patienten (d.h. PRA > 5%), Patien-
ten mit Re-Transplantation, Patienten mit akutem Nierenversagen nach Transplantation
und Patienten mit SIK zusammengefasst. Diese Patienten erhielten die ATG-Induktions-
therapie mit vom Kaninchen stammendem ATG-Fresenius. Einem immunologischen
Risikopatienten kein ATG zu verabreichen bedeutet ein erhdhtes Risiko fiir akute, ins-
besondere humorale AbstoBungen und somit eine erhdhte Gefahr des Transplantatver-
lustes. Es ist also ethisch nicht vertretbar, einem solchen Risikopatienten die ATG-In-

duktionstherapie vorzuenthalten. Damit war eine randomisiert prospektive Studie be-
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ziiglich des Einsatzes von ATG nicht moglich. Mittels einer multivariaten Analyse wur-
den die Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen untersucht, um zu erfassen, mit
welchen immunologischen Langzeiteffekten ATG als unabhéngiger Faktor assoziiert ist.
SIK-Patienten erhielten aus den oben dargestellten Griinden ebenfalls ATG und wurden

daher ebenfalls in der ATG-Gruppe erfasst.

1.7. Untersuchte Parameter

1.7.1. Inmunparameter

Im Folgenden sollen die klinisch relevanten Immunparameter vorgestellt werden, die in
vorliegender Arbeit untersucht wurden.

Es wurde die Ausschiittung von Zytokinen, die Konzentration von Zellpopulationen und
die Expression von Oberflichenmolekiilen sowie die Bildung von Adhédsionsmolekiilen
betrachtet.

Zytokine sind Mediatorproteine sowohl der angeborenen unspezifischen Immunantwort
als auch der antigenspezifischen humoralen und zelluldren Immunantwort, die als Bo-
tenstoffe in immunologischen und entziindlichen Prozessen dienen. Zytokinbildung und
—freisetzung ist zeitlich und rdumlich begrenzt, d. h. Zytokine kdnnen in einem kurzen
Zeitraum freigesetzt werden, wobei es zu einem steilen Zytokinanstieg im Gewebe bzw.
im Plasma kommen kann. Zytokine sind Peptide und werden immer wieder neu gebil-
det. Das gleiche Zytokin kann von verschiedenen Zelltypen sezerniert werden und be-
einflusst auch wiederum meist verschiedene Zelltypen (Pleiotropismus), genauso wie
ein Zytokin verschiedene Aufgaben erfiillen kann, aber gleiche Effekte durch verschie-
dene Zytokine erreicht werden konnen. Sie konnen sich iiber positive oder negative
Riickkopplung gegenseitig beeinflussen und wirken in der Zielzelle auf der Ebene der
Transkription.

In der vorliegenden Arbeit wurden IL-2, IL-4 und IL-10 sowie die T-Zell-Proliferati-
onskapazitit bestimmt. In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Transplantationsimmu-
nologie Heidelberg wurden in den gewonnen Serum-Proben zusétzlich Neopterin und

sCD30 sowie aus Heparinblut die CD4-Helferfunktion bestimmt. Des Weiteren wurden
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aus diesen Proben die CD4+- und CD8+T-Zell-Subpopulationen sowie die Expression
von Adhidsionsmolekiilen, des IL-10-Rezeptors, CD28, HLA-Antikorper und IgA-anti-

Fab bestimmt.

1.7.1.1. CD4+ T-Zellen

Unter CD4+T-Zellen versteht man T-Lymhozyten, welche das CD4-Antigen auf ihrer
Oberfliche tragen. Sie werden auch als T-Helferzellen bezeichnet und vor allem in
TH1-Zellen und TH2-Zellen unterteilt, daneben in TH9, TH17 und follikuldre T-Helfer-
zellen (TfH).

Die TH1-Zellen sind wesentlich an der zelluliren Immunantwort beteiligt. [hre Aufgabe
besteht darin, durch die Freisetzung der Zytokine IL-2, IFN-gamma und TNF-alpha
auch Makrophagen und deren antigenpriasentierende Funktion zu stimulieren. Weiterhin
bewirken die TH1- Zellen eine gesteigerte CD28-Expression, eine Hochregulation von
MHC-II-Molekiilen sowie eine Steigerung der Expression der kostimulatorischen Li-
ganden CD40, CD80 und CD86.

Die TH2-Zellen sind durch ihre Interaktion mit B-Zellen an der humoralen Immunant-
wort beteiligt. Sie setzen unter anderem IL-4 und IL-10 frei und beeinflussen die CD4-
Helferfunktion (Raphael et al. 2015).

Die TH1-und TH2-Antwort beeinflussen und regulieren sich gegenseitig. Durch Im-
munsuppressiva kann das Gleichgewicht zwischen diesen beiden Gegenspielern ver-
schoben werden (Wood et al. 2012).

Eine weitere Population CD4+T-Zellen besteht in den CD4+CD25+ regulatorischen T-
Zellen, welche IL-4, IL-10 und TGF-8 sezernieren.

1.7.1.2. CD8+T-Zellen

CD8+T-Zellen sind als T-Suppressorzellen oder zytotoxische T-Zellen bekannt. Die
Aufgabe zytotoxischer T-Zellen besteht darin, im Rahmen der zelluldren Immunantwort
mit ihrem T-Zell-Rezeptor an die Antigene des MHC-I-Komplexes korpereigener Zellen

zu binden und die Apoptose in dieser Zelle einzuleiten. Wenn die zytotoxischen T-Zel-
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len ihre ,,Zielzelle* erkannt haben, setzen sie zytotoxische Molekiile wie Perforin und
Granzyme B frei. Perforin flihrt zur Porenbidlung auf der ,,Zielzelle* und erleichtert so
das Eindringen von Granzyme B. Granzyme B ist eine Protease und kann Apoptose auf
verschiedenen Wegen einleiten, so auch durch Aktivierung der Caspasen-Kaskade
(Wood et al. 2012).

Zusétzlich steigern sie die Expression des Fas-Liganden an der Zelloberfldche. Dies be-
deutet die Aktivierung des CD95 Pathways; alle Zellen, die auf ihrer Oberfliche den
sogenannten ,, Todesrezeptor CD95 (Fas) haben und Kontakt mit dem membransténdi-
gen Oberflichenprotein CD95L (Fas-Ligand) auf z.B. zytotoxischen T-Zellen haben,
l6sen so intrazelluldr die Caspasen-Kaskade aus, die zum Abbau der intrazelluldren
Strukturen und Zerteilung der Zelle fiihrt. Dies betrifft auch korpereigene Zellen, die
viral befallen sind.

Bei Nierentransplantatempféangern, die eine AbstoBung durchmachen, kdnnen erhdhte
Werte von Perforin und Granzyme B im Urin nachgewiesen werden.

CD8+T-Zellen setzen IL-2 und IFN-gamma frei und stimulieren so weitere zytotoxische
T-Zellen und T-Suppressorzellen sowie Natiirliche Killerzellen.

Weitere CD8+T-Zellen sind die CD8+regulatorischen T-Zellen (frither T-Suppressorzel-
len). Diese inhibieren unter anderem die Hochregulation von Adhésionsmolekiilen in

antigenprasentierenden Zellen.

1.7.1.3. CD19+B-Zellen

CD19 ist als Oberflichenmerkmal auf allen B-Lymphozyten zu finden und Bestandteil
der humoralen Immunantwort. Es wird durch Antigene aktiviert und kann zur Ausrei-
fung von antikorperproduzierenden Plasmazellen oder Gedichtniszellen fithren. Das
Oberflachenmerkmal CD19 geht bei der Ausreifung verloren.

Die CD19+B-Zellen binden mit ihrem B-Zell-Rezeptor Antigene. Wenn sie vollstindig
aktiviert wurden durch kostimulatorische Signale von T-Helferzellen (die ebenfalls das
entsprechende Antigen erkannt haben miissen), differenzieren sie zu Plasmazellen aus

und bilden Antikorper gegen das Antigen (Wood et al. 2012).
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Die ,,Zielantigene* im Rahmen von AbstoBungsreaktionen sind nicht libereinstimmende
MHC-Molekiile, Endothelzellen, Blutgruppen-Antigene sowie Autoantigene. Antikor-
pervermittelte AbstoBung kann wenige Tage nach Transplantation beginnen, aber glei-
chermassen zu spéitem Transplantatverlust beitragen, wobei der Hauptmechanismus der
antikdrpervermittelten Immunabwehr in der Aktivierung der Komplement-Kaskade be-
steht (histologisch nachweisbar durch C4d-Komplement in peritubuldren Kapillaren
von Bioptaten). Aber auch Rezeptoren der NK-Zellen und Makrophagen binden an die
Fc-Region von Antikorpern und konnen so eine zelluldre Toxizitit auslosen (Wood et al.
2012).

B-Zellen konnen ausserdem als Antigen-prasentierende Zellen fungieren. Dabei findet
eine Interaktion mit dem TCR (T cell receptor) der T-Zellen und kostimulatorischen
Molekiilen statt.

B-Zellen sind in der Lage, zu einem AbstoBungsprozess beizutragen, wie man am
Nachweis von B-Zellen und B-Zell-Gruppen feststellen konnte. Dabei ist der alleinige
Nachweis des Vorliegens von B-Zellen im Transplantat nicht zwingend schédlich, da B-
Zellen auch die Moglichkeit haben, regulatorischen Einfluss auf die Immunantwort zu
nehmen. Le Texier et al. (2011) beschreiben, dass im Tiermodell (Ratten) auch in tole-
rierten Transplantaten groBBe Mengen an B-Zellen nachweisbar waren, dhnlich wie in
abgestoflenen Transplantaten, diese B-Zellen jedoch in der Ig-Klassenbildung von IgM
zu IgG gehemmt werden. Dabei fiel auf, dass in den Transplantaten, die abgestoBen
wurden, CD27 (ein Marker fiir die Aktivierung von Memory B-Zellen) deutlich erhoht
war. Die IgG/IgM-Ratio war in abgestoBBenen Transplantaten deutlich hoher als in
Transplantaten mit stabiler Funktion.

Ausserdem werden regulatorische B-Zellen beschrieben, welche eine Freisetzung von

IL-10 induzieren und somit inhibierend oder aktivierend wirken (Lindner 2015).

1.7.1.4. CD69-Expression auf T-Zellen (T-Zell-Proliferationskapazit:it)

CD69 ist ein Molekiil, welches an der Oberfliche von allen aktivierten T- und B-Lym-
phozyten exprimiert wird sowie auch von NK-Zellen, neutrophilen und eosinophilen

Granulozyten, ebenso von Thrombozyten und Langerhans-Zellen. Es ist eines der ersten
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Oberflachenmolekiile, die den Zustand von T-Lymphozyten als ,aktiviert kennzeich-
nen. Innerhalb von Stunden nach Stimulation des Immunsystems wird dieses Glykopro-
tein exprimiert. Es wurde in der vorliegenden Arbeit bestimmt, weil CD69 als Prolifera-
tionsmarker gilt und so eine Aussage liber die T-Zellproliferationskapazitét zulaflt (Mar-
diney et al. 1996, Crispin et al. 1998). Die Proliferationskapazitit wird bestimmt durch
die CD69-Expression in PMA/lonomycin-stimulierten Kulturen.

Ausserdem wird die Proliferationskapazitdt durch die Markierung von 3H-Thymidin
gemessen (Holdsworth et al. 1999).

Eine gesteigerte CD69-Expression auf CD3+ und CD4+-Zellen korreliert mit einer er-
hohten Inzidenz akuter AbstoBungen. Daher ist es auch liberexprimiert auf den T-Lym-
phozyten zu finden, welche im Rahmen einer akuten AbstoBung das Transplantat infil-

trieren (Posselt et al. 2003).

1.7.1.5. Interleukin-2 (IL-2)

Interleukin-2 (IL-2) ist ein Interleukin, welches sowohl fiir die Induktion als auch die
Regulation der T-Zell-vermittelten Immunantwort verantwortlich ist. Es wird von TH1-
Zellen gebildet und stimuliert die Proliferation weiterer aktivierter T-Lymphozyten (so-
wie auch die Proliferation von B-Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen) und
nimmt gleichzeitig Einfluss auf den apoptotischen Zelltod von T-Lymphozyten. Man
nimmt nach dem TH1/TH2-Modell an, dass die TH1-Synthese-Produkte mit einem ver-
starkten Risiko fiir akute Abstoungen einhergehen (Weimer et al. 2000).

IL-2 ist ein Schliisselmolekiil der T-Zellaktivierung. Fiir die IL-2-Transkription ist die
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors ,nukledrer Faktor aktivierter T-
Zelle* (NFAT) aus dessen Vorstufe notwendig.

Eine Verminderung an IL-2 flihrt zur Verminderung der Expression des kostimulatori-
schen Liganden CD28, welcher eine wichtige Rolle in der Aktivierung naiver T-Zellen
spielt.

T-Zellen koénnen Antigene nur mit Hilfe von kostimulatorischen Liganden erkennen.
Sind zu wenig kostimulatorische Liganden vorhanden, wechselt die T-Zelle in einen so-

genannten ,,anergen‘* Zustand und kann nicht mehr auf ein Antigen reagieren.
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In der vorliegenden Arbeit wurde IL-2 bestimmt, da IL-2 als der stirkste autokrine
Wachstumsfaktor fiir T-Zellen gilt. Dessen Sezernierung wird beispielsweise von Calci-
neurininhibitoren direkt gehemmt, was eine zentrale Rolle in der Vermeidung akuter

AbstofBungen spielte.

1.7.1.6. Interleukin-4 (I1L-4)

Dieses Interleukin wird hauptsdchlich von TH2-Zellen, Mastzellen sowie CD8+T-Zel-
len gebildet. Es bewirkt wiederum eine Proliferation und Differenzierung weiterer
CD4+T-Zellen zu TH2-Zellen und nimmt damit eine Schliisselrolle in der humoralen
Immunantwort ein. Eine gesteigerte IL-4 Sekretion von CD4+ T-Zellen geht mit einem
niedrigeren Risiko flir akute AbstoBungen einher (Weimer et al. 2008), insbesondere
eine gesteigerte IL-4 Sekretion vor Transplantation (Weimer et al. 2011).

IL-4 ist ein wichtiges Zytokin fiir die B-Zell-Aktivierung und TH2-Antwort. Zusétzlich
hat es antiinflammatorische Eigenschaften und hemmt initiale Schritte der B-Zell-Akti-
vierung (Merville et al. 1993).

Tacrolimus steigert STAT6 (signal transducer and activator of transcription 6) in Anwe-
senheit von IL-4, welches wahrscheinlich eine Rolle fiir die Tacrolimus-vermittelte Pro-

tektion vor AbstoBungsreaktionen spielt (Moffatt et al. 2000).

1.7.1.7. Interleukin-10 (IL-10)

Interleukin-10 wird von aktivierten Makrophagen, B-Zellen und CD4+T-Zellen gebildet
und fiihrt unter anderem zur Hemmung aktivierter Makrophagen (negative Riickkopp-
lung) und der TH1-Antwort (und damit der Sekretion von IL-2) (Breulmann et al.
2007). IL-10 ist damit eines der wenigen inhibierenden Interleukine. Es ist Bestandteil
der IL-10-Zytokin-Familie, welche auch IL-19, IL-20 und IL-22 einschlieBt. Zusammen
mit Interferonen bilden sie die Klasse-2-Zytokin-Familie. Die Gemeinsamkeit besteht in
der Position des Cysteins. Weiterhin dient IL-10 als potenter B-Zell-Wachstums- und

Differenzierungsfaktor, der vor allem die humorale Immunantwort gegen ein Transplan-
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tat aktiviert. Es spielt eine wichtige Rolle in der Bildung von donorspezifischen Anti-
korpern und in der Entwicklung einer chronischen Transplantatdysfunktion (Shiu et al.
2015).

Man hat festgestellt (Kobayashi et al. 1999), dass es unterschiedliche Promotor-Gen-
Polymorphismen fiir die Regulation der IL-10-Sekretion gibt, so dass man den IL-10-
high-producer vom IL-10-low-producer unterscheidet. Weimer et al. (2003) fanden her-
aus, dass die IL-10-high-producer unter den Transplantat-Empféangern moglicherweise
ein hoheres Risiko haben, eine chronische Transplantatdysfunktion zu entwickeln. Es
wurde nachgewiesen, dass eine niedrige IL-10 Sekretion durch CD4+T-Zellen vor
Transplantation mit einem verminderten Risiko fiir akute AbstoBBungen und guter Trans-
plantatfunktion 3 Jahre nach Transplantation einhergeht und IL-10 somit auch pradikti-
ven Charakter aufweist (Weimer et al. 1998).

Bedenkt man, dass IL-10 die Produktion von IL-2 hemmt, konnte man vermuten, dass
bei erhohter IL-10-Sekretion eine Verringerung der Gefahr von zelluldren AbstoBungs-
reaktionen resultieren konnte. Allerdings wird die Antigenprédsentation am effektivsten
von dendritischen Zellen gewihrleistet, und diese werden von IL-10 nicht supprimiert

(Macatonia et al. 1993, Weimer et al. 1998).

1.7.1.8. Kostimulatorische Liganden, Adhisionsmolekiile und IL-10R

Sogenannte Adhédsionsmolekiile dienen der Bindung zwischen T-Helferzelle und Anti-
gen- prasentierender Zelle.

Das Oberfldchenprotein CD18 kommt auf allen Leukozyten vor und bildet mit CD11a
(=Integrin, ein Transmembranprotein) einen Komplex (CD18/CD11a-Komplex), der das
vor allem auf T-Zellen vorkommende LFA-1 (lymphocyte function associated antigen —
1) bildet und damit die Adhésion von Leukozyten an endotheliale Zellen und nachfol-
gend die Leukozytendiapedese fordert.

Das Protein CD54 (=ICAM-1 = intercellular adhesion molecule) bindet diesen CD18/
CD11a-Komplex und aktiviert ihn.

Das Adhésionsmolekiil CD58 (=LFA-3) wird auf antigenprédsentierenden Zellen, insbe-

sondere den Makrophagen, exprimiert und dient der Bindung dieser an T-Zellen.
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Als kostimulatorischer Ligand wurde in vorliegender Arbeit das Oberflichenprotein
CD28 untersucht. Es kommt auf CD4+ und CD8+T-Zellen vor und dient durch Bindung
an B7 auf antigen-prisentierenden Zellen der Bildung eines kostimulatorischen Signals,
welches T-Zellen aktiviert sowie die Bildung von Interleukinen (IL-2 und IL-6) und

durch IL-10 gehemmt wird.

Der IL-10-Rezeptor, bestehend aus IL-10-Rezeptor-1- und IL-10-Rezeptor-2-Ketten,
kommt auf den mononukledren Zellen vor und ist Voraussetzung fiir die Bindung von

IL-10 (Moore et al. 2001).

1.7.1.9. Neopterin

Neopterin ist ein Marker fiir den Aktivierungszustand des Monozyten-T-Zell-Systems
und dient der Fritherkennung von AbstoBungsreaktionen (Margreiter et al. 1983), aber
auch von Infektionen bei HIV-Erkrankten (Fuchs et al. 1988). Durchschnittlich 2 Tage
vor dem Auftreten klinischer Komplikationen steigen die Neopterin-Werte im periphe-
ren Blut an. Zusétzlich wird es als Verlaufsparameter bei Auto-immunerkrankungen,
aber auch bei Borreliose genutzt und gilt als Risikofaktor in der Erkennung koronarer
Herzerkrankungen (Firoz et al. 2015).

Der Mechanismus der Neopterin-Bildung ist folgender: T-Lymphozyten (des TH1-Typs)
bilden Interferon-gamma, welches Makrophagen und dendritische Zellen zur Freiset-
zung von Neopterin anregt. Je mehr die TH1-Lymphozyten Interferon-gamma bilden,
umso mehr Neopterin wird freigesetzt. In der Population der Patienten mit chronischer
Transplantatdysfunktion wurde Neopterin (Weimer et al. 1990) erhoht gemessen.
Weimer et al. (1998, 2005) fanden weiterhin heraus, dass Neopterin 4 Monate nach
Transplantation (und auch das spéter erlduterte 16sliche CD30 (sCD30)) keinen Zusam-
menhang mit dem Auftreten von akuten AbstoBBungsreaktionen hat und auch von einer
ATG-Induktionstherapie unbeeinflusst war. Weiterhin wurde festgestellt, dass CMV-In-
fektionen vier Monate nach Transplantation sowohl mit einem erhohtem Spiegel an Ne-

opterin als auch mit einem gesteigerten Level an sCD30 einhergehen. Neopterin und
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sCD30 — gemessen 1 Jahr nach Transplantation - stellen pradiktive Parameter fiir das
Auftreten von chronischer Transplantfunktionsverschlechterung infolge IF/TA dar, ohne
dass sCD30 mit klassischen immunologischen Risikofaktoren assoziiert werden kann

(Weimer et al. 2006).

1.7.1.10. sCD30

CD30 gehort zur Familie der Tumornekrosefaktoren und wird auf T-Zellen exprimiert.
Losliches CD30 (sCD30) wird abgegeben und zirkuliert nach der Aktivierung von
CD30+T-Zellen. Verschiedene Studien haben einen Zusammenhang zwischen erhéhten
sCD30-Werten und erhohten Raten an akuten AbstoBBungen und Transplantatverlust ge-
zeigt, so dass man diskutiert, ob sCD30 als pradiktiver Marker fiir Transplantatverlust
genutzt werden kann (Siisal et al 2003, 2007).

Siisal et al. (2002) und Weimer et al. (2005,2006), haben gezeigt, dass erhohte praopera-
tive sCD30-Level mit einer niedrigeren 5-Jahres-Uberlebensrate einhergehen. Dabei
handelte es sich vorwiegend um Patienten, welche mit Ciclosporin A behandelt wurden.
Es wurde in der der vorliegenden Arbeit zugrundeliegenden Patientengruppe von Wei-
mer et al. (2006) weiter gefunden, dass weder Panel-reaktive Antikorper, ATG-Indukti-
onstherapie, die HLA-Ubereinstimmung zwischen Empfinger und Transplantat noch
akute Abstoungen den sCD30 Spiegel beeinflussen. Dagegen wird sCD30 jedoch im
Rahmen von CM V-Infektionen hochreguliert.

Man konnte beobachten, dass eine chronische Transplantatdysfunktion 2 Jahre nach
Transplantation durch erhohte sCD30- und Neopterin-Spiegel 1 Jahr zuvor vorhergesagt
werden konnte (Weimer et al. 2006). Somit kdnnte ein Therapieziel in der Langzeitim-
munsuppression nach Transplantation die Downregulation von sCD30 und Neopterin
sein. Unter Therapie mit Tacrolimus wurden im Vergleich zu Ciclosporin A die sCD30-

Spiegel signifikant downreguliert.
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1.7.1.11. CD4-Helferfunktion

Die CD4-Helferfunktion gibt Auskunft iiber die Aktivitdt von bestimmten CD4+T-Zel-
len. Erst nachdem reife CD4+T-Zellen aktiviert worden sind, konnen sie sich in Effek-
torzellen differenzieren und eine Helferaktivitét ausiiben.

Die CD4-Helferfunktion wird bestimmt, indem man die Bildung Immunglobulin-sezer-
nierender Zellen (gemessen mittels eines Protein-A-Plaque Assays) in PWM (Pokeweed
Mitogen) stimulierten Zellkulturen der Patienten mit der Bildung Immunglobulin-sezer-
nierender Zellen in PWM-stimulierten Zellkulturen einer Kontrollgruppe (die Bildung
immunglobulin-sezernierender Zellen in unstimulierten Kulturen wird jeweils subtra-
hiert) vergleicht (Formel siehe Kapitel 2.2.4.

Eine niedrige CD4-Helferfunktion (und niedrige IL-10-Produktion durch CD4+T-Zel-
len) vor Transplantation gehen mit einer niedrigen Rate an akuten AbstoBungen und
besserer Transplantatfunktion einher, wie Weimer et al. (2003, 2005) feststellen konn-
ten.

Weiter wurde dabei festgestellt, dass die CD4-Helferfunktion durch Tacrolimus herun-
terreguliert wurde. Gleichzeitig wurde aber bei der Behandlung mit Tacrolimus eine ge-
steigerte IL-10-Sekretion aus CD4+T-Zellen beobachtet. In der Kombination von Ta-
crolimus mit MMF allerdings blieb diese gesteigerte IL-10-Sekretion aus, so dass dabei
zwei gilinstigere Parameterkonstellationen (erniedrigte CD4-Helferfunktion und ernied-
rigte CD4-Zell-Sekretion an IL-10) in Bezug auf das Risiko einer akuten Abstof3ung

erzielt werden konnten.

1.7.1.12. HLA-Antikorper

Das HLA-System (HLA=humane Leukozytenantigene) wird beim Menschen durch die
MHC-Molekiile (Haupthistokompatibilitidtsantigene) dargestellt, welche ursdchlich fiir
zelluldre und humorale Abstoungsreaktionen sind. Eine hohe Anzahl an donorspezifi-
schen HLA-Antikorpern konnte somit einen Risikofaktor fiir eine Abstoungsreaktion
darstellen. Daneben gibt es eine Reihe weiterer moglicher Histokompatibilitdtsantigene
(Minorantigene), welche jedoch eine nur schwache Immunreaktion auslésen koénnen

(Heinold et al. 2008). Die Funktion der MHC-Antigene besteht darin, Teile von anderen
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Antigenen zu binden und an der Zelloberfldche zu prisentieren. Die genetische Kodie-
rung fiir die MHC-Molekiile findet sich auf dem Chromosom 6. Man unterscheidet zwi-
schen MHC-I-Molekiilen (HLA-A, HLA-B und HLA-C) und MHC-II-Molekiilen
(HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ). Fiir die Verteilung der Spendernieren bei Euro-

transplant waren zum Zeitpunkt unserer Studie nur HLA-A/B/DR relevant.

1.7.1.13. IgA-anti-Fab

Dabei handelt es sich um regulatorisch wirksame IgA-Autoantikdrper, welche gegen die
Fab-Region menschlicher Immunglobuline gerichtet sind. Ein hoher prédoperativer Wert
(vor Transplantation) an IgA-anti-Fab geht mit einer niedrigeren Rate an akuten Absto-

Bungen und einer besseren Langzeit-Transplantatfunktion einher (Siisal et al. 1997,

2000).

1.7.2. Untersuchte klinische Parameter
An klinischen Parametern wurden neben den unten aufgefiihrten Parametern aullerdem
noch die Patienteniiberlebensrate, Transplantatiiberlebensrate und funktionelle Trans-

plantatiiberlebensrate, chronische Transplantatdysfunktion und Proteinurie untersucht.

1.7.2.1. Infektionen

In der vorliegenden Arbeit wurde das Auftreten schwerer Infektionen bis 5 Jahre nach
Transplantation untersucht. Als schwere Infektion wurde eine Infektion definiert, die
eine Behandlung unter stationdren Bedingungen erforderlich machte. Die Arten der In-

fektionen sind im Kapitel 3.1.2. unter Ergebnisse aufgefiihrt.
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1.7.2.2. Tumore

Das vermehrte Auftreten maligner Tumoren unter Langzeitimmunsuppression hat uns
veranlasst, die Anzahl maligner Tumoren im Zeitraum bis 5 Jahre nach Transplantation
zu untersuchen. Dabei kommt eine besondere Bedeutung den Malignomen der Haut zu,
da diese am héufigsten vorkommen. Insbesondere unter Azathioprin scheint es durch
die kanzerogene Wirkung der UV-Strahlung und die abgeschwéchte Immunfunktion der
Hautzellen zu einem gehduften Auftreten an Hautmalignomen zu kommen (Robbins et
al. 2015). Es wird ein Zusammenhang zwischen der Entstehung maligner Tumore und
dem Abfall der CD4+T-Zellzahl vermutet (Thibaudin 2005), wie sie unter der Indukti-

onstherapie mit ATG zu beobachten ist.

1.7.2.3. Transplantatfunktion

Um die Funktion des Transplantates zu beurteilen, wurden Serumkreatinin und die ge-
messene Kreatininclearance bestimmt. Die Kreatininclearance ist die sensiblere Metho-
de, um frithzeitig Nierenfunktionseinschrinkungen zu erkennen. Die Plasmakonzentra-
tion im Serum steigt erst bei einem fortgeschrittenem Schaden der Nephrone an, so dass
erst bei 50% Einschrinkung der glomeruldren Filtrationsrate ein Anstieg des Serum-

Kreatinins zu verzeichnen ist.

1.8. Bisherige Studienergebnisse (bis 2 Jahre nach Transplantation)

Anhand der bisherigen Studienergebnisse konnte bereits gezeigt werden, dass die In-
duktionstherapie mit Kaninchen ATG bis 1 Jahr nach Transplantation einen starken Ab-
fall der CD4+T-Zellen induziert und dabei insbesondere die TH1-Antwort beeinflusst
(CD28-Expression und in-vitro IL-2-Sekretion) (Weimer et al. 2005).

2 Jahre nach Transplantation war die ATG-Induktion mit einer gesteigerten Anzahl

schwerer Infektionen (20/44 (46%) versus 9/40 (23%) Patienten, P = 0,027) assoziiert.

Dabei war das Auftreten schwerer Infektionen nicht auf eine verminderte CD4+T-Zell-
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zahl oder verringerte IL-2-Sekretion zurlickzufiihren, sondern mit einer erniedrigten
CD4/CD8-Ratio assoziiert (9/12 (75%) versus 16/62 (26%), P = 0,002). Weiterhin ging
es mit einer gesteigerten Anzahl CD8+T-Zellen (P = 0,01) und vermehrter IL-2-Sekreti-
on aus CD8+T-Zellen (P = 0,02) einher.

Die immunologischen Langzeit-Effekte einer ATG-Induktion 2 Jahre nach Transplanta-
tion beinhalteten eine signifikant verminderte T-Zell-Proliferation (CD69-Expression, P
=0,011) und eine verminderte intrazelluldre Zytokin-Antwort der CD4+ T-Zellen (IL-2,
P =0,036 und IL-10, P = 0,004). Dies wurde auch in einer multivariaten Analyse besti-
tigt. Wéahrend die verminderte IL-10-Antwort zum Teil gegenreguliert wurde (signifi-
kanter Anstieg der IL-10R-Expression von CD4+T-Zellen, P = 0,002; keine Hochregu-
lation durch CD8+T-Zellen, B-Zellen und Monozyten), fand sich keinen Anstieg der IL-
2R (CD25) Expression.

Die Expression kostimulatorischer Liganden (CD28, CD40, CD40L, CD80, CD86) auf
mononukledren Zellen war 2 Jahre nach Transplantation nicht beeinflusst von der ATG-

Induktionstherapie.

Zusitzlich konnte mit der von Weimer et al. 2005 vorgelegten Studie herausgefunden
werden, dass erhohte sCD30-Werte (=60 U/ml) und gesteigerte Neopterinspiegel (korri-
giert flir Transplantat-Funktion; Neo/Cr >2000 nmol/g CR) 1 Jahr nach Transplantation
eine Transplantatverschlechterung durch chronische Transplantat-Dysfunktion 2 Jahre

nach Transplantation vorhersagen lieen.
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1.9. Studienziele

Fiir die vorliegende Arbeit ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Hat die ATG-Induktionstherapie bei Nierentransplantatempfingern Langzei-
teffekte auf transplantatprotektive Parameter? Zu diesen protektiven Parame-
tern zihlen nachgewiesenermaflen die CD4-Helferfunktion, 1L-4 und IL-10-
Antwort aus CD4+T-Zellen, sCD30 und Neopterin.

2. Sind die Langzeiteffekte der ATG-Induktionstherapie auf die CD4+T-Zellkon-
zentration relevant fiir diese transplantatprotektiven Effekte? Geht eine Re-
duktion der CD4+T-Zellzahl mit funktionellen Storungen der CD4+T-Zellen
einher?

3. Hat die ATG-Induktionstherapie Langzeiteffekte auf andere Lymphozytenpo-
pulationen, Zytokinrezeptoren, kostimulatorische Liganden, Adhisionsmole-

kiile oder IgA-anti-Fab?
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Patienten

84 Patienten wurden vor Nierentransplantation bzw. einer kombinierten Nieren/Insel
zell-Transplantation (1998 - 2000), prospektiv in die einzelnen Gruppen der Immunsup-
pression (Ciclosporin A/Azathioprin, Ciclosporin A/Mycophenolat-Mofetil und Ta-
crolimus/Azathioprin) randomisiert. Prednisolon wurde allen Patienten zu Beginn ver-
abreicht und frithestens nach 6 Monaten begonnen auszuschleichen. Das Follow-up be-
trug 5 Jahre.

Bei n = 44 Patienten wurde aufgrund einer immunologischen Risikokonstellation (Re-
Transplantation, PRA > 5%, akutes Nierenversagen nach Transplantation) bzw. wegen
simultaner Nieren/Inselzelltransplantation (n=8) eine ATG-Induktionstherapie durchge-
fiihrt. Bei n = 40 Patienten fand diese Induktionstherapie nicht statt (Non-ATG-Gruppe).
In der Gruppe der ATG-Patienten konnten bei 30 Patienten die 5-Jahres-Untersuchun-
gen der vorliegenden Studie bei funktionierendem Transplantat durchgefiihrt werden, 2
Patienten verweigerten die Blutentnahme zur Durchfiihrung der Untersuchung, 4 waren
verstorben und 8 Patienten hatten einen Transplantat-Verlust erlitten.

In der Non-ATG-Gruppe konnten diese Untersuchungen bei 34 Patienten mit funktio-
nierendem Transplantat durchgefiihrt werden. Ebenfalls 2 Patienten hatten die Studien-
teilnahme verweigert, 4 Patienten hatten einen Transplantatverlust erlitten, verstorben
war in dieser Gruppe keiner.

Keiner der Patienten erhielt eine andere Induktionstherapie (wie z.B. CD25-
Antikorper). ATG wurde auch bei keinem Patienten im Verlauf nach Transplantation

verabreicht.
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Tabelle 1: Klinische Daten und Transplantationsdaten der Patienten in der ATG-Gruppe

bzw. in der Non-ATG-Gruppe

ATG Non-ATG p
n 44 40
Alter des Empféangers (in Jahren) 48+2 4442 0,223
Nierenersatzverfahren ! 86% - 9% - 5% 85% - 13% -3% | 0,893
Wartezeit in Monaten 5617 63+15 0,632
Lebendspende 2 14% (6) 38% (15) 0,012
SIK 2 18% (8) 0% (0) 0,006
Anzahl der Re-Transplanationen 27% (12) 0% (0) 0,002
PRA max 3 11+2 % 4+1 % 0,007
Bluttransfusionen 6,3+2,0 1,8+0,6 0,008
Schwangerschaften 36% (16) 18% (7) 0,053
Spenderalter (in Jahren) 47+2 4742 0,921
HLA-A, B, DR Mismatches 3,0+0,2 2,0£0,2 0,031
HLA-B, DR Mismatches 2,1+0,2 1,4+0,2 0,004
Kaltischdmiezeit (in Stunden) 15,2+1,0 8,9+1,0 <0,001
Initiale Immunsuppression 34% -34% -32% | 25% - 40% 0,656
CsA/Aza — CsA/MMF — Tacr/Aza* -35%
5-Jahres-Immunsuppression 6% - 28% - 25% - 11% - 22% - 0,403
CsA/Aza - CSA/MMF - Tacr/Aza - | 13%-16%-9%- | 28% - 25% -
Tact/MMF - CsA - Tacr - Aza - 0% - 3% 3% -8%-3% -
Tacr/MMF/SRL 0%
CsA-Dosis (mg/Tag) 173+14 206+18 0,230
CsA-Talspiegel (ng/ml) 140+16 139+12 0,976
Tacr-Dosis (mg/Tag) 3,7+£0,8 2,9+0,3 0,784
Tacr-Talspiegel (ng/ml) 6,0+0,5 6,5+0,5 0,604
MMF-Dosis (mg/Tag) 1018+140 850116 0,367
Azathioprin-Dosis (mg/Tag) 4245 70+7 0,020
Prednisolon-Dosis (mg/Tag) 2,7+0,6 2,0+0,6 0,176
steroidfrei 44% (14/32) 61% (22/36) 0,152

I Himodialyse-Peritonealdialyse-Prdemptive Transplantation (preemptive transplantati-
on)
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2 Prozentzahl der Patienten, welche eine Lebendspende (n = 27) bzw. eine simultane
Insel- /Nierentransplantation (SIK; n = 8) erhielten

3 PRA max = maximale Panel-reaktive Antikdrper vor Transplantation

4 initiale immunsuppressive Therapie; die immunsuppressive Therapie 2 Jahre nach
Transplantation ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen der ATG- und der
Non-ATG-Gruppe

Es handelt sich hierbei um eine prospektive, randomisierte Studie. Die Patienten wurden
fiir eine der drei Gruppen der Basis-Immunsuppression randomisiert. Fiir die ATG-In-
duktion fand aus ethischen Griinden keine Randomisierung statt. Eine ATG-Induktions-
therapie senkt das Risiko von akuten AbstoBungen bei immunologischen Risikopatien-
ten. Eine Randomisierung konnte das Vorenthalten einer solchen Therapie fiir einen
immunologischen Risikopatienten bedeuten und mit einem hdheren Risiko des Trans-

plantatverlustes einhergehen.

Fiir die ATG-Induktionstherapie wurde Kaninchen ATG von Fresenius® eingesetzt. Es
wurde jenen Patienten verabreicht, die immunisiert waren (PRA > 5% sowie bei Re-
Transplantationen, akutem Nierenversagen nach Transplantation, ausserdem bei 8 Pati-
enten, welche eine SIK bekamen). Demzufolge war die Gruppe der Patienten, welche
ATG bekamen, eine immunologische Risikogruppe.

ATG wurde nur als Induktionstherapie eingesetzt, nicht als AbstoBungstherapie.

Die ATG-Dosis betrug 4 mg/kg und wurde 8,6+0,4 Tage verabreicht. Es wurde von Ka-
ninchen gewonnen, welche mit Zellen der Jurkat-Linie immunisiert wurden. Dies kann
dazu fiihren, dass sich die ATG-abhingigen Ergebnisse der vorliegenden Studie von de-
nen anderer ATG-Zubereitungen unterscheiden (z.B. wenn Kaninchen mit menschlichen
Thymuszellen immunisiert wurden). Anti-CD25-Antikorper (Antikorper gegen die Al-

pha-Kette des IL-2-Rezeptors) wurden in der vorliegenden Studie nicht eingesetzt.

Die Basis-Immunsuppressionen und die Medikamentenlevel im Serum waren ebenso

wie die Steroid-Dosierungen zwischen ATG-Gruppe und Non-ATG-Gruppe vergleich-
bar (Tabelle 1).
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Bei den Patienten, welche in die vorliegende Studie eingeschlossen wurden, waren fol-
gende Erkrankungen Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz: Verdacht auf chroni-
sche Glomerulonephritis (bioptisch nicht bestétigt; n=27), Diabetes mellitus Typ I
(n=13), ADPKD (autosomal dominante polyzystische Nierenerkrankung; n=5), IgA-
Nephropathie (n=17), Diabetes mellitus Typ II (n=4), MELAS-Syndrom (mitochondria-
le Enzephalomyopathie mit Myopathie, Enzephalopathie, Laktatazidose und Schlagan-
fille; n=2, Geschwister), chronische Pyelonephritis (n=2), SLE (systemischer Lupus
erythematodes; n=2), RPGN (rasch progrediente Glomerulonephritis; n=2), GPA (Gra-
nulomatose mit Polyangiitis, frither Mb. Wegener) (n=1), Goodpasture-Syndrom (n=1),
Maligne/benigne Nephrosklerose (n=5), Alport-Syndrom (n=1), Balkan-Nephritis

(n=1), kongenitale Megaureteren (n=1).

Die Transplantatniere wurde meist in die kontralaterale Fossa iliaca extraperitoneal ein-
gepflanzt. Arteria und Vena renalis wurden dabei End-zu-Seit mit Arteria und Vena ilia-
ca externa bzw. Arteria und Vena iliaca communis anastomosiert. Der Ureter wurde im
Verfahren nach Gregoir (extravesikale Ureterimplantation) implantiert. Gleichzeitig er-

folgte die intraoperative Schienung des Ureters mittels Doppel-J-Katheter.

Protokollbiopsien wurden nicht durchgefiihrt.

Alle Patienten wurden eingehend {iber eine Teilnahme an der Studie informiert und ha-
ben schriftlich eingewilligt. Die Ethikkommission der Universitit Giessen stimmte vor

Beginn der Studie zu.

Die immunologischen Untersuchungen wurden 2 und 5 Jahre nach Transplantation
durchgefiihrt. Die Gruppen ATG und Non-ATG waren vergleichbar in Bezug auf im-
munsuppressive Erhaltungstherapie, Spender- und Empfangeralter, Nierenersatzverfah-
ren, praoperativen CMV-Status (CMV-IgG-negative Empfanger von CMV-IgG-positi-
ven Spendern erhielten CMV-Prophylaxe mit CMV-Hyperimmunglobulin= Cytoglo-
bin® prioperativ und 6x im wochentlichen Intervall postoperativ). 27 der 28 akuten Ab-

stoBungsreaktionen (96%) die in diesen 5 Jahren bei 24 Patienten auftraten, ereigneten
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sich wihrend der ersten beiden Jahre. 17 der 28 akuten AbstoBungssreaktionen (61%)
wurden durch Nierenbiopsie bestédtigt.

Chronische Transplantatdysfunktion, synonym fiir interstitielle Fibrose/Tubulusatrophie
IF/TA wurde klinisch anhand der allméhlich abfallenden Transplantatfunktion definiert,
wobei die renale Nierenarterienstenose ausgeschlossen wurde. Die IF/TA wurde durch

Nierenbiopsie bestétigt.

2.2. Material und Methoden

2.2.1. Mononukleiire Zellen
Mononukleédre Zellen aus peripherem Blut wurden mittels Durchflusszytometrie be-

stimmt (Weimer et al. 2011).

2.2.2. Bestimmung intrazellulirer Zytokine

Die Bestimmung der intrazelluldren Zytokine IL-2, IL-4 und IL-10 wurde mittels Dop-
pelfluoreszenz-Laser-Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die Untersuchungsschritte

sind im Kapitel 2.2.5. ausfiihrlich aufgefiihrt.

2.2.3. T-Zellproliferationskapazitat

Die T-Zellproliferationskapazitit wurde erfasst durch die CD69-Expression auf T-Zellen
in PMA/Ionomycin-stimulierten Zellkulturen. Auch hierfiir sind die Untersuchungs-

schritte Kapitel 2.2.5. zu entnehmen.
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2.2.4. CD4+T-Zell-Helferfunktion, sCD30, Neopterin, IgA-anti-Fab, kosti-

mulatorische Liganden, Adhasionsmolekiile und IL-10R

Losliches CD30 (sCD30), Neopterin, die CD4-Helferfunktion, IgA-anti-Fab, kostimula-
torische Liganden (CD28), die Adhisionsmolekiile (CD54, CD58 und CD18/CD11a-
Komplex) sowie der IL-10-Rezeptor auf CD4+ und CD8+T-Zellen wurden im Serum in
der Abteilung fiir Transplantationsimmunologie des Institutes fiir Immunologie der

Universitit Heidelberg bestimmt.

Die Expression des IL-10-Rezeptors auf CD4+ und CD8+T-Zellen wurde durchflusszy-

tometrisch bestimmt.

Fiir die Bestimmung von sCD30 und IgA-anti-Fab wurde ein ELISA der Fa. Biotest,

Dreieich angewandt.
Neopterin aus Serum wurde mit einem ELISA der Fa. Brahms, Berlin bestimmt.

Die Bildung Immunglobulin-sezernierender Zellen wurde mittels eines Protein-A-

Plaque-Assays bestimmt.

Die CD4-Helferfunktion wurde mit einer Zellkultur und anschlieBendem Reverse Hem-
olytic Plaque Assay bestimmit.

Die CD4-Helferfunktion wird bestimmt, indem man die Bildung Immunglobulin-sezer-
nierender Zellen in PWM-stimulierten Kulturen von Patienten mit der Bildung Immun-
globulin-sezernierender Zellen in PWM-stimulierten Kulturen einer Kontrollgruppe
nach unten stehender Formel vergleicht. Dabei wird die Bildung Immunglobulin-sezer-
nierender Zellen aus unstimulierten Kulturen jeweils subtrahiert.

Folgende Formel wurde dabei angewandt:

[B(C) + T(P) + PWM] — [B(C) + T(P) + M]

[B(C) + T(C) + PWM] — [B(C) + T(C) + M]

B(C), T (C) = B-und T-Zellen der Kontrollgruppe
T(P) = T-Zellen bzw. CD4+ T-Zellen der Patientengruppe

M = Kulturmedium
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Folgende Materialien wurden dabei verwendet: ME-Agarose und Seaplaque-Agarose
der Fa. Biozym, Hess. Oldendorf; Schafsblut der Fa. Virion, Wiirzburg; Protein A der
Fa. Calbiochem iiber Merck, Darmstadt; Polyclonal rabbit anti-human IgA, IgG, IgM
der Fa. Dako iiber Biozol, Miinchen; Meerschweinchen-Komplement der Fa. Virion,

Wiirzburg.

2.2.5. Protokoll

Zur Analyse der immunologischen Langzeiteffekte wurden in vorliegender Arbeit die
sensibleren intrazelluldren Zytokinanalysen anstelle des ELISA-Testverfahrens (Weimer
et al. 2005) angewandt. Die Zytokinanalysen wurden von der Promovendin selbst mit-
tels Durchflusszytometrie durchgefiihrt.

Dabei wurden den Patienten 15-20 ml Blut entnommen, welches in Ammonium-Hepa-
rinat-Blutentahmesystemen bis zur Verarbeitung bei Dunkelheit und Zimmertemperatur
maximal 6h aufbewahrt wurde.

8 Rohrchen wurden mit Ficoll (polymeres Erythrozytenaggregationsreagenz, Pharmacia
Biotech, Diibendorf) beschickt, anschlieBend wurde das 1:2 mit HBSS (Fa. Gibco, Life
Technologies GmbH, Darmstadt) verdiinnte Vollblut vorsichtig {iberschichtet.

Darauthin erfolgte eine 7-miniitige Zentrifugation bei 2250 g (Zentrifuge Heraeus, Ha-
nau, g = 9,81 m/s2). Durch die Zentrifugation trennten sich die Zellen auf, die Erythro-
zyten aggregierten und sammelten sich am Boden des Rohrchens, Granulozyten verlo-
ren Fliissigkeit und bekamen durch den osmotischen Druck eine hohe Dichte und lager-
ten sich auf den Erythrozyten ab. Dariiber fand sich die FICOLL-L6sung, tiber welcher
sich ein Monolayer aus Lymphozyten und Monozyten bildete. Oberhalb dieses Mono-
layers befanden sich Plasma und Thrombozyten.

AnschlieBend wurde der Lymphozytenring mittels einer gestopften Glaspipette (Pas-
teurpipette, Fa. Kalensee, Giessen) entnommen, mit 6 ml HBSS gemischt und auf vier
Rohrchen verteilt. Danach erfolgte die Zentrifugation bei 440 g. AnschlieBend fanden
sich die Lymphozyten als Pellet am Grund des Falcon-Rohrchens. Es erfolgte das Ab-
saugen des Uberstandes mittels ungestopfter Glaspipetten (Pasteurpipette lang, Fa.
Kalensee, Giessen) und Losen des Pellets von der GefaBwand durch Spiilung mit Medi-

umlosung (bestehend aus RPMI mit L-Glutamin, Natriumpyruvat, Penicillin/Strepto-
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mycin (alles Fa. Gibco, Life Technologies GmbH, Darmstadt), 3-Mercaptoethanol (Fa.
Bio-Rad Laboratories, Miinchen) sowie AB-Serum von freiwilligen Blutspendern. An-
schlieBend wurden alle Zellen in einem Rdohrchen vereinigt, mit Mediumldsung ver-
setzt, auf zwei Falcon-Rohrchen aufgeteilt und erneut 15 min bei 400 g zentrifugiert. Es
erfolgte das erneute Absaugen des Uberstandes und Waschen der Zellpellets von der
GefaBwand mit Mediumlosung. Insgesamt wurde die Gesamtzellzahl auf 10 ml Medi-
umlosung verteilt, und es erfolgte die mikroskopische Zéhlung in der Neubauerkammer.
Die Zellzahl wurde durch Zugabe von weiterer Mediumlosung auf 10¢ Zellen/ml ver-
diinnt (um Messbedingungen reproduzierbar zu halten).

AnschlieBend wurde o.g. Zellsuspension auf zwei Kulturflaschen (Fa. Costa, Wiesba-
den) aufgeteilt. In der einen wurde ein unstimulierter Zellansatz kultiviert, indem die-
sem lediglich GOLGI-Plug zugesetzt wurde (Endkonzentration 1ul Brefeldin A/ ml
Zellkulturmedium, Fa. BD).

In der zweiten Flasche wurde der stimulierte Zellansatz kultiviert. Dazu wurde diese
Zellsuspension mit GOLGI-Plug (Endkonzentration 1 pl Brefeldin A/ml Zellkulturme-
dium Fa. BD), PMA-Gebrauchslosung (10 ng/ml Zellkulturlosung) und 0,75pg /ml lo-
nomycin- Gebrauchsloung (beides Fa. Sigma, Gelenau) versetzt. Brefeldin A wurde
beiden Ansitzen in gleicher Endkonzentration zugefiigt, weil dieses den Proteintrans-
port im GOLGI-Apparat inhibiert, so dass die Zytokine akkumulieren. Dies verhindert,
dass alle Interleukine schon an die Zelloberfldche transportiert werden. Erst in einem
spateren Vorgang wird die Zellmembran permeabel gemacht, damit die Farbung der in-

trazelluldren Zytokine erfolgen kann.

Dieser Vorgang wurde unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Die Zellansitze wurden 4h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen mittels wiederholtem Pipettieren von den Oberfldchen der Kulturflaschen mobi-
lisiert. Der unstimulierte Zellansatz wurde auf 10 Eppendorf-Gefafle (Reaktionsgefille,
1,5 ml mit Deckel, Sarstedt, Niimbrecht, 0,5ml/Gefdf3) verteilt, der stimulierte Zellan-
satz auf 6 GefdBe (1,0 ml/GefdB}). Anschliefend wurden alle GefdBle 10 min bei 500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen, welche sich wieder als

pellet am Boden des Gefdlles gesammelt hatten, wurden mittels jeweils 1 ml CellWash
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(PBS-Losung, phosphatgepufferte Salzlosung, Becton&Dickinson, Heidelberg) von der
GefalBwand mobilisiert, und die so entstandene Losung wurde gevortext,. AnschlieBend
erfolgte wieder die 10-miniitige Zentrifugation bei 500 g. Die nun entstandenen Zellpel-
lets wurden nach Absaugen des Uberstandes jeweils mit 250 ul Cytofix/Cytoperm (Bec-
ton&Dickinson, Heidelberg, enthélt Paraformaldehyd zur Stabilisierung und Fixierung
der Zellstruktur sowie Saponin zur Permeabilisierung der Zellwand; Ziel war, dass die
spéter pipettierten Antikorper in die Zelle eindringen und an die intrazelluldren Zytokine
binden konnen) versetzt, gevortext und 20 min bei 4°C und Dunkelheit inkubiert. An-
schlieBend erfolgte wieder die 10-miniitige Zentrifugation bei 500 g und das Absaugen
der Uberstinde. Die Zellpellets wurden wieder mittels Spiilen mit jeweils 1 ml Perm-
Wash von der Gefiawand mobilisiert und gevortext. AnschlieBend wurden die Zellsus-
pensionen in einen neuen Satz Eppendorf-Gefidfe iiberfiihrt, da das vorher aufgefiihrte
Cytofix/Cytoperm die Wiande der ReaktionsgefdBe angreift und die Zellpellets sich
schlechter davon 16sen lassen.

Nach erneuter Zentrifugation (10 min bei 500 g) wurden die Zellpellets wiederum mit
100ul PermWash Gebrauchslosung versetzt und mit 10 bzw. 20 pl folgender fluoreszie-
render Antikdrper-Suspensionen geférbt: anti-CD3-PerCP/anti-69-PE, anti-CD3-PerCP/
anti-CD8&-FITC/anti-IL-2-PE, anti-CD3-PerCP/anti-CD8-FITC/anti-1L-4-PE, anti-CD3-
PerCP/anti-CD8-FITC/anti-IL-10-PE, anti-CD19-PerCP/anti-IL-6-FITC/anti-IL-10-PE,
Mouse y1-PE (Isotypkontrolle fiir IL-2 und IL-4-PE), IL-10-PE und Rat IgG:-PE (Iso-
typkontrolle IL-10-PE, alle Becton&Dickinson, Heidelberg). Nach einem langsamen
Vortex-Vorgang erfolgte die erneute Inkubation 30 min bei 4°C und Dunkelheit. Nach
zweimaliger erneuter Zentrifugation (jeweils 10 min bei 500 g, Losen der Zellpellets
mit jeweils 1,0 ml PermWash) wurden die Zellkonzentrationen mit PBS (Phosphat buf-
fer saline) versetzt und in Testrohrchen fiir das DurchfluBzytometer tberfiihrt. An-
schlieBend erfolgte die Messung am FACSCalibur Durchflusszytometer (Becton&Dick-

inson, Heidelberg).

Die Zellviabilitit, welche durch 7-amino-actinomycin D (7-AAD, Becton&Dickinson,
Heidelberg) getestet wurde, betrug 99,4+0,2% bei CD4+T-Zellen, 98,4+1,4% bei
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CD8+T-Zellen, 99,5+0,1% bei B-Zellen sowie 97,2+1,9% bei Monozyten (angegeben

sind Mittelwert+SD).

Die Inter-Assay-Variabilitit betrug 0,7% fiir CD69+T-Zellen, 2,2% IL-2 in CD4+T-Zel-
len, 1,0% IL-2 in CD8+T-Zellen, 0,3% IL-4 in CD4+T-Zellen, 0,3% IL-4 in CD8+T-
Zellen, 10,8 MFI IL-10 in B-Zellen, 15,7 MFI IL-10 in Monozyten, 6,2 MFI IL-10 in
CD4+T-Zellen sowie 7,1 MFI IL-10 in CD8+T-Zellen (angegeben ist SD).

Die Reliabilitit des Verfahrens betrug fiir: CD69+T-Zellen 0,7%, IL-2 in CD4+T-Zellen
2,2%, IL-4 in CD4+T-Zellen 0,3%, IL-10 in CD4+T-Zellen 6,2 (MFI), IL-2 in CD8+T-
Zellen 1,0%, IL-4 in CD8+T-Zellen 0,3% sowie fiir [IL-10 in CD8+T-Zellen 7,1 (MFI).

Unter Durchflusszytometrie versteht man die Erfassung und Vermessung von Zellen,
die zuvor durch hydrodynamische Fokussierung in der Messkiivette vereinzelt wurden.
Um den Probenstrom herum flieB3t ein schnellflieBender Strom aus Tréigerfliissigkeit, der
den Probenstrom auseinanderzieht und damit die Zellen perlschnurartig anordnet. Die
Zellen werden von einem Laserstrahl bestrahlt, anschliefend wird deren Emission von
optischen Signalen im gleichen Gerét gemessen.

In der durchflusszytometrischen Messung unterscheidet man die Vorwirts-Lichtstreu-
ung, welche mit der GroBe der gemessenen Zellen korreliert, von der seitlichen
Lichtstreuung (im 90°-Winkel gemessen), welche mit der Granularitdt der Zellen bzw.
mit dem Kern/Plasma-Verhiltnis korreliert.

Wie oben aufgefiihrt, wurden die Zellen mit fluoreszierenden monoklonalen Antikor-
pern gefdrbt und ihre Emission gemessen. Dabei korreliert die Intensitdt der Fluores-
zenz mit der Antigendichte auf einer Zelle.

Die Farbstoffe werden alle bei 488 nm und somit vom gleichen Laser absorbiert. Sie

emmitieren unterschiedliche Wellenldangen.

Im vorliegenden Protokoll wurden die Proben mit fluoreszierenden Antikérpern gegen
bestimmte Oberflichenmerkmale der Zellen inkubiert, so dass die Zellen aufgrund der
markierten Oberflichenmerkmale in unterschiedliche Populationen aufgetrennt werden

konnten.

40



B-Zellen wurden tiber ithre CD19-Expression detektiert. T-Zellen wurden iiber Expres-
sion von CD3 identifiziert, diese konnten iiber einen Anti-CD8-Antikorper in CD8- und
CD4-Zellen differenziert werden. Der Aktivierungsgrad der Zellen wurde mit Hilfe ei-

nes Antikdrpers gegen CD69 ermittelt.

Je Probe wurden 100 000 Zellen gemessen. Bei den fluoreszierenden Antikorpern han-
delt es sich zum einen um FITC-Antikorper (Fluorescein isothiocyanate-conjugated). Es
ist der am haufigsten verwendete Farbstoff bei durchflusszytometrischen Messungen. Er
fluoresziert griin und besteht aus kleinen Molekiilen, von denen jeweils 3-6 durch Kon-
jugation mit einem Antikdrper verbunden sind. Es hat sein Absorptionsmaximum bei

488 nm und sein Emissionsmaximum bei 519 nm.

Des Weiteren wurde der Farbstoff PE (Phycoerythrin) eingesetzt, er fluoresziert gelb-
orange und wird ebenfalls von Licht der Wellenldnge 488 nm angeregt, dabei hat er sein

Emissionsmaximum bei 578 nm.

Zuletzt wurde PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein) eingesetzt, welches rot fluoresziert
und genau wie die anderen beiden Farbstoffe ein Absorptionsmaximum von 488 nm be-

sitzt, aber ein Emissionsmaximum von 678 nm.

Die verschiedenen Emissionen der Farbstoffe werden durch drei verschiedene Detekto-
ren FL-1, FL-2 und FL-3, die im Gerit eingebaut sind, erfasst. Allen Farbstoffen gemein
ist ein Absorptionsmaximum bei 488 nm, so dass der Laser des FACSCalibur, der diese
Wellenldnge hat, die Farbstoffe optimal anregen kann.

Die Verschiebung der Wellenlédnge zwischen Absorptionsmaxiumum und Emissionsma-

ximum wird als Stokes-Shift bezeichnet.

Exemplarisch fiir alle Messungen wird in Abbildung 1 und 2 gezeigt, wie die durch-

flusszytometrische Messung auszuwerten ist.
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Abbildung 1: Beispiel der Auswertung der durchflusszytometrischen Messung

Zunichst sind dabei 4 Fenster eingerichtet worden. Fenster 1 (Abb. 1) zeigt die gesamte

Zellmenge, in welcher die Lymphozytenpopulation griin unterlegt sind (R1).
Im Fenster 2 (Abb. 1) werden diese CD3+T-Lymphozyten in die CD4+Zellen (R2) und

die CD8+Zellen (R3) unterteilt. Unter R4 sind CD3-negative Zellen, NK-Zellen und B-

Zellen zusammengefasst.
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Abbildung 2: Beispiel der Auswertung der Interleukinfreisetzung aus CD4+T-Zellen in

der durchflusszytometrischen Messung

Im Fenster 3 (Abb.2) sieht man die IL-4-Freisetzug aus CD4+Zellen, wobei der peak

die fiir das Merkmal negative Population (M1) darstellt und unter M2 die tatséchliche

IL-4-Freisetzung dargestellt wird.

Analog dazu wird dies im Fenster 4 (Abb. 2) mit der IL-4-Freisetzung aus CD8+-Zellen

durchgefiihrt.
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IL-2 und IL-4 wurden in Prozent angegeben, IL-10 dagegen in MFI (Mean Fluore-
scence Intensity), weil sich fiir IL-10 die positiven und negativen Zellpopulationen nicht
eindeutig voneinander trennen lassen und daher die Expressionsstirke im Mittel aller
Zellen tiber die Mean Fluorenscence Intensity ermittelt wird und sich so eine bessere

Differenzierbarkeit ergibt.

2.3. Klinische Daten

Die Erfassung der klinischen Daten erfolgte durch Recherchen in den Krankenbléttern.

2.4, Statistik

Die statistischen Berechnungen der vorliegenden Arbeit wurden durch das Institut fiir
Medizinische Informatik der Justus-Liebig-Universitidt Giessen unter der Leitung von
Herrn Dr. Bodeker durchgefiihrt. Dabei wurde SPSS angewendet.

Die Daten werden als Mittelwerte und SEM (standard error of the mean) angegeben. Es
wurden der Wilcoxon Rangsummentest, Chi-Quadrat-Test, Exakter Fisher-Test sowie
der Korrelationskoeffizient nach Pearson zur statistischen Analyse genutzt.

Um signifikante Unterschiede zwischen der ATG und der Non-ATG-Gruppe darzustel-
len, wurden univariate und multivariate Analysen durchgefiihrt. Ein Level von 0,05 war
als cut off definiert, um in der univariaten Analyse eine Signifikanz zu belegen. Die
multivariate Analyse dient dazu herauszufinden, mit welchen immunologischen Lang-
zeiteffekten die ATG-Induktion als unabhédngiger Faktor assoziiert ist (um weitere Ein-
flussfaktoren auszuschlieBen). Ein Level von 0,1 war als cut off definiert, um in der
multivariaten Analyse Signifikanz zu belegen. P-Werte aus der multivariaten logisti-

schen Regressionsanalyse wurden mit ,,logreg* gekennzeichnet.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Daten

3.1.1. Transplantationsergebnisse S Jahre nach Nierentransplantation

Tabelle 2: Transplantationsergebnisse 5 Jahre nach Transplantation,

Vergleich zwischen ATG-Gruppe und Non-ATG-Gruppe

ATG Non-ATG P!
n 44 40
Inzidenz akuter AbstoBungen | 30% (13/44) 28% (11/40) 0,836
---spidte akute AbstofSung? 15% (6/41) 8% (3/39) 0,483
---AMR? 11% (5/44) 3% (1/40) 0,205
Patienteniiberleben3 91% (40/44) 100% (40/40) | 0,051
Transplantatiiberleben* 73% (32/44) 90% (36/40) 0,055
Funktionelles Transplantat- 80% (32/40) 90% (36/40) 0,348
iberleben?
Chronische Transplantatdys- 19% (6/32) 17% (6/36) 0,822
funktion?
Proteinurie¢ 30% (9/30) 18% (6/34) 0,244
---Proteinurie [mg/24h] 414£181 (n=19) 297+146 1,000

(n=18)

Transplantatfunktion’
---Kreatinin [mg/dl] 2,2+0,2 2,1+0,1 1,00
---Kreatininclearance [ml/min] | 51+4 56+4 0,314

I Chi-Quadrat-Test, Exakter Fisher-Test und Kruskal-Wallis H Test wurden fiir den sta-

tistischen Vergleich eingesetzt.

2 spate akute AbstoBung (= AbstoBung > 4 Monate post transplantationem), AMR = acu-

te antibody-mediated rejection = akute antikorpervermittelte AbstoBung

3 Die niedrigeren 5-Jahres-Uberlebensraten bei den Patienten in der ATG-Gruppe sind 4
kardiovaskuldren Todesfillen bei Typ-1-Diabetikern zuzuschreiben (3 der 4 Patienten
erhielten ATG, weil eine simultane Inselzell-Nierentransplantation durchgefiihrt wurde)

und nicht der ATG-Induktionstherapie.
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4 Friiher Transplantatverlust trat ein aufgrund von AMR (n=3) in der ATG-Gruppe und
aufgrund einer vendsen Thrombose des Transplantates in der Non-ATG-Gruppe (n=1),
alle weiteren Transplantatverluste traten aufgrund von chronischer Transplantatdysfunk-
tion ein.

Um das funktionelle Transplantatiiberleben zu berechnen, wird der Tod mit funktionie-
rendem Transplantat ausgeschlossen, wahrend bei der Berechnung des Transplantat-
iiberlebens der Tod eines Patienten als Transplantatverlust zihlt.

5 Ausschlieflich Patienten mit funktionierenden Transplantaten nach 5 Jahren wurden
beriicksichtigt.

¢ Die Proteinurie wurde mittels U-Stix getestet (4 Patienten wurden nicht untersucht)
sowie durch eine quantitative Urinuntersuchung bei 19 ATG-Patienten und 18 Non-
ATG-Patienten.

7 Die Transplantatfunktion wurde durch Serum-Kreatinin und gemessene Kreatinincle-
arance beschrieben.

Weiterhin wurden Blutdruck und Lipidstatus der Patienten untersucht. Dabei ergaben
sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen, aufler
dass in der ATG-Gruppe signifikant mehr Antihypertensiva zum Einsatz kamen als in
der Non-ATG-Gruppe (2,94+0,2 ATG versus 2,6+0,2 Non-ATG, p = 0,030 (Mann-Whit-
ney-U-Test)).

Die Transplantations-Ergebnisse nach 5 Jahren (Inzidenz akuter AbstoBungen, Auftreten
IF/TA, Proteinurie, Kreatinin und Kreatinin-Clearance) unterschieden sich nicht zwi-

schen den beiden Gruppen.

Danach wurde die immunvermittelte Funktionsverschlechterung bzw. der immunver-
mittelte Transplantatverlust untersucht. Darunter versteht man die chronische Transplan-
tatdysfunktion (IF/TA).

Zunichst wurde dabei ermittelt, ob das Regime der immunsuppressiven Therapie, das
Auftreten einer CM V-Erkrankung, sCD30 und Neopterin einen Einfluss auf die immun-
vermittelte Funktionsverschlechterung oder den immunvermittelten Transplantatverlust

5 Jahre nach Transplantation haben konnten.
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Tabelle 3: Immunvermittelte Funktionsverschlechterung oder immunvermittelter Trans-
plantatverlust 5 Jahre nach Transplantation

Variable p
Immunsuppressive Therapie !

—CsA versus Tacrolimus 0,0902
—Azathioprin versus MMF 0.4211
ATG-Induktion 0,2632
CMV-Erkrankung 2 0,7571
sCD30 (1-Jahres-Wert) 3 0,0058
Neopterin/CR (1-Jahres-Wert)* 0,0637

Statistik: logistische Regression

I Immunsuppressive Behandlung 1 Jahr nach Transplantation (es wurden keine signifi-
kanten Effekte der immunsuppressiven Therapie auf sCD30 und Neopterin spiter als 1
Jahr nach Transplantation gefunden)

2 CMV-Erkrankung innerhalb des 1. Jahres nach Transplantation

3 Hoher sCD30-Level (=60U/ml) versus niedriger sCD30-Level (<60 U/ml)

4 Hoher (>2000 nmol/g CR) versus niedriger (<2000 nmol/g CR) Neopterin/CR-Level
1Jahr nach Transplantation

Dabei lie sich in der multivariaten Analyse (Tabelle 3) ein signifikanter Zusammen-
hang zwischen sCD30 1 Jahr nach Transplantation und dem Auftreten der immunver-
mittelten Funktionsverschlechterung zeigen. Auch zwischen Neopterin 1 Jahr nach
Transplantation und dem Auftreten einer immunvermittelten Transplantatverschlechte-
rung besteht ein Zusammenhang.

sCD30 und Neopterin, deren pradiktiver Wert untersucht werden sollte, hétten hiermit
ihre Funktion als pradiktive Marker bestétigt, da laut Tabelle 3 hohere Werte an sCD30
und Neopterin 1 Jahr nach Transplantation mit einer erhohten Rate an immunvermittel-
ter Funktionsverschlechterung 5 Jahre nach Transplantation assoziiert werden. Dies be-

antwortet einen Teil der 1. eingangs gestellten Frage.
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Auf den weiteren Zusammenhang zwischen chronischer Transplantatdysfunktion und

sCD30 sowie Neopterin wird im Kapitel 3.2.3. eingegangen.

3.1.2. Infektionen und maligne Tumore

AnschlieBend wurde das Auftreten schwerer Infektionen und Malignome nach ATG-In-
duktion untersucht. Dabei wurde das Auftreten schwerer Infektionen noch einmal in die
Zeitrdume 0-2 Jahre, 2-5 Jahre und 0-5 Jahre nach Transplantation unterschieden. Als
schwere Infektionen wurden Infektionen definiert, welche zur Notwendigkeit eines sta-

tionaren Aufenthaltes fihrten.

Tabelle 4: Auftreten schwerer Infektionen und maligner Tumore in den Zeitabschnitten
0—2,2—5und 0— 5 Jahre nach Transplantation

ATG Non-ATG p
0 —2 Jahre
Schwere Infektionen | 46% (20/44) 23% (9/40) 0,027
CMV-Erkrankungen | 34% (15/44) 43% (17/40) 0,428
Malignome 16% (5/32) 25% (9/36) 0,340
Hautmalignome 13% (4/32) 17% (6/36) 0,739
Andere Malignome | 6% (2/32) 8% (3/36) 1,000
>2 — 5 Jahre
Schwere Infektionen | 28% (11/40) 29% (11/38) 0,887
0 — 5 Jahre
Schwere Infektionen | 61% (27/44) 43% (17/40) 0,084
CMV-Erkrankungen | 34% (15/44) 43% (17/40) 0,789
Maligne Tumoren 11% (5/44) 18% (7/40) 0,537
Haut
Maligne Tumoren 5% (2/44) 8% (3/40) 0,665
(auBer Haut)
Maligne Tumoren 14% (6/44) 25% (10/40) 0,185
(alle)
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Statistik: Mann-Whitney-U-Test

Zu den Tumoren gehdrten: Mb. Bowen (n = 5), Carcinoma spinocellulare (n = 2), Basa-
liom (n = 6), Duktales Carcinoma in situ der Mamma (n = 1), Nierenzellkarzinom
(n=2).

Die ATG-Induktion war in den ersten beiden Jahren mit einem zweifach erhohten Risi-

ko fiir das Auftreten schwerer Infektionen assoziiert. Insbesondere schwere Atemwegs-
infektionen und Varizella zoster-Virus-Infektionen kamen in der ATG-Gruppe haufiger
vor. Danach war das Risiko in der ATG-Gruppe genauso hoch wie in der Non-ATG-
Gruppe. Betrachtet man die gesamte Beobachtungszeitspanne (5 Jahre), so findet sich
fiir die Infektionsrate kein statistisch signifikanter Unterschied mehr zwischen den bei-
den Gruppen. Langfristig gleicht sich das Risiko fiir Infektionen im Risikokollektiv dem
des Niedrigrisikokollektivs an. Dies ist eine wesentliche Aussage dieser Arbeit und
spielt vor allem in der Langzeitbetreuung der Transplantatempfénger eine wichtige Rol-
le. Weiterhin liefert sie Antwort auf Frage 2 der eingangs gestellten Fragen.

In Bezug auf das Auftreten von Malignomen war kein statistisch signifikanter Unter-
schied zwischen den beiden Gruppen zu beobachten. Diese traten nur in einer kleinen

Fallzahl auf, so dass die klinische Relevanz in Frage zu stellen ist.

Tabelle 5: Schwere Infektionen 0 bis 5 Jahre nach Transplantation

ATG Non-ATG

Atemwegsinfektionen
Sinusitis/Otitis media 1 0
Schwere Bronchitis/Pneumonie 10 6
Transplantatpyelonephritis 11 8

- mit Urosepsis 3 5
Gastrointestinale Infektionen 8 6
Sigmadivertikulitis mit Perforation 0 2
Akute Cholezystitis 0 1
Hautinfektionen (Erysipel, Phlegmone) 3 1
VZV-Infektion 8 3

- VZV Enzephalitis 1 0
CMV-Erkrankungen! 3 1
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Enzephalitis (v.a. viraler Genese) 1 0

Hepatitis A 0 1

Gesamt 45 29

I CMV-Erkrankungen (inklusive CMV-Syndrom) traten vorrangig in den ersten 4 Mo-
naten nach Transplantation auf. Der CMV-Status vor Transplantation unterschied sich
nicht zwischen den beiden untersuchten Gruppen.

3.2. Immunparameter

3.2.1. T-Zellproliferation und intrazelluliare Zytokinproduktion

Im Folgenden zeigen die Abbildungen 3 a - d den Vergleich ATG vs. Non-ATG 2 Jahre
nach Transplantation fiir die T-Zellproliferation, IL-2-, IL-4- und IL-10-Produktion in
CD4+ und CD8+T-Zellen.

Das erhohte Risiko fiir das Auftreten von Infektionen in den ersten beiden Jahren nach
Transplantation fillt mit der verminderten T-Zellfunktion (T-Zellproliferationskapazitét,
intrazelluldre Zytokinproduktion) nach ATG-Induktion zusammen, wie bis zwei Jahre
nach Transplantation messbar war. Dabei besteht ein signifikanter Unterschied bei der
T-Zellproliferationskapazitit (p=0,011, logreg p=0,038) sowie bei der IL-10-Antwort
aus CD4+T-Zellen (p=0,004, logreg p=0,064), auch in multivariater Analyse bestétigt.
Zusétzlich konnte der IL-10R auf CD4+T-Zellen in der ATG-Gruppe signifikant héher
gemessen werden (p=0,002, logreg p=0,0128). Auf den IL-10R wird in Kapitel 3.2.2.
eigegangen.

Der signifikante Unterschied der IL-2-Antwort in CD4+-T-Zellen zwei Jahre nach
Transplantation in der univariaten Analyse (p=0,036) konnte mittels multivariater Ana-

lyse nicht bestétigt werden (logreg p=0,145).
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T Cell Proliferation — 2 Years Post-transplant T Cell Proliferation — 5 Years Post -transplant
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Abbildung 3: T-Zellproliferation, intrazelluldre IL-2, IL-4 und IL-10 Produktion 2 und 5
Jahre nach Transplantation (weiterer Teil der Abbildung folgt)

Legende und Ubersetzung:

a: T-Zellproliferation 2 Jahre nach Transplantation

b: IL-2-Antwort 2 Jahre nach Transplantation in CD4+T-Zellen bzw. CD8+T-Zellen

c: IL-4-Antwort 2 Jahre nach Transplantation in CD4+T-Zellen bzw. CD8+T-Zellen

d: IL-10-Antwort 2 Jahre nach Transplantation in CD4+T-Zellen bzw. CD8+T-Zellen

e: T-Zellproliferation 5 Jahre nach Transplantation; leitet bereits an dieser Stelle zu den
S5-Jahresergebnissen iiber

MFI = Mean Fluorescence Intensity; angegeben sind Mittelwert:=SEM, p-Werte wurden
fiir signifikante und nicht signifikante Unterschiede zwischen den Patientengruppen an-
gegeben; Statistik: Wilcoxon-Rangsummen-Test
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Diesen Untersuchungen schliefit sich in Tabelle 6 sowie in den Abbildungen 3e-h der
Vergleich der intrazelluldren Zytokine 5 Jahre nach Transplantation zwischen der ATG-

und der Non-ATG-Gruppe an.

5 Jahre nach Transplantation war die verminderte T-Zellfunktion nicht mehr messbar.
Die T-Zellproliferationskapazitit unterschied sich zu diesem Zeitpunkt nicht mehr (p =
0,376, Abbildung 3e). Ebensowenig unterschied sich die IL-10-Antwort in CD4+T-Zel-
len zwischen den beiden Gruppen (p = 0,457).

Tabelle 6: Vergleich der Produktion intrazelluldrer Zytokine in mononukleédren Zellen,
ATG-Gruppe und Non-ATG-Gruppe, 5 Jahre nach Transplantation

ATG n | Non-ATG n P!

[Mittelwert + [Mittelwert £

SEM] SEM]
CD69+T-Zellen [%]? 87,5+1,5 30 | 89,2+1,3 34 0,376
CD4+Zellen: IL-2 [%] | 38,0+2,5 30 41,532 34 0,332
CD8+Zellen: IL-2 [%] | 23,4+2,5 30 | 19,1£1,8 34 0,225
CD4+Zellen: IL-4 [%] | 2,1£0,3 30 1 2,9+0,7 34 0,968
CD8+Zellen: IL-4 [%] | 1,9+0,5 30 1 1,8+0,3 34 0,686
CD4+Zellen: IL-10 11,5+1,8 30 | 15,1£2,4 34 0,457
[MFI]3
CD8+Zellen: IL-10 16,8+2,3 30 | 16,9£2,4 34 0,984
[MFI]
ISC Bildung [%]4 55+12 26 | 64+14 32 0,931

I Fiir den statistischen Vergleich wurde der Mann-Whitney-U-Test eingesetzt; angege-
ben wurden Mittelwert + SEM

2 % der eingegrenzten Zellen

3 MFI = Mean Fluorescence Intensity

4ISC = Immunglobulin-sezernierende Zellen

Abbildung 3 f-h zeigt, dass die immunologische Risikogruppe, welche die ATG-Induk-

tion erhalten hatte, 5 Jahre nach Transplantation nunmehr mit der Non-ATG-Gruppe
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vergleichbar ist, es zeigt sich bei keinem der Parameter ein signifikanter Unterschied.

Damit wird eine weitere Antwort auf Frage 1 der eingangs gestellten Fragen gegeben.

IL-2 Response — 5 Years Post-transplant

CD4+ T cells CD8+ T cells
f 50 4 50 -
40 1 P=0.332 I 40 P=0.225
=
830 4 30 1
2
.E
220 4 20 1 1
®
10 4 10 4
o 0
ATG Non-ATG ATG Non-ATG
IL-4 Response - 5 Years Post-transplant
CD4+ T cells CD8+ T cells
g 5 4 5 1
4 ] P=0.968 a3 P=0.686
T3] 3
2
.ﬁ
g, 2 4 |
®
1 14
0 0

ATG Non-ATG ATG Non-ATG

IL-10 Response — 5 Years Post-transplant

CD4+ T cells CD8+ T cells
h 50 50 ;
40 ] P=0.457 40 ] P=0.984
30 30
s
20 20 4 :
1
o o
ATG Non-ATG Non-ATG
Fortsetzung Abbildung 3:

Legende:

f: IL-2-Antwort 5 Jahre nach Transplantation in CD4+T-Zellen bzw. CD8+T-Zellen
g: IL-4-Antwort 5 Jahre nach Transplantation in CD4+T-Zellen bzw. CD8+T-Zellen
h: IL-10-Antwort 5 Jahre nach Transplantation in CD4+T-Zellen bzw. CD8+T-Zellen

53



MFI = Mean Fluorescence Intensity; angegeben sind Mittelwert+SEM, p-Werte wurden
fiir signifikante und nicht signifikante Unterschiede zwischen den Patientengruppen an-
gegeben

Statistik: Wilcoxon-Rangsummen-Test

Wie bereits erwéhnt, wurden die in Abbildung 3 dargestellten Parameter in uni-und mul-
tivariater Analyse auf den Einfluss der ATG-Induktion getestet, wobei das erhohte Risi-
ko fiir Infektionen wihrend der ersten beiden Jahre zeitgleich mit den supprimierten T-
Zellfunktionen nach ATG-Induktion in diesem Zeitraum auftrat. 5 Jahre nach Transplan-
tation lieBen sich diese supprimierten T-Zellfunktionen nicht mehr nachweisen.

Es kann also zusammengefasst werden, dass die T-Zellproliferationskapazitdt 2 Jahre
nach Transplantation in der multivariaten Analyse (p=0,011, logreg p=0,038) einen Zu-
sammenhang mit der ATG-Induktion zeigte, was 5 Jahre (p=0,376) nach Transplantation
nicht mehr nachweisbar war.

Der Zusammenhang zwischen ATG-Induktion und supprimierter IL-2-Antwort aus
CD4+T-Zellen (p=0,036) konnte in der multivariaten Analyse nicht bestdtigt werden
(logreg p=0,145).

Auch die IL-10-Antwort der CD4+T-Zellen zeigte 2 Jahre nach Transplantation einen
Zusammenhang mit der ATG-Induktion (p=0,004, logreg p=0,065), welcher 5 Jahre
nach Transplantation (p=0,457) ebenfalls nicht mehr nachweisbar war.

Wihrend die IL-10-Antwort der CD4+T-Zellen 2 Jahre nach Transplantation und somit
nach ATG-Induktion signifikant reduziert war, war die IL-10R-Expression auf CD4+T-
Zellen verstérkt (p=0,002, logreg p=0,0128, siche Kapitel 3.2.2.). Auf CD8+T-Zellen,
B-Zellen und Monozyten konnte keine verstiarkte Expression der IL-10R nachgewiesen
werden. 5 Jahre nach ATG-Induktion war weder die IL-10-Antwort der CD4+T-Zellen

noch die Expression der IL-10-Rezeptoren beeinflusst.

Bezogen auf das Auftreten schwerer Infektionen zeigte die IL-10-Antwort der CD4+T-
Zellen weder 2 Jahre (p=0,422) noch 5 Jahre (p=0,850) nach Transplantation einen Zu-
sammenhang mit dem Auftreten schwerer Infektionen (siche Kapitel 3.2.5.). Die T-
Zellproliferationskapazitdt 2 Jahre nach Transplantation war dagegen in der Gruppe mit

schweren Infektionen signifikant reduziert (p=0,017), was 5 Jahre nach Transplantation
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nicht mehr nachweisbar war (p=0,062). Darauf wird im Kapitel 3.2.5. in den Abbildun-

gen 6 und 7 eingegangen.

3.2.2. Subpopulationen mononukleirer Zellen und Expression kostimulato-
rischer Liganden, von Adhasionsmolekiilen sowie IL-10R

Tabelle 7: Subpopulationen mononukleédrer Zellen 2 Jahre nach Transplantation in der
ATG-Gruppe und Non-ATG-Gruppe

ATG Non-ATG p!
Mononukleédre Zellen/pul  2136+207 25924242 0,175
T-Zellen/pl 10824152 1570+£168 0,007
CD4+-T-Zellen/ul 412+44 896+103 <0,005
CD28+ CD4-Zellen [%]3 87,9+2,7 93,7+1,8 0,059
IL-10R+ CD4-Zellen 182+5 161+4 0,002
[MFI]2
CD8+-T-Zellen/pul 635+107 624+73 0,679
CD28+ CD8-Zellen [ %] 45,6+4,3 46,343,6 0,708
IL10R+CD8-Zellen 145+6 146+4 0,783
[MFI]
CD4/CDS8 Ratio 1,0+0,1 1,7+0,2 0,001
CD56+NK-Zellen/ul 104£18 13627 0,605
CD19+B-Zellen/ul 84+13 96+13 0,662
IL10R+ B-Zellen [MFI] 6747 65+6 0,682
Monozyten/ul 557+48 616+104 0,558
IL10R+Monozyten 104+£5 112+6 0,254
[MFI]

I Wilcoxon-Rangsummentest. Daten sind angegeben in Mittelwert £ SEM.

2MFI = Mean Fluorescence Intensitiy und

3% der eingegrenzten Zellen.

78 Patienten mit funktionierendem Transplantat gingen in diese Untersuchung ein.

2 Jahre nach Transplantation war die CD4+T-Zellzahl in der ATG-Gruppe deutlich ge-

ringer als in der Non-ATG-Gruppe, wihrend die CD8+T-Zellzahl vergleichbar war. Dies
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hielt sogar bis 5 Jahre nach Transplantation an. Dabei betrug die CD4+T-Zellkonzentra-
tion in der ATG-Gruppe nicht einmal die Hélfte, verglichen mit den Patienten ohne
ATG-Induktion.

Da die CD8+T-Zellkonzentration von der ATG-Induktion unbeeinflusst erschien, resul-
tiert nun daraus eine verschobene CD4/CD8-Ratio. Dies gibt Antwort auf Frage 2 der
unter Studienzielen formulierten Fragen.

Die zusitzlich durchgefiihrte logistische Regressionsanalyse zeigt, dass die ATG-Induk-
tion der einzige Parameter ist, der unabhéngig mit dem dauerhaften Abfall der CD4+-T-
Zellen assoziiert war (logreg p=0,0022). Weitere beriicksichtigte Parameter waren die
immunsuppressive Erhaltungstherapie, Steroidfreiheit, PRA-Bildung und Lebend-/

postmortale Nierenspende. Diese Parameter zeigten keine Assoziation.

Tabelle 8: Subpopulationen mononukledrer Zellen 5 Jahre nach Transplantation, ATG-
Gruppe und Non-ATG-Gruppe

ATG Non-ATG P!
Mononukleédre Zellen/pl 1531+134 2289+217 0,004
T-Zellen/pl 981+107 1669+186 0,001
CD4+-T-Zellen/pul 496+57 929+81 <0,0005
CD28+ CD4-Zellen [%]? 87,6+2,1 91,0+£2,0 0,103
IL-10R+CD4-Zellen [MFI]3 40+5 39+7 0,748
CD8+-T-Zellen/pul 450+58 626+92 0,219
CD28+ CD8-Zellen [ %] 46,343,8 42,6+2,6 0,597
IL10R+CD8-Zellen [MFI] 28+5 30+6 0,882
CD4/CD8 Ratio 1,4+0,1 1,8+0,1 0,024
CD56+NK-Zellen/pul 55+11 74+£11 0,247
CD19+B-Zellen/ul 119425 192435 0,075
[1-10R+B-Zellen [MFI] 34+£5 3043 0,915
Monozyten/pul 372439 399+45 0,954
IL-10R+Monozyten [MFI] 143+9 153+7 0,488
CDI11a/CD18+CD4-Zellen [%] | 99,5+0,2 99,6+0,1 0,845
CDI11a/CD18+CD8-Zellen [%] | 99,4+0,2 99,4+0,2 0,714
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CD54+CD4-Zellen [%] 38,3+5,4 32,745,1 0,386
CD54+CDS8-Zellen [%] 37,4+3.,8 35,5+4,3 0,607
CD54+Monozyten [%] 71,0+£3,4 64,4+4,0 0,253
CD58+Monozyten [%] 68,7+2,9 73,943,3 0,316

I Wilcoxon-Rangsummentest. Daten sind angegeben in Mittelwert + SEM,

2% der eingegrenzten Zellen und

3SMFI = Mean Fluorescence Intensitiy.

68 von 84 Patienten hatten ein funktionierendes Transplantat 5 Jahre nach Transplanta-
tion, 4 davon verweigerten die Blutentnahme, so dass insgesamt 64 Patienten in diese
Analyse eingingen.

Aus Tabelle 8 geht hervor, dass die ATG-Induktion 5 Jahre nach Transplantation keinen
Einfluss auf die Expression der gemessenen kostimulatorischen Liganden und Adhési-
onsmolekiile hatte. Ebensowenig hatte sie einen Effekt auf die Expression von IL-10-
Rezeptoren 5 Jahre nach Transplantation. Allerdings gilt es zu bedenken, dass ATG in
der immunologischen Risikogruppe verabreicht wurde und dort eine initial erhohte Ex-

pression kostimulatorischer Liganden vorgelegen haben konnte.

Es wurde bereits erwihnt, dass die IL-10-Antwort der CD4+T-Zellen 2 Jahre nach Trans-
plantation in der ATG-Gruppe signifikant reduziert war (p=0,004, logreg p=0,064; 5
Jahre p=0,457), wihrend die Expression des IL-10R auf CD4+T-Zellen signifikant er-
hoht war (p=0,002, logreg p=0,0128). Das bedeutet, dass die verminderte CD4-Zell-1L-
10-Antwort z.T. durch die erhéhte IL10R-Expression auf CD4-Zellen (nicht aber auf
CD8-Zellen, B-Lymphozyten und Monozyten) gegenreguliert wurde. 5 Jahre nach der
ATG-Induktion war weder die IL-10-Antwort der CD4+T-Zellen noch die IL10R-Ex-

pression beeinflusst.

Die ATG-Induktion beeinflusst also die T-Zellfunktion wihrend der ersten beiden Jahre

nach Transplantation. Dariiber hinaus ist kein Einfluss des ATG auf die T-Zellfunktion

nachweisbar.
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Abbildung 4: CD4+T-Zellen im peripheren Blut, Vergleich ATG und Non-ATG, Lang-
zeitbeobachtung bis 5 Jahre nach Transplantation

Mittelwert + SEM sowie p-Werte fiir statistisch signifikante Unterschiede sind angege-
ben, Statistik: Wilcoxon-Rangsummentest.

Abbildung 4 zeigt die statistisch signifikant geringere Konzentration von CD4+T-Zellen im
Vergleich zur Non-ATG-Gruppe und daraus resultierender signifikant geringeren T-Zellkon-
zentration mit signifikant niedrigerer CD4/CD8-Ratio. Hier lésst sich der Langzeiteffekt
der ATG-Induktionstherapie auf die CD4+T-Zellzahl und die allzeitige signifikante Dif-
ferenz zwischen ATG und Non-ATG-Gruppe nachvollziehen. Es ergab sich 5 Jahre nach
Transplantation ebenfalls eine signifikant geringere Konzentration der mononukledren
Zellen (Lymphozyten und Monozyten) im peripheren Blut, was wiederum Frage 3 be-
antwortet.

Geht man noch einmal zuriick zu den klinischen Daten, so ergaben weitere Analysen
keinen Vorhersagewert der Konzentration CD4+T-Zellen (pri-Transplantation, 4 Mona-
te und 1 Jahr nach Transplantation) in Bezug auf das Auftreten schwerer Infektionen bis
5 Jahre nach Transplantation. Wie in Kapitel 3.2.5. noch erldutert wird, lieB sich also
nicht von den verminderten CD4+-T-Zellzahlen auf ein spiteres Auftreten schwerer In-

fektionen schlieBen. Die CD4/CD8-Ratio war nichtsdestotrotz in den ersten beiden Jah-
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ren nach Transplantation in der Gruppe mit schweren Infektionen geringer als in der

Vergleichsgruppe (1 Jahr: 0,9 + 0,1 vs 1,5 = 0,1 p=0.002).

Zur weiteren Darstellung des Einflusses der ATG-Induktion im Langzeitverlauf wurde
neben der T-Zellkonzentration die CD19+B-Zell-Konzentration betrachtet und die Zell-
konzentration der 2-Jahresuntersuchung mit der 5-Jahresuntersuchung separat betrachtet
und verglichen. Dabei wurde die ATG-Gruppe von der Non-ATG-Gruppe unterschie-

den.

Tabelle 9: Vergleich CD19+B-Zellkonzentrationen im peripheren Blut 2 Jahre und 5
Jahre nach Transplantation in der ATG-und Non-ATG-Gruppe

CD19+B-Zellen/ul 2 Jahre | CD19+B-Zellen/ul 5 Jahre

Mittelwert =+ SEM | n Mittelwert + SEM | n p!
Non-ATG | 96+13 36 193+35 33 <0,0005
ATG 84+13 35 119+25 28 0,101

IStatistik: Wilcoxon-Rangsummentest

Tabelle 10: Abhédngigkeit der Differenz der CD19+B-Zellkonzentrationen zwischen den
Zeitpunkten 2 Jahre und 5 Jahre nach Transplantation von ATG-Induktion, PRA, HLA-
Mismatches, Steroidtherapie sowie Lebendspende versus postmortale Nierenspende

Variable p

ATG 0,0526
PRAmax 0,0032
HLA-B/DR mismatches 0,0806

Steroidfreie Therapie 5 Jahre nach Trans- | 0,3660
plantation

Lebendspende versus postmortaler Nie- | 0,0143
renspende

Statistik: Logistische Regression
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Zusitzlich wurde auch der Einfluss der Immunsuppressionserhaltungstherapie betrach-
tet, dabei wurde in der univariaten Analyse kein Effekt einer Therapie mit CsA versus

Tacrolimus (p=0,1707) und MMF versus Azathioprin (p=1,000) nachgewiesen.

Damit zeigt Tabelle 9, dass die Non-ATG-Gruppe 5-Jahre nach Transplantation signifi-
kant mehr CD19+B-Zellen bildet als 2 Jahre nach Transplantation, wéhrend in der ATG-
Gruppe zwischen diesen beiden Zeitpunkten kein signifikanter Unterschied zu ver-

zeichnen war.

Tabelle 10 zeigt in einer multivariaten Analyse, dass die ATG-Induktion als unabhingi-
ger Faktor mit dem fehlenden Wiederanstieg der CD19+B-Zellen zwischen 2 und 5 Jah-
re nach Transplantation assoziiert war.

PRA und HLA-B/DR Mismatches waren bekanntermallen in der ATG-Gruppe hoher.

Die ATG-Gruppe beinhaltete auch mehr Lebendspenden.

3.2.3. sCD30, Neopterin und IgA-anti-Fab

Tabelle 11: Vergleich sCD30, Neopterin und IgA-anti-Fab zwischen ATG-und Non-
ATG-Gruppe vor Transplantation sowie 4 Monate, 1, 2 und 5 Jahre danach

Variable ATG n | Non-ATG n p!

sCD30 vor Tx [U/ml] 83+4 44 | 90+7 40 0,858
sCD30 4Mon [U/ml] 4446 41 | 5147 39 10,399
sCD30 1J [U/ml] 41+4 42 | 47+4 39 10,234
sCD30 2J [U/ml] 41+3 37 | 51+5 38 10,340
sCD30 5J [U/ml] 4545 29 |38+3 33 10,192
Neo/CR2 4Mon 1690+215 42 | 18384282 39 10,974
Neo/CR 1J 1307+101 41 | 1351+214 39 10,285
Neo/CR 2] 15444247 37 | 1276+134 38 10,535
Neo/CR 5] 1380+138 29 | 1035+£86 33 10,024
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IgA-anti-Fab vor Tx 249+£77 44 | 288+87 40 10,183
[OD]?

IgA-anti-Fab 4Mon [OD] | 244+84 41 |223+62 39 10,197
IgA-anti-Fab 1J [OD] 286+80 40 | 296+72 39 10,082
IgA-anti-Fab 2J [OD] 249+58 37 | 318+77 37 10,193
IgA-anti-Fab 5J [OD] 361+£69 29 | 456+88 33 10,592

I Statistik: Mann-Whitney-U-Test; angegeben wurden Mittelwert + SEM

2Neo/CR Quotient Neopterin dividiert durch Kreatinin im Serum; angegeben in nmol/g
Kreatinin

30D = optical density = optische Dichte gemessen bei 405 nm

Es fand sich ein signifikanter Unterschied zwischen ATG und Non-ATG in Bezug auf
Neopterin 5 Jahre nach Transplantation. Dieses war in der ATG-Gruppe hoher gemessen
worden als in der Non-ATG-Gruppe. Es zeigt damit eine hohere Aktivierung des T-Zell-
Monozyten-Systems in der immunologischen Risikogruppe an. Dieser Unterschied hatte
sich bis 2 Jahre nach Transplantation nicht nachweisen lassen.

Es lieB sich kein Unterschied zwischen der ATG -und der Non-ATG-Gruppe in Bezug
auf IgA-anti-Fab nachweisen, was Frage 1 der eingangs gestellten Fragen nach trans-

plantatprotektiven Parametern beantwortet.

Wie bereits im Kapitel 3.1.1. dargestellt, ist ein Zusammenhang zwischen der Hohe des
Neopterin- und sCD30-Wertes 1 Jahr nach Transplantation und dem Auftreten der chro-
nischen Transplantatdysfunktion bis 5 Jahre nach Transplantation anzunehmen. Nach-
folgend wurde hier noch einmal der Zusammenhang von chronischer Transplantatdys-

funktion mit diesen beiden Vorhersagewerten dargestellt und o.g. Ergebnisse bestitigt.
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Tabelle 12: Auftreten von chronischer Transplantatdysfunktion 5 Jahre nach Transplan-
tation und sCD30 und Neopterin 1 Jahr nach Transplantation

Stabile Transplantatfunkti- | Chronische Transplantatdys-
on funktion
n n p
sCD30 39+3 56 54+7 22 0,026
Neo/CR! 12+1 56 16+2 22 0,051

Statistik: Mann-Whitney-U-Test; angegeben sind Mittelwert=SEM
INeo/CR Quotient Neopterin dividiert durch Kreatinin im Serum; angegeben in nmol/g

Kreatinin

Dabei findet sich ein Zusammenhang zwischen der Hohe dieser beiden préadiktiven
Marker 1 Jahr nach Transplantation und dem Auftreten einer chronischen Transplantat-
dysfunktion, fiir sCD30 ldsst sich dabei ein signifikanter Unterschied berechnen, fiir

Neopterin ein tendenzieller Zusammenhang.

Nun wurde (Tabelle 13) der Zusammenhang zwischen sCD30 und Neopterin mit dem

Transplantatverlust gepriift.

Tabelle 13: 1-und 2-Jahreswerte der Risikoparameter sCD30 und Neopterin und Trans-
plantatiiberlebensrate 5 Jahre nach Transplantation

Transplantat- n | kein Transplantat- |n | p
verlust verlust
Mean+SEM Mean+SEM
1 Jahr sCD30 54+9 13 | 42+3 68 0,047
[U/ml]
Neo/CR! 17£3 12 | 13£1 68 0,038
2 Jahre sCD30 55+8 9 14543 66 0,178
[U/ml]
Neo/CR 2246 9 |13+l 66 | 0,007

Statistik: Mann-Whitney-U-Test
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INeo/CR Quotient Neopterin dividiert durch Kreatinin im Serum; angegeben in nmol/g

Kreatinin

Auch hier lassen sich die bereits genannten Ergebnisse bestétigen, da sCD30 1 Jahr
nach Transplantation in der Gruppe mit Transplantatverlust signifikant hoher ist als in
der Gruppe ohne Transplantatverlust. 2 Jahre nach Transplantation war das sCD30 zwi-
schen diesen beiden Gruppen nicht mehr verschieden.

Da sich fiir Neopterin auch 2 Jahre nach Transplantation ein signifikanter Unterschied
zeigte, ist dies hier zusitzlich aufgefiihrt, denn Neopterin war sowohl 1 als auch 2 Jahre
nach Transplantation in der Gruppe mit Transplantatverlust signifikant hoher.

Somit wiren sCD30 1 Jahr nach Transplantation und Neopterin 1 und 2 Jahre nach
Transplantation als priadiktive Marker zu werten.

Dies beantwortet Frage 1 der eingangs gestellten Fragen.

Die Transplantatiiberlebensrate wird von der funktionellen Transplantatiiberlebensrate
unterschieden, weshalb dies im Zusammenhang mit den pradiktiven Markern in Tabelle

14 gesondert betrachtet wurde.

Tabelle 14: 1- und 2-Jahreswerte der Risikoparameter sCD30 und Neopterin und funk-
tionelles Transplantatiiberleben 5 Jahre nach Transplantation

Funktioneller n kein funktioneller n p!
Transplantatverlust Transplantatverlust
1 Jahr sCD30 |52+12 9 42+3 68 10,173
[U/ml]
Neo/ 18+3 8 13+1 68 0,049
CR!
2 Jahre sCD30 |48+10 5 4543 66 10,613
[U/ml]
Neo/ 27+11 5 13+1 66 0,059
CR

Statistik: Mann-Whitney-U-Test, angegeben wurden Mittelwert + SEM
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INeo/CR Quotient Neopterin dividiert durch Kreatinin im Serum; angegeben in nmol/g

Kreatinin

Dabei ldsst sich in der Gruppe mit funktionellem Transplantatverlust 1 Jahr nach Trans-
plantation ein signifikant hoherer Neopterinwert finden als in der Gruppe ohne funktio-
nellen Transplantatverlust. Eine statistische Tendenz zwischen diesen beiden Gruppen

lasst sich filir das Neopterin auch 2 Jahre nach Transplantation noch ausmachen.

3.2.4. HLA-Antikorper

Tabelle 15: Nachweis von HLA-Klasse-I-Antikorpern im ELISA bis 5 Jahre nach
Transplantation, Vergleich ATG und Non-ATG

ATG Non-ATG P!
Vor Tx 10/44 22,7% 1/40  2,5% 0,008
4 Monate 5/25  20,0% 1725 4,0% 0,189
1 Jahr 6/40  15,0% 0/39 0% 0,026
2 Jahre 4/37  10,8% 2/37 5,4% 0,674
5 Jahre 329  10,3% 0/33 0% 0,097

1 Statistik: Exakter Fisher Test

Dabei lieBen sich vor Transplantation und 1 Jahr nach Transplantation in der ATG-
Gruppe signifikant mehr HLA-Klasse-I-Antikorper nachweisen (bedingt durch die Indi-
kation fiir die ATG-Induktion). Eine de-novo HLA-I-Ak-Bildung lie sich bis 5 Jahre

nach Transplantation nicht nachweisen.
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Tabelle 16: Nachweis von HLA-Klasse-II-Antikdrpern im ELISA bis 5 Jahre nach
Transplantation, Vergleich ATG und Non-ATG

ATG Non-ATG P!
Vor Tx 6/44  13,6% 2/40  5,0% 0,269
4Monate 2/25 8% 1725 4,0% 1,000
1 Jahr 2/41 4,9% 2/39  5,1% 1,000
2 Jahre 2/37 5,4% 137 2,7% 1,000
5 Jahre 2/29 6,9% 6/33 18,2% 0,264

1 Statistik: Exakter Fisher Test

Es lielen sich keine signifikanten Unterschiede im Auftreten von HLA-Klasse-II-Anti-
korpern im Vergleich der ATG-Gruppe mit der Non-ATG-Gruppe nachweisen. De-novo
HLA-Klasse-II-Ak lieBen sich bei 5 Patienten in der Non-ATG-Gruppe nachweisen ver-
sus 1 Patienten in der ATG-Gruppe. Aufgrund der geringen Fallzahlen sind beziiglich

der De-novo-HLA-Klasse-11-Ak keine weiteren Schliisse moglich.

3.2.5. CD4+T-Zellen: Zellzahl im peripheren Blut und Zellfunktionen; CD4-
Helferfunktion
Es wurde zunéchst untersucht, welche der aufgefiihrten Parameter als unabhéingige Pa-

rameter mit der CD4+T-Zellzahl im peripheren Blut in Beziehung stehen.

Tabelle 17: CD4+T-Zellzahlen 2 Jahre nach Transplantation

Variable p

Tacrolimus versus CsA 0,3036
MMF versus Aza 0,4262
ATG 0,0022

PRA max (>10% versus < 10%) | 0,6826

Retransplantationen 0,3367
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Statistik: logistische Regression

Somit konnte gezeigt werden, dass ATG als einziger unabhingiger Parameter Einfluss
auf die CD4+T-Zellzahl hat. Alle anderen Parameter haben keinen Einfluss auf die
CDA4+T-Zellzahl.

In der univariaten Analyse war auch ein Zusammenhang zwischen PRA (p=0,0442) und
Re-Transplantation (p=0,0275) mit der CD4+T-Zellzahl nachweisbar.

Zuséatzlich wurden in der univariaten Analyse die Gruppe der Lebendspenden versus
postmortaler Spenden (p = 0,4125) und steroidfreie versus steroidhaltige Behandlung (p
= 1,000) untersucht, wobei sich jedoch keine Assoziation mit der CD4+T-Zellzahl er-

gab.

Tabelle 18: IL-10-Produktion in CD4+T-Zellen 2 Jahre nach Transplantation

Variable p

MMF versus Aza 0,0084
ATG 0,0635
Tacrolimus versus CsA >0,1000
PRA max (>10%) versus (<10%) >0,1000

Statistik: logistische Regression

Es zeigte sich, dass ATG als unabhingige Variable mit einer niedrigen IL-10-Antwort in
CD4+T-Zellen assoziiert ist.
MMF hat im Vergleich zu Azathioprin einen hoch signifikanten Einfluss auf die IL-10-
Antwort der CD4+T-Zellen.
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Abbildung 5: CD4+T-Zellzahl und T-Zell-abhingige B-Zell-Antwort 5 Jahre nach
Transplantation

Statistik: Pearson’s Korrelationskoeffizient

Die verminderte CD4+T-Zellzahl nach ATG-Induktion ging nicht mit einer verminder-
ten CD4+Zellfunktion (CD4-Helferfunktion oder IL-2-Antwort der CD4+-T-Zellen)

einher, jedoch mit einer verminderten T-zellabhdngigen B-Zell-Antwort.

Nach Bestitigung der ATG-Induktion als unabhéngige Einflussgrofe auf die CD4+Zell-

zahl wurde der Zusammenhang zwischen dem Auftreten schwerer Infektionen bis 2 Jah-

re nach Transplantation und der CD4+T-Zellkonzentration sowie der CD69+T-Zellkon-

zentration 2 nach Transplantation untersucht.
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Abbildung 6: Zusammenhang zwischen dem Auftreten schwerer Infektionen und der
CD4+T-Zellzahl 2 Jahre nach Transplantation

Statistik: Wilcoxon Rangsummentest, schwarze Punkte: ATG-Patienten, weille Punkte
Non-ATG-Patienten
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Abbildung 7: Zusammenhang zwischen dem Auftreten schwerer Infektionen und der
CD69+T-Zellzahl 2 Jahre nach Transplantation

Statistik: Wilcoxon Rangsummentest, schwarze Punkte: ATG-Patienten, weile Punkte
Non-ATG-Patienten

Dabei zeigt sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der CD4+T-Zellzahl und
dem Auftreten schwerer Infektionen, obgleich diese in der ATG-Gruppe hdufiger vor-
kommen als in der Non-ATG-Gruppe.

Die T-Zellproliferationskapazitit war signifikant geringer bei Patienten mit schweren
Infektionen wihrend dieses Zeitfensters.

Auch an dieser Stelle wird Frage 2 der unter Studienzielen verfassten Fragen beantwor-

tet.

CD4+T-Zellen als T-Helferzellen induzieren die Freisetzung von IL-2 (aus TH1-Zellen)
sowie IL-4 und IL-10 (aus TH2-Zellen).

Da nun die absolute Zahl an T-Helferzellen keinen Zusammenhang mit dem Auftreten
schwerer Infektionen zeigt, wurden die intrazelluldren Zytokine 5 Jahre nach Transplan-
tation auf einen Zusammenhang mit dem Auftreten schwerer Infektionen untersucht, um

Frage 1 zu beantworten.

Tabelle 19: Intrazelluldre Zytokin-Produktion und CD4+T-Zellzahl 5 Jahre nach Trans-
plantation und Auftreten schwerer Infektionen 5 Jahre nach Transplantation

Schwere Infektion Keine schwere Infek-
tion
Variable n n p!
CD4+T-Zellen/pl 31 | 667,8+57,2 30 | 810,1+98,5 0,67
6
CD69+T-Zellen [%] 31| 86,4+1,6 33 190,3+1,1 0,06
2
IL-2 aus CD4+T-Zellen [%] |31 | 36,8+3.,4 33 42,7423 0,24
8
IL-4 aus CD4+T-Zellen [%] |31 | 2,2+0,5 33 1 2,8+0,6 0,110
IL-2 aus CD8+T-Zellen [%] | 31 | 20,1+2,7 33 |1 22,0+1,5 0,17
6
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IL-4 aus CD8+T-Zellen [%] | 31| 1,940,5 33 | 1,8+0,3 0,22
7
IL-10 aus CD4+T-Zellen 31 | 14,042,4 33 | 12,842,0 0,85
[MFI] 0
IL-10 aus CD8+T-Zellen 31| 16,842,6 33 16,9422 0,78
[MFI] 2
CD4-Helferfunktion [%] 30 | 68,2+11,9 31 | 81,4+12.3 0,40
2

I Statistik: Mann-Whitney-U-Test; angegeben sind Mittelwert= SEM

In Tabelle 19 ergeben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede. Eine statistische
Tendenz ist zwischen der T-Zell-Proliferationskapazitit (CD69) und dem Auftreten
schwerer Infektionen auszumachen.

Somit kann also nicht davon ausgegangen werden, dass schwere Infektionen mit verédn-
derten intrazelluldren Zytokinen bzw. verdnderter CD4+T-Zellzahl einhergehen bezie-
hungsweise die verdnderte CD4+T-Zellzahl mit einer verdnderten intrazelluldren Zyto-

kinproduktion einhergeht.

Zusétzlich wurde das Auftreten schwerer Infektionen 5 Jahre nach Transplantation und
intrazelluldre Zytokine 2 Jahre nach Transplantation untersucht, um zu priifen, ob die
T-Zell-Funktion préadiktiv fiir das Auftreten schwerer Infektionen im Zeitraum bis 5 Jah-
re nach Transplantation sein kann.

Dabei ergaben sich jedoch immer p > 0,100, es lieB3 sich also auch hier kein Zusammen-

hang nachweisen.
Als Teil der Zell-Funktionen wurde die CD4-Helferfunktion vor Transplantation, 4 Mo-

nate, 1, 2 und 5 Jahre nach Transplantation zwischen ATG-und Non-ATG-Gruppe ver-
glichen.
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Tabelle 20: Vergleich CD4-Helferfunktion zwischen Non-ATG-Gruppe und ATG-Grup-
pe vor Transplantation sowie 4 Monate, 1, 2 und 5 Jahre nach Transplantation

ATG n | Non-ATG n p
CD4-Helferfunktion 99+12 41 | 85+11 38 0,430
vor Tx [%]
CD4-Helferfunktion 88+13 42 | 72+12 37 10,674
4Mon [%]
CD4-Helferfunktion 1J 95+12 40 | 6612 37 10,072
[%]
CD4-Helferfunktion 2J 8612 37 | 81+£11 36 0,842
[%o]
CD4-Helferfunktion 5J 77+13 29 | 73£11 32 0,879
[%]

Statistik: Mann-Whitney-U-Test; angegeben wurden Mittelwert =+ SEM

Dabei lielen sich in den beiden Gruppen sowohl vor als auch nach Transplantation kei-

ne statistisch signifikanten Unterschiede nachweisen.
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4. Diskussion

Fiir die vorliegende Arbeit ergaben sich folgende Fragestellungen:

1. Hat die ATG-Induktionstherapie bei Nierentransplantatempfingern Langzei-
teffekte auf transplantatprotektive Parameter? Zu diesen protektiven Parame-
tern zihlen nachgewiesenermaflen die CD4-Helferfunktion, IL-4 und IL-10-
Antwort aus CD4+T-Zellen, sCD30 und Neopterin.

2. Sind die Langzeiteffekte der ATG-Induktionstherapie auf die CD4+T-Zellkon-
zentration relevant fiir diese transplantatprotektiven Effekte? Geht eine Re-
duktion der CD4+T-Zellzahl mit funktionellen Storungen der CD4+T-Zellen
einher?

3. Hat die ATG-Induktionstherapie Langzeiteffekte auf andere Lymphozytenpo-
pulationen, Zytokinrezeptoren, kostimulatorische Liganden, Adhésionsmole-

kiile oder IgA-anti-Fab?

1. Hat die ATG-Induktionstherapie bei Nierentransplantatempfingern Langzei-

teffekte auf transplantatprotektive Parameter?

Ein wichtiges Ergebnis der vorliegenden Arbeit besteht in der Erkenntnis, dass ATG
Langzeiteffekte hat und diese immunologischen Langzeiteffekte der ATG-Induktion
sowohl einen starken Abfall von T-Zellen und CD4+T-Zellen hervorrufen (Miiller et
al.1997, Thibaudin et al. 2005, Weimer 2005 et al. und Tang et al. 2012), als auch funk-
tionelle Verdnderungen dieser Zellen induzieren. Dies betrifft die Proliferationskapazitét
von T-Zellen und die Produktion von Zytokinen. Diese beiden Effekte auf Zellzahl und
Zellfunktion sind allerdings nicht gleichwertig zu sehen. Weimer et al. zeigten bereits
2005, dass die ATG-Induktionstherapie 1 Jahr nach Transplantation einen starken Abfall
von T-Zellen und CD4+-T-Zellen induziert. Zusétzlich zeigte sich die IL-2-Sekretion
aus CD4+T-Zellen unter in-vitro-Bedingungen reduziert. Die TH2-Antwort und die

CD4-Helferfunktion blieben jedoch in dieser Untersuchung unbeeintriachtigt.

72



In der vorliegenden Studie wurden die gleichen Patienten 2 und 5 Jahre nach Transplan-
tation beobachtet. Dafiir nutzten wir die sensible Messung der intrazelluldren Zytokine,
und es muss dabei betont werden, dass diese Technik mit groter Sorgfalt durchgefiihrt
werden muss, um die Validitit und Reliabilitét sicherzustellen (Weimer et al. 2011).
Mittels multivariater Analyse konnte nun gezeigt werden, dass die ATG-Induktionsthe-
rapie mit dem tiefen und persistierenden Abfall der CD4+T-Zellen bis 5 Jahre nach
ATG-Induktion assoziiert war.

Das wichtigste Ergebnis lag dabei in der Feststellung, dass die Suppression der T-Zell-
Funktion nur bis 2 Jahre nach ATG-Induktion nachweisbar war. Nach diesem Zeitpunkt
war die T-Zell-Funktion wiederhergestellt (betrifft T-Zell-Proliferation und IL-10-Ant-
wort aus CD4+T-Zellen).

Diese eingeschriankte T-Zell-Funktion bis 2 Jahre nach Transplantation ging mit einer
doppelt so hohen Rate an schweren Infektionen wihrend dieser ersten beiden Jahre ein-
her.

Die verminderte TH2-Antwort (IL-10 aus CD4+T-Zellen) sagt ein verbessertes Trans-
plantat-Outcome voraus (Weimer et al. 1996, Weimer et al. 1998, Siisal et al. 2002,
Weimer et al. 2002, Weimer et al. 2006, Siisal et al. 2011). Die verfiigbaren Literaturan-
gaben weisen libereinstimmend darauf hin.

Passend zu diesen Daten ist das vorteilhafte klinische Outcome der ATG-Gruppe in der
vorliegenden Analyse: Obwohl die Gruppe, welche mit ATG behandelt wurde, aus im-
munologischen Risikopatienten bestand, unterschied sich das 5-Jahres-Outcome der
ATG-Gruppe nicht signifikant von dem der Non-ATG-Gruppe, welche einem Niedrigri-
sikokollektiv angehorte.

Neben diesen Ergebnissen wurde der pradiktive Wert sowohl fiir Neopterin als auch fiir
sCD30 in Bezug auf chronische Transplantatdysfunktion, Transplantatverlust und funk-
tionellen Transplantatverlust untersucht. Hierbei ergab sich ein Zusammenhang zwi-
schen dem sCD30-Level 1 Jahr nach Transplantation und dem Auftreten einer chroni-
schen Transplantatdysfunktion 5 Jahre nach Transplantation, der auch statistisch durch
eine multivariate Analyse gesichert werden konnte. Weiterhin lie sich statistisch rele-
vant ein Zusammenhang zwischen erhéhtem sCD30 1 Jahr nach Transplantation und

dem Transplantatverlust 5 Jahre nach Transplantation nachweisen. Dieser Zusammen-
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hang war mit dem sCD 30-Wert 2 Jahre nach Transplantation nicht mehr nachweisbar.
Ein Zusammenhang zwischen sCD30 und dem funktionellem Transplantatverlust war
nicht gegeben.

Dies weist darauf hin, dass ein erhdhter sCD30-Wert 1 Jahr nach Transplantation schon
prognostische Aussagen iiber das Outcome 5 Jahre nach Transplantation zuldsst und
somit nicht nur von statistischer sondern von klinischer Relevanz ist.

Auch Neopterin 1 Jahr nach Transplantation schien einen Zusammenhang mit der chro-
nischen Transplantatdysfunktion 5 Jahre zu haben.

Ein erhohter Neopterin-Wert sowohl 1 Jahr als auch 2 Jahre nach Transplantation ging
statistisch nachweisbar mit einer erhohten Rate an Transplantatverlusten 5 Jahre nach
Transplantation einher. Ein funktioneller Transplantatverlust liess sich durch ein erh6h-
tes Neopterin 1 Jahr nach Transplantation in der univariaten Analyse vorhersagen, konn-
te jedoch durch eine multivariate Analyse nicht bestdtigt werden. Ein erhohtes Neopte-
rin 2 Jahre nach Transplantation lie diese Vorhersage jedoch nicht mehr zu, war aber
der Tendenz nach immer noch vorhanden.

Somit konnte auch Neopterin 1 und 2 Jahre nach Transplantation von prognostischer
Relevanz sein, um das Outcome nach 5 Jahren vorherzusagen.

Wovon wird sCD30 beeinflusst? Weimer et al. 2006 beschrieben einen EinfluB von
CMV- Infektionen auf den Anstieg von sCD30 und Neopterin. Unbeeinflusst blieben
diese beiden prognostischen Werte von einer ATG-Induktion und akuten AbstoBungen.
Auf diese prognostischen Parameter hat ATG also keinen Einfluss.

Eine reduzierende Wirkung auf sCD30 und Neopterin hatte der Einsatz von Tacrolimus

im Vergleich zu Ciclosporin A.
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2. Sind die Langzeiteffekte der ATG-Induktionstherapie auf die CD4+T-Zellkon-
zentration relevant fiir diese transplantatprotektiven Effekte? Geht eine Re-
duktion der CD4+T-Zellzahl mit funktionellen Storungen der CD4+T-Zellen

einher?

Es wird allgemein angenommen, dass die Langzeiteffekte der ATG-Induktionstherapie
mit der Fihigkeit von ATG in Zusammenhang stehen, die CD4+T-Zellen zu reduzieren.
Diese Fahigkeit konnte in vorliegender Studie erneut belegt werden. Weitere immuno-
logische Langzeiteffekte der ATG-Induktion waren bis zur Durchfiihrung der Studie
nicht untersucht. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die ATG-In-
duktion die T-Zellproliferationskapazitit und die IL10-Antwort aus CD4+T-Zellen si-
gnifikant reduziert. Diese funktionellen Verdnderungen gingen mit einer erhohten An-
zahl schwerer Infektionen in der ATG-Gruppe in den ersten beiden Jahren nach Trans-
planation einher. Allerdings war nur die verminderte T-Zell-Proliferation 2 Jahre nach
Transplantation mit einem erhdhten Risiko schwerer Infektionen assoziiert. Somit kann
gesagt werden, dass die ATG-Induktionstherapie nach Transplantation einen in multiva-
riater Analyse nachgewiesenen Zusammenhang mit reduzierter T-Zellproliferationska-
pazitit und IL-10-Antwort aus CD4+T-Zellen hat und ein verstirktes Auftreten in den
ersten beiden Jahren nach Transplantation mit verminderter T-Zell-Proliferation assozi-
iert ist, jedoch nicht iiber diesen Zeitraum hinaus.

Andere immunologische Langzeiteffekte nach ATG-Induktion sind nicht nachgewiesen
worden. Ein erhohter Prozentsatz an regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut sowie
eine Verminderung der donor-reaktiven T-Zellen nach ATG-Induktion konnten trans-
plantatprotektive Effekte darstellen. Diese Effekte konnten allerdings nur bis 6 Monate
nach Transplantation nachgewiesen werden (Sewgobind et al. 2009, Cherkassky et el.
2011, Tang et el. 2012).

Wihrend einige Publikationen einen Jahre anhaltenden CD4+T-Zellabfall nach ATG-
Induktion beschreiben (Miiller 1997 et al., Thibaudin 2005 et al. und Weimer et al.
2005, Tang et al. 2012), weitet die vorliegende Arbeit diese Ergebnisse aus und zeigt,
dass die ATG-Induktionstherapie mit stark verminderter CD4+T-Zellzahl im peripheren

Blut bis zu 5 Jahre nach Transplantation einhergeht, die T-Zellfunktion sich jedoch jen-
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seits von 2 Jahren nach Transplantation wieder erholt. Eine CD4+T-Zell-Depression
geht also nicht mit einer funktionellen Storung dieser CD4+T-Zellen einher. Die
CD4+T-Zellzahl steht langfristig in keinem Zusammenhang mit dem Einfluss auf trans-
plantatprotektive Effekte.

Unsere Ergebnisse waren unbeeinflusst durch zusétzliche Gaben von lymphozytenredu-
zierenden Medikamenten wie ATG und OKT3. Eine solche Behandlung war nicht er-

forderlich, da keine akuten, steroidresistenten AbstoBungsreaktionen auftraten.

3. Hat die ATG-Induktionstherapie Langzeiteffekte auf andere Lymphozytenpo-
pulationen, Zytokinrezeptoren, kostimulatorische Liganden, Adhésionsmole-

kiile oder IgA-anti-Fab?

Ein wichtiges Ergebnis dieser Arbeit ist die Erkenntnis, dass das gesteigerte Risiko fiir
schwere Infektionen in den ersten beiden Jahren nach der ATG-Induktion nicht im Zu-
sammenhang stand mit dem ausgepridgten Abfall der CD4+T-Zellzahl im peripheren
Blut. Es ist vielmehr auf die eingeschrinkte T-Zellproliferationskapazitét zuriickzufiih-
ren. Diese war bis 2 Jahre nach Transplantation nachweisbar, jedoch 5 Jahre nach der
ATG-Induktion nicht mehr.

Wihrend Ducloux et al. 1998 ein erhohtes Risiko fiir opportunistische Infektionen bei
Nierentransplantatempfingern beschrieben, die nach der Transplantation eine dauerhat-
te CD4-Lymphopenie aufwiesen, fanden Calarota et al. 2012 einen signifikanten Zu-
sammenhang zwischen dem Auftreten schwerer Infektionen und niedriger CD8+T-Zell-
zahl. Einen Zusammenhang mit einer niedrigen CD4+T-Zellzahl konnten Calarota et al.
nur bei Herztransplantatempfangern, aber nicht bei Nierentransplantatempfingern
nachweisen.

Ducloux et al. zeigten 1998, dass die Thymusfunktion vor Transplantation die Wieder-
herstellung der CD4-Zellen voraussagen kann sowie auch die Inzidenz an Infektionen
und malignen Tumoren nach ATG-Behandlung.

Obwohl diese Daten einen Zusammenhang zwischen der CD4-Lymphopenie nach ATG-

Induktion und dem Risiko an Infektionen andeuten, beschrieben Ducloux et al. 1998
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einen solchen Zusammenhang nicht. Nach unseren eigenen Daten scheint eine Wieder-
herstellung der verminderten CD4+T-Zellen nach ATG-Induktion nicht nur die Anzahl
der CD4+T-Zellen zu verdndern, sondern auch eine funktionelle Erholung der CD4+T-
Zellen hervorzurufen. Diese funktionelle Erholung ist fiir das Risiko von Infektionen
relevant und reduziert es.

Uberraschenderweise konnten wir feststellen, dass sowohl funktionelle Verinderungen
der CD4+T-Zell-Zytokinproduktion als auch die CD4-Helferaktivitdt keinen Zusam-
menhang mit der ATG-induzierten CD4+T-Zellreduktion zeigten.

Die Lymphozytenpopulation der CD19+ B-Zellen zeigte zum Zeitpunkt 2 Jahre nach
Transplantation signifikant geringere Zellkonzentrationen als zum Zeitpunkt 5 Jahre
nach Transplantation, und zwar in der non-ATG Gruppe. Demgegeniiber fand sich in
der ATG Gruppe kein signifkanter Anstieg der B-Zell-Konzentration 5 Jahre im Ver-
gleich zu 2 Jahre nach ATG-Gabe. Die multivariate Analyse ergab, dass die ATG-Induk-
tion als unabhéngiger Faktor mit dem fehlenden Anstieg der B-Zell-Konzentration zwi-
schen den Zeitpunkten 2 und 5 Jahre nach Transplantation assoziiert war. Somit scheint
ATG den ansonsten auftretenden Anstieg der B-Zell-Konzentration im peripheren Blut
zwischen 2 und 5 Jahre nach Transplantation zu verhindern. Dies konnte transplantat-
protektiv sein, falls damit eine verminderte de-novo Bildung von donorspezifisdhen An-
tikdrpern einhergehen wiirde.

Die CD4-Helferfunktion, Adhdsionsmolekiile, kostimulatorische Liganden sowie IgA-
Anti-Fab blieben im Langzeitverlauf von der ATG-Induktionstherapie unbeeinflusst.
Wihrend die Expression des IL-10R auf CD4+T-Zellen kompensatorisch in den ersten
beiden Jahren erhoht war, lieB sich dieser Effekt iiber diesen Zeitpunkt hinaus nicht
mehr nachweisen. Der IL-10R auf CD8+T-Zellen oder Monozyten zeigte sich im ge-
samten Beobachtungszeitraum unbeeinflusst.

In einer Studie bei HIV-infizierten Patienten konnten Weimer et al. 1989 und 1991 zei-
gen, dass funktionelle Veranderungen von CD4-Zellen (CD4-Helferaktivitit) in keinem
Zusammenhang mit der CD4-Zellverminderung dieser Patienten standen. Allerdings
trugen diese funktionellen Verdnderungen signifikant zum Status der Immundefizienz

bei.
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Unsere Daten belegen, dass das Auftreten schwerer Infektionen wéhrend der ersten bei-
den Jahre nach Transplantation im Zusammenhang mit verminderter
T-Zellproliferationskapazitit steht. Sie zeigen, dass es nicht durch den numerischen Ab-
fall von T-Zellen, sondern durch die funktionellen Verdnderungen dieser Zellen zu ei-
nem erhohten Risiko an schweren Infektionen kommt.

Funktionelle T-Zellverdnderungen und ein stark erhohtes Risiko an schweren Infektio-
nen waren zeitgleich wahrend der ersten beiden Jahre nach ATG-Induktion zu beobach-
ten, wihrend der signifikante Abfall der CD4+T-Zellen sowohl in den ersten beiden Jah-
ren nach Transplantation als auch im Zeitraum 2-5 Jahre nach Transplantation zu beob-
achten war. In diesem Zeitraum war kein erhohtes Risiko fiir schwere Infektionen zu
verzeichnen.

Es muss beriicksichtigt werden, dass es unterschiedliche Effekte der verschiedenen
ATG-Zubereitungen gibt (z.B. ATG-Fresenius oder Thymoglobulin), welche bislang
nicht in einer kontrollierten Studie verglichen wurden.

Wihrend Thymoglobulin durch die Immunisierung von Kaninchen mit humanen Thy-
mozyten hergestellt wird, wird ATG-Fresenius (welches in vorliegender Studie benutzt
wurde) durch die Immunisierung von Kaninchen mit T-Zellen der Jurkat-Zelllinie her-
gestellt. Diese dhneln aktivierten T-Zellen und tragen den EBV/C3d-Rezeptor (CD21).
Dies erkldrt, warum das Spektrum an Zielantigenen bei ATG-Fresenius viel kleiner ist
als das Spektrum bei Thymoglobulin. Dieses schmalere Spektrum von Zielantigenen
(inklusive des EBV/C3d-Rezeptors) konnte einen Einfluss auf die immunologischen
Effekte des ATG haben und somit auch auf das Risiko des Auftretens von Infektionen
und malignen Tumoren.

Die Daten der CTS (Collaborative Transplant Study) zeigen, dass die Inzidenz an Non-
Hodgkin-Lymphomen nach Transplantation bei Patienten, welche mit Thymoglobulin
behandelt wurden, signifikant hoher war als bei Patienten, welche mit ATG-Fresenius
behandelt wurden (Opelz et al. 2006).

Das Auftreten maligner Tumoren war in der vorliegenden Studie zu selten, um aussage-
kréftige Daten zu liefern.

Wir wissen, dass auch die vorliegende Studie ihre Einschrinkungen hat. Obwohl es sich

um eine prospektive Langzeitstudie handelt, war aus ethischen Griinden keine Rando-
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misierung vornehmbar. Eine Randomisierung hitte eine Behandlung von Niedrig-Risi-
ko-Patienten mit ATG und eine fehlende ATG-Induktion bei Hochrisikopatienten zur
Folge gehabt.

Die Ergebnisse der Analyse sind angemessen tragfihig, da potentielle Storfaktoren
durch die multivariate Analyse erfasst werden konnten. Es waren keine weiteren Induk-
tionstherapien (monoklonaler Ak gegen CD25) oder lymphozyten-limitierenden Be-
handlungen (ATG, OKT3) aufgrund von Abstossungsreaktionen erforderlich.
Zusammenfassend konnte in dieser Studie liber die immunologischen Langzeiteffekte
einer ATG-Induktionstherapie und deren Einfluss auf T-Zellen (CD4-Helferaktivitét,
T-Zellproliferationskapazitit und Zytokinproduktion) nach ATG-Induktion bei Nieren-
transplantatempféngern ein signifikant erhohtes Risiko fiir schwere Infektionen wéh-
rend der ersten beiden Jahre nach Induktion nachgewiesen werden. Dies war nicht durch
den ATG-induzierten CD4-Zellabfall hervorgerufen, sondern stand vielmehr im Zu-
sammenhang mit der verminderten T-Zell-Funktion, welche in den ersten beiden Jahren
nach Transplantation zu beobachten war. Uber diesen Zeitpunkt hinaus bestand eine
normale T-Zell-Funktion und somit auch kein erhohtes Risiko fiir das Auftreten schwe-

rer Infektionen.
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5. Zusammenfassung

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Kaninchen ATG in Empfangern von Nieren-
transplantaten eine starke Reduktion von CD4+T-Zellen induziert und mit reduzierter
in vitro IL-2-Sekretion bis 1 Jahr nach Transplantation einhergeht.

Um nun weitere immunologische Langzeiteffekte der ATG-Induktionstherapie 2 Jahre
und 5 Jahre nach Transplantation zu charakterisieren wurden in vorliegender Arbeit in
derselben Patientengruppe sensible intrazelluldre Zytokinanalysen durchgefiihrt. In die-
se beziiglich der Erhaltungsimmunsuppression randomisiert prospektiven Studie wurden
84 Nierentransplantatempfianger eingeschlossen. Davon erhielt eine immunologische
Hochrisikogruppe (n=44) eine ATG-Induktionstherapie. Anschliessend erfolgte die
Auswertung ATG-Gruppe versus Non-ATG-Gruppe (n=40; immunologische Niedrigri-
sikogruppe) ATG versus Non-ATG: nicht randomisiert.

Dabei konnte eine signifikant gesteigerte Rate an schweren Infektionen in der Hochrisi-
kogruppe nach ATG-Induktion 2 Jahre nach Transplantation nachgewiesen werden
(p=0,027). Anschliessend glichen sich die beiden Gruppen an. Das Risiko fiir schwere
Infektion unterschied sich nach 2 Jahren in der Hochrisikogruppe nicht mehr von dem
der Niedrigrisikogruppe.

Ausserdem konnten verminderte T-Zellfunktionen bis 2 Jahre nach Transplantation ge-
funden werden. Uber diesen Zeitpunkt hinaus konnten diese Effekte jedoch nicht ge-
zeigt werden. Von diesen Funktionen war die IL-10-Antwort in CD4+T-Zellen (logreg
p=0,064) signifikant nach ATG-Induktionstherapie reduziert. Auch die T-Zellproliferati-
on war bis 2 Jahre nach Transplantation signifikant nach ATG-Induktion reduziert (log
p=0,038). Reduzierte T-Zellproliferation 2 Jahre nach Transplantation war mit dem Auf-
treten schwerer Infektionen assoziiert (p=0,017).

Mittels multivariater Analyse konnte gezeigt werden, dass die ATG-Induktionstherapie
mit dem tiefen und persistierenden Abfall von CD4+T-Zellen bis 5 Jahre nach ATG-In-
duktion assoziiert war (p<0,0005). Diese reduzierte CD4+T-Zellzahl war unabhingig
mit der ATG-Induktionstherapie assoziiert (logreg p=0,002). Es bestand jedoch kein Zu-
sammenhang mit reduzierter CD4-Zellfunktion (Helferaktivitit/Zytokinproduktion)

oder mit dem Auftreten schwerer Infektionen.
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Schlussfolgernd ldsst sich sagen, dass das Auftreten schwerer Infektionen bis 2 Jahre
nach ATG-Induktion mit einer beeintrachtigten T-Zellproliferationskapazitit assoziiert
war, jedoch in keinem Zusammenhang zu sehen ist mit dem ausgepriagten CD4+T-Zell-
zahl-Abfall, welcher nach ATG-Induktion auftrat und bis 5 Jahre nach Transplantation

anhielt.
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