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1. Einleitung
1.1. Allgemeines

Ende September 2020 standen 7.002 Personen auf der Eurotransplant-
Warteliste flr eine Nierentransplantation (1). Doch es gibt weniger
Leichennierenspenden als Bedarf besteht. Somit stellt auch die
Lebendnierentransplantation von genetisch verwandten oder nicht verwandten
Spendern eine weitere, meist schnellere Mdglichkeit dar, eine Spenderniere zu
erhalten. Voraussetzung ist, dass ein gesunder Spender bereit ist eine Niere zu

spenden (2).

Doch sowohl bei einer Lebend- wie auch bei einer
Leichennierentransplantationen findet die Transplantation zwischen zwei
genetisch unterschiedlichen Personen statt. Das flhrt dazu, dass die
transplantierte Niere vom Immunsystem des Empfangers als "fremd" erkannt
wird und verschiedene Mechanismen in Gang gesetzt werden, um dieses

korperfremde Organ zu zerstoren.

Um das zu verhindern, wird das Immunsystem des Empfangers mit
immunsuppressiven Medikamenten unterdriickt. Anfangs erhélt der Empfanger
hohe Dosen an Immunsuppressiva, im Verlauf kann die Dosis einiger
Immunsuppressiva an die Kérpergréf3e und das Korpergewicht angepasst und

auch die Medikamentenspiegel im Blut kontrolliert werden (3).

Fur Nierentransplantatempfanger ist es lebenswichtig, dass das Immunsystem
in einer feinen Balance gehalten wird, da eine Uberimmunsuppression zu
Infekten und Tumorbildungen fihren kann (4), andererseits eine zu schwache
Immunsuppression AbstoBungsreaktionen und die Bildung von de novo
donorspezifischen Antikérpern (dnDSA) beglnstigen kann (5). Jede dieser
Komplikationen kann zu schweren Schaden an der transplantierten Niere bis

hin zu ihrem Verlust fiihren, eine verheerende Vorstellung fur den Patienten.

Obwohl es so wichtig ist, dass das Immunsystem in dieser feinen Balance
gehalten wird gibt es bis heute keinen verlasslichen Marker der anzeigen kann,
in welchem Status sich das Immunsystem gerade befindet, d.h. ob es

tendenziell zu stark oder zu schwach supprimiert wird. Erst wenn
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Komplikationen auftreten wie z.B. eine Funktionsverschlechtung der Niere,
Infektionen oder Abstof3ungen kann man erkennen, dass die "standardisierte
Immunsuppression” fur den individuellen Patienten zu stark oder zu schwach

war.

Biomarker auf Immunzellen kénnen eine neue Mdglichkeit sein, den Status des

Immunsystems zu ermitteln und zu kontrollieren.

1.2. Fremderkennung
1.2.1. Das HLA-System

Ein Grund, warum das Immunsystem die transplantierte Niere als fremd
identifizieren kann liegt in der Expression von humanen Leukozytenantigen-
Komplexen (HLA). Fast jede kernhaltige Korperzelle exprimiert auf ihrer
Oberflache  HLA-I-Komplexe  (HLA-A,-B,-C). Alle APCs  (Antigen-
prasentierenden Zellen) exprimieren zusatzlich HLA-II-Komplexe (HLA-
DP/DQ/DR, DN/DO) (6).

Polymorphismus sowie Rekombinationen (7) fuhren dazu, dass jeder Mensch,
abgesehen von genetisch identischen Zwillingen, seine ganz individuellen HLA-
Komplexe hat, ahnlich wie ein Fingerabdruck. Eine transplantierte Niere wird
daher auf jeder ihrer Zellen und auf jeder ihrer APCs teilweise andere HLA-
Komplexe aufweisen als die Zellen des Empfangers. Diese kdnnen dann als
fremd erkannt werden. Je ahnlicher die HLA von Spender und Empfanger sind,
desto hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass das Transplantat besser
angenommen wird (8-10), und dass weniger Komplikationen auftreten werden.
Die Ubereinstimmung der HLA von Spender und Empfanger und ob der
Empfanger bereits vor der Transplantation Antikérper (Ak) gegen die HLA des
Spenders hat wird u.a. mittels HLA-Mismatch, PRA (Panel Reactive Antibody)
und Crossmatch vor der Transplantation getestet und definiert mit das

immunologische Risiko der Transplantation (11; 12).
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1.2.2. Nicht HLA-Antigene

Neben den HLA-Antigenen gibt es weitere Antigene auf den Zellen oder dem
Gewebe des Spenders, gegen die der Empfanger Antikorper bilden kann. HLA

aber ist am bedeutendsten (13).

1.3. Immunologische Testverfahren

Um das immunologische Risiko einer Transplantation zu erfassen stehen

verschiedene Testverfahren zur Verfiigung.

1.3.1. HLA-Mismatch

Das HLA-Mismatch zeigt, wie viele HLA-Antigene von Spender und Empféanger
nicht dbereinstimmen. Je héher die Anzahl der Mismatche ist, desto hoher ist
das immunologische Risiko fur AbstoRungsreaktionen (14). Nicht jedes HLA-
Antigen Mismatch hat den gleichen immunologischen Effekt und auch der
Zeitpunkt zu dem ein HLA-Mismatch das immunologische Risiko erhoht variiert
(15). HLA-DR und weniger ausgepragt HLA-B und HLA-A haben einen

bedeutenden Einfluss auf die Transplantatakzeptanz des Empfangers (15).

1.3.2. Crossmatch

Ziel des Crossmatch ist es, Antikorper beim Empfanger zu detektieren, die
gegen Spender-Lymphozyten bzw. Spender-HLA gerichtet sind und zu einer
hyperaktiven Abto3ungsreaktion fihren. Hierbei werden das Serum des
Empfangers mit potentiellen Anti-HLA-Antikorpern mit den Lymphozyten des
Spenders inkubiert (16). Reagieren nach Zugabe von Komplement donor-
spezifische Anti-HLA-Antikdrper des Empfangers mit den HLA-Antigenen (AQ)
auf den Lymphozyten des Spenders kommt es zu einer Lyse der Lymphozyten.
Als positiv gilt der Test ab einer Lyse von 20% der Lymphozyten (16; 17).

Bei einem positiven Crossmatch ist eine Nierentransplantation in der Regel
kontraindiziert, da eine hyperakute Abstol3ung droht. Eine Nierentransplantation

trotz positivem Crossmatch ist risikoreich (18).
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1.3.3. PRA (Panel reaktive antibodies)

Alle Patienten auf der Warteliste werden in vorgegebenen Abstanden auf das
Vorhandensein von PRA getestet. Ahnlich wie beim Crossmatch wurde
ursprunglich das Serum des potentiellen Empfangers mit Lymphozyten aus der
Allgemeinbevolkerung inkubiert. Je mehr Antikorper vorhanden sind, desto
hoher ist das Risiko fiir eine humorale Abstol3ungsreaktion einer zukinftigen
Nierentransplantation. PRA konnen sich durch Immunreaktionen in der
Vergangenheit  gebildet haben wie z.B. Bluttransfusionen  oder
Schwangerschaften. Heutzutage wird der PRA-Wert errechnet. Das
Rechenprogramm  nutzt zur Berechnung die HLA-Verteilung der
Donorpopulation von Eurotransplant aus den Jahren 2010-2014 (n=6870) (19;
20).

1.3.4. Praformierte Antikorper

Unter praformierten Antikorper werden alle Antikérper subsummiert, die vor der
Transplantation gemessen werden konnen. Diese Antikérper koénnen
donorspezifisch sein oder nicht. Auch ihre immunologische Relevanz ist

heterogen.

1.3.5. DnDSA

Antikdrper die sich erst nach der Nierentransplantation gebildet haben und
gegen Spender-HLA gerichtet sind werden als dnDSA gezeichnet (21). Das
Auftreten von dnDSA nach einer Nierentransplantation ist assoziiert mit einem
schlechteren Transplantattiberleben (13), schlechterer Transpantatfunktion und
AbstoRungsreaktionen (22; 23).

1.4. Das spezifische Immunsystem

Zum spezifischen Immunsystem gehoren die T-Zellen (zellulare Immunabwehr)

und die B-Zellen (humurale Immunabwehr).

1.4.1. T-Zell-Aktivierung

Passt per Zufall die variable Region des TCR und das présentierte Ag wie beim
Schliissel-Schloss-Prinzip  zueinander, dann identifiziert die T-Zelle das
prasentierte Peptid als korperfremd. Das ist das erste Signal der T-Zell-
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Aktivierung und fuhrt dazu, dass die T-Zelle teilaktiviert wird. Meistens bendtigt
eine T-Zelle noch ein zweites Signal um vollstandig aktiviert zu werden. Dieses
zweite Signal kann durch z.B. Zytokine oder kostimulatorische Molekile
erfolgen. Das erste Signal ist demnach Antigen spezifisch, das zweite Signal ist

Antigen unspezifisch (24; 25).

Erhélt eine T-Zelle nur das erste Signal, kann dies zur Hyporeaktivitdt oder
Anergie fuhren (26). Anergie bedeutet, dass eine T-Zelle nicht aktiviert wird,
obwohl sie durch das passende Antigen teilaktiviert wurde. Diese doppelte
Kontrolle schitzt den Kdrper vor Autoimmunreaktionen, da ein kleiner Anteil

autoreaktiver T-Zellen den Thymus verlasst.

1.5. T-Lymphozyten (T-Zellen)

Es gibt eine Viezahl von T-Zellsubpopulationen. Sie lassen sich aufgrund ihrer
Oberflachenmolekile mittels FACS (27-29) und dem sezernierten

Zytokinmuster identifizieren. Zu ihnen gehdren u.a.:

1.5.1. T-Helferzellen (CD4'T-Zellen)
T-Helferzellen (Th) sind CD4" T-Zellen.

T-Helferzellen Typl (Th1l) sezernieren Proteine wie IL-2(Interleukin) und IFN-

Y (Interferon) (30) die zu einer zellularen Immunantwort fuhren (31).

T-Helferzellen Typ2 (Th2) induzieren eine humorale Immunantwort (32). Sie
sezernieren Zytokine wie z.B. IL-4, IL--5, IL-13 und TNF-a (33).

Dadurch werden B-Zellen zur Ak-Produktion angereqgt.

1.5.2. Zytotoxische T-Lymphozyten (CD8" T-Zellen)

Naive CD8"T-Zellen treten tiber ihren TCR/CD8-Komplex permanent in Kontakt
mit HLA-I-Molekilen und den dartber prasentierten Peptiden (34). Werden sie
aktiviert sind sie in der Lage, ihre Zielzellen zu zerstéren. Ein Mechanismus ist
die Sekretion von Perforinen und Granzymen ins Innere der Zielzelle oder der
Fas/FasL-Weg (35).
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1.6. B-Lymphozyten (B-Zelle)

B-Zellen gehdren zur humoralen Immunabwehr. Sie kdnnen durch
extrazellulare Antigene, welche sie mit ihnrem BZR (B-Zell-Rezeptor) erkennen,
teilaktiviert werden. Das gebundene Antigen wird durch Endozytose
aufgenommen, intrazellular zerkleinert und Gber HLA-II prasentiert. Wird diese
B-Zelle durch z.B. eine CD4"T-Zellen vollstandig aktiviert, entwickelt sie sich zu
einer Antikorper produzierenden Plasmazelle, deren Antikérper zur Zerstérung

des Transplantats fihren kénnen (36).

1.7. Gedachtniszellen

Wenn aktivierte B- oder T- Zellen proliferieren, entstehen Gedachtniszellen bzw.
Gedachtniszellpopulationen (37). Sie fuhren bei einem erneuten Kontakt mit
dem von ihnen erkannten Ag zu einer schnelleren und starkeren Immunantwort
(38). Bei den T-Gedéachtniszellen unterscheidet man u.a. die zentralen T-
Gedachtniszellen (=TCM=central memory T cells, CCR7*, CD62L") und die
Effektor T-Gedachtniszellen (TEM= effector memory T cells, CCR7", CD62L")
(37). Um naive T-Zellen von T-Zell-Gedachtniszellen unterscheiden zu kdnnen,
kann CD45 auf der T-Zell Oberflache gemessen werden. CD45 ist eine
Tyrosinphosphatase und kommt in zwei unterschiedlichen Isoformen vor: RA
und RO. Die meisten naiven und Effektor T-Zellen exprimieren RA, die meisten
Gedéachtniszellen RO (39).

1.8. AbstofRung

Erfolgt eine Nierentransplantation nicht zwischen zwei genetisch identischen
Personen, so wird zwangslaufig friher oder spater das Immunsystem aktiviert,

da patroulierende Immunzellen korperfremde Peptide erkennen (13).

1.8.1. Akute AbstoRRung

Akute AbstoRungsreaktionen kénnen in T-Zell vermittelte AbstoRungen (TCMR)
und Antikorper-vermittelte AbstoRungsreaktionen (ABMR, humorale Abstof3ung)
unterteilt werden (40). TCMR und ABMR kénnen konnen bei einer
Abstol3ungsreaktion koexistieren. Mit einer Nierenbiopsie konnen TCMR und

ABMR erkannt und unterschieden werden. Abstol3ungsreaktionen werden
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anhand der BANFF-Kriterien eingeteilt. Entsprechend der Biopsie wird eine
geeignete Therapie eingeleitet.

1.8.1.1. Akute T-Zell-vermittelte AbstoRung

Naive T-Zellen werden uber verschiedene Wege aktiviert und fuhren zur
Zerstorung des Transplantats. Beim direkten Weg prasentieren APCs des
Spenders, die im Transplantat vorhanden sind Peptide an die T-Zellen des
Empfangers (41; 26). Beim indirekten Weg werden Bestandteile des
Transplantats von den APCs des Empfangers erkannt, prozessiert und an die T-

Zellen des Empfangers prasentiert (42; 41).

CD4'T-Zellen kénnen die Immunantwort verstarken, indem sie CD8'T-Zellen
und B-Zellen aktivieren. Wenn eine B-Zelle zur Plasmazelle aktiviert wird und
Ak, die gegen das Tramsplantat gerichtet sind produziert, entstehen dnDSA
(43). Zudem kann es zur Bildung von Gedéachtniszellen kommen. Auf weitere

Aktivierungswege (Complement) wird nicht eingegangen.

1.8.1.2. Akute Antikorper-vermittelte Abstof3ung

Bei der humoralen AbstoRung kommt es zur Bildung von Antikérpern, die gegen
das Transplantat gerichtet sind. Solche Antikérper kdnnen beispielsweise gegen
das HLA-System oder die Blutgruppen-Antigene gerichtet sein und aufgrund
hoher PRA-Werte entstehen (44; 5). Das Vorhandensein von C4d deutet auf
eine humorale AbstoBung hin (45—-47). Zudem koénnen praformierte Antikdrper
oder dnDSA, die sich nach der Transplantation entwickeln, zu einer humoralen
AbstoRung fuhren (5).

1.8.2. Borderline-Absto3ung

Als Borderline-Abstol3ung werden Zeichen einer Abstol3ungsreaktion der
Transplantatniere bezeichnet wie z.B. eine milde Tubulitis oder intestinale
Entzindungszeichen, die jedoch nicht das Bild einer zellularen

Abstol3ungsreaktion nach BANFF-Kriterien erreichen (48).
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1.8.3. Chronische AbstoR3ung

Bei der chroischen Absto3ung spielen unterschiedliche Faktoren eine Rolle, die
noch nicht vollkommen verstanden werden (49-51). Es sind sowohl T- als auch
B-Zellen beteiligt. Durch permanenten Kontakt des Immunsystems mit dem
Transplantat kommt es immer wieder zu Kkleineren Entzindungen und
Fibrosierungen, welche die Transplantatfunktion einschranken konnen (52). Da
der Kontakt zwischen dem Immunsystem und transplantierten Zellen in den
Blutgefallen besteht, sind oft die Gefalde mit betroffen, was als Transplantat-
Vaskulopathie bezeichnet wird (53). An Zeitpunkten zu niedriger
Immunsuppression kénnen T-Zellen aktiviert werden und das Transplantat
angreifen, zudem wird die Bildung von dnDSA erleichtert (54; 55). Auch das
Complemet-System im Blut kann aktiviert werden und Infekte kénnen durch die
ausgeloste Immunantwort zu Schaden am Transplantat fihren. Therapeutisch
wird auch hier versucht, die Immunsuppression zu erhéhen, leider mit deutlich
weniger Erfolg als bei akuten Abstol3ungsreaktionen (56; 57). Nicht zu
vernachlassigen sind auch die nicht immunologischen Mechanismen, die zu
chronischem Funktionsverlust der Transplantatniere fiihren kénnen wie z.B. ein

unzureichend behandelter Bluthochdruck oder Medikamententoxizitat (58).

1.9. Immunsuppressive Therapie

Um AbstofRungen zu verhindern, sind nierentransplantierte Patienten auf die

Einnahme von immunsuppressiven Medikamenten angewiesen.

1.9.1. Induktionstherapie:

Mit der Induktionstherapie wird das Immunsystem wahrend der

Nierentransplantation unterdrickt.

1.9.1.1. Standard-Induktion (Basiliximab):

Die Standard-Induktion wird mit Basiliximab durchgeflihrt. Basiliximab ist ein
monoklonaler Antikdrper, der den IL-2 (Interleukin-2) Rezeptor hemmt. Der IL-2
Rezeptor wird auf aktivierten T-Lymphozyten exprimiert. Eine Bindung von IL-2

an den Rezeptor fuhrt zu einer Proliferation der T-Lymphozyten. Diese Bindung
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wird durch Basiliximab verhindert. Das Risiko fur akute AbstoRungsreaktionen
wird hierdurch gesenkt (59; 60).

1.9.1.2. Rituximab (MabThera®)-Gabe:

Patienten die ein hohes Risiko fur eine humorale Abstofl3ungsreaktion haben,
erhalten eine Rituximab-Gabe. Hierzu gehdren Patienten, die eine ABO-
inkompatible oder HLA-inkompatible Lebendnierenspende erhalten. Rituximab
bindet als monoklonaler Antikbrper an CD20 auf den B-Lymphozyten. Die B-
Lymphozyten werden dadurch in ihrer Proliferation gehemmt. Somit sinkt das
Risiko fur humorale Abstol3ungsreaktionen (61; 62). Auch wenn die Rituximab-
Gabe in der Studie den Induktionen zugeordnet wurde, ist sie im eigentlichen

Sinn keine Induktionstherapie, sondern eine Therapie zur B-Zell-Hemmung.

1.9.1.3. Anti-T-Lymphozyten Globuline (ATG)-Induktion (Thymoglobulin®):

ATG sind polykolonale Antikorper die sich gegen die T-Lymphozyten richten. Sie
fuhren zu einer langanhaltenden Senkung der T-Lymphozytenzahl. ATG eignet
sich als Induktionstherapie fiur Patienten mit einem hohen immunologischen
Risiko. Aufgrund der potenten immunsuppressiven Wirkung ist auch das Risiko
fur Infektionen erhéht (63; 64).

1.9.2. Erhaltungstherapie:

Im Klinikum Stuttgart erhalten die Patienten standardmaflig eine Kombination
aus Tacrolimus (Tac), Mycofenolsaure (MPS) und Glukokortikoide (GK).

Tacrolimus ist ein Calcineurininhibitor. Calcineurin fuhrt Gber IL-2 auf der
Oberflache von T-Lymphozyten zu deren Aktivierung. Dadurch werden sowohl
die =zellulare als auch die humorale Immunantwort verstarkt. Zu den
bedeutendsten Nebenwirkungen von Tacrolimus zahlen seine Nephrotoxizitat

sowie die Entwicklung eines Posttransplantationsdiabetes (65; 66).

MPS Mycophenolsaure: MPS kann T- und B- Lymphozyten hemmen, indem es
selektiv und reversibel an das Enzym Inosinmonophosphatdehydrogenase
(IMPDH) (67; 68) bindet. Die IMPDH ist ein wichtiges Enzym zur Herstellung
von Purin-Nukleotiden. Zu diesen Purin-Nukleotiden gehéren Adenin und

Guanin. Die Zelle benotigt sie zur Herstellung von DNS, RNS und diversen
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Proteinen. Besonders proliferierende Zellen sind auf diese Bestandteile
angewiesen (65; 69).

Prednisolon: Im Zytosol der Zellen binden Glukokortikoide (GK) an die
Glukokortid-Rezeptoren (GR). Der in den Nukleus dislozierte Komplex aus GK
und GR-Homodimer entfaltet seine Wirkung durch genomische Regulierungen
sowie Beeinflussung von Proteinaktivitaten. Dadurch kommt es zu einer
Unterdrickung der B- und besonders der T-Lymphozytenanktivitat, was zur

immunsupressiven Wirkung fuhrt (70-72).

Auch wenn versucht wird, die Medikamente durch gewichtsadaptierte Gabe und
durch Spiegelkontrollen moglichst individuell anzupassen, ist der tatsachliche
Effekt, den die Medikamente auf das Immunsystem haben nicht sicher zu

evaluieren. Ursachlich sind die Pharmakodynamik und Pharmakokinetik:

Die Medikamente werden oral eingenommen, resorbiert, metabolisiert und
abgebaut. Bereits bei der Resorption kann es zu groRen Schwankungen
kommen, wie viel des Wirkstoffes tatsachlich das Blut erreicht. An der
Metabolisierung sind Enzyme beteiligt, die genetisch bedingt individuell schnell
arbeiten (73; 66). Daher kann ein Patient die Medikamente sehr schnell und ein
anderer nur sehr langsam abbauen, was ebenfalls zu erheblichen
Unterschieden des Medikamentenspiegels im Blut fiihrt. Zusatzlich kénnen die
Enzymaktivitaten durch exogene Faktoren beeinflusst werden (z.B. durch die
Erndahrung). Auch der Abbau der Immunsuppressiva ist individuell
unterschiedlich, beispielsweise bei einer Leberinsuffizienz. MPS-Derivate
werden z.B. an Plasmaeiweil3e, insbesondere das Albumin, gebunden
transportiert. Hypoalbuminamie oder Verdrdngung aus der Albuminbindung

kénnen hier zu erhéhten Wirkspiegeln des Medikaments fuhren.

Der Anteil des Wirkstoffes, der tatsachlich im Korper des Patienten wirkt
unterliegt aus o.g. Grinden Schwankungen sowohl zwischen verschiedenen
Individuen als auch in einem Individuum selbst, wenn z.B. die Essgewohnheiten
umstellt werden oder sich eine Niereninsuffizienz entwickelt. Bei einigen
Medikamenten wie Tacrolimus wird daher der Medikamentenspiegel im Blut

gemessen und entsprechend eines Zielbereiches angepasst. Bei anderen
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Medikamenten wie der MPS ist das nicht moglich, da die Spiegelschwankungen
im Blut zu grof3 sind. Hier korreliert nur eine AUC (Area under curve) 0-12
Stunden mit den klinischen Ereignissen, d.h. eine Messung der
Medikamentenkonzentrationskurve tber 12 Stunden, was im klinischen Alltag
nicht moglich ist. GK werden direkt nach der Transplantation in hoher Dosis
gegeben und im Verlauf wegen ihrer Nebenwirkungen konsequent reduziert bis

zu einer Erhaltungsdosis von 5 mg pro Tag.

Da alle Immunsuppressiva ihre Wirkung v.a. auf die T-Zellen austiben, kénnten
T-Zell-Marker, die zu den sog. Biomarkern zahlen, einen Einblick in den
aktuellen Status des Immunsystems geben.

1.10. Biomarker

Biomarker sind "Marker, die objektiv gemessen und ausgewertet werden
kénnen und als Indikator fir normale oder pathogene biologische Prozesse
oder fur pharmakologische Reaktionen auf therapeutische Interventionen
dienen" (74). Beispiele fur Biomarker sind Hormone (TSH), Blutdruckmessung,
lonen (Kalium, Natrium), Enzyme (CK, AST, ALT), Stoffwechselparameter
(Cholesterin), Tumormarker, Blutzuckermessung, Messung der
Blutkonzentrationen von Medikamenten und viele mehr (75). Zu diesen
Biomarkern gehdren auch die kostimulatorischen Molekile CD26 und CD28,
die auf der T-Zelloberfliche messbar sind und deren Vorhandensein und
Konzentration sich in Abhangigkeit des Aktivierungszustandes der T-Zelle

verandert.

1.11. CD26 (Dipeptidylpeptidase 1V)

1.11.1. Expression

Die Dipeptidylpeptidase IV (DPPIV, CD26, ADAbp, EC 3.4.14.5.) wurde 1966
von Hopsu-Havu und Glenner entdeckt (76; 77). Beim Menschen kann CD26
auf aktivierten B-und T-Zellen sowie in den meisten anderen Geweben wie z.B.

Nieren, Lunge und Darm nachgewiesen werden (78-81). Zusatzlich existiert im
Serum eine freie Form von CD26, die sCD26 (soluble CD26) (82—-84).
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1.11.2. Struktur

CD26 ist ein Typ Il integrales Membranprotein. Es liegt als Homodimer vor und
besitzt in dieser Form ein Molekulargewicht von insgesamt 110kDa. Jedes
CD26 Molekudl ist mit einer 22 Aminosauren (As) langen hydrophoben Helix in
der Zellmembran verankert. Von dieser aus gehen lediglich 6 As ins Zytoplasma
und bilden das N-terminale Ende (85-87). Die verbleibenden 738 As bilden im
Extrazellularraum pro Monomer jeweils eine a/l3 Hydrolase-Domane und eine 3-
Propeller-Domane mit 8 Faltblattern (78; 79; 88). Als Homodimer formen 2 [3-
Propeller-Domanen an ihren C-terminalem Enden eine katalytische Region, die
DPPIV.

1.11.3. Marker der T-Zell-Aktivierung

Auf den T- und B-Lymphozyten ist die Expression von CD26 nicht statisch,
sondern variiert je nach Aktivierungszustand der Zelle. Ruhende T-Zellen
exprimieren nur teilweise und nur geringe Mengen CD26 auf ihrer Oberflache.
Nach Stimulation der T-Zelle tber ihren TCR erhoht sich die Expression von
CD26 um das 5-10 fache (78; 89). Daher gilt CD26 als ein Marker der T-Zell-
Aktivierung.

1.11.4. Kostimulation

Nachdem CD26 in seinem extrazellularen Anteil aktiviert wird, ist die weitere

Signaltransduktion ins Zellinnere noch nicht vollstandig verstanden (78)

Auch wenn die genaue Signaltransduktion noch unbekannt ist, konnten
verschiedene Mechanismen gefunden werden, wie die Aktivierung von C26 zu
einer Kostimulation fuhrt: die DPPIV-Aktivitat, ADA sowie die Bindung an

Liganden.

1.11.4.1. DPPIV-Aktivitat

Die DPPIV spaltet Dipeptide seiner Substrate, vorzugsweise Dipeptide mit
Prolin oder Alanin auf der vorletzten Position ab, was die Aktivitat der meisten
seiner Substrate inhibiert, bei einigen aber auch moduliert oder steigert. Als
Substrate der DPPIV sind die verschiedensten Molekule identifiziert worden,

unter anderem Hormone des Magen-Darm-Traktes, Neuropeptide
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Wachstumshormone, Moleklle mit Einfluss auf die kardiovaskulare Funktion, ,
Chemokine u.v.m.. Einige Substrate der DPPIV sind an der Chemotaxis, der
Leukozytenmigration und der Immunregulation beteiligt (79; 90-94). Die
Vielzahl der unterschiedlichsten Substrate der DPPIV lasst erkennen, wie

vielfaltig und komplex die Wirkungen von CD26 sind.

Ein bekanntes Substrat der DPPIV ist GLP-1, das durch DPPIV inaktiviert wird
(76; 95). DPPIV-Inhibitoren werden in der Diabetologie flachenhaft eingesetzt.

1.11.4.2. ADA

Ein CD26 Homodimer kann mit seinem extrazellularen Anteil 2 ADA-Molekile
binden (81). ADA ist ein Enzym, das in Saugetieren ubiquitar intrazellular
vorkommt. Kleine Mengen von ADA konnten aber auch auf der Oberflache von
T-Zellen und ACPs nachgewiesen werden (96). Hier liegen sie gebunden an
Rezeptoren vor. Bislang konnten 3 solcher Rezeptoren gefunden werden:
CD26, Al- und A2A-Adenosin-Rezeptoren (97-99). Die Konzentration von an T-
Zellen gebundenem ADA ist nicht statisch sondern erhoéht sich bei T-Zell
Aktivierung, was auf eine regulatorische Funktion von ADA hinweist. ADA

verstarkt die T-Zell-Aktivierung auf mehreren Wegen:

Als Enzym katalysiert ADA die Umwandlung von Adenosin zu Inosin, wodurch
die Konzentration extrazellularen Adenosins gesenkt wird (78; 100). Adenosin
inhibiert normalerweise die T-Zellaktivierung und kann zu Anergie und Toleranz
fuhren. Aber auch ohne diese enzymatische Aktivitat fuhrt die Bindung von ADA
an CD26 zu einer Kostimulation. Laut Dong et al (101) findet diese durch
Modulation der intrazellularen Signaltransduktion statt. Zudem wurde eine
trimolekulare Interaktion beschrieben, bei der ADA gleichzeitig Uber A2B-
Rezeptoren mit einer APC und Uber CD26 mit einer T-Zelle verbunden ist und
auf diesem Weg zu einer Kostimulation fuhrt (81). Wie grof3 der Einfluss von
ADA auf das Immunsystem ist zeigt sich bei einem Mangel, der zu SCID (102)
(schwerer kombinierter Immundefekt) fihren kann, einer schweren Stérung des

Immunsystems (103-105).
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1.11.4.3. Extrazellulare Matrix (EZM)

CD26 interagiert mit der EZM indem es an z.B. Kollagene und Fibronektine
bindet (106—109). Diese Bindungen koénnten das Migrationsverhalten der T-

Zellen beeinflussen.

1.11.5. Soluble CD26 (sCD26)

Im Serum vorhandenes sCD26 entstammt von membranstédndigem CD26, was
sich von der Zelloberflache geldst hat. Welche Mechanismen dazu fuhren, ist
noch nicht bekannt, aber sCD26 behalt dabei seine enzymatische Aktivitat
(110).

1.11.6. Immunologische Wirkung von CD26
CD26 ist ein kostimulatorisches Molekiil. CD4'T-Zellen, die Uber CD26

kostimuliert werden, weisen eine erhdhte Proliferationsrate, Immunglobulin (1g)-
Produktion und Aktivierung von CD8'T-Zellen auf. CD8"T-Zellen, die liber CD26
kostimuliert werden, zeigten eine hohere Toxizitdt und werden den frihen
Effektor CD8'T-Gedéachtniszellen zugeordnet (111). Besonders viele CD26
Molekille werden auf CD4'CD45RO*Gedachtniszellen gefunden (79). Diese
Gedéachtniszellen reagieren bei einem erneuten Ag-Kontakt besonders schnell
und stark. Zudem konnte gezeigt werden, dass CD26 nicht oder nur in sehr
geringen Mengen auf regulatorischen T-Zellen (Treg), daftir aber in sehr hoher
Konzentration auf Th17 T-Zellen exprimiert wird (112-114).

Die Expression von CD26 und die Menge von sCD26 im Serum unterscheiden
sich in einigen Autoimmunerkrankungen signifikant zu gesunden Probanden
(89). Zudem koénnten DPPIV-Inhibitoren einen neuen Ansatz in der Therapie

autoimmun-bedingter Erkrankungen darstellen (115).

Wegen seines ubiquitaren Vorkommens spielt CD26 nicht nur in der
Immunologie eine bedeutende Rolle, seine Funktion hat auch Auswirkungen
z.B. auf die Verdauung, Endokrinologie, Wundheilung, Krebserkrankungen, HIV

u.v.m..
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1.12. CD28
1.12.1. Expression

CD28 ist ein transmembran&res Glykoprotein und wird auf der Mehrzahl der T-
Zellen exprimiert (116). Etwa 80% aller ruhenden T-Zellen exprimieren CD28.
Auf der Oberflache ruhender T-Zellen kann bei ca. 95% der CD4" und ca. 50%
der CD8" T-Zellen CD28 nachgewiesen werden (117). CD28 fiihrt bei der T-Zell-
Aktivierung zu einem kostimulatorischen Effekt (118). Bislang sind zwei
naturliche Liganden von CD28 bekannt:. CD86 und CD80. CD86 und CD80

werden hauptsachlich auf APCs exprimiert.

CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Protein 4; CD152)

CTLA-4 ist ebenso wie CD28 ein transmembranares Glykoprotein, das auf der
Oberflache von T-Zellen exprimiert wird. Auf ruhenden T-Zellen kann man
CTLA-4 nicht oder in nur sehr geringer Konzentration nachweisen (119; 120).
Wird diese ruhende T-Zelle jedoch aktiviert, kommt es zu einer Hochregulation
der CTLA-4 Expression (119; 121; 122). Die aktivierte T-Zelle exprimiert nun
sowohl CD28 als auch CTLA-4 auf ihrer Oberflache. Da CTLA-4 die gleichen
Liganden hat wie CD28, namlich CD86 und CD80, konkurrieren beide um die
Bindung an diese Liganden (123). Im Vergleich zu CD28 bindet CTLA-4 CD80
und CD86 aber mit einer 10-20fach héheren Affinitat (124). Ca. 48-72 Stunden
nach der Aktivierung sind die héchsten CTLA-4-Konzentrationen auf der T-Zell-
Oberflache messbar (120).

Im Gegensatz zu CD28 inhibiert CTLA-4 die T-Zell-Aktivierung (125; 122).
Daher besteht die Hypothese, dass das Verhaltnis und die Konzentration von
CD28 und CTLA-4 einen entscheidenden Einfluss darauf haben, ob eine T-Zelle
aktiviert wird oder nicht (124; 126).

1.12.2. CD80 (B7-1) und CD86 (B7-2)
CD80 und CD86 gehoren der B7-Familie an (127). Auch wenn beide an die

gleichen Liganden binden kdnnen, unterscheiden sie sich in ihrer Struktur,

Expression und Bindungsaffinitat.
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CD80 und CD86 werden auf APCs exprimiert (128). CD86 ist auf ruhenden
APCs in hoherer Anzahl vorhanden als CD80 und wird nach Aktivierung schnell
hochreguliert (129; 120). CD80 ist auf ruhenden APCs nur in sehr geringen
Mengen vorhanden und wird nach einer Aktivierung langsam hochreguliert
(129). Ist CD80 jedoch hochreguliert, kann es CD86 verdrangen, da es eine
hdhere Affinitat zu den Liganden aufweist (130; 127).

1.12.3. Wirkungen

Da die meisten T-Zellen CD28 exprimieren, ist CD28 einer der bedeutendsten
Kostimulatoren. Als kostimulatorisches Molekil inhibiert CD28 nicht nur eine
mdgliche Anergie (131-133) sondern fordert auch das Uberleben bereits
aktivierter T-Zellen (134; 135). Mit CD28 sinkt die notwendige Konzentration
von Anti-CD3-Antikorpern in Zellkulturen, die zu einer Proliferation fihren. Auch
die Sekretion hoher Konzentrationen von IL-2 wird durch CD28 Kostimulation
gefordert (136; 137).

Was passiert, wenn kein CD28 exprimiert werden kann, veranschaulichen
Tierexperimente mit CD28 knock-out M&ausen. Diese Mause konnten eine
Immunantwort aufbauen, da es neben CD28 viele weitere kostimulatorische
Molekile gibt, die die T-Zellen aktivieren kdnnen. Man beobachtete jedoch,
dass CD28 knock out Mause weniger bis nicht in der Lage waren Thl-, Th2-
Zellen oder Tth (T follikulare Helferzellen) zu bilden (125; 138). Zudem konnten
keine Keimzentren geformt werden (120). Somit ist sowohl die humorale als
auch die zellulare Immunantwort gehemmt. Zusatzlich wiesen diese Mause eine
reduzierte Lymphokinsekretion, eine schwache Proliferationsrate und eine
verkiirzte Uberlebenszeit der T-Zellen auf (128).

Indirekt kann die Bedeutung der CD28 induzierten Kostimulation sowie das
Gleichgewicht zwischen CD28 und CTLA-4 durch Manipulationen an CTLA-4
verdeutlicht werden. Blockiert man CTLA-4 in gesunden Mausen, erhéht sich
die Rate an spontanen Autoimmunreaktionen, da das Gleichgewicht zugunsten
von CD28 verschoben wurde. Ganz extreme Ausmalde zeigen sich in CTLA-4
knock out Mausen, die im Alter von 2-3 Wochen eine schwere

lymphoproliferative Erkrankung entwickeln, bei der es durch polyklonale
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Aktivierung von T-Zellen zu Multiorgandestruktionen kommt (139; 140).
Umgekehrt fuhrt eine Bindung von CTLA-4 mit einem agonistischen Antikorper

zur Hemmung der T-Zell Proliferation.

1.12.4. CD28 und T-Zell-Aktivierung

Studien veranschaulichen, dass auch die Expression von CD28 auf den T-
Zellsubpopulationen nicht statisch ist, sondern sich im Rahmen einer T-Zell-

Aktivierung transient &ndert.

Mehrere Studien beschrieben die Rolle von CD28 bei der T-Zellaktivierung
(141; 142).

Metzler et al (143) untersuchten die CD28 Expression von CD4'T-Zellen in vivo
an einem Mausmodell. Nach Aktivierung der T-Zellen wurde der Median der
CD28-Flureszenz mit FACS untersucht. Hierbei zeigte sich an Tag 1 nach der T-
Zell-Aktivierung eine transiente Runterregulation von CD28, am 2. Tag jedoch
eine erhdhte Expression von CD28 auf bis das 2-fache des Ausgangswertes. 6
Tage nach der T-Zell-Aktivierung erreichte die CD28 Expression wieder das

Ausgangniveau.

Auch Vallejo et al (144) beschrieben bei einer Aktivierung von T-Zellen durch
autologe Monozyten sowie Anti-CD3 mAb (monoklonale Antikorper), dass die
CD28 Expression 24 Sunden nach der Aktivierung sank und 72-96h nach der

Aktivierung wieder ihr Ausgangsniveau erreichte.

Die Studie von Borthwick et al (145) stimulierten CD8"T-Zellen aus peripherem
Blut von gesunden Probanden mit PHA oder anti-CD3. Bei diesem Versuch
zeigte sich 3 Tage nach Beginn der Stimulation eine erhéhte Anzahl
CD8'CD28'T-Zellen. Im weiteren Verlauf nahm die CD28-Expression
sukkessive ab und nach 4 Wochen zeigte die Mehrzahl der CD8"T-Zellen keine

CD28-Expression mehr.

1.12.5. cD28""'T-Zellen

Bei der T-Zell-Aktivierung kommt es zu der transienten Hoch- bzw.
Runterregulation der CD28 Expression. T-Zellen kénnen aber auch permanent
die Expression von CD28 verlieren und zu CD28"™'T-Zellen werden.
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Hauptgrinde hierfir sind das Alter, rezidivierende Immunzellaktivierungen oder
Erkrankungen (146).

CD28"™"'T-Zellen stellen eine eigene Generation von T Zellen dar und

unterscheiden sich strukturell und funktionell von ihren CD28" Gegenstiicken.

Funktionell wirken CD28""'T-Zellen meist inhibitorisch (147). Die gesteigerte
Anzahl CD28™"'T-Zellen im Alter ist eine Erklarung fiir die im Alter nachlassende
Immunantwort (148). Studien wie die von Goronzy et al (149) unterstitzen
diese These. Sie bestimmten die Antikérper nach einer trivalenten
Grippeimpfung bei Probanden zwischen 65 und 98 Jahren. Zuséatzlich haben
sie den Anteil der CD4*CD28™" und der CD8"CD28™" T-Zellen vor und 28 Tage
nach der Impfung bestimmt. Es zeigte sich eine Korrelation zu CD8"CD28™'T-
Zellen. Je hoher die Konzentration der CD8'CD28"™'T-Zellen war, desto

geringer fiel die Antikorperproduktion gegen den Grippeimpfstoff aus.

Strukturell exprimieren CD28"™'T-Zellen vermehrt NK (natural killer) Zell-
rezeptoren. Zudem besitzen sie Granzym B und Perforin. Somit haben sie ein
hoheres zytotoxisches Potential. CD28™'T-Zellen kommen vermehrt bei
Erkrankungen wie z.B. der Rheumatischen Arthritis, SLE (Systemischer Lupus
erythematodes), CMV und HIV vor (150-152).

CD28™"T-Zellen zeigen auf beeindruckende Weise, wie diese Zellen eine
verringerte Immunreaktion auf Antigene haben kénnen und gleichzeitig ein

erhohtes Potential fir Autoimmunreaktionen besitzen kénnen.

1.13. Fragestellung der Studie
Mit der Arbeit sollte geprift werden, ob die Expression von CD26 und CD28 auf

T-Zellsubpopulationen als Biomarker fur eine Immunzellaktivierung in den
ersten 12 Monaten (x1Monat) nach Nierentransplantation genutzt werden kann.
Hierzu sollte der Verlauf der CD26 und CD28 exprimierenden T-
Zellsubpopulationen mittels Durchflusszytometrie untersucht werden. Zudem
sollte analysiert werden, ob sich die CD26- und CD28-Expression zwischen
Patienten mit und ohne immunologische Risikofaktoren unterscheiden. Auch

Assoziationen zwischen den Biomarkern und dem Alter, der
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immunsuppressiven Therapie sowie der Induktionstherapie sollten tberprift
werden. Desweiteren sollte die Frage beantwortet werden, ob die diagnostisch
oder pradiktiv gemessenen Biomerker genutzt werden kénnen fur die Diagnose
von Ereignissen wie AbstoBungen, Infektionen oder Transplantat- und

Funktionsverlust.
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2. Material und Methoden
2.1. Patienten
2.1.1. Rekrutierung der Patienten

Im Oktober 2013 begann die Rekrutierung der Patienten im Klinikum Stuttgart in
der Klinik fur Nieren-, Hochdruck- und Autoimmunerkrankungen. Bis Ende
Februar 2017 wurden 132 Patienten gefragt, ob sie an der Studie teilnehmen
mdochten. Insgesamt konnten 118 Patienten in die Studie eingeschlossen
werden. Bei den Ubrigen 14 Patienten lag keine schriftliche Einwilligung vor. Die
eingeschlossenen Patienten wurden ab dem Tag der Nierentransplantation 12
Monate (+ 1 Monat) lang beobachtet. Eingeschlossen wurden sowohl leichen-
als auch lebendnierentransplantierte Patienten.

Eine Zustimmung der Ethikkommission (6162013BO2 und 1922013B0O1) liegt

VOr.

2.1.2. Aufklarung der Patienten

Die Patienten wurden mindlich Uber die Studie aufgeklart und bestétigten ihre
Einwilligung schriftlich. Nur Patienten die schriftlich einwilligten, nahmen an der
Studie teil. Auslandische Patienten wurden nur rekrutiert, wenn sie den Inhalt
der Aufklarung verstanden haben. Fur tirkisch stdmmige Patienten waren

Aufklarungen in turkischer Sprache vorhanden.

Die Aufklarung umfasste die Ziele der Studie, die Mdglichkeit ohne Angabe von
Grunden jederzeit aus der Studie austreten zu kdnnen, sowie die Auswirkungen

auf den Patienten.

Mit der ersten Unterschrift willigte der Patient ein, dass sein Blut bzw. Gewebe
wissenschaftlich verwendet werden darf sowie unbefristet aufbewahrt werden
und in verschlisselter Form auch fur zukinftige Forschungsarbeiten verwendet

werden darf, sowohl im In-als auch im Ausland.

Mit der zweiten Unterschrift erkldrte er sich einverstanden, dass seine
klinischen und personenbezogenen Daten in verschlisselter Form gespeichert

werden durfen.

Die Unterlagen werden im Klinikum Stuttgart gesichert aufbewabhrt.
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2.1.3. Einschlusskriterien und Ausschlusskriterien
Tabelle 1 zeigt die Ein- und Ausschlusskriterien der Studie.

Tabelle 1: Ein- und Ausschlusskriterien der Studie

AusschluRkriterien:

Einschlukritierien:

-Méanner und Frauen tGber 18 Jahre -Leukopenie <2500/ul, Thrombopenie

. - . <100.000/ul,
-Patienten mit immunologisch verursachten
Nierenerkrankungen und/oder -Hb < 6,0 g/l bei Rekrutierung,
Nierentransplantatempfanger (Leichen- und . . A
Lebendspende) -bei Frauen: Schwangerschaftund Stillzeit

-Einwilligungsféahige Patienten -Debilitat

-fehlende Einwilligungserkléarung (Informed

-Vorliegen einer schriftlichen Consent)

Einwilligungserklarung des Patienten

In der ausgewahlten Kohorte befinden sich ein 15- und ein 17-jahriger Patient.
Sie einwilligten ein an der Studie teilzunehmen. Die Einwilligungserklarung

wurde von einem Elternteil unterschrieben.

2.1.4. Entnahme der Blutproben

Die Blutproben wurden wahrend der Routineblutabnahmen gewonnen. Diese
erfolgten nach der Transplantation zunachst auf der nephrologischen Station im
Katharinen-Krankenhaus in Stuttgart, nach Entlassung aus dem Krankenhaus
in der nephrologischen Ambulanz des Klinikums Stuttgart oder in der
Gemeinschaftspraxis Nephrologisches Zentrum in der Wolframstral3e 60, 70191
Stuttgart. Hier wurden den Patienten nach Entnahme der Routinediagnostik
zusatzlich je 10ml Blut abgenommen, davon 5 ml Heparinvollblut und 5 ml
EDTA-Vollblut. Ein zusatzlicher Einstich war nicht notwendig, auch mussten

sich die Patienten nicht zusatzlich zu den Routineuntersuchungen vorstellen.

2.1.5. Gesamtkollektiv

Insgesamt konnten 118 Patienten in die Studie eingeschlossen werden. Hiervon

waren 77 mannlich und 41 weiblich.

2.2. Dokumentation

Stammdaten und Ereignisse wurden den Arztbriefen und arztlichen
Dokumenten sowie den Laborergebnissen entnommen und zu allen Visiten

dokumentiert. Die Daten liegen im SAP-System des Klinikums Stuttgart vor.
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2.2.1. Stammdaten

Zu den erhobenen Stammdaten z&hlten: Geschlecht, Transplantationsdatum,
kalte und warme Ischamiezeit (in Stunden), friihere Transplantationen, Datum
der ersten Transplantation, Anzahl der Vortransplantationen, ob die alte Niere
beibehalten wurde, Alter bei Studieneintritt, ob es sich um eine Lebendspende
handelte, wer der Spender war (z.B. Ehefrau, Vater, Mutter, Partner/in), ABO-
Kompatibilitat, Anzahl der HLA-Mismatche, Vorhandensein von PRA, ob eine
praemptive Transplantation vorlag, der CMV-Status von Spender und
Empfanger, Plasmapharesen nach der Transplantation, Besonderheiten des
Patienten, Grunderkrankung, Spenderbiopsie, ob eine delayed graft function
vorlag, ob der Patient der Hochrisikogruppe zugeordnet wurde, die Induktions-

Therapie sowie das Vorhandensein von dnDSA und praformierten Ak.

Definition Hochrisikopatienten: Patienten, die mindestens eines der folgenden

Kriterien erfillten wurden der Hochrisikogruppe zugeordnet: mindestens zwei
Vortransplantationen, PRA mind. 15%, mehr als 3 HLA-Mismatche, schwarze

Hautfarbe oder eine delayed graft function.

Definition delayed graft function: Patienten, bei denen die transplantierte Niere

nur verzogert ihre Funktion aufgenommen hat, sodass mehr als eine Dialyse

durchgeftihrt werden musste.

Definition _prdemptive Transplantation: Patienten, die transplantiert wurden,

ohne zuvor dialysiert worden zu sein.

Definition positive PRA: ein Nachweis von >15% PRA.

2.2.2. Visitendaten

Visitendaten bezeichnen die Daten, die bei jeder Visite erhoben wurden. Hierzu
zahlten: Datum der Visite, Tagesdosis CSA, Tagesdosis Tacrolimus, Tagesdosis
Sirolimus, Tagesdosis Everolimus, Tagesdosis MPA, Medikamentenwechsel,
Steroiddosis, Pulstherapie, Vorhandensein von Diabetes mellitus und einer
medikamentdsen Therapie, Anzahl von Dialysen, Funktionsverschlechterung,
AbstoRung (mit Datum der Abstof3ung, Banff-Stadium, Datum der Biopsie),

Leukopenie, Anamie, Infektion (mit Datum und Erreger), Sepsis, Durchfall,
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Transplantatverlust, Stationarer Aufenthalt mit Datum und Grund, CMV-
Infektion, BKV-Infektion inkl. Anzahl der Kopien, Herpes-Infektion, EBV-Infektion

und das Vorhandensein von dnDSA.

2.2.3. Ereignisse

2.2.3.1. AbstolRungen
Ob eine Absto3ungsreaktion vorlag wurde ebenfalls der Kklinischen
Dokumentation entnommen. Eine Absto3ungsreaktion wurde wenn mdglich

histologisch gesichert und anhand der BANFF-Klassifikation eingeteilt.

2.2.3.2. Alle Infektionen

Unter "alle Infektionen” wurden alle viralen, bakteriellen und Infektionen mit
oder ohne Erregernachweis subsummiert, die nicht zu den finf viralen
Infektionen zahlten, welche separat erfasst wurden. Die Infektionen wurden
anhand der Dokumentation im Arztbrief identifiziert und im entsprechenden

Visitenzeitraum dokumentiert.

2.2.3.3. Virale Infektionen

Bestimmte virale Infektionen wurden separat dokumentiert. Hierzu zahlten die
laborchemisch nachgewiesenen Infektionen mit CMV, BKV, EBV, HSV und VZV.

2.2.3.4. Kombinierter Endpunkt Funktionsverschlechterung und
Transplantatverlust

Zu dem  kombinierten  Endpunkt  Funktionsverschlechterung  und
Transplantatverlust wurden Patienten gezahlt, die entweder eine
Nierentransplantatfunktionsverschlechterung (=Funktionsverschlechterung)

oder einen Nierentransplantatverlust (=Transplantatverlust) hatten.

Als Funktionsverschlechterung wurde eine Abnahme der Serum-Kreatinin-
Konzentration um mindestens 0,3 mg/dl oder eine signifikante Zunahme der
Proteinurie definiert, verglichen mit dem Wert der letzten Visite. Die
Kreatininkonzentration wurde im Routinebetrieb mit einem validierten Gerat
(Dimension VISTA®, Siemens Healthcare Diagnostics) aus einer Serum-

Monovette bestimmt.
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Als Transplantatverlust wurde der Funktionsverlust der Transplantatniere mit
dauerhaft notweniger Dialayse definiert.

2.2.4. Visiten

Der Beobachtungszeitraum wurde in 15 Visiten unterteilt. Tabelle 2 zeigt die
Zeitrdume der einzelnen Visiten. Um mehr vollstandige Datensétze zu erhalten,
wurden die Visiten fir bestimmte Berechnungen zusammengelegt. Bei den
zusammengelegten Visiten wurden die Mittelwerte berechnet und fur die
weitere Statistik genutzt. Auch die Zusammenlegung kann Tabelle 2
entnommen werden. Der Tag der Nierentransplantation wurde als Tag 0 gezahlt.
Fand ein Ereignis zwischen Visite 1 und Visite 2 statt, so wurde das Ereignis

der Visite 1 zugeordnet.

Tabelle 2: Definition der Visiten und Definition der zusammengelegten Visiten.

o Zusammengelegte
Visiten _
Visiten

V1 =Tagl

V2 = Tag3+1 Tag Woche 1

V3 =Tag 5+1 Tag

V4 = Tag7+1 Tag

V5 = Tag10+2 Tage

Woche 2-4
V6 = Tag 20+3 Tage

V7 =Tag 30+£3 Tage

V8 = 2. Monat+7 Tage Monat 2-3

V9 = 3. Monat+14 Tage

V10 = 4.Monat+14 Tage

Monat 4-6
V11 = 5. Monat+14 Tage

V12 = 6.Monat+14 Tage

V13 = 8.Monatt1Monat

Monat 7-13
V14 = 10.Monat+1Monat

V15 = 12. Monatt1Monat
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2.3. Transplantationsarten
2.3.1. Leichennierentransplantation

In Deutschland wird die Vergabe von Leichennieren zentral von Eurotransplant
verwaltet. Steht ein Spenderorgan zur Verfligung, wird anhand verschiedener
Kriterien (Wartezeit, HLA-Status usw.) ein Empféanger ermittelt. Damit auch
Patienten mit schwierigen Voraussetzungen eine Chance auf ein Spenderorgan
haben, wurden verschiedene Programme ins Leben gerufen wie z.B. das

Acceptable Missmatch Program oder das ESP (European Senior Program).

2.3.2. Lebendnierentransplantation

Die Wartezeit auf eine Leichennierenspende kann sehr lange und frustrierend
sein, da nicht geniigend Nieren zur Verfigung stehen. Daher stellt die
Lebendnierentransplantation eine bedeutende Alternative dar. Hierbei werden
einem gesunden Spender (in der Regel einem Angehérigen des Empfangers)
eine Niere entfernt und dem Empfanger transplantiert. Die hierbei sehr kurze

kalte Ischamiezeit hat einen positiven Effekt auf das Transplantatiiberleben.

2.3.3. ABO-inkompatible Lebendnierentransplantation

Normalerweise wirde eine ABO-inkompatible Transplantation wegen der
Isoagglutinine des Empfangers (Anti-A, Anti-B) zu einer hyperakuten
AbstoRungsreaktion fiihren. Heutzutage kdnnen diese Isoagglutinine entfernt
werden und machen eine ABO-inkompatible Lebendnierentransplantation
madglich. Im Klinikum Stuttgart werden die Isoagglutinine des Empfangers vor
der Transplantation mittels Immunadsorbtionen und Gabe von Rituximab soweit
reduziert, dass der Titer < 1:4 abfallt. Eine im Anschluss durchgefiihrte
Nierentransplantation hat dann zwar noch ein leicht erh6htes Absto3ungsrisiko,
dennoch ist das Transplantationsergebnis vergleichbar mit ABO-kompatiblen

Nierentransplantationen.

2.4. Induktionen
2.4.1. Standard-Induktion (Basiliximab)

Bei der Standard-Induktion erhalten die Patienten 250mg Prednisolon (Solu-

Decortin H®) i.v. unmittelbar vor sowie 6 Stunden nach der Transplantation. Am
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ersten Tag nach der Operation werden 50mg Prednisolon i.v. verabreicht.
Zudem bekommen die Patienten 20 mg Basiliximab (Simulect®) i.v. unmittelbar
vor der Transplantatiohn sowie am 4. postoperativen Tag. Normalerweise
werden Patienten, die eine Leichennierentransplantation erhalten mit einer
Standard-Induktion behandelt.

2.4.2. Rituximab (MabThera®)-Induktion:

Patienten, die eine ABO-inkompatible Lebendnierenspende erhielten oder die
praformierte Antikorper, dnDSA hatten benodtigen eine B-Zell-depletierende
Therapie. Diese basiert auf einem Protokoll, das bereits 4 Wochen vor der
geplanten Transplantation mit der Gabe von Rituximab (375mg/m2KOF)
beginnt. Die Nierentransplantation konnte ab einem Antikdrper-Titer unter 1:4
zwischen Empfanger und Spender durchgefihrt werden. Diese Patienten
bendtigten auch postoperativ weitere Titerkontrollen. Bei ansteigendem
Antikdrper-Titer (Titer>1:8 in der ersten Woche postoperativ, Titer>1:16 in der
zweiten Woche postoperativ) wurden weitere Behandlungen wie

Plasmapheresen oder Immunabsorptionen notwendig um die Titer zu senken.

2.4.3. Antithymozytenglobulin (ATG)-Induktion:

ATG (Thymoglobulin®) ferhalten Patienten mit einem erhohten Risiko fur
AbstoRungsreaktionen. Basiliximab wurde dann nicht zusatzlich gegeben. Die
Patienten erhielten zur Induktion 1,0-1,5mg/kgKG/Tag ATG. Die Erstgabe
erfolgte perioperativ. Die Therapie wurde fur 2-9 Tage unter téaglicher
Bestimmung der Lymphozytenzahl fortgesetzt. Die Gesamtdosis wurde

individuell festgesetzt.

2.5. Erhaltungstherapie
2.5.1. Standard der immunsuppressiven Therapie

Nierentransplantierte Patienten erhalten im Klinikum Stuttgart nach der
Induktionstherapie eine immunsuppressive Tripletherapie bestehend aus:
- Tacrolimus (Prograf®)

- Mycophenolséure (Myfortic® oder CellCept®)

- Prednisolon (Decortin H®)
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Nach der Transplantation wird die immunsuppressive Tripletherapie langsam

reduziert:

Prednisolon wird ab dem 2. Tag auf die orale Gabe umgestellt (Decortin H® ).
Von Tag 2-14 erhalt der Patient 0,5mg/kgKG Decortin H® oral. Ab Tag 15
betragt die Dosis 20mg pro Tag, wird nach weiteren 2 Wochen auf 15mg pro
Tag reduziert und im Anschluss alle 2 Wochen um 2,5mg reduziert, sodass
nach ca. 3 Monaten die Erhaltungsdosis von 5mg pro Tag erreicht wird. Bei
unkompliziertem Verlauf kann Decortin H® schneller ausgeschlichen werden,

sodass die Erhaltungsdosis bereits nach 8 Wochen erreicht werden kann.

Tacrolimus erhielten die Patienten ab dem Tag der Transplantation mit einer
Dosierung von 0,10mg/kgKG/Tag, verteilet auf 2 Dosen im Abstand von 12
Stunden. Die weitere Dosierung ist in Tabelle 3 aufgefuhrt und richtete sich

nach dem Ziel-Talspiegel:

Tabelle 3: Ziel-Talspiegel von Tacrolimus nach der Nierentransplantation.

Zeitraum Ziel-Talspiegel Tacrolimus Ziel-Talspiegel
(ng/L) bei Patienten ohne Tacrolimus(pg/L) bei Patienten
erhéhtem immunologischen mit erhéhtem
Risiko immunologischen Risiko

1. Woche postoperativ 8-10 10-12

2. Woche bis Tag 90 6-8 8-10

Ab Tag 91 bis Monat 12 4-6 6-8

Ab Monat 13 3-5 5-7

Die Dosis von 2x720mg Mycophenolsaure (Myfortic®) oder 2x1000mg
Mycophenolat-Mofetil (CellCept®) wird zunachst fortgefuhrt. Nach dem 3.
Monat wurde die Dosis individuell angepasst.

2.6. Abstofl3ung

Jeder Verdacht auf eine AbstoRungsreaktion wurde wenn maoglich histologisch
gesichert. In der Abteilung flir zellulare und molekulare Pathologie von Prof. Dr.
H. - J.Grone in Heidelberg oder Prof. Dr. R. Waldherr in der Pathologie der
Uniklinik Heidelberg wurde das entnommene Material untersucht und

entsprechend der Banff-Klassifikation eingeteilt.
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2.7. Laborchemische Untersuchungen

Die laborchemischen Untersuchungen wurden im Zentralinstitut fur Klinische
Chemie und Laboratoriumsmedizin am Klinikum Stuttgart ausgewertet. Hierzu

wurden CE-zertifizierten Standardmethoden verwendet.

Die dnDSA wurden mit Luminex und ELISA im HLA-Labor der Blutbank im
Klinikum Stuttgart bestimmt.

Die Konzentration von Tacrolimus wurde in Vollblutproben mittels LC-MS/MS
bestimmt (153).

Die Konzentration von Mycophenolsdure im Plasma wurde Uber die HPLC
gemessen (154; 155).

Der Nachweis einer viralen Infektion erfolgte mit den Geraten Avista Centaur®
(Siemens Healthcare Diagnostics) oder Liaison® (DiaSorin). Die Viruslast bei
einer BKV bzw. CMV-Infektion wurde mittels PCR bestimmt (hausinterne,
validierte Mathode nach DIN EN ISO 15189).

2.7.1. Bestimmung der T-Zellsubpopulationen und der Biomarker mittels
FACS

Gemessen wurde der Anteil der CD26 und CD28 exprimierenden T-
Zellsubpopulationen mittels Durchflusszytometrie unter Vewendung des FACS-
Gerates FC500®(Beckmann Coulter). Hierbei wurde folgendermalien

vorgegangen:

Aus dem EDTA-Blutréhrchen wurden 50ul abgenommen und entsprechend der
Mengenangaben in Tabelle 4 in einem Polypropylen Roéhrchen mit den

entsprechenden Antikorpern vermischt:

Tabelle 4: Verwendete Antikorper in der FACS-Analyse.

Antikorper Volumen
Beckman coulter®, CD3, PC7 2,54l
Beckman coulter®,CD4, PC5 2,54l
Beckman coulter®,CD8, APC-Alexa Flour 750 2,5l
Beckman coulter®, CD45, Krome Orange 2,5l
Beckman coulter®,CD45RO0O, FITC 5ul
Beckman coulter®, CD26, PE 5ul
Beckman coulter®, CD28, ECD 2,5l
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Nach kurzem Vortexen ruhte die Probe bei +15 bis +26°C fur 15 Minuten im
Dunkeln. AnschlieRend erfolgte die Erythrozytenlyse im Gerat TQ-Prep®
(Coulter) mit Lysereagenz (Versalyse + Fixative Solution im Verhaltnis 40 + 1).
Nach zweimaligem Waschen mit Isoton Il konnte eine Resuspension mit 600pl
Isoton Il und Fixative Solution (Verhaltnis 40 + 1) druchgefuhrt werden. Diese
wurde im FACS Geréat analysiert.

Durch die im FACS Gerat integrierten Argon-Laser und Photomultiplier erfolgte
die Differenzierung der verschiedenen Zellen anhand des forward-Scatters, des

side scatters und der Floureszenzintensitat der entsprechenden Antikorper.

Hierbei wurden die Lymphozyten wie folgt gegated: zunachst CD3, dann CD4,

anschliefend CD 45 und dann die Biomarker.

Alle T-Zellen, auf denen CD45RO (=CD45") nachgewiesen werden konnte,
wurden in dieser Studie als Gedachtniszellen gewertet, alle CD45 negativen
Zellen als naive T-Zellen.

2.8. Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden unterstutzt von Dr. Simon Mduller der
Firma MUON-STAT. Dr. Miller benutzte fur die Berechnung die Statistik-
Software R: R Core Team (2017). R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL
https://www.R-project.org/. Sowie das R-Paket rms: Frank E Harrell Jr (2017).
rms: Regression Modeling Strategies. R package version 5.1-1.

https://CRAN.Rproject.org/package=rms.

2.8.1. Graphiken

Der Verlauf der Biomarker uber 13 Monate bei den verschiedenen T-
Zellsubpopulationen wurde mit dem Programm MedCalc® (Copyright © 1993-
2011 MedCalc Software bvba, Belgien) erstellt und in Microsoft®Powerpoint
bearbeitet. Die Signifikanz der Veranderungen der Biomarker zu den einzelnen

Visiten wurde mit dem Wilcoxon test (paired samples) errechnet.
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Die Gruppnenvergleiche zum Einfluss des immunologischen Risikos vor der
Transplantation und der Assoziation zu klinischen Ereignissen nach der
Transplantation wurden ebenfalls mit MedCalc® durchgfihrt. Verwendet wurde
der Mann-Whitney-Test flr unabhéangige Proben. Die Bearbeitung der
Graphiken geschah mit MATLAB®.

2.8.2. Cox-Regression

In dieser Studie wurde anstelle der Uberlebenszeit die Zeit von der
Transplantation bis zum Ereignis (=Time2Event in Tagen) betrachtet. Bei
Patienten, die kein Ereignis hatten, wurde der gesamte Zeitraum von der
Transplantation bis zum Ende des Beobachtungszeitraums in Monat 13 in die
Berechnung einbezogen. Wenn ein Patient ein Ereignis tber einen langeren
Zeitraum hatte oder das Ereignis mehr als ein Mal auftrat, wurde nur der
Zeitpunkt der ersten Diagnosestellung bertcksichtigt. Zudem wurden die
Ereignisse erst ab dem 3. Monat betrachtet, da ab diesem Zeitpunkt von einer

stabilen Phase nach Transplantation ausgegangen werden konnte.

In der Cox-Regression wurden die in Tabelle 5 aufgezéhlten Ereignisse
betrachtet.

Tabelle 5: Aufzahlung der Ereignisse, die in der Cox-Regression betrachtet wurden.

AbstoRRungsreaktionen

Alle Infektionen

Virale Infektionen

Kombinierter Endpunkt Funktionsverschlechterung und Transplantatverlust

Als Pradiktoren gingen die Biomaker und die klinischen Variablen in die Cox-

Regression ein. Einen Uberblick tber die Pradiktoren gibt Tabelle 6.
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Tabelle 6: Die Biomarker und die klinischen Variablen gingen als Pradiktoren in die Cox-
Regression ein.

Biomarker
CD4+CD26+T-Zellen CD4+CD28+T-Zellen
CD8+CD26+T-Zellen CD8+CD28+T-Zellen

CD4+CD26+T-Gedachtniszellen | CD4+CD28+T-Gedachtniszellen

CD8+CD26+T-Gedachtniszellen | CD8+CD28+T-Gedachtniszellen

Klinische Variablen

Geschlecht

Alter bei Studieneintritt

Risikopatient

Induktionstherapie

Mit der Cox-Regression wird der Einfluss der Pradiktoren (in diesem Fall der
Biomarker und der klinischen Variablen) bestimmt (die sogenannte Hazard
Ratio) (156; 157).

Es erfolgte eine diagnostische und eine pradiktive Auswertung.

2.8.2.1. Diagnostische Auswertunqg

Fur die diagnostische Auswertung wurde der Biomarker-Wert zum Zeitpunkt
des Ereignisses bertcksichtigt. Wenn ein Patient beispielsweise in Visite Monat
4-6 eine AbstofRungsreaktion hatte, dann wurde der Biomarker-Wert der in

Monat 4-6 gemessen wurde fur die Auswertung verwendet.

2.8.2.2. Pradiktive Auswertung

Fur die padiktive Auswertung wurde der Biomarker-Wert einen Messzeitpunkt
vor dem Ereignis analysiert. Wenn ein Patient beispielsweise in Visite Monat 4-
6 eine AbstoRungsreaktion hatte, dann wurde der Biomarker-Wert, der in Visite

Monat 2-3 gemessen wurde, verwendet.

2.8.3. Berechnung des AUC-Werts der ROC-Kurve

Zusatzlich zu der pradiktiven Auswertung der Cox-Regression wurden die AUC-

Werte der ROC-Kurven berechnet.
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Fur die Berechnung der AUC-Werte wurde XGBoost (eXtreme Gradient
Boosting) verwendet (158-162). XGBoost ist ein maschinelles Lernsystem, das
auf eine optimale Vorhersage ausgelegt ist. Im Gegensatz zur Cox-Regression
kann XGBoost auch einen nicht-linearen Einfluss der Pradiktoren auswerten.
Ziel war, dass XGBoost eine Vorhersage trifft, welcher Patient ein Ereignis
haben wird und welcher Patient kein Ereignis haben wird. Hierzu wird ein

Baumalgorithmus genutzt.

Um die Vorhersagefahigkeit des Maschine Learning Algorithmus auf einen
unbekannten Datensatz zu analysieren, erfolgte eine 3-fache Kreuzvalidierung.
Das bedeutet, dass der vorhandene Datensatz in 3 Teile aufgeteilt wurde.
Bertcksichtigt wurde dabei, dass der dritte, dem Algorithmus unbekannten
Datensatz, dasselbe Verhdltnis an Ereignissen besitzt wie der

Trainingsdatensatz.

Aus jedem Schritt dieser 3-fachen Kreuzvalidierung wurde ein AUC-Wert
ermittelt. Mit einer zusatzlichen Kreuzvalidierung wurden dann die optimalen

Parameter des XGBoost-Algorithmus auf dem Trainingsdatensatz durchgefthrt.

2.8.3.1. Beispiel

Fur jeden Patienten im Trainingsdatensatz baut XGBoost anhand der
eingesetzten Pradiktoren einen Baumalgorithmus. Ein fiktives Beispiel ist in
Abbildung 1 zu sehen. Hierbei kann jeder einzelne Baum nur eine schwache
Vorhersagekraft haben. Aber die Information aller Baumalgorithmen zusammen
genommen erhoht die Vorhersagekraft. Der optimierte Algorithmus aus dem
ersten Trainingssatz, der aus den Infomationen aus allen Bdumen des ersten
Datensatzes erstellt wurde, wird im n&achsten Schritt auf den zweiten
Trainingsdatensatz angewendet. Hierbei werden Fehler erkannt und der

Algorithmus immer weiter verbessert.
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Patient 1 = Kein Ereignis Patient 2 = Ereignis

Geschlecht mannlich Geschlecht ménnlich

J/ \Nem o/ e

Alter < 66 Jahre - Induktionstherapie mit ATG
(Pradiktor)
/ \ . Ja / \Nein
la Nein
(Pradiktor) (Pradiktor)
(Pradiktor) (Pradiktor)

Abbildung 1: Fiktives Beispiel fiir einen Baumalgorithmus. In der Regel wir ein
Baumalgorithmus umso genauer, je mehr "Blatter", d.h. Aufzweigungen er besitzt.

Je Ofter der Trainingsdatensatz trainiert, d.h. optimiert wird, desto besser ist
seine Vorhersagekraft fur ein Ereignis. Ab einem bestimmten Wert sistiert die
Vorhersagekraft des Modells. Hier ist die Beste AUC der ROC-Kurve erreicht,
die das Modell errechnen kann.

Nachdem das Modell mit zwei Datensatzen trainiert wurde, kann nun seine
Vorhersageperformance am dritten Datensatz ausgewertet werden. Das
bedeutet, XGBoost kennt beim dritten Datensatz nicht die Ergebnisse, sondern
trifft eine Vorhersage uber die Ergebnisse des dritten Datensatzes anhand des
trainierten  Modells. Mit der AUC der ROC-Kurve kann diese
Vorhersageperformance sichtbar gemacht werden.

Zusatzlich ist es moglich, dass das Feature Importance angezeigt wird. Das
Feature Importance zeigt den Einfluss der einzelnen Pradiktoren auf die
Vorhersageperformance (163-165). Es wurden zuséatzlich zu den Pradiktoren,
die in der Cox-Regression verwendet wurden, auch die Time2Event als

Pradiktor berlcksichtigt.

2.8.4. PR-Kurve (Precision und Recall-Kurve)

2.8.4.1. Vergleich mit ROC-Kurve

Erganzend zur ROC-Kurve wurde die PR-Kurve erstellt.

Die ROC-Kurve fokussiert sowohl auf die positiven Félle (in diesem Fall
Patienten mit einem Ereignis) als auch auf die negativen Falle (kein Ereignis).

Verstandlicher wird das, wenn man die Beschriftung der Achsen anschaut:
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Y-Achse: Sensitivitat
= (Richtig-Positiv-Rate=Richtig Positive/(Richtig Positive+Falsch Negative)
X-Achse: 1-Spezifitat

=(Falsch-Positiv-Rate=Falsch Positive/(Falsch Positive+Richtig Negative) (166).

2.8.4.2. PR-Kurve

Die PR-Kurve fokussiert auf die positiven Félle (in diesem Fall Ereignisse). Die
PR-Kurve ist eine Methode, die eine Aussage macht tber die Anzahl richtig
positiver Vorhersagen (167-170). Anhand der X-und Y-Achse wird deutlich,
dass bei dieser Methode die richtig Negativen (in diesem Fall Patienten ohne
ein Ereignis, die auch als solche erkannt wurden) nicht berlcksichtigt werden.

Diese Gruppe stellt in den meisten Fallen die Mehrheit dar (170; 171).
Y-Achse: Precision (=Richtig Positive/(Richtig Positive+Falsch Positive))
X-Achse: Recall (=Richtig Positive/(Richtig Positive+Falsch Negative)

Eine ideale PR-Kurve verauft mit maximaler Precision von 1 und maximalem
Recall von 1 Uber die obere rechte Ecke. Ein Modell mit guter
Vorhersageperformance biegt sich in Richtung der oberen rechten Ecke und ein
Modell, dessen Variable die positiven Falle nicht vorhersagen kann, verlauft als
horizontale Linie. Die Hohe dieser horizontalen Linie auf der Y-Achse hangt von

der Anzahl der positiven Falle im Datensatz ab (172).

2.8.5. Signifikanzniveau

Das statistische Signifikanzniveau a wurde auf 5% festgelegt.
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3. Ergebnisse
3.1. Das Patientenkollektiv

An der Studie nahmen 118 Patienten teil. Das mittelere Lebensalter bei
Studieneintritt lag bei den Frauen bei 53,2 Jahren und bei den Mannern bei

52,8 Jahren. Tabelle 7 zeigt die Eigenschaften des Patientenkollektivs im Detail.

Tabelle 7: Eigenschaften des Patientenkollektivs der Studie.

Anzahl der Patienten Eigenschaften

41 Frauen

77 Manner

103 ABO-kompatibel transplantiert

15 ABO-inkompatibel transplantiert

72 Leichennierenspenden

46 Lebendnierenspenden

86 Basiliximab - Induktionstherapie

14 Rituximab - Induktionstherapie

18 ATG - Induktionstherapie

35 Delayed graft function

83 Ohne DGF

28 Patienten mit préformierten Antikbrpern
74 Patienten ohne praformierte Antikdrper
53 Mit HLA>3

65 Ohne HLA >3

17 Patienten mit PRA > 15%

97 Paienten mit PRA < 15% (definiert als Patienten ohne PRA)
5 Patienten mit dnDSA

82 Hochrisikopatienten

36 Keine Hochrisikopatienten

7 Transplantatverlust

11 Préaemptive Transplantation

106 Keine préemptive Transplantation

Zur statistischen Auswertung wurde der Mann-Whitney-Test flr unabhéngige

Variablen verwendet.

3.2. Klinische Ereignisse - Deskriptive Analyse

Um einen Uberblick tiber die Ereignisse zu erhalten, wurden diese im zeitlichen
Verlauf analysiert. Hierzu wurde in Abbildung 2 der relative Anteil eines jeden
Ereignisses pro Zeitpunkt berechnet und graphisch dargestellt. Es zeigte sich,
dass die Ereignisse virale Infektionen und der kombinierte Endpunkt
Funktionsverschlechterung und Transplantatverlust relativ konstant Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum stattfanden. Abstol3ungen traten gehé&uft
zwischen Tag 51 und Tag 20+3 nach der Transplantation auf. Virale

Infektionen hingegen traten erst ab dem zweiten Monat auf.
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Abbildung 2: Relativer Anteil der Ereignisse und der dnDSA (=DSA) zum Zeitpunkt der Visiten.
Verandert man die Graphik, indem man wie in Abbildung 3 aufgefihrt, die
Anzahl der Ereignisse pro Zeitabschnitt darstellt, fallt auf, dass es in den ersten
Tagen nach der Transplantation zu nur wenigen Ereignissen gekommen ist. Ein
Grol3teil der Ereignisse lag in den Monaten 2-4 nach der Transplantation. Am
haufigsten trat der kombinierte Endpunkt Funktionsverschlechterung und

Transplantatverlust auf, dahinter das Ereignis alle Infektionen.
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Kombinierter Endpunkt
Funktionsverschlechterung Abstoung Virale Infektionen Alle Infektionen DSA
und Transplantatverlust

Abbildung 3: Anzahl der Ereignisse und das Vorhandensein von dnDSA zum Zeitpunkt der
Visiten.
Ein Patient kann auch mehrere Ereignisse pro Zeitabschnitt haben. Abbildung 4

veranschaulicht, dass insbesondere der  kombinierte Endpunkt
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Funktionsverschlechterung und Transplantatverlust zusammen mit Infektionen

(alle) oder AbstoRungen auftrat.
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Abbildung 4: Anzahl mehrerer gleichzeitig auftretender Ereignisse.

In Abbildung 5 wird das Heatmap fur die dnDSA gezeigt. Es wird ersichtlich,
dass fur viele Patienten keine Daten vorhanden waren und dass dnDSA bei

einzelnen Patienten haufiger auftraten.

Wegen der geringen Anzahl der Daten wurde mit den dnDSA keine Cox-

Regressionsanalyse durchgefihrt.
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Abbildung 5: Heat map zu den dokumentierten dnDSA-Werten.

3.3.  Verlauf zirkulierender CD26"und CD28"T-Zellsubpopulationen im
Gesamtkollektiv im ersten Jahr nach der Nierentransplantation

Durch die Darstellung der Medianwerte zirkulierender CD26'und CD28'T-
Zellsubpopulationen im ersten Jahr nach einer Nierentransplantation kann ein
orientierender Eindruck gewonnen werden uber signifikante Veranderungen im

zeitlichen Verlauf.

Es zeigte sich, dass der Anteil zirkulierender CD26'T-Zellsubpopulationen
gering ist. Der Median betrug 10,1% bei den CD4'T-Zellen und 2,8% bei den
CD8'T-Zellen in der ersten Woche nach der Transplantation.

Abbildung 6 zeigt den Verlauf der CD4"CD26'T-Zellen. In den ersten 6 Monaten
waren keine signifikanten Verdnderungen messbar. Das andert sich in Monat 7-
13. Hier nahm der Anteil dieser T-Zellsubpopulation signifikant ab und lag bei
7,8%.
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Abbildung 6: Verlauf der Medianwerte der anteiliméaRigen CD26 Expression der CD4" T-Zellen
im Gesamtkollektiv iiber 12 Monate (£1Monat). W=Woche, M=Monat.

Bei den CD8'T-Zellen zeigte sich ein ganz anderer Verlauf. In Abbildung 7 ist zu
erkennen, dass der Median CD26 exprimierender CD8'T-Zellen in den ersten 6
Monaten signifikant anstieg und in den Monaten 4-6 einen Wert von 4%.
erreichte. Im weiteren Verlauf sank der Anteil CD8"CD26"T-Zellen zwar wieder,

war in den Monaten 7-12 aber noch signifikant héher als in Woche 1.
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Visite

Abbildung 7: Verlauf der Medianwerte der anteilméRigen CD26 Expression der CD8" T-Zellen
im Gesamtkollektiv iber 12 Monate (+1Monat). W=Woche, M=Monat.

Der Verlauf der CD4"CD26'T-Gedachtniszellen wird in Abbildung 8 gezeigt. Bei
dieser T-Zellsubpopulation lag der Medianwert direkt nach der Transplantation
in Woche 1 bei 6,6% und stieg bis Monat 2-3 auf Werte bis 8% an. Signifikante
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Unterschiede zeigten sich hier nicht. Im weiteren Verlauf kam es jedoch zu
einem  kontinuierlichen und signifikanten Abfall der CD26'CD4'T-
Gedachtniszellen, die in Monat 7-13 wieder bei 6,1% lagen und sich somit nicht

signifikant vom Ausgangswert in Woche 1 unterschieden haben.
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Median % CD4*CD26* T-Gedachtniszellen
N

Abbildung 8: Verlauf der Medianwerte der anteilmé&Rigen CD26 Expression der CD4" T-
Gedachtniszellen im Gesamtkollektiv Giber 12 Monate (x1Monat). W=Woche, M=Monat.

Anders sieht der Verlauf bei den CD8'T-Gedachtniszellen aus. In Abbildung 9
ist zu sehen, dass der Anteil CD26 exprimierender CD8'T-Zellen im Verlauf
kontinuierlich und signifikant anstieg. Wahrend in der ersten Woche nach der
Transplantation der Medianwert der CD26'CD8 ' T-Gedachtniszellen bei 1,6%
lag, ist ihr Anteil in Monat 7-13 auf 2,3% angestiegen.
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Abbildung 9: Verlauf der Medianwerte der anteilmé&Rigen CD26 Expression der CD8" T-
Gedachtsnizellen im Gesamtkollektiv Giber 12 Monate (x1Monat). W=Woche, M=Monat.

Bei den CD28*T-Zellen fiel zunachst auf, dass ihr Anteil bei den zirkulierenden
T-Zellsubpopulationen deutlich hoher war als der Anteil zirkulierender CD26"T-

Zellsubpopulationen.

Bei den CD4'T-Zellen exprimierten 71% nach der Transplantation CD28.
Abbildung 10 zeigt, dass ihr Anteil im Verlauf eines Jahres kontinuierlich und

signifikant auf 63% sank.
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Abbildung 10: Verlauf der Medianwerte der anteilméRigen CD28 Expression der CD4" T-Zellen
im Gesamtkollektiv iber 12 Monate (+1Monat). W=Woche, M=Monat.
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In Abbildung 11 wird ersichtlich, dass der Median der CD28 exprimierenden
CD8'T-Zellen mit 18,8% nach der Transplantation deutlich geringer ist.
Innerhalb der ersten 3 Monate kam es zu einem signifikanten Anstieg auf bis zu
20%, zwischen dem 6. -12. Monat sank ihr Anteil wieder signifikant ab und

erreichte mit 17,9% anndhernd das Niveau des Ausgangswertes in Woche 1.
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Abbildung 11: Verlauf der Medianwerte der anteilmaRigen CD28 Expression der CD8" T-Zellen
im Gesamtkollektiv iber 12 Monate (+1Monat). W=Woche, M=Monat.

Bei den CD4'T-Gedachtniszellen betrug der Median zirkulierender CD28'T-
Zellsubpopulationen nach der Transplantation 28,6% und stieg im Verlauf eines
Jahres wenig, aber signifikant auf ca. 33,2% an. Graphisch veranschaulicht das
Abbildung 12.
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Abbildung 12: Verlauf der Medianwerte der anteilméRigen CD28 Expression der CD4" T-
Gedachtniszellen im Gesamtkollektiv Giber 12 Monate (x1Monat). W=Woche, M=Monat

Abbildung 13 zeigt den Anstieg des Medians der zirkulierenden CD8'CD28"T-
Gedachtniszellen innerhalb von 3 Monaten von 5,4% auf 8%. In Monat 4-6 und
Monat 7-13 hielten sich die Medianwerte zwischen 7,8 und 8,1% und waren

hoher (p<0,05) als direkt nach der Transplantation.
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Abbildung 13: Verlauf der Medianwerte der anteilmaRigen CD28 Expression der CD8" T-
Gedachtniszellen im Gesamtkollektiv Giber 12 Monate (x1Monat). W=Woche, M=Monat.

Zusammenfassend fanden sich beim Vergleich der Biomarker im Verlauf nur
geringe Trends: Der Anteil der CD4"CD26'T-Zellen und der CD4"CD28"T-Zellen
sank im Verlauf. Bei den CD8"CD26"T-Zellen und den CD8*CD28"T-Zellen kam

es zunachst zu einem leichten Anstieg, in der letzten Visite jedoch zu einem
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Abfall der

anteilmanigen

Expression. Der

Anteil der

CD8'CD26'T-

Gedachtniszellen und den CD8"CD28"T-Gedéachtniszellen stieg im Verlauf an.

3.4. Korrelation zwischen den CD26" und CD28"T-Zellsubpopulationen

und dem Alter bei Studieneintritt

3.4.1. Korrelation zwischen den CD26'T-Zellsubpopulationen und dem
Alter bei Studieneintritt

Zwischen den CD26"T-Zellsubpopulationen und dem Alter bei Studieneintritt

gab es nur zwei einzelne signifikante Korrelationen, wie Tabelle 8 zeigt.

Tabelle 8: Korrelationen zwischen den CD26'T-Zellsubpopulationen und dem Alter bei

Studieneintritt.

A) Korrelation zwischen den CD4+CD26+T-Zellen (Mittelwert) zu den Visiten und dem
Alter bei Studieneintritt.

Visite Anzahl Rho Signifikanz 95% KI fur Rho
w1 98 0,193 P=0,0566 -0,00539 to 0,377
W2-4 98 0,131 P=0,1979 -0,0690 to 0,321
M2-3 106 0,127 P=0,1956 -0,0656 to 0,310
M4-6 106 0,0596 P=0,5441 -0,133 t0 0,248
M7-13 112 0,0255 P=0,7894 -0,161 to 0,210

B) Korrelation zwischen den
Alter bei Studieneintritt.

CD8+CD26+T-Zellen (Mittelwert) zu den Visiten und dem

Visite Anzahl Rho Signifikanz 95% KI fur Rho
w1 99 0,0898 P=0,3768 -0,110 to 0,282
W2-4 99 -0,00824 P=0,9355 -0,205 t0 0,189
M2-3 106 -0,0979 P=0,3182 -0,283 to 0,0946
M4-6 106 -0,0964 P=0,3254 -0,282 to 0,0961
M7-13 112 -0,113 P=0,2336 -0,293 to 0,0736

C) Korrelation zwischen den

und dem Alter b

ei Studieneintritt.

CD4+CD26+T-Gedachtniszellen (Mittelwert) zu den Visiten

Visite Anzahl Rho Signifikanz 95% KI fur Rho
w1 98 0,245 P=0,0149 0,0492 to 0,423
W2-4 98 0,196 P=0,0527 -0,00219 to 0,380
M2-3 106 0,173 P=0,0754 -0,0179 to 0,353
M4-6 106 0,11 P=0,2598 -0,0821 to 0,295
M7-13 112 0,0253 P=0,7913 -0,161 to 0,210

D) Korrelation zwischen den

und dem Alter b

ei Studieneintritt.

CD8+CD26+T-Gedachtniszellen (Mittelwert) zu den Visiten

Visite Anzahl Rho Signifikanz 95% KI fur Rho
w1 99 0,202 P=0,0454 0,00434 to 0,384
W2-4 99 0,0255 P=0,8024 -0,173 t0 0,222
M2-3 106 0,0582 P=0,5532 -0,134 t0 0,246
M4-6 106 0,0667 P=0,4968 -0,126 to 0,254
M7-13 112 -0,0401 P=0,6743 -0,224 to 0,147

3.4.2. Korrelation zwischen den CD28'T-Zellsubpopulationen und dem
Alter bei Studieneintritt

Bei den CD28'T-Zellsubpopulationen zeigten sich mehrere signifikante
Korrelationen zum Alter bei Studieneintritt. Bei den CD4'CD28"T-Zellen und
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den CD4'CD28'T-Gedachtniszellen zeigte sich eine positive Korrelation.
Gegensatzlich verhalten sich die CD8"CD28"T-Zellen. Bei ihnen zeigte sich in

der Ubersicht in Tabelle 9 eine negative Korrelation zum Alter bei Studieneintritt.

Tabelle 9: Korrelationen zwischen den CD28"T-Zellsubpopulationen und dem Alter bei
Studieneintritt.

A) Korrelation zwischen den CD4+CD28+T-Zellen (Mittelwert) zu den Visiten und dem
Alter bei Studieneintritt.

Visite Anzahl Rho Signifikanz 95% KI fur Rho
w1 98 0,266 P=0,0082 0,0711 to 0,441
W2-4 97 0,329 P=0,0010 0,138 to 0,496
M2-3 106 0,239 P=0,0135 0,0509 to 0,411
M4-6 106 0,126 P=0,1968 -0,0660 to 0,310
M7-13 112 0,0648 P=0,4972 -0,122 to 0,247

B) Korrelation zwischen den
Alter bei Studieneintritt.

CD8+CD28+T-Zellen (Mittelwert) zu den Visiten und dem

Visite Anzahl Rho Signifikanz 95% KI fur Rho
w1 99 -0,502 P<0,0001 -0,636 to -0,338
W2-4 99 -0,458 P<0,0001 -0,601 to -0,287
M2-3 106 -0,341 P=0,0003 -0,500 to -0,161
M4-6 106 -0,372 P=0,0001 -0,526 to -0,195
M7-13 112 -0,249 P=0,0082 -0,415 to -0,0660

C) Korrelation zwischen den

und dem Alter b

ei Studieneintritt.

CD4+CD28+T-Gedachtniszellen (Mittelwert) zu den Visiten

Visite Anzahl Rho Signifikanz 95% KI fir Rho
w1 98 0,368 P=0,0002 0,183 to 0,528
W2-4 98 0,341 P=0,0006 0,153 to 0,505
M2-3 106 0,329 P=0,0006 0,148 to 0,489
M4-6 106 0,261 P=0,0069 0,0739 to 0,430
M7-13 112 0,0573 P=0,5481 -0,130 to 0,240

D) Korrelation zwischen den

und dem Alter b

ei Studieneintritt.

CD8+CD28+T-Gedachtniszellen (Mittelwert) zu den Visiten

Visite Anzahl Rho Signifikanz 95% KI fir Rho
w1 99 0,218 P=0,0306 0,0210 to 0,398
W2-4 99 0,0312 P=0,7590 -0,167 to 0,227
M2-3 106 0,0806 P=0,4112 -0,112 to 0,267
M4-6 106 0,108 P=0,2685 -0,0841 to 0,293
M7-13 112 0,0471 P=0,6216 -0,140 to 0,231

3.5. Einfluss des immunologischen Risikos vor der Transplantation auf
zirkulierende CD26" und CD28'T-Zellsubpopulationen

3.5.1. HLA Mismatch

3.5.1.1. CD26'T-Zellsubpopulationen

Zur Beurteilung des Einflusses der positiven HLA-Mismatche wurden die
Patienten mit 3 oder weniger positiven HLA-Mismatches verglichen mit
Patienten, die mehr als 3 HLA-Mismatches vor der Transplantation aufwiesen.

Verglichen wurden die Medianwerte zirkulierender T-Zellsubpopulationen.
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Bei den CD26'T-Zellsubpopulationen zeigten sich fiir die CD4"CD26"T-Zellen
und die CD8"CD26"T-Zellen keine signifikanten Unterschiede.

Einzelne Unterschiede waren bei den Gedéachtniszellen zu sehen: In Monat 2-3
war der Median bei den CD4'CD26'T-Gedachtniszellen bei Patienten mit mehr
als 3 HLA-Mismatches signifikant niedriger als bei Patienten mit 3 oder weniger
HLA-Mismatches.

Bei den CD8'CD26'T-Gedéachtniszellen lagen die Medianwerte der Patienten
mit mehr als 3 HLA-Mismatches zu allen Visiten niedriger (p<0,05 in Monat 2-3
und Monat 7-13) als bei den Patienten mit 3 oder weniger HLA-Mismatches, wie
Abbildung 14 zeigt.

CD8*CD26*T-Gedachtniszellen

—_
o
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6 * * 1 ['m HLAMismatch > 3 = nein
A HLAMismatch > 3 = ja
T 95%KI
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W1 W2-4 M2-3 M4-6 M7-13

Median % CD8*CD26*T-Gedichtniszellen

Visite
CD26 W1 | W2-4 | M23 | M6 | M7-13
(CD8+CD2|_E|SI:r'§'?égggtl:rr]1tniszelIen) n=52 | n=53 | n=59 | n=60 | n=62
(CD8+CD26|_4|-I:I§;?;d:éJi?:htniszeIIen) n=47 | n=46 | n=47 | n=46 | n=50

Abbildung 14: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD8"CD26 " T-Gedachtniszellen
zwischen Patienten mit einem HLA-Mismatch>3 und Patienten mit einem HLA-Mismatch<3.
W=Woche, M=Monat, n=Anzahl.

3.5.1.2. CD28*T-Zellsubpopulationen

Bei den CD4'CD28'T-Zellen wiederum zeigte sich, dass Patienten mit mehr als
3 Mismatches uber alle Visiten einen hoheren Medianwert hatten als Patienten
mit 3 oder weniger HLA-Mismatchen, auch wenn der Unterschied gering war
und keine Signifikanz aufwies. Genau anders herum war die anteilmafige

Expression der CD8"CD28"T-Zellen. Hier wiesen Patienten, die 3 oder weniger
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Mismatches hatten, mehr CD8"CD28"T-Zellen auf, mit Ausnahme in Monat 7-

13. Auch hier war der Unterschied gering und erreichte keine Signifikanz.

Bei den CD4'CD28'T-Gedachtniszellen konnten keine  signifikanten
Unterschiede gemessen werden, wenn auch die Anzahl CD28 exprimierender
CD4'T-Gedachtniszellen tber alle Visiten bei den Patienten mit 3 oder weniger
HLA-Mismatches héher war als in der Vergleichsgruppe. Ahnlich war es bei den
CD8'CD28"T-Gedachtniszellen. Einen signifikanten Unterschied gab es nicht,
dennoch exprimierten Patienten mit 3 oder weniger HLA-Mismatchens mehr
CD8'CD28"T-Gedachtniszellen mit Ausnahme in Woche 2-4.

3.5.2. Patienten mit PRA vs. Patienten ohne PRA
3.5.2.1. CD26'T-Zellsubpopulationen

Der Median zirkulierender CD4"CD26"T-Zellen war bei Patienten mit PRA in
Woche 1 (p<0,05) und Woche 2-4 niedriger und in Monat 2-3, Monat 4-6 und
Monat 7-12 hoher als bei den Patienten ohne PRA. Bei den CD8'T-Zellen war
der Anteil CD26'T-Zellen bei den Patienten mit PRA in Woche 1 etwas
niedriger, zu allen anderen Visitenzeitpunkten jedoch hoher als in der
Vergleichsgrupppe, in Monat 2-3 und Monat 7-15 mit signifikantem Unterschied.
Auch bei den CD4'T-Gedachtniszellen war die Anzahl CD26 exprimierender T-
Zellen in Woche 1 (p<0,05) und Woche 2-4 zunachst niedriger als bei den
Patienten ohne PRA, ab dem Monat 2-3 jedoch hoher. Bei den CD8'T-
Gedéachtniszellen zeigten sich keine einheitlichen Trends oder signifikanten

Unterschiede.

3.5.2.2. CD28'T-Zellsubpopulationen

Beim Vergleich der Patienten mit PRA und Patienten ohne PRA zeigten sich
signifikante Unterschiede v.a. beim Anteil der CD28 exprimierenden T-
Zellsubpopulationen. Abbildung 15 zeigt, dass Patienten mit PRA Uber alle
Visiten eine signifikant niedrigere Anzahl CD4'CD28'T-Zellen hatten als
Patienten ohne PRA.
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Abbildung 15: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD4"CD28"T-Zellen zwischen
Patienten mit PRA (=PRA>15%) und ohne PRA. W=Woche, M=Monat, h=Anzahl.

Anders stellt sich die Situation bei den CD8'CD28*T-Zellen dar. In Abbildung 16
ist zu sehen, dass Patienten mit PRA mehr CD8"CD28"T-Zellen aufwiesen als
Patienten ohne PRA. Dieser Unterschied zeigte in Woche 2-4 und Monat 2-3

eine Signifikanz, welche in den Ubrigen Visiten nur knapp nicht erreicht wurde.
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Abbildung 16: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD8"CD28"T-Zellen zwischen
Patienten mit PRA (=PRA>15%) und ohne PRA. W=Woche, M=Monat, n=Anzahl.
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Signifikante Unterschiede zeigten sich auch bei den CD4'CD28'T-
Gedachtniszellen. In Abbildung 17 ist zu sehen, dass der Median bei den
Patienten mit PRA in allen Visiten bis auf Woche 2-4 niedriger (p<0,05) war als

bei Patienten ohne PRA.
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Abbildung 17: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD4"CD28"T-Gedachtniszellen
zwischen Patienten mit PRA (=PRA>15%) und ohne PRA. W=Woche, M=Monat, n=Anzahl.

Bei den CD8'CD28'T-Gedachtniszellen zeigte sich weder ein einheitlicher
Trend noch ein signifikanter Unterschied in der anteilmafldigen Expression der
CD28'T-Zellen.

3.5.3. Lebendnierenspende vs. Leichennierenspende

3.5.3.1. CD26'T-Zellsubpopulationen

Beim Vergleich der Medianwerte zwischen Patienten mit Lebendnierenspende
und Patienten mit Leichennierenspende zeigten sich bei den CD4'CD26'T-

Zellen keine signifikanten Unterschiede.

Abbildung 18 zeigt, dass der anteilmaRige Medianwert der CD8"CD26"T-Zellen
bei Lebendnierentranplantierten zu allen Visiten niedriger war im Vergleich zu
Leichennierentransplantierten und in Monat 4-6 und Monat 7-13 eine

Signifikanz erreichte.
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Abbildung 18: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD8"CD26 T-Zellen zwischen
Patienten mit einer Leichennierenspende und Patienten mit einer Lebendnierenspende.
W=Woche, M=Monat, n=Anzahl.

Wahrend bei den CD4'CD26'T-Gedachtniszellen kein signifikanter Unterschied
messbar war, zeigten die Medianwerte der CD8'CD26'T-Gedachtniszellen
Unterschiede. In Abbildung 19 ist zu sehen, dass die Werte zu allen
Visitenzeitpunkten niedriger waren als bei den Leichennierentransplantierten

mit einem signifikanten Unterschied ebenfalls in den Monaten 4-6 und 7-13.
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Abbildung 19: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD8"CD26"T-Gedéachtniszellen
zwischen Patienten mit einer Leichennierenspende und Patienten mit einer
Lebendnierenspende. W=Woche, M=Monat, n=Anzahl.

3.5.3.2. CD28'T-Zellsubpopulationen

Bei den CD28'T-Zellsubpopulationen zeigte sich bei den CD4'CD28"T-Zellen
kein nennenswerter Unterschied. Auch bei den CD8"CD28"T-Zellen zeigte sich
nur in Woche 1, dass Patienten mit Lebendnierenspende einen hoheren
Medianwert dieser T-Zellsubpopulation hatten als Leichennierentransplantierte
(p<0,05).

Der Median der CD4"CD28*T-Gedéachtniszellen war bei Lebendnierenspenden
niedriger als bei Leichennierenspenden mit signifikantem Unterschied in Monat
2-3 und Monat 4-6. Und bei den CD8'CD28'TGedachtniszellen waren die
Medianwerte bei Lebendnierenspenden ab Woche 2-4 niedriger als in der

Vergleichsgruppe (p<0,05 nur in Monat 4-6).

3.5.4. Praemptive vs. nicht prdemptive Nierentransplantation

Beim Vergleich beider Gruppen zeigte sich nur ein einziger signifikanter

Unterschied ohne erkennbaren Trend.
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3.5.5. Praformierte Antikérper

3.5.5.1. CD26'T-Zellsubpopulationen

Die Anzahl CD26 exprimierender T-Zellsubpopulationen zeigte nur einzelne
signifikante Unterschiede: In Woche 1 war der Median der CD4'CD26"T-Zellen
bei Patienten mit praformierten Antikbrpern niedriger als bei Patienten ohne
praformierte  Antikérper  (p<0,05). Der Median der CD4'CD26'T-
Gedéachtniszellen lag bei Patienten mit praformierten Antikbrpern in Woche 1
und Woche 2-4 niedriger (p<0,05) im Vergleich zu Patienten mit praformierten
Antikdrpern. Bei den folgenden Visiten waren jedoch die Medianwerte der

Patienten mit praformierten Antikdrpern hoher.

3.5.5.2. CD28'T-Zellsubpopulationen

Mehrere signifikante Unterschiede zeigten sich in der Anzahl zirkulierender
CD28"T-Zellsubpopulationen im Vergleich zwischen Probanden mit und ohne
praformierten Ak vor der Transplantation. In Abbildung 20 ist zu sehen, dass der
Median der CD4'CD28'T-Zellen bei Patienten mit praformierten Ak zu allen

Visiten signifikant niedriger war als bei Patienten mit praformierten Ak.
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Abbildung 20: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD4"CD28"T-Zellen zwischen
Patienten mit und ohne praformierte Antikbrper. W=Woche, M=Monat, n=Anzahl.
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Bei den CD8'T-Zellen war es genau anders, wie Abbildung 21 zeigt. Hier lag

der Anteil CD28"T-Zellen bei den Probanden mit praformierten Ak hoher als in

der Vergleichsgrupppe mit Ausnahme in Monat 7-13 (p<0,05 in Woche 1,

Woche 2-4 und Monat 2-3).
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Abbildung 21: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD8"CD28"T-Zellen zwischen
Patienten mit und ohne praformierten Antikdrpern. W=Woche, M=Monat, n=Anzahl.

Auch der Anteil CD4'CD28'T-Gedachtniszellen lag bei
praformierten Antikdrpern niedriger (p<0,05 in Woche 1, Woche 2-4 und Monat

Patienten mit

2-3) als bei Patienten ohne praformierte Antikdrper, wie Abbildung 22 darstellt.
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Abbildung 22: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD4"CD28 T-Gedachtniszellen
zwischen Patienten mit und ohne praformierten Antikérpern. W=Woche, M=Monat, n=Anzahl.

Bei den CD8'T-Gedachtniszellen zeigte sich fiir die Anzahl zirkulierender

CD28'T-Zellen keine einheitlichen oder signifikanten Unterschiede.

3.5.6. ABO-Inkompatibilitat

Der Vergleich zwischen ABO-kompatibel und ABO-inkompatibel transplantierten
Patienten zeigte keinen signifikanten Unterschied in dem Anteil der exprimierten
Biomarker CD26 und CD28 auf den T-Zellsubpopulationen. Lediglich bei den
CD4'T-Gedachtniszellen zeigte sich, dass der Median CD28'T-Zellen bei der
ABO-kompatiblen Gruppe hoher war als in der Vergleichsgruppe. Ein
signifikanter Unterschied konnte jedoch nicht gemessen werden.

3.5.7. Hochrisiko-Patienten

Es zeigte sich in keiner T-Zellsubpopulation ein signifikanter Unterschied bei
den Hochrisiko-Patienten im Vergleich zu nicht Hochrisiko-Patienten. Der
Median der Hochrisikogruppe war zwar bei den CD4'CD28'T-Zellen, den
CD4'CD28'T-Gedachtniszellen und den CD8'CD26'T-Gedachtniszellen
niedriger als in der Vergleichsgruppe, jedoch ohne eine Sigifikanz zu erreichen.
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3.6. Einfluss der Induktionstherapie auf zirkulierende CD26" und CD28"
T-Zellsubpopulationen

Um den Einfluss der verschiedenen Induktionen auf die zirkulierenden CD26"
und CD28'T-Zellsubpopulationen zu untersuchen wurde der Mann-Whitney-
Test fUr unabhangige Variablen durchgefiihrt. Hierbei wurde die Standard-
Induktion mit der Induktion mit Rituximab und die Standard-Induktion mit der

Induktion mit ATG verglichen.

3.6.1. Vergleich der Rituximab-Gabe mit der Standard-Induktion

Bei dem Vergleich der Standard-Induktion mit der Rituximab-Gabe konnten
keine signifikanten Unterschiede in der anteilméRigen Expression der
Biomarker gemessen werden. CD28 wurde bei der Rituximab-Gabe von
weniger CD4'T-Zellen und CD4'Gedéachtniszellen exprimiert, doch diese

Unterschiede erreichten nicht das Signifikanzniveau.

3.6.2. Vergleich der Standard-Induktion mit der ATG-Induktion

Bei dem Vergleich der Standard-Induktion mit der Induktion mit ATG zeigten
sich mehrere signifikante Unterschiede:

3.6.2.1. CD26'T-Zellsubpopulationen

Bei den CD4'T-Zellen war der Anteil CD26 exprimierender Zellen in der ATG-
Induktionsgruppe in Woche 1 und Woche 2-4 niedriger (p<0,05) als in der
Standard-Induktionsgruppe, in den Visiten Monat 2-3, Monat 4-6 und Monat 7-
13 jedoch hoher als in der Standard-Induktionsgruppe.

In Abbildung 23 ist zu sehen, dass der Anteil der zirkulierenden CD8*CD26'T-
Zellen bei der Induktion mit ATG zu allen Visitenzeitpunkten auf3er in Woche 1
hoher (p<0,05) war im Vergleich zur Standard-Induktion. In Woche 1 war er

niedriger als in der Gruppe mit Standard-Induktion.
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Abbildung 23: Vergleich der Medianwerte der zirkulierenden CD8"'CD26"T-Zellen zwischen der
Standard-Induktion (Basiliximab) und der ATG-Induktion. W=Woche, M=Monat, h=Anzahl.

Bei den Gedéachtniszellen waren ebenfalls signifikante Unterschiede messbar.
So exprimierten in der ATG-Induktionsgruppe in Woche 1 und Woche 2-4
signifikant weniger CD4'T-Gedachtniszellen CD26. In den folgenden Visiten
kam es zu einer Umkehr: der Median lag bei Patienten mit ATG-Induktion héher
als bei den Patienten mit Standard-Induktion ohne jedoch Signifikanz erreicht
zu haben. Deutlicher war das Ergebnis fur die CD8'T-Gedachtniszellen. Hier
lag der Anteil CD26 exprimierender T-Zellen bei der ATG-Induktion in Monat 2-3
und Monat 7-13 signifikant héher im Vergleich zur Standard-Induktion. Dieser
Unterschied war auch in Woche 2-4 und Monat 4-6 sichtbar, erreichte hier nur
knapp keine Signifikanz. In Woche 1 zeigte sich ein anderes Ergebnis, hier lag
der Anteil zirkulierender CD8'CD26'T-Gedachtniszellen in der Standard-
Induktion hoher als in der ATG-Induktionsgruppe.

3.6.2.2. CD28'T-Zellsubpopultionen

Auch bei den CD28 exprimierenden T-Tellsubpopulationen zeigten sich
Unterschiede. Abbildung 24 zeigt, dass das der Anteil CD4°CD28"T-Zellen bei
der Induktion mit ATG signifikant und tber alle Visitenzeitpunkte niedriger war

im Vergleich zur Standard-Induktion.
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Abbildung 24: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD4"CD28"T-Zellen zwischen der
Standard-Induktion (Basiliximab) und der ATG-Induktion. W=Woche, M=Monat, h=Anzahl.

Bei den CD8'T-Zellen wiederum war der Anteil zirkulierender CD28T-Zellen
ebenfalls zu allen Visitenzeitpunkten bei der Induktion mit ATG héher (p<0,05)
im Vergleich zur Standard-Induktion, wie in Abbildung 25 ersichtlich wird.
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Abbildung 25: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD8"'CD28"T-Zellen zwischen der
Standard-Induktion (Basiliximab) und der ATG-Induktion. W=Woche, M=Monat, h=Anzahl.
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Unterschiede lieRen sich auch bei den Gedachtniszellen nachweisen.
Abbildung 26 zeigt, dass der Anteil CD28 exprimierender CD4'T-
Gedéachtniszellen bei der Induktion mit ATG in den Visiten Woche 1, Woche 2-4
und Monat 2-3 signifikant niedriger war als bei der Standard-Induktion. In Monat
4-6 und Monat 7-13 war dieser Unterschied immer noch vorhanden und nur
knapp nicht signifikant.
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Abbildung 26: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD4"CD28"T-Gedachtniszellen
zwischen der Standard-Induktion (Basiliximab) und der ATG-Induktion. W=Woche, M=Monat,
n=Anzahl.

Auch bei den CD8'T-Gedachtniszellen zeigten sich Unterschiede. Abbildung 27
veranschaulicht, dass der Anteil CD28 exprimierender T-Zellen mit Ausnahme in
Woche 1 in allen Visiten bei der Induktion mit ATG hdher war (p<0,05).
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Abbildung 27: Vergleich der Medianwerte zirkulierender CD8"CD28"T-Gedéachtniszellen
zwischen der Standard-Induktion (Basiliximab) und der ATG-Induktion. W=Woche, M=Monat,
n=Anzahl.

Zusammenfassend zeigte nur die ATG-Induktion im Vergleich mit der Standard-
Induktion einen Unterschied in der anteilméfRigen Expression der Biomarker:
Tabelle 10 zeigt, dass Patienten mit ATG-Induktion einen hoéheren Anteil
CD8'CD26"T-Zellen (p<0,05 auRer in Woche 1), einen niedrigeren Anteil
CD4'CD28'T-Zellen (p<0,05) sowie einen héheren Anteil CD8'CD28"T-Zellen

(p<0,05) hatten zu allen Visitenzeitpunkten.

Bei den T-Gedé&chtniszellen zeigten sich in der CD26" Expression nur einzelne
signifikante Unterschiede. Der Median der CD4'CD28'T-Gedé&chtniszellen
jedoch war bei der ATG-Induktion niedriger als bei der Standard-Induktion.
Umgekehrt waren die Medianwerte der CD8'CD28"T-Gedachtniszellen héher
als in der Gruppe der Standard-Induktion.

Somit kann die Hypothese aufgestellt werden, dass CD8'T-Zellen gegen die
Induktion mit ATG resistenter sind als CD4"T-Zellen.
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Tabelle 10: Vergleich der T-Zellsubpopulationen zwischen der Standard-Induktion (Basiliximab)
und der AT G-Induktion.

Standard-Induktion (Basiliximab) ATG-Induktion
Mehr CD4"CD28"T-Zellen vorhanden Mehr CD8+CD28+T-Zellen vorhanden
(p<0,05 zu allen Visiten) (p<0,05 zu allen Visiten)

Mehr CD8+CD26+T-Zellen vorhanden
(p<0,05 zu allen Visiten auRer Woche 1)

Mehr CD4+CD45+CD28+T-Zellen vorhanden | Mehr CD8+CD45+CD28+T-Zellen vorhanden
(p<0,05 in Woche 1, Woche 2-4, Monat 2-3) (p<0,05 in allen Visiten au3er Woche 1)

Mehr CD8+CD45+CD26+T-Zellen vorhanden
(p<0,05 Monat 2-3, Monat 7-13)

3.7. Assoziation klinischer Ereignisse nach der Transplantation mit
zirkulierenden CD26" und CD28'T-Zellsubpopulationen

3.7.1. DGF

In der Auswertung wurde auch der Anteil CD26" und CD28'T-
Zellsubpopulationen zwischen Patienten verglichen, die eine DGF hatten und
solchen, die keine DGF aufwiesen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied

und auch kein Trend.

3.7.2. DnDSA

Bei dem Vergleich zwischen Patienten mit und ohne dnDSA zeigten sich
signifikante Unterschiede in der anteilméRigen Expression von CD26 von
CD4'T-Zellen und CD4 ' T-Gedachtniszellen. Abbildung 28 zeigt, dass Patienten
mit dnDSA einen hoheren Median CD4'CD26'T-Zellen hatten als Patienten
ohne dnDSA und das zu allen Visitenzeitpunkten (p<0,05 in Woche 1, Monat 2-
3 und Monat 4-6).
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Abbildung 28: Vergleich zirkulierender CD4"CD26"T-Zellsubpopulationen zwischen Patienten
mit und ohne dnDSA. Aufgrund der geringen Anzahl der Patienten mit dnDSA konnten keine

95%Konfidenzintervalle (KI) erstellt werden. W=Woche, M=Monat, n=Anzahl.

In Abbildung 29 zeigte sich ahnliches Bild bei den CD4'T-Gedachtniszellen.
Diese hatten einen hotheren Anteil CD26 exprimierender Zellen als in der

Vergleichsgruppe zu allen Visitenzeitpunkten. Auch hier war der Unterschied in

Woche 1, Monat 2-3 und Monat 4-6 signifikant.
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Abbildung 29: Vergleich zirkulierender CD4*CD26" T-Ged&chtniszellsubpopulationen zwischen
Patienten mit und ohne dnDSA. Aufgrund der geringen Anzahl der Patienten mit dnDSA
konnten keine 95% Konfidenzintervalle (KI) erstellt werden. W=Woche, M=Monat, h=Anzahl.

Bei den anderen T-Zellsubpopulationen zeigten sich keine weiteren
signifikanten Unterschiede.
3.8. Korrelation der Biomarker CD26 und CD28 auf den verschiedenen

T-Zellsubpopulationen zur Steroiddosis und der Konzentration von
MPA und Tacrolimus

Um den Einflluss der immunsupprimierenden Medikamente zu untersuchen
wurde die Korrelation zwischen der Steroiddosis bzw. der MPA- und
Tacrolimuskonzentration vor der nachsten Gabe (Talspiegel) und den

Biomarkern ermittelt.

Die meisten Korrelationen zeigten bei den CD26 T-Zellsubpopulationen und der

Steroiddosis, wie Tabelle 11 und Abbildung 30 zeigen.

Tabelle 11: Korrelationen (p<0,05) zwischen CD26"T-Zellsubpopulationen und der Steroiddosis

Visite | Variable x Variable y n rho P 95% K

w1 CD4+CD26+T- Steroid-Dosis | 98 0,201 P=0,0469 | 0,00296 to 0,384
Gedachtniszellen

M2-3 | CD8+CD26+T- Steroid-Dosis | 106 0,248 P=0,0104 | 0,0601 to 0,419
Gedachtniszellen

M2-3 | CD8+CD26+ T- Steroid-Dosis | 106 0,240 P=0,0132 | 0,0517 to 0,412
Zellen
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A) Korrelation zwischen %CD4+CD26+T-
Gedéachtniszellen  (Mittelwert) und  der
Steroiddosis in Woche 1

B) Korrelation zwischen
Zellen (Mittelwert) und der Steroiddosis in
Monat 2-3.
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C) Korrelation zwischen %CD8+CD26+T-
Gedachtniszellen  (Mittelwert) und  der
Steroiddosis in Monat 2-3.
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Abbildung 30: Korrelationen (p<0,05) zwischen CD26 " T-Zellsubpopulationen und der

Steroiddosis.

Auch bei den

CD28"T-Zellsubpopulationen gab es einzelne positive

Korrelationen zu der Steroiddosis bei der Visite in Monat 2-3. Tabelle 12 und

Abbildung 31 zeigen die Ergebnisse im Detail.

Tabelle 12: Korrelationen (p<0,05) zwischen CD28"T-Zellsubpopulationen und der
Steroiddosis.

Visite | Variable x Variable 'y n rho p 95% K

M2-3 | CD8+CD28+ T- | Steroid-Dosis | 106 0,197 | P=0,0427 0,00675 to 0,374
Gedéchtniszellen

M2-3 | CD8+CD28+T- Steroid-Dosis | 106 0,195 | P=0,0457 0,00389 to 0,371
Zellen
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A) Korrelation zwischen %CD8+CD28+T- | B) Korrelation zwischen %CD8+CD28+T-
Zellen (Mittelwert) und der Steroiddosis in | Gedachtniszellen  (Mittelwert) und  der

Monat 2-3. Steroiddosis in Monat 2-3.
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Abbildung 31: Positive Korrelationen (p<0,05) zwischen CD28"T-Zellsubpopulationen und der
Steroiddosis.

Die  Korrelation  zwischen CD4'CD26'T-Zellen und CD4'CD26'T-
Gedachtniszellen zeigt eine schwache negative Korrelation zur gemessenen
MPA-Konzentration im Serum. Dagegen zeigt sich eine schwache positive
Korrelation zwischen CD8'CD28'T-Gedachtniszellen und der MPA-
Konzentration in Monat 2-3. Insgesamt ist die Korrelation schwach, wie Tabelle
13 und Abbildung 32 zeigen.

Tabelle 13: Korrelationen (p<0,05) zwischen CD26" und CD28"T-Zellsubpopulationen und der
gemessenen MPA-Konzentration (Talspiegel) im Serum (mg/l).

Visite | Variable x Variable y n rho p 95% KI

W1 CD4+CD26+T- MPA.- 96 | -0,217 | P=0,0334 | -0,400to -0,0176
Zellen Konzentration

W1 CD4+CD26+T- MPA.- 96 | -0,216 | P=0,0349 | -0,399 to -0,0158
Gedachtniszellen | Konzentration

M2-3 | CD8+CD28+T- MPA.- 103 | 0,269 P=0,0061 | 0,0793to0 0,439
Gedachtniszellen | Konzentration
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A) Korrelation zwischen %CD4+CD26+T-
Zellen (Mittelwert) und der MPA-
Konzentration in Woche 1.

B) Korrelation zwischen %CD4+CD26+T-
Gedachtniszellen (Mittelwert) und der MPA-
Konzentration in Woche 1.
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C) Korrelation zwischen %CD8+CD28+T-
Gedachtniszellen (Mittelwert) und der MPA-
Konzentration in Monat 2-3.
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Abbildung 32: Korrelationen (p<0,05) zwischen CD26" und CD28"T-Zellsubpopulationen
(Mittelwert) und der gemessenen MPA-Konzentraion (Talspiegel) im Serum (mg/l).

Tabelle 14 zeigt die einzige Korrelation (p<0,05) zwischen dem Talspiegel von
Tacrolimus und den CD4"CD28"T-Gedé&chtniszellen in Monat 7-13.

Tabelle 14: Korrelationen (p<0,05) zwischen CD4+CD28+T-Gedachtniszellen und dem
gemessenen Tacrolimus (Talspiegel) im Serum (ug/l)

Visite | Variable x Variable y n rho p 95% K
M7- CD4+CD28+T- Tacrolimus- 106 | -0,242 | P=0,0124 | -0,414 to -0,0537
13 Gedachtniszellen Konzentration

Zusammenfassend zeigten sich nur schwache Korrelationen (p<0,05) zwischen

den T-Zellsubpopulationen und den Medikamentenkonzentrationen zu

einzelnen Zeitpunkten, aber nicht tber einen langeren Zeitraum.

3.9. Deskriptiver Vergleich der Verlaufe der Biomarker zwischen
Patienten mit und ohne einem klinischen Ereignis

Nachdem der Verlauf der Biomarker im Gesamtkollektiv bereits dargestellt
wurde, wird im nachsten Schritt deskriptiv der Verlauf der Biomarker im
Vergleich zwischen Patienten mit einem Ereignis und Patienten ohne einem

Ereignis dargestellt.
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3.9.1. AbstoBungsreaktion
In Abbildung 33 A-D werden die Verlaufe der CD26 exprimierenden T-

Zellsubpopulationen zwischen Patienten mit einer AbstoRungsreaktion und
Patienten ohne einer AbstoRungsreaktion verglichen. Direkt daneben ist in
Abbildung 33 E-H der Verlauf der CD28 exprimierenden T-Zellsubpopulation

gegenubergestellt.

Patienten ohne Abstol3ung zeigten einen relativ konstanten anteilmafigen
Medianwert der CD4'CD26'T-Zellen. Dagegen war dieser bei Patienten mit
AbstoRung teilweise hoher und teilweise niedriger als bei Patienten ohne
AbstoRung. Ahnliche Ergebisse waren bei der anteilmaRigen Expression von
CD8'CD26" und CD4'CD26'T-Gedachtniszellen zu sehen. Die Medianwerte
der CD8'CD26'T-Gedachtniszellen waren bei Patienten mit einer AbstoRung
meist hoéher als bei Patienten ohne AbstoRung, aber auch hier zeigten sich
schwankendere Werte des Biomarkers bei Patienten mit einer
AbstolRungsreaktion.

Bei den CD4'CD28"T-Zellen konnte kein Trend erkannt werden beim Vergleich
der Patienten mit und ohne eine AbstoRungsreaktion. Erneut zeigten sich
schwankendere Median-Werte der T-Zellsubpopulationen bei den Patienten mit
einer AbstofRungsreaktion als bei Patienten ohne eine Abstol3ungsreaktion. Die

Streuungsbreite war in beiden Gruppen grof3.

A) CD4+CD26+T-Zellen E) CD4+CD28+T-Zellen
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Abbildung 33: Vergleich der T-Zellsubpopulationen zwischen Patienten mit und ohne einer
AbstofRungsreaktion. Der Verlauf zeigt den Median der T-Zellsubpopulation mit der 0.25- und
0.75-Perzentile (Schattierung).

3.9.2. Alle Infektionen:

Auch fur das Ereignis alle Infektionen wird in Abbildung 34 deutlich, dass der

Biomarker nicht geeigent erscheint, zwischen den Gruppen zu unterscheiden.

Die Graphiken veranschaulichen, dass bei allen T-Zellsubpopulationen der
Median annahernd gleich verlauft, sowohl bei Patienten mit einer Infektion als
auch bei Patienten ohne einer Infektion. Nur zu einzelnen Zeitpunkten
unterscheiden sich die Medianwerte sichtbar, bei weiterhin grof3em

Streuungsbereich.
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Ereignis alle Infektionen. Der Verlauf zeigt den Median der T-Zellsubpopulation mit der 0.25-

Abbildung 34: Vergleich der T-Zellsubpopulationen zwischen Patienten mit und ohne dem
und 0.75-Perzentile (Schattierung).
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3.9.3. Virale Infektionen:

Beim Vergleich der Medianwerte der anteilmafiigen T-Zellsubpopulationen
zwischen Patienten mit einer viralen Infektion und Patienten ohne einer viralen
Infektion zeigt Abbildung 35 keine relevanten Unterschiede. Es gab lediglich
einen einzelnen, herausstechenden Wert bei den CD8'CD26'T-
Gedéachtniszellen in Monat 10+1Mo: Zu diesem Zeitpunkt hatten Patienten mit
einer viralen Infektion einen hoheren Median-Wert als Patienten ohne eine

virale Infektion. Zusatzlich ist erneut ein breiter Interquantilabstand sichtbar.
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Abbildung 35: Vergleich der T-Zellsubpopulationen zwischen Patienten mit und ohne dem
Ereignis virale Infektionen. Der Verlauf zeigt den Median der T-Zellsubpopulation mit der 0.25-
und 0.75-Perzentile (Schattierung).

3.9.4. Kombinierter Endpunkt Funktionsverschlechterung und
Transplantatverlust

Abbildung 36 veranschaulicht, dass auch die Verlaufe der Medianwerte der
CD26" und CD28'T-Zellsubpopulationen keine groReren Unterschiede zeigen
beim Vergleich zwischen Patienten mit und ohne dem kombinierten Endpunkt
Funktionsverschlechterung und Transplantatverlust. Die Medianwerte und die
eingezeichnete Streuungsbreite deuten an, dass die Biomarker auf den T-
Zellsubpopulationen nicht zwischen Patienten mit und ohne dem Ereignis

unterscheiden kdnnen.
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Abbildung 36: Vergleich der T-Zellsubpopulationen zwischen Patienten mit und ohne dem
Ereignis kombinierter Endpunkt Transplantatverschlechterung und Transplantatverlust. Der

Verlauf zeigt den Median der T-Zellsubpopulation
(Schattierung).

mit der 0.25- und 0.75-Perzentile

Zusammenfassend zeigten sich keine deutlichen Unterschiede im Vergleich der

anteilmafligen Medianwerte der T-Zellsubpopulationen zwischen Patienten mit

einem Ereignis und Patienten ohne einem Ereignis im Verlauf von 12 Monaten

(x1Monat) nach einer Nierentransplantati

on.

3.10. Diagnostische und pradiktive Aussagekraft der Biomarker

Um nicht nur deskriptiv zeigen zu kdnnen, dass die Biomarker nicht geeignet

erscheinen zwischen Patienten mit und ohne einem Ereignis zu unterscheiden,
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wurde im nachsten Schritt eine Cox-Regression durchgefihrt. Zur Berechnung

der Hazard ratio (HR) konnten nur Patienten mit vollstandig ausgefullten Visiten

berticksichtigt werden. Tabelle 15 zeigt fiur die einzelnen Biomarker die

Observationen an, d.h. wie viele Patienten in die Berechnung eingeschlossen

werden konnten. Sie zeigt auch die Anzahl der Ereignisse an, die bei den

eingeschlossenen Patienten auftraten.

Tabelle 15: Ubersicht iiber die Observationen (in die Cox-Regression eingeschlossenen
Patienten) und Anzahl der Ereignisse bei den eingeschlossenen Patienten.

Biomarker Observationen | Ereignisse Observatione | Ereignisse
Diagnostische | Diagnostische | Pradiktive Pradiktive
Auswertung Auswertung Auswertung Auswertung

CD4+CD26+ T-Zellen

Abstol3ung 93 22 115 23

Alle Infektionen 93 55 115 65

Virale Infektionen 93 26 115 31

Fuktionsverschlechterung | 93 61 115 74

und Transplantatverlust

CD4+CD28+ T-Zellen

Abstol3ung 20 6 115 23

Alle Infektionen 20 14 115 65

Virale Infektionen 20 8 115 31

Fuktionsverschlechterung | 20 13 115 74

und Transplantatverlust

CD4+CD26+ T-Gedachtniszellen

Abstol3ung 93 22 115 23

Alle Infektionen 93 55 115 65

Virale Infektionen 93 26 115 31

Fuktionsverschlechterung | 93 61 115 74

und Transplantatverlust

CD4+CD28+ T-Gedachtniszellen

AbstoRung 93 22 115 23

Alle Infektionen 93 55 115 65

Virale Infektionen 93 26 115 31

Fuktionsverschlechterung | 93 61 115 74

und Transplantatverlust

CD8+CD26+ T-Zellen

AbstoRung 92 22 115 23

Alle Infektionen 92 54 115 65

Virale Infektionen 92 25 115 31

Fuktionsverschlechterung | 92 60 115 74

und Transplantatverlust

CD8+CD28+ T-Zellen

AbstoRung 92 22 115 23

Alle Infektionen 92 54 115 65

Virale Infektionen 92 25 115 31

Fuktionsverschlechterung | 92 60 115 74

und Transplantatverlust

86




CD8+CD26+ T-Gedachtniszellen

Abstol3ung 91 21 115 23
Alle Infektionen 91 54 115 65
Virale Infektionen 91 25 115 31
Fuktionsverschlechterung | 91 59 115 74

und Transplantatverlust

CD8+CD28+T-Gedachtniszellen

Abstol3ung 91 21 115 23
Alle Infektionen 91 54 115 65
Virale Infektionen 91 25 115 31
Fuktionsverschlechterung | 91 59 115 74

und Transplantatverlust

3.10.1. Diagnostische Auswertung

In der diagnostischen Auswertung zeigte sich ein signifikantes Ergebnis in der
T-Zellsubpopulation der CD4"'CD28"T-Gedachtniszellen fir das Ereignis virale
39,47% CD4'CD28'T-

Gedachtniszellen hatten ein um 0,31-fach geringeres Risiko fur virale

Infektionen: Patienten mit einem Anteil von
Infektionen als Patienten mit einem Anteil von 23,03% in der Visite, in der die

Diagnose gestellt wurde (diagnostiche Auswertung).

In Tabelle 16 zeigte sich kein weiterer signifikanter Einfluss der Biomarker der T-

Zellsubpopulationen auf die Ereignisse.

Tabelle 16: Die Ergebnisse der Cox-Regression der diagostisch gemessenen zirkulierenden
CD26 und CD28 positiven T-Zellsubpopulationen bei den jeweiligen Ereignissen. HR-Hazard
Ratio, Lower=unteres 95% Konfidenzintervall, Upper=oberes 95% Konfidenzintervall,
p=statistische Signifikanz

CD4+CD28+ T-Zellen HR Lower Upper p
AbstoRung 0,40 0,06 2,49 0,81
Alle Infektionen 0,35 0,11 1,10 0,59
Virale Infektionen 0,86 0,14 5,33 0,47
Funktionsverschlechterung und 0.47 0.14 1,52 0,68
Transplantatverlust

CD4+CD26+ T-Zellen HR Lower Upper p
Abstol3ung 0,86 0,58 1,27 0,69
Alle Infektionen 1,00 0,80 1,26 0,73
Virale Infektionen 0,96 0,67 1,37 0,44
Funktionsverschlechterung und 0.98 0.79 121 073
Transplantatverlust

CD8+CD28+ T-Zellen HR Lower Upper p
Abstof3ung 1,16 0,74 1,81 0,70
Alle Infektionen 1,19 0,91 1,54 0,49
Virale Infektionen 1,22 0,83 1,78 0,36
Funktionsverschlechterung und 1,08 081 1,45 0,68
Transplantatverlust
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CD8+CD26+ T-Zellen HR Lower Upper p
Abstol3ung 1,08 0,93 1,25 0,59
Alle Infektionen 0,98 0,87 1,11 0,71
Virale Infektionen 0,94 0,75 1,18 0,43
Funktionsverschlechterung und 1,01 001 113 072
Transplantatverlust

CD4+CD28+ T-Gedachtniszellen HR Lower Upper P
AbstolRung 0,45 0,19 1,05 0,33
Alle Infektionen 0,67 0,42 1,07 0,35
Virale Infektionen 0,31 0,15 0,64 0,01
Funktionsverschlechterung und 0,69 0.44 1,08 0,37
Transplantatverlust

CD4+CD26+ T-Gedachtniszellen HR Lower Upper p
AbstolRung 0,61 0,32 1,17 0,44
Alle Infektionen 0,91 0,65 1,28 0,68
Virale Infektionen 0,74 0,41 1,31 0,32
Funktionsverschlechterung und 0.85 0,61 1,19 0.59
Transplantatverlust

CD8+CD28+ T-Gedéachtniszellen HR Lower Upper p
AbstoRung 0,95 0,57 1,57 0,80
Alle Infektionen 0,95 0,69 1,32 0,68
Virale Infektionen 0,86 0,52 1,41 0,44
Funktionsverschlechterung und 0.88 0.64 1,23 0.66
Transplantatverlust

CD8+CD26+ T-Gedéachtniszellen HR Lower Upper p
AbstoRung 0,85 0,52 1,38 0,74
Alle Infektionen 1,03 0,80 1,33 0,68
Virale Infektionen 0,88 0,57 1,36 0,43
Funktionsverschlechterung und 0.95 072 1,25 071
Transplantatverlust

3.10.1.1. Signifikantes Ergebnis im Detail:

Betrachtet man das einzige, signifikante Ergebnis der Cox-Regression im
Detail, dann zeigt Tabelle 17, dass signifikante p-Werte sowohl beim Biomarker

als auch bei der Einflussgréf3e Alter gemessen wurden.
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Tabelle 17: Signifikantes Ergebnis der diagnostischen Cox-Regressionsanalyse fir die
CD4"CD28" T-Gedachtniszellen fiir das Ereignis virale Infektionen im Detail. Low=unterer Wert
der Kovariante, High=oberer Wert der Kovariante, Diff=Differenz zwischen oberem und unterem
Wert der Kovariante, Effect=Hazard Ratio, Lower0.95=unteres 95%Konfidenzintervall,
Upper0.95=cberes 95% Konfidenzintervall, p=statistische Signifikanz.

Kovariate Low High Diff. Effect Lower.0.95 Upper.0.95
ézggriﬁge_nen 23,03 39,47 16,45 0,31 0,15 0,64
Alter 42,75 66 23,25 3 1,37 6,57
Risiko 0 1 1 0,62 0,25 1,53
Induktion 1 3 p 0,74 0,23 2,4
Geschlecht 1 2 1,24 0,54 2,84

Kovariate Chi.Square d.f. P
CD4+CD28+T-
Gedachtniszellen 9,92 ! =098 m
Geschlecht 0,26 1 0,61 Obs 93
Alter 7,55 1 0,01 Events 26
Risiko 1,08 1 0,3 R2 0,18
Induktion 0,26 1 0,61 Dxy 0,48
Total 14,26 5 0,01

Die Detailansicht verdeutlicht, dass neben dem Biomarker auch das Alter in
einem Zusammenhang mit dem Ereignis stand: Patienten mit einem Alter von
66 Jahren und dariber hatten ein um 3-fach erhdhtes Risiko fir das Ereignis

virale Infektion als Patienten mit einem Alter von 42,74 Jahren oder janger.

Zusammenfassen zeigte sich, dass bis auf eine Ausnahme, bei keinem
Biomarker ein Zusammenhang mit einem Ereignis nachgewiesen werden
konnte. Nur bei den CD4"CD28"T-Ged&chtniszellen zeigte sich eine Assoziation

mit viralen Infektionen, ebenso fur das Alter.

3.10.2. Pradiktive Auswertung

Tabelle 18 zeigt, dass auch in der pradiktiven Auswertung der Cox-Regression
die Biomarker in keinem signifikanten Zusammenhang mit den Kklinischen

Ereignissen standen.
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Tabelle 18: Die Ergebnisse der Cox-Regression der pradiktiv gemessenen zirkulierenden CD26
und CD28 positiven T-Zellsubpopulationen bei den jeweiligen Ereignissen. HR=Hazard Ratio,
Lower=unteres 95% Konfidenzintervall, Upper=oberes 95% Konfidenzintervall, p=statistische

Signifikanz.

CD4+CD28+ T-Zellen HR Lower Upper p
Abstol3ung 1,66 0,80 3,45 0,35
Alle Infektionen 1,04 0,77 1,40 0,73
Virale Infektionen 1,09 0,70 1,72 0,76
Funktionsverschlechterung und 1,15 0.85 1,55 071
Transplantatverlust

CD4+CD26+ T-Zellen HR Lower Upper p
AbstolRung 1,10 0,52 2,33 0,58
Alle Infektionen 1,03 0,66 1,61 0,74
Virale Infektionen 1,08 0,56 2,07 0,78
Funktionsverschlechterung und 1,14 076 171 078
Transplantatverlust

CD8+CD28+ T-Zellen HR Lower Upper p
Abstol3ung 0,98 0,78 1,23 0,59
Alle Infektionen 0,97 0,85 1,12 0,72
Virale Infektionen 0,94 0,74 1,20 0,76
Funktionsverschlechterung und 0.92 0,79 1,07 0,68
Transplantatverlust

CD8+CD26+ T-Zellen HR Lower Upper p
Abstol3ung 1,88 0,87 4,06 0,28
Alle Infektionen 1,14 0,80 1,61 0,65
Virale Infektionen 1,36 0,78 2,36 0,59
Funktionsverschlechterung und 1,15 0.83 1,60 0,72
Transplantatverlust

CD4+CD28+ T-Gedachtniszellen HR Lower Upper p
Abstol3ung 1,31 0,75 2,28 0,46
Alle Infektionen 1,09 0,83 1,42 0,68
Virale Infektionen 1,33 0,82 2,15 0,59
Funktionsverschlechterung und 1,13 0.87 1,46 0,71
Transplantatverlust

CD4+CD26+ T-Gedachtniszellen HR Lower Upper p
AbstoRung 0,77 0,33 1,79 0,54
Alle Infektionen 0,97 0,60 1,56 0,74
Virale Infektionen 1,07 0,54 2,12 0,78
Funktionsverschlechterung und 0.94 0,61 1,45 0.82
Transplantatverlust

CD8+CD28+ T-Gedachtniszellen HR Lower Upper p
AbstoRung 1,18 0,65 2,15 0,55
Alle Infektionen 0,98 0,70 1,36 0,74
Virale Infektionen 1,13 0,69 1,86 0,74
Funktionsverschlechterung und 0.95 0.69 1,29 0.82
Transplantatverlust
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CD8+CD26+ T-Gedéachtniszellen HR Lower Upper p
Abstof3ung 1,02 0,67 1,55 0,59
Alle Infektionen 0,97 0,75 1,25 0,74
Virale Infektionen 1,04 0,71 1,53 0,78
Funktionsverschlechterung und 0.87 0.67 1.14 0.69
Transplantatverlust

3.10.3.

Fur die pradiktive Auswertung wurden mit XGboost erganzend die AUC-Werte

der ROC-Kurven ermittelt.

3.10.3.1.

AbstoRRungen
In Tabelle 19 ist der beste AUC-Wert von 0,6 bei den CD4"CD28 T-Zellen fir

das Ereignis Abstol3ung sichtbar.

AUC (Area under curve) der pradiktiven Auswertung

Tabelle 19: AUC-Werte der T-Zellsubpopulationen fur das Ereignis AbstoRungen.

Biomarker ﬁgsctc]:lé[mgen AUC StdDev Ereignisse
CD3CD4CD28 0,6214017 0.09090953 Ereignisse (0/1): 91/23
CD3CD8CD28 0,4971423 0.1079364 Ereignisse (0/1): 91/23
CD3CD4CD26 0,523662 0.03094104 Ereignisse (0/1): 91/23
CD3CD8CD26 0,4979467 0.1094893 Ereignisse (0/1): 91/23
CD3CD4CD45CD28 0,5563727 0.07972299 Ereignisse (0/1): 91/23
CD3CD8CD45CD28 0,5467707 0.08560693 Ereignisse (0/1): 91/23
CD3CD4CD45CD26 0,56004 0.04924208 Ereignisse (0/1): 91/23
CD3CD8CD45CD26 0,5658383 0.02491576 Ereignisse (0/1): 91/23
3.10.3.2. Alle Infektionen

in Tabelle 20 bei
Zellsubpopulationen eine AUC von Uber 0,6. Einzige Ausnahme waren die
CD4'CD28"'T-Gedachtniszellen, hier betrug die AUC 0,55 fiir das Ereignis alle

Das Ereignis alle Infektionen zeigte fast allen T-

Infektionen.

Tabelle 20: AUC-Werte der T-Zellsubpopulationen fiir das Ereignis alle Infektionen.

Biomarker ﬁ‘]l#g(tfi%rnzlr!e AUC StdDev | Ereignisse

CD3CD4CD28 0,650356 0.04769258 Ereignisse (0/1): 50/64
CD3CD8CD28 0,6642853 0.06727536 | Ereignisse (0/1): 50/64
CD3CD4CD26 0, 628092 0.1180479 Ereignisse (0/1): 50/64
CD3CD8CD26 0,6062557 0.1086974 Ereignisse (0/1): 50/64
CD3CD4CD45CD28 0,5448207 0.07830038 Ereignisse (0/1): 50/64
CD3CD8CD45CD28 0,6318857 0.05274614 Ereignisse (0/1): 50/64
CD3CD4CD45CD26 0,6545897 0.0826687 Ereignisse (0/1): 50/64
CD3CD8CD45CD26 0,6700653 0.03450502 | Ereignisse (0/1): 50/64
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3.10.3.3. Virale Infektionen

Auch bei den viralen Infekionen lag die AUC bei fast allen T-
Zellsubpopulationen dber 0,6. Tabelle 21 zeigt die AUC der einzelnen T-

Zellsubpopulationen im Detalil.

Tabelle 21: AUC-Werte der T-Zellsubpopulationen fur das Ereignis virale Infektionen.

AUC fur
Biomarker virale AUC StdDev Ereignisse
Infektionen
CD3CD4CD28 0,609023 0.08644004 Ereignisse (0/1): 83/31
CD3CD8CD28 0,535701 0.1002523 Ereignisse (0/1): 83/31
CD3CD4CD26 0, 652063 0.05687819 Ereignisse (0/1): 83/31
CD3CD8CD26 0,6224753 0.1424116 Ereignisse (0/1): 83/31
CD3CD4CD45CD28 0,5947647 0.04188887 Ereignisse (0/1): 83/31
CD3CD8CD45CD28 0,637575 0.02005949 Ereignisse (0/1): 83/31
CD3CD4CD45CD26 0,6661533 0.08222881 Ereignisse (0/1): 83/31
CD3CD8CD45CD26 0,6243573 0.003643167 Ereignisse (0/1): 83/31

3.10.3.4. Kombinierter Endpunkt Transplantatverlust und
Funktionsverschlechterung

Der kombinierte Endpunkt Transplantatverschlechterung und
Funktionsverschlechterung konnte am genauesten von CD8'CD26"'T-Zellen
vorhergesagt werden, die AUC betrug 0,7. Auch die CD8'CD28'T-Zellen
erreichten eine AUC von 0,65. Tabelle 22 zeigt, dass alle anderen Biomarker
das klinische Ereignis nur mit geringem Unterschied zum Minzenwurf

vorhersagen konnten.

Tabelle 22: AUC-Werte der T-Zellsubpopulationen fur den kombinierten Endpunkt
Funktionsverschlechterung und Transplantatverlust.

AUC fur
Biomarker kombinierten AUC StdDev Ereignisse
Endpunkt
CD3CD4CD28 0,539362 0.1067185 Ereignisse (0/1): 41/73
CD3CD8CD28 0,648387 0.02639145 Ereignisse (0/1): 41/73
CD3CD4CD26 0,566109 0.0106096 Ereignisse (0/1): 41/73
CD3CD8CD26 0,7082263 0.0738667 Ereignisse (0/1): 41/73
CD3CD4CD45CD28 0.589773 0.03986896 Ereignisse (0/1): 41/73
CD3CD8CD45CD28 0.5219807 0.02780267 Ereignisse (0/1): 41/73
CD3CD4CD45CD26 0,578884 0.1062486 Ereignisse (0/1): 41/73
CD3CD8CD45CD26 0,595937 0.054935 Ereignisse (0/1): 41/73

Zusammenfassend zeigten sich bei den AUC-Werten (AUC>0,6) bessere
Ergebnisse als in der Cox-Regression. Dennoch verdeutlichen auch die AUC-
Werte, dass sich die Ereignisse mit Hilfe der Biomarker und der klinischen
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Variablen nicht oder nur geringfligig besser als beim Munzwurf unterscheiden

lassen.

3.10.4. ROC-Analyse der CD4"'CD28'T-Gedachtniszellen fir das
Ereignis virale Infektionen

In der pradiktiven Cox-Regression zeigte sich kein Hinweis, dass die Biomarker
geeignet waren, ein Ereignis vorherzusagen. Die AUC-Werte von >0,6 sind
verglichen mit der Cox-Regression jedoch bessere Werte und deuten darauf

hin, dass der Biomarker zumindest besser als ein Minzwurf ist.

Um die geringe Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Cox-Regression und
der AUC-Werte zu beleuchten, wurde exemplarisch die ROC-Kurve fur die
Vorhersage des Ereignisses virale Infektionen durch CD4'CD28'T-

Gedachtniszellen und die klinischen Variablen dargestellt.

Mit XGBoost kénnen ROC-und PR- (Precision und Recall) Kurven erstellt
werden fur den Einfluss des Biomarkers und fur den Einfluss des Alters bei

Studieneintritt.

ROC - P: 31, N: 85 Precision-Recall - P: 31, N: 85
1.004 1.00-
0.75 1 0.75-
2 c
> Xe]
5 050 2 0504
< (0]
) &
0.25 0.254
OOO- O OO -
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 000 095 0,50 Dre 1.00
1 - Specificity Recall

Abbildung 37: ROC-Kurve und PR-Kurve der CD4'CD28"T-Gedachtniszellen fiir das Ereignis
virale Infektionen.
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ROC - P: 31, N: 85 Precision-Recall - P: 31, N: 85
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Abbildung 38: ROC-Kurve und PR-Kurve des Alters bei Studienantritt fir das Ereignis virale
Infektionen.

In Abbildung 37 und Abbildung 38 wird sichtbar, dass das Alter bei
Studieneintritt sowohl auf die AUC der ROC-Kurve als auch auf die AUC der
Precision-Recall-Kurve einen goRReren Effekt hat als der Biomarker und daher

ein groReres Risikos darstellt eine virale Infektion zu erleiden.

Bei der Kalkulation der AUC-Werte der ROC-Kurven kann ebenfalls die
Wichtigkeit der Variablen auf die Vorhersagegite des Modells ermittelt werden,
die sogenannte Feature Importance. Abbildung 39 zeigt, dass der Einfluss des
Alters und der Zeit bis zum Ereignis gro3er war fur die Vorhersage von viralen

Infektionen als der Einfluss des Biomarkers.
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Feature importance

alter_bei_studieneintritt -

t2e -

biomarker-

Features

gender- ——

high_risk -

induktion -

0.0 0.2 0.4 0.6
Importance

Abbildung 39: Einfluss ausgewahlter Merkmale (,Features®) auf die Vorhersage des Auftretens
viraler Infektionen. T2e=time to event.

Zusammenfassend zeigte sich in der deskriptiven Analyse, der Cox-Regression
und der Berechnung der AUC- Werte, dass die Biomarker nicht geeignet sind,
zwischen Patienten mit und ohne einem Ereignis zu unterscheiden oder diese

vorherzusagen.
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4. Diskussion

4.1. Verlauf der CD26" und CD28'T-Zellsubpopulationen iiber 12 Monate
(x1Mo) im Gesamtkollektiv nach einer Nierentransplantation

4.1.1. Verlauf CD26 exprimierender CD4'und CD8'T-Zellsubpopulationen

Die CD26 Expression auf CD4'und CD8'T-Zellen ist gering. Dennoch ist der
Anteil CD26 exprimierender CD4" und CD8'T-Zellen im Vergleich zu gesunden
Probanden erhoht: Leicht et al. (173) untersuchten 49 Blutspender und konnten
einen Anteil von CD4'CD26'T-Zellen von deutlich unter 2% und einen Anteil
von CD8'CD26'T-Zellen von unter 1% feststellen. In der gleichen Studie zeigte
sich bei 81 Patienten vor einer Nierentransplantation ein Median von 6,2% bei
den CD4'CD26'T-Zellen und ein Median von 1,8% bei den CD8'CD26'T-
Zellen. Verglichen mit diesen Werten sind die in der aktuellen Studie
gemessenen Werte im ersten Jahr nach einer Nierentransplantation noch
hoher. Da die CD26 Expression auf T-Zellen mit der Aktivierung der T-Zellen
ansteigt, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass es bei

Nierentransplantierten mehr aktivierte T-Zellen gibt als bei Gesunden.

Auf die CD26 Expression bei Nierentransplantierten wirken das
proinflammatorische Milieu der Niereninsuffizienz, die Tranplantation, apparente
und inapparente Infektionen sowie AbstoBungsreaktionen und die
(immunsuppressive) Medikation. Interessant  waére ein langerer
Beobachtungszeiraum, ob es im Verlauf zu einer Senkung der CD26
Expression auf den T-Zellen kommt. Hypothetisch kann dieser CD26 Verlauf ein
Ausdruck der Gesamtwirkung aus Aktivierung des Immunsystems und
Hemmung durch die Immunsuppressiva sein  und somit den
Aktivierungszustand des Immunsystems wiederspiegeln. Erschwerend kommt
jedoch hinzu, dass die CD26 Expression bei Aktivierung nur kurzzeitig erhéht ist
und somit fur einen Verlauf kirzere Abstdnde genauere Interpretationen

erlauben wirden.

4.1.2. Verlauf der CD4"'CD28"T-Zellsubpopulation

Beim untersuchten Patientenkollektiv zeigte sich ein Riickgang CD4"CD28" T-

Zellen von 71% auf 63% innerhalb von 12 Monaten.

96



Da im vorliegenden Studiendesign nicht die Intensitat der CD28 Expression auf
der Zelle untersucht wurde, sondern der Anteil CD28 exprimierender CD4"T-
Zellen bedeutet das, dass ein Riickgang der CD28 Expression zu einer
Erhéhung der CD4"CD28null Zellen fiihrt.

Das Alter ist einer der wichtigsten Grinde fir die Entstehung von CD28™"T-
Zellen (144; 174).

Aber auch der CMV-Status und Infektionen beeinflussen die Anzahl der
CD4*CD28"'T-Zellen (175). Bei CMV seropositiven ESRD-Patienten konnte ein
Anteil von bis zu 65% der CD4*CD28™'T-Zellen gemessen werden (176).

Fagnoni et al. (148) haben bei 102 gesunden Probanden zwischen 20-105
Jahren die CD4*CD28™'T-Zellsubpopulation im peripheren Blut untersucht. Es
zeigte sich ein signifikanter Anstieg dieser T-Zellsubpopulation mit dem Alter.
Beispielsweise hatten 20-39-jahrige Probanden einen Anteil von 4+1%
CcD4*cD28™! T-Zellen, 60-79-Jahrige einen Anteil von 9+3% und 80-99 jahrige

Probanden einen Antiel von 10+2%.

Verglichen mit den Ergebnissen der aktuellen Studie war der Anteil der
CD4*CcD28™" T-Zellen in der Studie von Fanoni et al. deutlich niedriger.

Ein mdglicher Grund hierfir ist, dass es sich in der aktuellen Studie nicht um

gesunde Probanden, sondern um transplantierte Patienten handelte.

Kusztal et al. (177) haben den Anteil der CD28 Expression auf CD4'T-Zellen
von 78 nierentransplantierten Patienten zwischen 17-68 Jahren erforscht. Es
zeigte sich ein medianer Anteil der CD4'CD28"T-Zellen von 98% bei den 17-35
jahrigen, 85% bei den 36-45 jahrigen, 69% bei den 46-55 jahrigen und 65% bei
den 56-68 jahrigen Patienten.

Das Durchschnittsalter dieses Patientenkollektives betrug 53 Jahre, somit
liegen die in der aktuellen Studie gemessenen Werte in einem &hnlichen

Bereich.

Diese Studien unterstitzen die Hypothese, dass sich der Anteil CD28

exprimierender CD4 T-Zellen von denen gesunder Probanden unterscheidet.
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Ein weiterer Faktor, der die Expression von CD28 reduzieren kann ist TNFa
(178; 179; 150). TNFa gilt als ein bedeutendes proinflammatorisches Zytokin.
Das untersuchte Patientenkollektiv war unterschiedlich langen Phasen eines
proinflammatorischen Milieus ausgesetzt. Hierzu gehort die Zeit der terminalen
Niereninsuffizienz vor der Transplantation, die Transplantation selbst und
mogliche apparente oder inapparente Immunreaktionen nach der
Transplantation. Bryl et al. (180) konnten durch Inkubation von T-Zell-Linien mit
TNFa demonstrieren, dass es hierbei zu einer Herabregulation von CD28 auf
CD4'T-Zellen kam und rezidivierende Stimulationen zu einem Verlust von CD28
fuhrten. Die Studie von Fagiolo et al. (181) deutet zudem darauf hin, dass éltere
Menschen einen hdheren TNFa-Spiegel haben als jungere und damit

maoglicherweise auch eine erhohte Anzahl CD8'CD28™"'T-Zellen.

4.1.3. Verlauf der CD8'CD28'T-Zellsubpopulationen

Zuerst fallt auf, dass deutlich weniger CD8'T-Zellen CD28 exprimieren als
CD4'T-Zellen. Ein Grund ist, dass mit steigendem Alter mehr CD8'T-Zellen ihre
CD28 Expression verlieren im Vergleich zu den CD4'T-Zellen (147) und in

unserem Kollektiv das Durchschnittsalter mit 53 Jahren relativ hoch lag.

In der bereits zitierten Studie von Fagnoni et al. (148) zeigte sich ein Anteil von
28+4% CD8'CD28™'T-Zellen bei 20-39-jahrigen gesunden Probanden. Bei 60-
79-Jahrigen lag dieser Anteil bereits bei 46+4% und bei 80-99jahrigen bei
60+5%.

Der Median der CD8'CD28"T-Zellen in diesem Patientenkollektiv lag zwischen
17,9% und 20,3%. Beim Vergleich mit der Studie von Fagnoni et al. kann die
Hypothese aufgestellt werden, dass nierentransplantierte Patienten in Bezug
auf die CD8'CD28™" Zellen durch die Grunderkrankungen und die
immunsuppressive Therapie moglicherweise ein "alteres" Immunsystem

aufgeweisen haben als 80-99-jahrige gesunde Probanden.

CD8'CD28"™'T-Zellen werden wie auch die CD4'CD28™'T-Zellen mit
rezidivierenden und chronischen Infektionen, viralen Infektionen sowei einigen

Autoimmunkrankheiten und Tumoren in Verbindung gebracht.
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Durch den hoheren Anteil CD8'CD28™'T-Zellen bei nierentransplantierten
Patienten kann ein immunsuppressiver Effekt in Bezug auf das
Transplantatiberleben und Abstol3ungsreaktionen postuliert werden, wie

beispielsweise die Arbeit von Goronzy et al. zeigt (149).

4.1.4. Verlauf der CD26" und CD28"T-Gedachtniszellen

Dass Gedachtniszellen einen  entscheidenen  Einfluss auf das
Transplantattiiberleben haben und Manipulationen der Gedé&chtniszellen ein
Schlissel zur Toleranzentwicklung darstellen kdnnen, zeigt das grof3e Potential
der Gedachtniszellen in der Transplantationsmedizin. Noch ist wenig bekannt,
welche Stellung kostimulatorische Molekile wie CD26 und CD28 bei
Gedéachtniszellen einnehmen. In der aktuellen Studie wurde der Anteil CD26
bzw. CD28 exprimierender T-Gedachtniszellen bestimmt und im ersten Schritt

ihr Verlauf Gber die ersten 12 Monate nach der Transplantation analysiert.

4.1.4.1. CD26 Expression bei T-Gedachtniszellen

Interessant ist, dass nach 12 Monaten der Anteil CD4'CD26'T-
Gedachtniszellen in etwa der Hohe des Ausgangwertes wie vor der
Transplantation liegt.. Somit ergibt sich zunéchst kein Hinweis darauf, dass mit
Hilfe dieses Biomarkers eine Veranderung des Aktivierungzustands des
Immunsystems messbar wéare. Ob andere Subpopulationen hierflr geeignet
sind, muss in weiteren Studien untersucht werden. Interessant sind auch
ubergreifende Studien, die z.B. den Einfluss des Schlafes auf die CD4'T-
Gedachtniszellen untersuchen (182). Sie verdeutlichen, wie vielen

unterschiedlichen Einflissen die Biomarker-Expression unterliegt.

Bei den CD8"CD26" T-Gedachtniszellen lasst sich im Verlauf ein leichter Anstieg
dieser T-Zellsubpopulation messen. Ob dieser signifikante, aber dennoch sehr

geringe Anstieg sich im weiteren Verlauf fortsetzt, ist noch zu erforschen.

In der Literatur werden CD8'T-Gedachtniszellen beschrieben, die eine hohe
Expression von CD26 aufweisen (CD26"%"). Ibegbu et al. (183) konnten z.B.
zeigen, dass CD8'T-Gedachtniszellen nach einer Influenza-Infektion hohe
CD26 Expressionen aufweisen. Bei chronischen Infektionen wie CMV, EBV und
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HIV zeigte sich keine hohe CD26 Expression auf den CD8 T-Gedachtniszellen.
In diesem Zusammenhang wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine hohe
CD26 Expression auf eine erfolgreiche Bildung von Gedéchtniszellen schliel3en

|asst.

Hanato et al. (111) haben zudem prostuliert, dass CD8"'CD26™"T-Zellen den
Gedéachtniszellen (frihen Tem Zellen, CD45RA- CCR7-) zugeordnet werden
kénnen und gezeigt, dass diese ein erhdhtes zytotoxisches Potential zeigten

(durch Sekretion von Granzym B, TNF-a, IFN-c and sFasL).

Somit kann die Hypothese aufgestellt werden, dass CD8'CD26'T-
Gedéachtniszellen das Risiko fiur Abstol3ungsreaktionen erhéhen kdnnen. Zur
besseren Evaluierung ist eine differenzierte Untersuchung der einzelnen

Gedachtniszellensubpopulationen notwendig.

Diese Hypothese wird von der Arbeit von Matteucci et al. (184) unterstutzt: Sie
untersuchten die CD26 Expression bei 20 gesunden Probanden und 55
Patienten mit Typ 1 Diabetes. Hierbei wurde CD26 auf CD4" und CD8" T-
Zellsubpopulationen untersucht: auf naiven Zellen (N, CD45RA+CCR7+),
zentralen Gedachtniszellen (CM, CD45RA-CCR7+), Effektor Gedéachtniszellen
(EM, CD45RA-CCR7-) und terminal differenzierten Effektor Gedachtniszellen
(Temra, CD45RA+CCR7-). Es zeigte sich, dass Patienten mit DM Typ 1

niedrigere CM und N Zellen aufwiesen, die Teura Zellen jedoch erhéht waren.

4.1.4.2. CD28 Expression bei T-Gedachtniszellen

Wahrend die meisten naiven T-Zellen CD28 exprimieren, ist der Anteil CD28
exprimierender T-Ged&chtniszellen deutlich geringer. Im Verlauf Utber 12
Monate stieg der Anteil der CD28 Expression sowohl bei den CD4+ als auch bei
den CD8+T-Gedéachtniszellen signifikant an. Der Anstieg war bei den CD8+T-

Gedéachtniszellen starker als bei den CD4+T-Gedéachtniszellen.

Ein Paradigma in der Immunologie war bis vor wenigen Jahren, dass
Gedachtniszellen unabhangig von Kostimulatoren aktiviert werden. Doch dieses
Paradigma ist ins Wanken geraten. Aktuelle Studien zeigen, dass CD8'T-

Gedachtniszellen in Anwesenheit von CD28 eine starkere Sekundarantwort
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bilden (185; 186). Auch bei CD4'T-Gedachtniszellen fiihrt CD28 zu einer
gesteigerten Proliferation und beeinflusst das Verhaltnis verschiedener
Gedachtniszell-Subpopulationen (mit CD28 mehr Tgy und weniger Tcey) (187).
Vor diesem Hintergrund kann der in der aktuellen Studie nachgewiesene
ansteigende Anteil CD28 exprimierender CD4"und CD8'T-Gedachtniszellen zu
der Hypothese filhren, dass CD28'T-Gedachtniszellen bei Allo-Reaktivitat zu
einer starkeren Immunantwort gegen das Transplantat fihren. Interessant ware
ein Vergleich mit einer Population gesunder Probanden um zu sehen, ob und
wie stark sich der Anteil CD28 exprimierender Gedachtniszellen unter dem
immunologischen Risiko der Nierentransplantation von gesunden Probanden
unterscheidet. Da die ersten 12 Monate nach der Nierentransplantation
verschiedenen akuten Veranderungen unterlegen sind (wie z.B. der Operation,
starken Schwankungen der Immunsuppressiva usw.) kann auch die
Erforschung des weiteren Verlaufs der CD28 Expression bei Gedachtniszellen

zu neuen Erkenntnissen uber die Funktion der Gedachtniszellen fiihren.

4.2. Einfluss immunologischer Faktoren auf zirkulierende CD26" und
CD28" T-Zellsubpopulationen im Vergleich

4.2.1. Vergleich zwischen Patienten mit drei oder weniger HLA
Missmatches und Patienten mit mehr als drei HLA Missmatches

Der Einfluss eines optimalen HLA-Missmatches wurde bereits in mehreren
Studien untersucht (188). Takemoto et al. (189) beispielsweise analysierten
3562 Nierenpaare. Eine Niere wurde HLA-kompatibel transplantiert, die andere
wurde nicht HLA-kompatibel transplantiert. Nach 10 Jahren wiesen HLA-
kompatibel transplantierte Nieren ein héheres Transplantatiberleben, weniger
AbstoRungsereignisse und ein niedrigeres Risiko fur Transplantatverlust infolge

von Abstol3ungsreaktionen auf.

Ein gutes HLA-Match ist aber nicht die alleinige Voraussetzung fir ein langes
Transplantatiberleben. Mehrere Studien konnten zeigen, dass die HLA-
Kompatibilitdt zugunsten anderer, nicht HLA-abhangiger Faktoren zu
vernachlassigen ist. Hierzu gehdren beispielsweise die Qualitdt des
Spenderorgans, die Dauer der kalten Ischamiezeit, das Alter von Spender und

Empfanger und die Starke der immunsuppressiven Therapie (190; 191).
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In der Studie von Gillich et al. (192) wurden 77 explantierte Nierenpaare
verglichen. Von einem Nierenpaar wurde eine Niere lokal in Bonn transplantiert.
In Bonn wurde nur die Blutgruppe, die Wartezeit und ein aktuell negatives
Crossmatch berticksichtigt, nicht aber die HLA-Mismatches. Die andere Niere
wurde gemal der Eurotransplant (ET) Kriterien transplantiert. Der Vergleich des
Anteils funktionierender Transplantate zeiget zwischen beiden Gruppen keinen

signifikanten Unterschied (Wilcoxon-Test, p=0,62).

Terasaki et al. (193) untersuchten das Transplantatiberleben zwischen
verwandten, nichtverwandten und Leichenspenden. Und obwohl es bei den
Leichenspenden ein besseres HLA-Mismatch gab (durchschnittliche HLA-A,-B
und DR-Mismatche 3,6) war das Transplantatiiberleben schlechter als bei
nichtverwandten Lebendspenden mit  schlechterem HLA-Mismatch
(durchschnittliche HLA-A,-B und DR-Mismatche 4,1). Als Ursache wurde hier

ein unverletztes Transplantat gesehen.

Diese Studien zeigen einerseits die Bedeutung eines guten HLA-Matches auf,
andererseits verdeutlichen sie auch den Einfluss HLA-unabhangiger Faktoren.
Zusammenfassend hat ein Patient mit mehr HLA-Mismatches ein hodheres
immunologisches Risiko als ein Patient mit weniger HLA-Mismatches wenn alle

anderen Faktoren gleich sind.

Die Hypothese, dass es mit zunehmenden HLA Mismatches auch zu
Veranderungen in der anteilmaligen Expression der Biomarker CD26 und
CD28 auf den T-Zellsubpopulationen kommt bestétigt sich in der aktuellen
Studie nicht. Es zeigten sich nur einzelne signifikante Unterschiede.

Eine Erklarung fur diesen Verlauf kann in den nicht HLA-abhéngigen Faktoren
und insbesondere in der immunsuppressiven Therapie gesehen werden. Die
direkt nach der Transplantation eingenommene Dosis der Immunsuppressiva ist
hoch und wird schrittweise reduziert. Somit kann der Beobachtungszeitraum
von 12 Monaten zu kurz sein und Verdnderungen der Biomarkerexpression, die
erst unter der Standard-Immunsuppression entstehen, madglicherweise nicht

erfassen.
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4.2.2. Vergleich zwischen Patienten mit und ohne PRA

Patienten mit PRA >15% hatten eine geringere Anzahl von CD28
exprimierenden CD4'T-Zellen und CD4'T-Gedéchtniszellen als Patienten ohne
PRA. Da rezidivierende Immunstimulationen zu einem Verlust der CD28-
Expression fuhren, besteht die Hypothese, dass PRA-positive Patienten eine
erhohte Immuntatigkeit aufweisen als Patienten ohne PRA, was zur Entstehung
von CD28™'T-Zellen beitragt.

Da der Effekt auf die CD26-Expression und die CD8'CD28'T-
Zellsubpopulationen vergleichsweise gering war, kann die Hypothese aufgestellt
werden, dass der Effekt der PRA entweder vorrangig auf die CD28"Expression
der CD4'T-Zellen gewirkt hat oder sich die Biomarker auf den anderen T-

Zellsubpopulationen schneller regenerieren konnten.

4.2.3. Vergleich zwischen Patienten mit Lebendnierentransplantation und
Patienten mit Leichennierentransplantion

Beim Vergleich zwischen Patienten mit Lebendnierentransplantation und
Patienten mit Leichennierentransplantation zeigten sich nur einzelne

siginifikante Unterschiede.

Hierbei ist zu berlcksichtigen, dass lebendnierentranplantierte Patienten auch
ABO inkompatibel transplantiert wurden und dann auch eine andere
Induktionstherapie erhielten. Da der Vergleich zwischen ABO kompatibel und
ABO inkompatibel transplantierten Patienten keinen signifikanten Einfluss der
Biomarkerexpression gezeigt hatte, sind die einzelnen Unterschiede hierdurch

nicht zu erklaren.

Beim Vergleich der Induktionsarten waren signifikante Unterschiede beim Anteil
der CD8'CD26" exprimierenden T-Zellen sichtbar: die Median-Werte der
CD8'CD26'T-Zellen zwischen Lebendspende und ATG-Induktion zeigt sich ein
entgegengerichteter Trend: Wahrend der Median bei ATG-Induktion signifikat
hoher ist im Vergleich zu Standard-Induktion und Werte von 6,9% (M4-6) und
6,7% (M7-13) erreicht, liegt der Median bei Lebendspende im Vergleich zu
Leichenspende signifikant niedriger bei Median-Werten von 3,3% (M4-6) und

2,6% (M7-13). Somit kann der Rickschluss gezogen werden, dass die
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Unterschiede im Anteil CD26 exprimierender CD8'T-Zellen zwischen Lebend-
und Leichennierenspende nicht auf den Unterschieden der Induktionstherapie

beruhen.

Eine Hypothese fur diesen Unterschied ist die langere kalte Ischamiezeit bei
Leichennierentransplantierten sowie eine niedrigere Organqualitdt durch

Ischmie-bedingte Schadigungen und den Strebeprozess des Spenders (56).

Da ein niedrigerer Anteil CD8'CD26'T-Zellen mit einem weniger aktiven
Immunsystem assoziiert ist, kann die Hypothese aufgestellt werden, dass der
niedrigere Anteil CD8'CD26'T-Zellen bei Lebendnierentransplantierten mit
einem geringeren Abstol3ungsrisiko assoziiert ist. Weitere Studien sind

notwendig um diese Hypothese zu prufen.

4.2.4. Vergleich zwischen Patienten mit und ohne praemptiver
Nierentransplantation

Einige Patienten haben die Mdoglichkeit praemptiv transplantiert zu werden.
Hierbei kann es sich um eine Lebend- oder Leichennierentransplantation
handeln. Eine praemptive Transplantation ist mit einem erniedrigten
Mortalitatsrisiko und  einem  erhdohten  Transplantatiiberleben bei
Lebendnierentransplantationen assoziiert (194-198). Hiebei muss allerdings
bertcksichtigt werden, dass in vielen Studien nicht alle systematischen Fehler
vermieden werden kodnnen. So sind in den meisten Studien praemptiv
transplantierte Patienten u.a. aus einer besseren sozialen Schicht, haben ein
hoheres Einkommen, eine private Krankenversicherung und/oder hatten

teilweise auch eine bessere Gesundheit (199; 200).

Doch es gibt mdglicherweise auch positive Effekte einer Dialyse vor der
Transplantation. Die im Rahmen der dialysepflichtigen, terminalen
Niereninsuffizienz auftretende Uramie wirkt immunsuppressiv. Asderakis et al.
(194) konnten eine erhohte Rate an akuten Abstof3ungsreaktionen bei
praemptiver Nierentransplantation im Vergleich zu nicht praemptiver
Transplantation nachweisen. Als eine Hypothese fir diese erhdhte
Abstol3ungsrate wird die fehlende immunsuppressive Urdmie genannt. Eine

weitere Erklarung wére eine schlechtere Compliance.
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Da die praemptive Nierentransplantation mit einem besseren Mortalitatsrisiko
und Transplantatiberleben assoziiert ist, bestand die Hypothese, dass sich
auch die Biomarkerexpression unterscheiden wirde. Diese Hypothese wurde

durch die Studie nicht unterstitzt.

4.2.5. Vergleich zwischen Patienten mit und ohne préaformierte Antikdrper

Bei den Patienten mit préaformierten Antikdrpern zeigten sich &hnliche
Veranderungen wie bei den Patienten mit PRA: der Anteil CD4"CD28T-Zellen
und CD4'CD28'T-Gedé&chtniszellen war im Vergleich zu Patienten ohne
praformierte Antikorper niedriger. Eine weitere Hypothese ist, dass die
immunsuppressive Therapie bei Patienten mit PRA oder praformierten
Antikérpern  zu schwach war, sodass es zu Klinisch inapparenten
Immunreaktionen gekommen ist, welche zur Verédnderung der Biomarker-

Expression gefihrt haben.

4.2.6. Vergleich zwischen Patienten mit und ohne ABO-inkompatibler
Nierentransplantation

Der Vergleich zirkulierender CD26 und CD28 exprimierender T-
Zellsubpopulationen zwischen Probanden mit und ohne ABO-inkompatibler
Nierentransplantation zeigte keine signifikanten Unterschiede. Leicht et al. (173)
hatten eine signifikant erhthte CD26-Expression auf CD8'T-Zellen bei ABO-
inkompatibel nierentransplantierten Patienten im Vergleich zu ABO-kompatibel
transplantierten Pateinten gemessen. Einschrankend muss in der Studie die
kleine Anzahl der Patienten bertcksichtigt werden. Eine Erklarung fur die in
dieser Studie nicht signifikanten Ergebnisse sind die im Vorfeld durchgefiihrten
Immunadsorptionen, die die Anzahl der Anti-A- und Anti-B- Antikérper vor der
Transplantation auf ein  Minimum reduzierten. Die anschliel3ende
immunsuppressive Therapie verhindert eine erneute Produktion von anti-ABO-
Antikdrpern. Die gute Behandlung der Spender und Empfanger vor einer
Lebendnierentransplantation hat dazu gefihrt, dass sich
Transplantationsergebnisse kaum von denen einer
Leichennierentransplantation unterscheiden. Die Expression der Biomarker

unterstitzt diese Aussage. Zuséatzlich gibt es das Phanomen der Akkomodation.
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Hierbei bilden sich nach einer ABO-inkompatiblen Nierentransplantation im
Verlauf Antikbrper gegen die Blutgruppenantigene, die aber nicht zu einer
AbstoRungsreaktion fiihren. Die Hintergriinde dieses Phanomens sind noch

nicht vollstandig verstanden (201).

4.2.7. Vergleich zwischen Patienten mit und ohne Hochrisikokonstellation

Bei Patienten mit einer Hochrisikokonstellation (HR) bestand die Hypothese,
dass sich die Anzahl CD26 und CD28 exprimierender T-Zellen deutlich
unterscheiden wurden. Die aktuelle Studie zeigte jedoch keinen signifikanten

Unterschied zwischen den Vergleichsgruppen.

Tatsachlich zeigte sich in der aktuellen Studie nur bei den PRA-positiven
Patienten (PRA>15%) ein Einfluss auf die CD4"CD28"T-Zellsubpopulationen.

Dieser ist im Gesamtkollektiv der HR-Gruppe nicht mehr erkennbar.

Da auch beim Vergleich der Patienten mit und ohne DGF und Patienten mit
Uber 3 HLA-Mismatches kein siginifkanter Unterschied in der Biomarker-

Expression festzustellen war, ist das Ergebnis stimmig.

Eine Hypothese, warum es gerade in der Gruppe mit dem grol3ten
immunologischem Risiko keine signifikanten Unterschiede in der Biomarker-

Expression gab, kénnte die immunsuppressive Therapie sein.

4.3. Einfluss der Induktionstherapie auf zirkulierende CD26" und CD28"
T-Zellsubpopulationen

4.3.1. Vergleich zwischen Patienten mit Standard-Induktion und
Rituximab-Gabe

Dass bei dem Vergleich keine signifikanten Unterschiede gefunden wurden ist
mit der Wirkungsweise beider Medikamente (Basiliximab und Rituximab) zu
begriinden. Beide hemmen die Proliferation der Immunzellen, bewirken aber
keine Lymphopenie wie bei ATG. Ein signifikanter Unterschied war nicht

erwartet.
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4.3.2. Vergleich zwischen Patienten mit ATG-Induktion und Standard-
Induktion

Die  Induktionstherapie mit ATG  (Thymoglobulin®)  verandert die
Zusammensetzung der T-Zellsubpopulationen nachhaltig (202). Die im ATG
enthaltenen Antikorper sind v.a. gegen humane T-Zellen gerichtet. Je hoher die
Dosis, umso mehr T-Zellen werden durch ATG eliminiert. In hohen Dosierungen
kann es auch zu einer Reduktion von B-Zellen, NK-Zellen und dendritischen
Zellen kommen (203). Bereits wenige Stunden nach Gabe von ATG kommt es
zu einer Reduktion der T-Zellen im Blut. Die dann einsetzende homdostatische
Proliferation der T-Zellen filhrt dazu, dass sich das Verhéltnis von CD4" zu
CD8'T-Zellen verandert. Wahrend anfangs beide T-Zellsubpopulationen
anzahlmaRig reduziert wurden, erreichen CD8'T-Zellen bereits ca. 8 Wochen
nach ATG-Gabe ihren Ausgangswert wie vor der Transplantation (204). Anders
sieht es bei den CD4" T-Zellen aus. Sie erholen sich langsamer, da ihre
Proliferation vom Thymus abhangig ist. Da dieser im Erwachsenenalter eine
Involution durchlauft, ist die Proliferation reduziert (205). Ein anderes Ergebnis
haben Xia et al. (206) an Mausen festgestellt. Bei ihnen hatten sich die CD4'T-
Zellen schneller regeneriert. Eine Erklarung hierfir kdnnte ein junges Alter der
Versuchsmause und damit auch eine hohere Aktivitat des Thymus sein. Tang et
al (204) konnten zeigen, dass CD4'T-Zellen iiber 78 Wochen unter 30% des
Ausgangswertes liegen verglichen zum Zustand vor der Transplantation.

Die nach der ATG-induzierten Reduktion der T-Zellen einsetzende antigen-
induzierte und homdoostatische Proliferation fuhrt zudem dazu, dass vermehrt
Gedachtnis T-Zellen entstehen, v.a. Effektor CD4*Gedachtniszellen (207; 208)
Gleichzeitig zeigte sich, dass nach ATG Gabe die Anzahl der TREGs anstieg
(204; 209). Zudem hat ATG einen immunmodulierenden Effekt (206; 150).

Vor diesem Hintergrund wurden die Medianwerte CD26 und CD28
exprimierender T-Zellsubpopulationen gemessen und diese zwischen der

Standard-Induktionen und der Induktion mit ATG verglichen.
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4.3.2.1. CD26 Expression bei CD4"-und CD8'T-Zellen

Der Anteil der Zellen, die CD26 exprimieren, war nach ATG-Induktion bei den
CD4'T-Zellen bis Woche 4 und bei den CD8"T-Zellen in der ersten Woche im
Vergleich zur Standardinduktion erniedrigt. Bei den CD4'T-Zellen war im
weiteren Verlauf kein signifikanter Unterschied mehr zwischen dem Anteil der
CD26-Expression messbar, bei den CD8'T-Zellen hingegen stieg der Anteil
CD26-exprimierender Zellen im Verlauf signifikant an und lag ab Woche 2-4

hoéher als in der Standardinduktion.

Hier kann die Hypothese aufgestellt werden, dass die ATG-Induktion nicht nur
zu einer anzahlmaRigen Abnahme der T-Zellen fuhrt, sondern auch anfangs
den Anteil CD26-exprimierender naiver T-Zellen reduziert. Die anschlie3ende
schnellere Vermehrung der CD8'T-Zellen fiihrt auch zu einer héheren CD26-

Expression als in der Standard-Induktionsgruppe.

Die aktuellen Untersuchungsergebnisse zeigen auch, dass nach ATG-Induktion
der Anteil CD8"CD26"und der Anteil CD8"CD28"T-Zellen héher ist im Vergleich
zur Standard-Induktion. Moglicherweise, weil die CD8"T-Zellen nach ATG-Gabe
schneller proliferieren. Weitere Studien sind notwendig um zu erforschen, ob
sich dieser Trend im Verlauf fortsetzt und welche Auswirkungen diese
Expression der Biomarker in der Transplantationsmedizin haben.

4.3.2.2. CD28 Expression bei CD4T-Zellen

Wird zunachst die Expression der CD4°CD28'T-Zellen betrachtet, liegt der
Median der CD4'CD28"T-Zellen bei der Standard-Induktion zwischen 65-74%
und entspricht somit anndhernd dem Verlauf des Biomarkers im
Gesamtkollektiv. Nach ATG-Induktion liegt der Median nur noch bei 33-41%.
Das bedeutet, dass unter der ATG-Induktion nicht nur die Anzahl der CD4'T-
Zellen (nach Tang et al. (204)), sondern dieser Studie zufolge zusatzlich auch
die Anzahl CD28 exprimierender CD4'T-Zellen signifikant gesunken ist.
Hierdurch ist auch der stark immunsupprimierende Effekt erklarbar, da nicht nur
die CD4'T-Zellen anzahlmaRig reduziert werden, sondern auch der Anteil an

CD4'T-Zellen die CD28 exprimieren, eines der bedeutendsten
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kostimulatorischen Molekile, sinkt. Dieser Effekt hélt Gber den gesamten

Beobachtungszeitraum an.

Die Studie von Duftner et al. (210) beschatftigte sich mit dem Effekt von ATG auf
CD4*'CD28™'T-Zellen. Sie konnten zeigten, dass bei 5 transplantierten
Patienten die CD4'CD28™'T-Zellen 6 Stunden nach ATG-Gabe signifikant
niedriger waren (bzw. ganz verschwunden waren) als bei den 11

transplantierten Kontrollpatienten, die nicht mit ATG behandelt wurden.

Welche Rolle die CD4*CD28™"T-Zellen in der Transplantationsmedizin spielen,
ist noch nicht ausreichend untersucht (152). Diese Studie konnte aber zeigen,
dass uber den gesamten Beobachtungszeitraum in der ATG-Gruppe deutlich
weniger CD4'T-Zellen messbar waren, die CD28 exprimieren. Somit lag der
Anteil der CD4*CD28™'T-Zellen in der ATG Gruppe signifikant Gber dem der
Standardinduktion. Das Ergebnis steht daher im Gegensatz zur Studie von
Duftner et al., die die Hypothese vertreten, dass duch ATG-Behandlung die
Anzahl der CD4*CD28™"'T-Zellen reduziert werden kann. Da die Anzahl der
CD4'T-Zellen jedoch insgesamt nach ATG (iber einen langen Zeitraum reduziert
ist, ist der Effekt der CD4*CD28™"T-Zellen im Rahmen einer Transplantation in

weiteren Studien zu evaluieren.

4.3.2.3. CD28 Expression bei CD8'T-Zellen

Betrachtet man die CD8"CD28"T-Zellen, die sich nach Tang et al. (204) deutlich
schneller von der ATG-Induktion erholen, zeigt sich in der vorliegenden Studie
ein anderes Bild. Der Median der CD8'CD28'T-Zellen bei der
Standardinduktion betragt 15-19% und liegt damit nur knapp unter dem Wert
des Biomarkers im Verlauf des Gesamtkollektivs. Der Median der CD8"CD28"T-
Zellen bei der ATG-Induktion betragt jedoch Werte zwischen 22-37% und ist
somit hoher (p<0,05) als im Verlauf des Gesamtkollektivs. Da sich das
Gesamtkollektiv aus 86 Standardinduktionen und 18 ATG-Induktionen
zusammensetzt, wird ersichtlich, dass die Unterschiede der ATG-

Induktionsgruppe kaum berucksichtigt wurden.

Diese Studie zeigt, dass nach ATG-Induktion die Medianwerte der
CD4"CD28"T-Zellen signifikant niedriger sind als bei der Standard-Induktion,
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gleichzeitig aber die Medianwerte der CD8'CD28'T-Zellen signifikant hoher
sind als bei der Standard-Induktion.

Eine Hypothese fur die Entstehung erniedrigter CD28 Expression nach ATG-
Gabe wird in der Studie von Weimer et al. (211) aufgestellt. Sie untersuchten 84
Nierentransplantierte nach 4 Monaten und 1 Jahr und sahen, dass CD28 auf
den T-Zellen niedriger (p<0,05) waren im Vergleich zu vor der Transplantation.
Als Ursache wurden Anti-CD28-Ak im ATG diskutiert und dass damit die
CD28"T-Zellen deutlich mehr durch das ATG reduziert wurden als CD28"™'T-
Zellen, deren Anteil anstieg. In Anbetracht der aktuellen Studie ist dieser
Mechanismus unwahrscheinlich. Er konnte zwar den Rickgang der CD28-
Expression auf den CD4'T-Zellen erklaren, nicht aber den erhdhten Anteil
CD28"CD8"'T-Zellen, die auch in Woche 1 und Woche 2-4 vorhanden waren,
dem Zeitraum, in dem die CD8 T-Lymphozyten laut Tang et al. (204) durch ATG

reduziert werden.

Eine andere Hypothese ist, dass sich die CD28 Expression der T-
Zellsubpopulationen unterscheidet, weil die ATG-Induktion nur Patienten mit
einem erhoéhten immunologischen AbstolRungsrisiko gegeben wurde und die
restlichen Patienten die Standardinduktion erhielten. Beim Vergleich zwischen
Hochrisikopatienten und nicht Hochrisikopatienten konnte jedoch kein

Unterschied in der CD28-Expression festgestellt werden.

Im Vergleich mit anderen Ergebnissen zeigten sich weitere Unterschiede. Muller
(202) z.B. beschrieb, dass CD8'T-Zellen nach der ATG-Therapie u.a. durch
homoostatische Proliferation schneller wieder ihr Ausgangsniveau erreichten. Er
beschrieb auch, dass es bei dieser homoostatischen Proliferation v.a. zu einer
Proliferation von CD8*CD57" und CD8*'CD28™'T-Zellen kommt. Vor diesem
Hintergrund wurde in der aktuellen Studie ein niedrigerer Anteil CD28
exprimierender CD8'T-Zellen nach ATG Induktion im Vergleich zur Standard-

Induktion erwartet. Das Gegenteil ist jedoch der Fall.

Wenn der Anteil CD8"CD28"T-Zellen in der aktuellen Studie bei der ATG-

Induktion hoher ist als in der Standard-Induktion, kann die Hypothese
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aufgestellt werden, dass bei der ATG-Induktion weniger CD8*CD28™"'T-Zellen
vorhanden sind und somit das Risiko fiir Abstol3ungen erhoht ist.

Eine Arbeit von Liu et al. (212) zeigt zuséatzlich auf, dass die Dosierung von ATG
einen Einfluss darauf hat, wie sich die einzelnen T-Zellsupopulationen nach der
ATG-Gabe erholen. Da in der aktuellen Studie nur ein Dosierungsregime
gegeben wurde, muss auch dieser Aspekt in Folgestudien untersucht werden.

4.3.2.4. Gedachtniszellen

Eine ATG-Induktion fuhrt dazu, dass die Anzahl aller T-Zellsubpopulationen
stark sinkt. Trotzdem gibt es Hinweise darauf, dass bestimmte
Gedachtniszellsubtypen resistenter gegen ATG sind als die restlichen T-Zellen
und durch homoostatische Proliferation mehr Umwandlungen von naiven- zu
Gedéachtniszellen stattfinden (213-215).

CD4"T-Gedachtniszellen

Pearl et al. (216) untersuchten die T-Zellsubpopulationen bei insgesamt 13
lebendnierentransplantierten Patienten zwischen 14 bis 56 Jahren. 5 Patienten
erhielten eine Induktionstherapie mit Alemtuzumab und DSG (Desoxypergualin)
ohne anschlieRende Immunsuppression, 5 Patienten erhielten rATG und im
Anschlu? Sirolimus und 3 Patienten erhielten Daclizumab und als
Dauertherapie Tacrolimus und MMF. Es erfolgte eine Blutabnahme vor der
Nierentransplantation und danach 1x wochentlich Uber 4 Wochen. Hierbei
wurde nachgewiesen, dass die Anzahl CD8'T-Zellen zu >98% und die Anzahl
CD4'T-Zellen zu >99% sank. Die Anzahl einer T-Zellgedachtnispopulation, der
CD4"CD45RA-CD62L T-Zellen, sank signifikant weniger um nur 90%(p=0.001).
Nach der ATG Induktion waren daher 88+3% der T-Zellen CD4+CD45RA-
CD62L T-Zellen. Auch in vitro zeigte sich bei Blutproben von gesunden
Probanden, die mit steigenden Konzentrationen Alemtuzumab (0.4, 4 and 40
lg/mL) oder rATG (5, 50, 500 Ig/mL) behandelt wurden eine Reduktion der
naiven CD4'T-Zellen, RA*Gedéachtniszellen und zentralen Gedachtniszellen in
der rATG-Gruppe auf 2+1%, 5+2% und 12+4%. Der Anteil der CD4"CD45RA-
CD62L T-Zellen stieg von 26 + 8 auf 82 + 6% der CD4'T-Zellen an.
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Auch Studien an Mausen zeigten, dass nach einer ATG- bzw Anti-Lymphozyten-
Serum Gabe die Gedachtniszellen nicht so stark reduziert wurden wie die
naiven T-Zellen. Insbesondere die CD4 Effektor Gedachtniszellen stellten nach
der Therapie den groRten Anteil der CD4'T-Zellen dar (217-219).

Die Studie von Ayasoufi et al. an Mausen untersuchte den Effekt auf T-Zellen
nach Gabe von ATG vor und wahrend der Transplantation (220).

In der aktuellen Studie ist eine signifikant niedrigere Anzahl CD26 und CD28
exprimierender CD4'T-Gedachtniszellen in den Visiten V1z-V2z bzw. V1z-V3z
nachweisbar. Doch dieser Unterschied ist im Verlauf nicht langer signifikant. Bei
den CD4'CD26"T-Gedachtniszellen zeigte sich ab V3z sogar eine Umkehr: ab
V3z exprimieren in der Induktionsgruppe mit ATG mehr CD4'T-Zellen CD26,
ohne jedoch eine Signifikanz zu erreichen. Die vorliegende Auswertung
verdeutlicht, dass die signifikanten Unterschiede in der CD26 und CD28
Expression der CD4'T-Gedachtniszellen nur fur 2-3 Monate nach der Gabe
persistierten. Da auch die Studie von Peatrl et al. (216) nur die ersten 4 Wochen
nach Gabe von ATG untersucht hatten, sind weitere Studien notwendig, um die
langfristigen  Effekte der ATG-Induktion auf die Anzahl der T-

Zellsubpopulationen und die Biomarkerexpression zu identifizieren.
CD8'T-Gedachtniszellen

In der aktuellen Studie exprimieren CD8'T-Gedachtniszellen anteilmaRig mehr
CD28 und auch mehr CD26 als in der Standardinduktions-Gruppe. Damit ist
ihre Expression d@hnlich denen der naiven CD8'T-Zellen. Eine Hypothese hierzu
ist, dass diese Ahnlichkeit aus der homoostatsischen Proliferation entsteht:
wenn mehr naive CD8'T-Zellen CD28 positiv sind und es im Rahmen der
homdoostatischen Proliferation vermehrt zur Bildung von Gedachtniszellen aus
diesen CD8'T-Zellen fiihrt, wird auch die Expression der Biomarker
entsprechend weitergegeben.

Die Ergebnisse von Wittenbecher et al. (221) unterstitzen diese Hypothese. Sie
untersuchten Patienten mit allo HSCT (Allotransplantation hAmatopoetischer
Stammzellen Transplantation ) und ATG-Behandlung. Es zeigte sich, dass die
Proliferationsraten von CD8"CD45RA T-Zellsubpopulationen zu jedem
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gemessenen Zeitpunkt nach der Transplantation hoher waren als die der
CD8'CDRA" T-Zellsubpopulationen.

Um die Bedeutung dieser Anderung in der CD26 und CD28 Expression auf den
CD8"Gedachtniszellen nach ATG Gabe zu untersuchen bedarf es weiterer
Studien.

4.4. Assoziation klinischer Ereignisse nach der Transplantation mit
zirkulierenden CD26" und CD28'T-Zellsubpopulationen

4.4.1. Vergleich zwischen Patienten mit und ohne DGF

Zhai et al. (222) untersuchten die Rolle von CD26 bei primarer DGF bei
Lungentransplantationen in einem Modell mit Ratten. Die Ratten-
Spenderlungen hatten eine 18 stindige kalte Ischamiezeit. Ein Teil dieser
Lungen wurde kinstlich mit einem CD26-Inhibitor durchblutet, ein anderer Teil
diente als Kontrolle. Durch Inhibition der enzymatischen CD26/DPP IV Aktivitat
konnte die |Inzidenz und Schwere einer DGF bei der Ratten-
lungentransplantation signifikant reduzierten werden. Zudem zeigte sich ein

positiver Effekt auf die transplantationsassoziierte Ischamie.

In der aktuellen Studie konnte kein Unterschied in der Anzahl CD26 und CD28
exprimierender T-Zellsubpopulationen festgestellt werden. Anders interpretiert
bedeutet das, dass sich die Expression der Biomarker nicht unterscheiden,
auch wenn die GFR wie bei der DGF reduziert ist. Eine Hypothese ist, dass die
Definition einer DGF nicht nur immunologische Ursachen einschliel3t sondern
auch nicht immunologische. Viele Faktoren bei Spender und Empféanger haben
Einfluss auf eine mogliche DGF und wurden nicht zusatzlich bertcksichtigt (z.B.
Kreatininwert des Empfangers vor der Transplantation, Alter des Spenders,
body mass index (BMI) u.a.) (223).

4.4.2. Vergleich zwischen Patienten mit und ohne dnDSA

In der vorliegenden Studie zeigte sich bei den Visiten in Woche 1, Monat 2-3
und Monat 4-6 eine signifikant hohere Anzahl CD4°'CD26'T-Zellen und
CD4"CD26'T-Gedachtniszellen bei Patienten mit dnDSA im Vergleich zu
Patienten ohne dnDSA. Die Hypothese war, dass die erhéhte Anzahl
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CD4'CD26"T-Zellen bei Patienten mit dnDSA Zeichen einer erhdhten Aktivitat

des humoralen Immunsystems ist.

Eine Uberwachung von zirkulierenden CD4*CD26"T-Zellen kénnte demnach die
dnDSA Diagnostik erganzen. Zur Diagnostik der dnDSA werden noch
verschiedene Tests angewendet, die sich in ihrer Sensitivitat und Spezifitat
unterscheiden. Zudem herrschen nicht zu allen Tests allgemein gultige
Testauswertungen mit Referenzwerten. Auch konnen mit der sensitiven
Luminex-Methode falsch positive Ergebnisse vorkommen, z.B. wenn bei
denaturierten Proteinen sonst "versteckte" Epitope erkannt werden (224). Die
Bestimmung von zirkulierenden CD4"CD26'T-Zellen ist leicht durchfiihrbar und

im Vergleich schneller und billiger.

In einer Studie von Lee et al. (225) konnte gezeigt werden, dass auch der
Zeitpunkt des Auftretens der dnDSA entscheidend ist. Lee et al verglichen Uber
einen Zeitraum von 17 Jahren eine Gruppe nierentransplantierter Patienten mit
chronischer AbstoRung mit einer Gruppe nierentransplantierter Patienten ohne
AbstoRung. 96% der Probanden mit chronischer AbstoBung entwickelten
dnDSA im Vergleich zu 48% bei Patienten ohne AbstoRung (p=0.0001). 60%
der Patienten mit chronischer Abstol3ung entwickelten dnDSA im ersten Jahr
nach der Transplantation, in der Kontrollgruppe keiner. Die HR (Hazard Ratio)
fur dnDSA in ersten Jahr nach Transplantation fur das Ereignis

Transplantatverlust lag bei 7.77 (p=0.001, Multivariante Analyse).

Vor diesem Hintergrund ist der weitere Verlauf der Biomarker interessant. Die
Hypothese ist, dass im weiteren Verlauf der signifikante Unterschied sinkt bzw.
nicht mehr vorhanden ist, da das immonogene Potential bei Bildung von dnDSA

mehr als ein Jahr nach der Transplantation geringer ist.

Das Auftreten von dnDSA kann einer Abstof3ungsreaktion lange vorausgehen
(nach Lee et al. (225) 6 Monate bis 8 Jahre) oder auch erst im Rahmen der
Abstol3ungsreaktion nachweisbar sein. Deswegen ist eine weitere Hypothese,
dass das immunogene Potential von dnDSA durch die Bestimmung der
CD4'CD26'T-Zellen und T-Gedachtniszellen erganzt werden kann: Ein
vorhandener dnDSA in Kombination mit erhéhter CD26"CD4"-Expression auf T-
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Zellen und T-Gedachtniszellen kann ein hoéheres immunogenes Potential
darstellen als ein vorhandener dnDSA ohne erhdhte Biomarkerexpression. Zur

Uberprifung dieser Hypothese sind weitere Studien notwendig.

Ein héheres HLA-Mismatch stellt einen Risikofaktor fir die Entstehung von
dnDSA dar, insbesondere bei einem Mismatch fir HLA-DR und -DQ (22; 23).
Daher stellte sich die Frage, ob ahnliche Veranderungen der Biomarker auch
beim Gruppenvergleich zwischen Probanden mit max. 3 HLA-Mismatchen
versus Probanden tber drei HLA Mismatchen bestehen. In der aktuellen Studie
zeigen sich jedoch keine vergleichbaren Veranderungen. Eine Erklarung hierfur
ist die nicht separate Erfassung von HLA-DQ und-DR-Mismatchen.

Einschrankend muss erwahnt werden, dass die Anzahl der Patienten mit
dnDSA in der aktuelle Studie gering war. Sie lag zwischen 2 bis 5 Patienten pro
Visite.

4.5. Weitere Beobachtungen

Vergleicht man die Ergebnisse zirkulierender CD26"- und CD28'T-
Zellsubpopulationen zwischen Patienten mit dnDSA und Patienten mit
praformierten Antikérpern, zeigten sich in der Gruppe der praformierten
Antikdrper nur in Woche 1 signifikante Unterschiede im Anteil der CD4"CD26"T-
Zellen und der CD4'CD26'T-Gedachtniszellen. Hier war der Anteil
CD26°CD4'T-Zellen bei den Patienten mit praformierten Antikorpern sogar
niedriger als bei den Patienten ohne praformierte Antikorper. Als
Schlussfolgerung kann der erhoéhte Anteil CD4"CD26'T-Zellen nur bei dnDSA
aber nicht bei praformierten Antikdrpern nachgewiesen werden. Die Ursache fur
diese Unterschiede kann in der immunsuppressiven Therapie liegen. Eine
weitere Ursache kann sein, dass nicht alle praformierten Antikdrper gegen
Donor-Antigene gerichtet sind und somit keinen Einfluss auf das

Transplantatiiberleben und die Aktivitat des Immunsystems haben missen.

Die meisten signifikanten Unterschiede fanden sich beim Vergleich der PRA,
dnDSA, praformierten Antikdrper und dem Vergleich der Standard-Induktion mit
der ATG-Induktion. Tabelle 23 zeigt, dass mit Ausnahme von den dnDSA die

Unterschiede zu einer im Vergleich erhdhten anteilmal3igen CD28 Expression
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auf den CD4'T-Zellen und CD4'T-Gedachtniszellen in der Gruppe ohne den
Risikofaktor bzw. der Standard-Induktion fuhrten. Gleichzeitig zeigte sich in der
Gruppe mit dem Risikofaktor eine erhthte anteilméaRige Expression von CD28
auf CD8'T-Zellen.

Tabelle 23: Zusammenfassung der auffalligsten Veranderungen der Biomarkerexpression
zwischen Patienten mit und ohne PRA, praformierten Antikdrpern und ATG-Induktion.

Risikofaktor | Risikofaktor nicht vorhanden Risikofaktor vorhanden
PRA>15% Mehr CD4+CD28+T-Zellen Mehr CD8+CD28+T-Zellen
(p<0,05 in V1z-52) (p<0,05 in V22,V3z)

Mehr CD4+CD28+T-Gedéachtniszellen
(p<0,05 in V1z,V3z,V4z,V52)

Praformierte | Mehr CD4+CD28+T-Zellen Mehr CD8+CD28+T-Zellen
Antikérper (p<0,05 in V1-5) (p<0,05inV1z,V2z,V32)
Mehr CD4+CD28+T-Gedéachtniszellen
(p<0,05in V1z,V2z,V3z,V52)

ATG- Mehr CD4+CD28+T-Zellen Mehr CD8+CD28+T-Zellen

Induktion (p<0,05 in V1z-V52) (p<0,05 in V1z-V52)
Mehr CD4+CD28+T-Gedéachtniszellen | Mehr CD8+CD28+T-Gedéachtniszellen
(p<0,05in V1z,V22z,V32) (p<0,05 in V22,V3z,V4z,V52)

4.6. Korrelation der Biomarker CD26 und CD28 auf den verschiedenen
T-Zellsubpopulationen zur Steroiddosis und der Konzentration von
MPA und Tacrolimus

In einer vorausgegangenen Studie von Shipkova et al. (226) wurde die CD26
Expression auf T-Zellen in vitro untersucht, nachdem sie mit unterschiedlichen
Konzentrationen Ciclosporin A, Tacrolimus, Mycophenolsaure, Sirolimus und
Everolimus inkubiert wurden. Hierzu wurden gesunden Probanden
mononuklare Zellen entnommen, mit Phythamagglutinin stimuliert und 72
Stunden inkubiert. Mittels FACS wurde nach 24, 48 und 72 Stunden die CD26
Expression auf CD3'T-Zellen gemessen. Ein signifikanter Abfall der CD26
Expression konnte nach 72 Stunden bei den mit 1 nM Tacrolimus und den mit
100nM Mycophenolséure inkubierten Zellen nachgewiesen werden. In einer
nachfolgenden Studie von Leicht et al. (173) wurde nach einer Korrelation
zwischen der CD26 Expression auf CD3'T-Zellen und den
Plasmakonzentrationen der Immunsuppressiva Tacrolimus, MPA, AcMAG und

fMPA gesucht. Es konnte keine Korrelation nachgewiesen werden.

In der aktuellen Studie wurde der Zusammenhang zwischen der im peripheren
Blut gemessenen Medikamentendosis von Tacrolimus sowie der oral

eingenommenen Dosis von MPA und Steroiden und der Anzahl CD26 und
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CD28 exprimierender T-Zellsubpopulationen untersucht. Hintergrund war die
Hypothese, dass die immunsuppressiven Medikamente ihre Wirkung v.a. an
den T-Zellen entfalten und somit zu Verdnderungen in der CD26 und CD28
Expression fuhren kénnen. Tatséchlich waren einige Korrelationen zwischen
den Medikamentendosen und der Biomarker-Expression sichtbar. Die meisten
Korrelationen waren in Woche 1 und Monat 2-3 bei MPA und der Steroiddosis
nachweisbar. Es bestanden jedoch Korrelationen zu den Biomarkern auf
verschiedenen T-Zellsubpopulationen, sodass kein einheitlicher Trend
erkennbar war. Beispielsweise zeigte sich eine Korrelation von MPA in der
ersten Woche mit CD26"CD4" Gedachtniszellen und CD4°CD26" T-Zellen und
in Monat 2-3 mit CD28"CD8"Gedachtniszellen. Auch die Hohe der Korrelation
erreichte meistens nur knapp das Signifikanzniveau. Eine Erklarung fur die
fehlende Korrelation zwischen den Medikamentendosen und den Biomarkern
auf den T-Zellsubpopulationen kénnte darin liegen, dass die immunsuppressive
Therapie in der ersten Zeit nach der Transplantation noch sehr hoch ist und erst
langsam reduziert wird. Daher werden die T-Zellen starker gehemmt und somit
wird eine Veranderung der Expression der Biomarker im Rahmen einer
Aktivierung verhindert. Ein weiterer Ansatz konnte der Vergleich der CD26 und
CD28 Expression auf T-Zellsubpopulationen zwischen Probanden mit hoher
und niedriger immunsuppressiver Medikation sein. Da  aber
Medikamentendosen wie bei Tacrolimus an die Talspiegel angepasst sind, sind
hier keine signifikanten Veranderungen zu erwarten. Anderseits konnte eine
Arbeit von Llinas-Mallol et al. (227) zeigen, dass nierentransplantierte Patienten
nach Absetzen des Steroids Anderungen in den T-Zellsubpopulationen zeigten.
So hatten sie eine signifikant erniedrigte Anzahl von T-Lymphozyten (p<0,001)
und CD4'T-Zellen (p=0,046). Solche Veranderungen koénnten auch zu
Veranderungen der Biomarker-Expression fuhren.

Ein Vergleich zwischen HR-Patienten, die in der Regel eine hdhere
immunsuppressive Therapie erhalten und nicht HR-Patienten wurde bereits im
vorhergehenden Abschnitt beschrieben und erbrachte keine signifikanten
Veranderungen in der Expression der Biomarker. Zusammenfassend zeigen

sich sowohl in der Vorstudie von Shipkova et al. (226) und in der aktuellen

117



Studie einzelne Veranderungen der Biomarker im Rahmen der
immunsuppressiven Therapie. Ob sich eine bessere Korrelation der
Medikamentendosen und der Expression der Biomarker bei Patienten in der
spateren Phase nach einer Nierentransplantation zeigt muss mit weiteren

Studien untersucht werden.

4.7. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl CD26
exprimierender T-Zellsubpopulationen und dem Ereignis AbstolRung?

Bei AbstoRungsreaktionen kommt es zu einer T-Zellaktivierung (228) und daher
auch zu einer Veranderung in der Expression der CD26 Expression. Somit
bestand die Hypothese, dass die Verdnderungen in der Expression von CD26
Ereignisse wie Abstol3ungsreaktionen voraussagen oder die Diagnostik einer
AbstoRungsreaktion erganzen kdnnen. Das wurde bereits in mehreren Studien

erforscht.

Wieland et al. (229) untersuchten bei 35 Patienten die CD26-Expression an Tag
7(x1) und Tag 21(x2) nach erstmaliger Nierentransplantation. Hierbei wurde den
Patienten Blut abgenommen und die Biomarker-Expression auf stimulierten
(Phytohamagglutinin  2.5ug/10°Zellen) und nicht stimulierten CD3*T-Zellen
ausgewertet. Es zeigte sich, dass Patienten ohne AbstoRungsreaktion an Tag 7
signifikant weniger CD3'CD26'T-Zellen hatten als Patienten mit einer
AbstoRungsreaktion, in der ROC-Analyse lag der cutoff bei 42.1%
CD3'CD26"T-Zellen.

Leicht et al. (173) haben die CD26-Expression auf T-Zellsubpopulationen von
49 Blutspendern und 87 nierentransplantierten Patienten gemessen. Hierzu
wurden die Biomarker aus EDTA Vollblut an den Tagen 0 (= 1 Tag vor der
Transplantation) sowie an den Tagen 3(x1), 7(x1) und 14(x1) nach der
Transplantation bestimmt. 21 Patienten entwickelten in den ersten 60 Tagen
nach der Transplantation eine oder mehrere Absto3ungsreaktionen. An Tag 3
und 7 zeigte sich bei Patienten mit einer Abstofungsreaktion ein hoherer Anteil
CD8'CD26'T-Zellen als bei Patienten ohne AbstoRRungsreaktion. An Tag 3
konnte fur den Biomarker bei einem Cut-off von 2,2% eine Sensitivitat von 60%
und eine Spezifitat von 85% ermittelt werden.
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Auch der Einfluss von DPPIV-Inhibitoren in der Transplantation unterstreicht
den Einfluss von CD26 in der Transplantationsmedizin. Exemplarisch zeigten

das die Forschungsergebnisse von Kubota et al. und Jungraithmayr et al..

Kubota et al. (230) flhrten bereits 1992 einen Versuch mit DPPIV-Inhibitoren in
vivo an Mausen durch. Nach s.c. Injektion der DPPIV-Inhibitoren Al-boroPro
oder Pro-boroPro (10upg alle 12 Stunden) betrug die DPPIV-Aktivitat im
Mauseserum und in einer Suspension aus Milzzellen weniger als 30% im
Vergleich zu Mausen ohne Inhibition. Im zweiten Schritt wurde eine Antigen-
induzierte Immunantwort ausgeldst. Die Mause wurden hierzu mit BSA (bovine
serum albumin) immunisiert und anschliel3end die 1gG-Antikdrper gegen BSA
zwischen den Mausen, die mit DPPIV-Inhibitoren behandelt wurden mit den
Kontroll-Mausen verglichen (ohne DPPIV-Inhibitor). Mause mit Inhibitor wiesen
signifikant niedrigere Anti-BSA IgG auf als die Kontroll-M&ause. Einschrankend
kann hier gesagt werden, dass die IgG-Werte eine weite Streuungsbreite

hatten.

Korom et al. (231) fuhrten eine Herz-Transplantation einer F1-Spenderratte in
eine Lewis Ratte durch. Die CD26 Expression auf Lymphozyten im peripheren
Blut wurde untersucht und zeigte einen Zusammenhang zwischen einem
Anstieg im Anteil der CD26-exprimierenden Lymphozyten an Tag 1 und 2 nach
der Transplantation und einer akuten AbstoRungsreaktion. Ab Tag 3 war kein
signifikanter Unterschied der CD26-Expression mehr messbar. Zusatzlich
wurde die DPPIV-Aktivitat im Serum der transplantierten Ratten gemessen und
ausgewertet. Bei den unbehandelten Ratten (n=8) kam es zu einem Anstieg der
DPPIV-Aktivitat mit einem Maximum an Tag 6 nach der Transplantation, welcher
der akuten AbstoRungsreaktion vorausging. Das mittlere Transplantatiberleben
betrug 7 Tage. Ratten (n=10) die mit Propidine (DPPIV-Hemmer) behandelt
wurden zeigten eine sinkende DPPIV-Aktivitdt und ein l&ngeres mittleres

Transplantattiiberleben von 14 Tagen.

Jungraithmayr und Enz (232) fassten in einem Artikel die aktuellen Erkenntnisse

zur Rolle von CD26 bei AbstoRungsreaktionen zusammen.
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Auch wenn die o0.g. Studien auf eine Assoziation von CD26 und
AbstoRungsreaktionen in der Transplantationsmedizin hinweisen, konnte dies in

der aktuellen Studie nicht bestatigt werden.

Eine mogliche Erklarung ist die immunsuppressive Therapie, die gerade in den
ersten Monaten nach einer Transplantation hoher dosiert gegeben wird.
Zudem erfolgten die Blutabnahmen im Rahmen der Routineuntersuchungen.
Daher waren die Visitenzeitrdume gro@ und Veranderungen der
Biomarkerexpression gerade in der pradiktiven Analyse konnten
maoglicherweise nicht erkannt werden. Die bereits zitierten Studien von Wieland
et al. (229), Leicht et al. (173) und Korom et al. (231) unterstitzen diese
Hypothese: Der Anteil der CD26-exprimierenden T-Zellsubpopulation stieg fur
nur einzelne Tage an. Das diagnostische Zeitfenster war demnach breit und
erschwerte die Diagnostik. Um hier genauere Daten zu bekommen waren z.B.

tagliche Blutabnahmen notwendig gewesen.

Die aktuellen Ergebnisse bestatigen und bekréaftigen die Vorgangerstudie von
Strobel et al. (233). Sie hatten bei 70 Patienten den Anteil CD3"CD26",
CD4'CD26" und CD8'CD26"T-Zellsubpopulationen bestimmt. Die Studie
untersuchte die spate Phase nach Nierentransplatation (=ab 30 Tage nach der
Transplantation). Von der ersten Bluprobe in der spaten Phase (P4) wurden die
Patienten 6 Monate nachbeobachtet. Dann wurde die Anzahl der T-
Zellsubpopulationen zwischen Patienten mit und ohne AbstofRungsreaktion
verglichen. Hierbei wurden Abstol3ungen innerhalb von 2 Monaten nach P4 und
innerhalb 6 Monaten nach P4 analysiert. Es zeigte sich kein signifikanter

Unterschied in der Biomarker-Expression.

4.8. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl CD28
exprimierender T-Zellsubpopulationen und dem Ereignis Abstol3ung?

CD28 wird kontinuierlich auf der Mehrzahl der T-Zellen exprimiert. Um eine
Toleranz zu erzeugen oder Abstol3ungsreaktionen zu verhindern wurden
verschiedene Strategien erprobt. Hierzu wurde die kostimulatorische Aktivitat
von CD28 durch Anti-CD80- und Anti-CD86-Antikorper sowie CTLA4-Ig
blockiert.
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Studien von Tan et al. (234) oder Yamada et al. (235) konnten nachweisen,
dass es durch eine Blockade von CD28 durch Anti-CD80- und Anti-CD86-
Anktikorper bzw. durch die Gabe von CTLA4-lg zu einer hdheren
Transplantatiberlebenszeit kam. Yamada et al. (235) untersuchten die mediane
Uberlebenszeit von Mausen nach einer Herztransplantation. In dieser Studie
zeigte sich, dass wild type Méause, die mit CTLA4-lg behandelt wurden ein

langeres Allotransplantatiberleben hatten als Mause ohne Behandlung.

In der gleichen Studie zeigte sich aber auch, dass CD28 knock out Mause trotz
Gabe von CTLA4-Ig schnelle AbstoRungsreaktionen entwickelten kénnen (235).
Das zeigt, dass andere Mechanismen eine Abstof3ungsreaktion auslosen
kénnen. So ist z.B. der Wegfall von CD28 auf Foxp3+Treg als Ursache zu
diskutieren, da dadurch die protolerant wirkenden Tregs in ihrer Funktion oder

ihrem Uberleben gehemmt werden kénnten (236).

Weiter zeigten Mause ohne CD28 und ohne CTLA4-lg weniger
AbstoRungsreaktionen, da hier das inhibitorische Signal von CTLA-4 an B7

weitergegeben werden konnte (235).

Die Veradnderungen der CD28-Expression auf T-Zellen beim Menschen sind
Gegenstand der aktuellen Forschung. Dedeoglu et al. (237) beobachteten 222
nierentransplantierte Patienten. 30 (14%) von ihnen entwickelten innerhalb von
3 Monaten nach der Transplantation eine Absto3ungsreaktion, die durch eine
Biopsie gesichert wurde. Diese 30 Patienten hatten vor der Transplantation eine
niedrigere Anzahl CD4*CD28™"-Zellen (p<0,01) und einen Trend hin zu einer
erniedrigten Anzahl CD8'CD28™" T-Zellen (p=0,08) als die Vergleichsgruppe
ohne AbstoRRungsreaktion. In der multivarianten Cox-Analyse (Covarianten
waren Alter des Spenders, zuvor gemessener PRA und die
Nierentransplantation von einem verwandten Spender) zeigte sich ein
signifikanter Unterschied sowohl bei der absoluten Anzahl CD4*CD28™'T-
Zellen als auch beim prozentualen Anteil der CD4*CD28™'T-Zellen. Schwéachen
der Studie waren, dass das Alter der Spender in der Gruppe mit
AbstoRungsreaktionen hoher war (p=0,024) und in dieser Gruppe auch weniger
Transplantationen (p=0,018) von genetisch Verwandten vorlagen.
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Eine andere Studie von Boix et al. (238) untersuchte die CD28 Expression vor
der Transplantation. In einer kleinen Studie wurden 30 lebertransplantierte (LT)
und 31 nierentransplantierte (NT) Patienten Uber ein Jahr nach der
Transplantation beobachtet. In diesem Zeitraum hatten 40% der LT und 23%
der NT eine akute AbstoRungsreaktion. Die Auswertung ergab, dass der
prozentuale Anteil CD4'CD28"T-Zellen in der Gruppe mit AbstoRungsreaktion
nach LT signifikant niedriger war im Vergleich zur Gruppe ohne
AbstoRungsreaktion. Bei den NT zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
Erganzend wurde auch die Anzahl der CD28 Molekule pro Zelle gemessen.
Diese war vor der Transplantation mit <=7669 (p=0,046) bei KT und <=8359
(p=0,031) bei LT niedriger bei Patienten, die eine AbstoRungsreaktion

entwickelten.

Die Ergebnisse von Beaten et al. (239) ermutigten dazu, CD28 als moglichen
Biomarker zur Unterscheidung von Abstol3ungsreaktionen zu erforschen.
Beaten et al verglichen den CD8'T-Zellphanotyp von 6 nierntransplantierten
Patienten, die mindestens 2 Jahre lang ohne Immunsuppression stabil waren
mit 14 Patienten mit chronischer Absto3ungsreaktion, 6 gesunden Probanden
und 12 nierentransplantierten Patienten mit stabiler Nierenfunktion. Der Einfluss
von Alter und Immunsuppression konnte weitestgehend ausgeschlossen
werden. Es zeigte sich, dass Patienten mit chronischer Abstol3ungsreaktion
eine hohere Anzahl CD8'CD28™'T-Zellen aufwiesen und die toleranten
Patienten mehr CD8 Tcy (CD45RA-CCR7-) hatten. Zudem zeigte sich, dass
Patienten mit  chronischer  Abstol3ungsreaktion  sowohl bei den
CD8'CD45RA+CCR7- als auch bei den CD8"CDRA-CCR7-T-Zellen der Anteil
an CD28 exprimierenden Zellen signifikant geringer war im Vergleich zu den
toleranten Patienten und den gesunden Probanden. Interesanterweise zeigten
die nierentransplantierten Patienten mit stabiler Nierenfunktion ein

durchmischtes Profil. Ahnliche Ergebnisse zeigte auch Trzonkowski et al. (240).

Diese und weitere Studien weisen auf einen Zusammenhang zwischen der
CD28 Expression auf T-Zellen und Abstof3ungsreaktionen hin. Dieser konnte in
der aktuellen Studie nicht nachgewiesen werden. Eine Erklarung ist, dass sich

im Rahmen einer Abstol3ungsreaktion v.a. die Dichte der CD28 Expression
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verandert. Da wir den prozentuellen Anteil der CD28-exprimierenden T-
Zellsubpopulationen gemessen haben konnte dieser Effekt eventuell nicht
betrachtet werden. Eine weitere Ursache kann darin liegen, dass CD28 nicht
der einzige Weg ist eine AbstoRungsreaktion zu fordern oder zu hemmen. Dies
konnte man eindrucklich an den CD28 knock-out Mausen zeigen oder auch bei
Patienten, die trotz Gabe von Belatacept schwere AbstoRungsreaktionen
entwickelten (236). Eine weiterer Grund kann in der Anzahl der CD28" und
CcD28™" T-Zellen gesehen werden. Diese kann von Mensch zu Mensch
deutliche Unterschiede aufweisen (Alter, CMV-Status, Infektionen). Zudem
besteht die Hypothese, dass nierentransplantierte Patienten aufgrund der Zeit
der Niereninsuffizienz eine hohere Anzahl CD28™"T-Zellen haben: Pawlik et al.
(241) untersuchten CD4'CD28™" Zellen bei 20 gesunden Probanden, 20
nierentransplantierten  Patienten mit stabiler Nierenfunktion und 20
nierentransplantierten Patienten mit chronischer Abstof3ungsreaktion. Hierbei
zeigte sich, dass gesunde Probanden signifikant weniger CD4*CD28™" Zellen
haben (Median 1,4%) als Nierentransplantierte mit stabiler Nierenfunktion
(Median 3,1%) oder Nierentransplantierte mit chronischer Abstof3ungsreaktion
(Median 10,65%). Eindricklich zeigt sich aber auch hier, dass eine
differenzierte Betrachtung der T-Zellsubpopulationen unumganglich ist. Ein
weiterer Aspekt liegt in der Immunsuppression. Pearl et al. (216) konnten
beispielsweise zeigen, dass Tacrolimus die Ausschittung von IL-2 und INF-y

verringern kann.

Die Frage nach einem Zusammenhang von CD28™'T-Zellen und
AbstoRungsreaktionen ist weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung. Da
insbesondere CD8*CD28™T-Zellen mit dem schwécheren Immunsystem von
alteren Menschen und einer damit einhergehenden schwécheren humoralen
Immunantwort auf Impfungen assoziiert werden, war die Hypothese, dass
weniger CD8'CD28"T-Zellen einen protektive Effekt auf AbstoRungsreaktionen
haben. Trzonkowski et al. (240) stellten die Hypothese auf, dass nach Gabe von
Alemtuzumab im Rahmen der homdostatischen Proliferation die zunehmenden
CD8'CD28"'T-Zellen mit anderen Immunzellen um den vorhandenen Platz

konkurrieren. Je weniger CD8'CD28™T-Zellen ein Patient habe, desto hoher
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das Risiko fur Abstol3ungesreaktionen. Diese Hypothese kann in der aktuellen
Studie nicht bekraftigt werden. Moéglicherweise weil unsere Patientenanzahl zu

klein watr.

4.9. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl CD26 oder CD28
exprimierender T-Zell-Gedachtniszellen und dem Ereignis Abstol3ung?

Bei AbstoRungsreaktionen spielen T-Gedachtniszellen eine besondere Rolle.
Battochio et al. und Ibrahim et al. (242; 243) beispielsweise untersuchten
Nierenbiopsien. Sie konnten nachweisen, dass im Nierengewebe von Patienten
mit AbstoBungsreaktion ein deutlich erhohter Anteil CD8'CD45RO+T-Zellen
vorhanden war und ein erhdhtes Verhaltnis von CD45R0O+/RA+ bei den Zellen
vorlag, die die Transplantatnieren infiltrierten.

Mathews et al. (244) konnten den Einfluss von T-Gedachtniszellen bei Affen
nach einer Nierentransplantation nachweisen. Es zeigte sich, dass Affen, die
resistent auf Belatacept waren vor der Transplantation eine hodhere Anzahl
CD8'CD95'CD28"T-Zellen aufwiesen als Affen die keine AbstoRBung hatten
(p=0,0402). In der weiteren Differenzierung zeigte sich, dass ein Anteil von tber
3% der CD28'CD95'CD45RA+CCR7-CD8'T-Zellen (=CD28'Tgwra) VoOr der
Transplantation die beste Vorhersage treffen konnte, ob eine Abstol3ung unter
Belatacept erfolgt. Der positiv pradiktive Wert lag bei 93,3%, der negativ
pradiktive Wert lag bei 90,1% (87,5% Sensitivitét, 95,2% Spezifitat). Interessant
an der Studie war auch, dass der Anteil CD28-exprimierender CD45RA+CCR7-
CD8'T-Zellen (CD8+Tgwra), gemessen im peripheren Blut, nach der
Transplantation sank, bei den Affen die unter Belatacept eine
AbstoRungsreaktion entwickelten. Bei diesen Affen zeigte sich zusatzlich, dass
die CD28-Expression der CD8"'CD28 Tewra Nach der Transplantation sank und
die Nierenbiopsie tiberwiegend CD28™'T-Zellen zeigte.

In der Literatur sind AbstoRungsreaktionen u.a. mit einem erhéhten Anteil an
CD28™" T-Gedachtniszellen assoziiert worden (241; 239; 245) bzw. mit einem

erniedrigten Anteil CD4"CD28"T-Zellen vor der Transplantation (238).

Es gibt aber auch Studien, die auf einen protektiven Effekt Effekt von CD8"T-
Gedéachtniszellen bei Transplantationen hinweisen (246).
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Obwohl Gedéachtniszellen ein hohes immunogenes Potential haben koénnen,
zeigte sich in der aktuellen Studie kein Zusammenhang zwischen den CD26"
und CD28'T-Gedéachtniszellen und AbstoRungsrektionen. Eine mogliche
Ursache fur dieses Ergebnis ist die Immunsuppression. Eine weitere Ursache
stellen die vielen Subpopulationen der Gedachtniszellen dar. Diese zeigen ein
weites Spektrum in ihrer Funktion und Reaktion.

4.10. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl CD26
exprimierender T-Zellsubpopulationen und dem Ereignis Infektionen?

4.10.1. Alle Infektionen

In zahlreichen Studien konnten Veranderungen von CD26 in seinen
unterschiedlichen Funktionen und Formen bei Autoimmunerkrankungen,

Infektionen und Entziindungsreaktionen beschrieben werden (247; 248).

Cai et al. (249) z.B. fuhrten Untersuchungen an 10 Zelllinien von Fledermausen
durch. CD26 gilt als funktioneller Rezeptor fur den Eintritt des MERS-CoV in die
Zelle. Antikorper gegen CD26 verhinderten die Infektion der Zelllinien mit dem
Virus dosisabhangig. Auf resistenten Zelllinien konnte kein CD26 nachgewiesen
werden, aber alle infizierten Zelllinien exprimierten CD26. Persistierende
MERS-CoV Infektion flhrte zur Runterregulation von CD26 auf der Oberflache
der Zellen. Ob es auch zu Veranderungen z.B. im Rahmen der aktuellen SARS-
CoV2-Pandemie gibt, ist noch zu erforschen.

In der aktuellen Studie konnte kein Einfluss zwischen der Expression des
Biomarkers und Infektionen gesehen werden. Somit decken sich meine
Ergebnisse mit denen von Strobel et al. (233) und Essa et al. (250). Essa et al.
untersuchten 79 nierentransplantierte Patienten. 35 von ihnen hatten eine CMV-
Infektion. Verglichen wurden mittels FACS T-Zellsubpopulationen mit und ohne
Infektion. Patienten mit Infektion zeigten zum Zeitpunkt der Infektion einen
niedrigeren Anteil CD3"- und CD4'T-Zellen. Fir CD26'T-Zellen war kein

signifikanter Unterschied gemessen worden.

4.10.2. Virale Infektionen

Um ein genaueres Bild zu bekommen wurden virale Infektionen separat

betrachtet.
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Wie bereits erwahnt, zeigten Ibegbu et al. (183) in ihrer Arbeit, dass
verschiedene Infektionen zu einer unterschiedlichen CD26 Expression fuhren.
Sie haben die CD26-Expression auf virusspezfischen CD8'T-Zellen bei
verschiedenen Virusinfektionen analysiert. Die Impfung gegen Influenza galt als
eine abgeschlossene Infektion im Gegensatz zu CMV, EBV und HIV, die eine
chronische Infektion mit  persistierendem  Antigen  représentierten.
Eingeschlossen wurden in die Studie 23 gesunde Freiwillige die CMV und/oder
EBV seropositiv waren. 10 von ihnen hatten eine Influenza-Impfung. Zudem
wurden vier HIV-positive Patienten eingeschlossen bei denen kein Infekt
bestand und die Viruslast unter Therapie stabil war. Gemessen wurde der Anteil
CD3'CD8'CD26'T-Zellen. Hierbei wurde zwischen CD26 'ow/intermediaie/high
unterschieden. Der Median-Wert der CD8*T-Zellen die CD26"9" oder ™Memediate
exprimierten lag bei Influenza bei 95,5% (range 80—-100%), bei CMV bei 10,5%
(range 18-367%), bei EBV (3 Epitope) zwischen 12,1% and 19,5% (RAK, FLR
and GLC) (range 34-23%) and bei HIV 13,2% (range 2—-17%)).

Nesburn et al. (251) hat CD8'T-Zellen von HSV-1 positiven Probanden
untersucht: HLA-A*02:01 positiven Probanden, HSV-1 seropositiven,
asymptomatischen Probanden und symptomatischen Probanden
(rezidivierende Herpesinfektion der Augen). Asymptomatische HSV-1 positive
Probanden und 10 HLA-A*02:01 positive Probanden hatten mehr Effektor-
Gedachtniszellen ~ (CD45RACCR7"°Y)  CD26'CD8'T  Zellen  als
symptomatische Probanden.

Die Hypothese, dass man durch die Bestimmung der CD26 Expression auf
CD4" oder CD8'T-Zellen Patienten mit und ohne Infektionen unterscheiden

kann, konnte in der aktuellen Studie nicht bestatigt werden.

Ein Grund daflr kénnte sein, dass wir die prozentuale Expression der
Biomarker gemessen und nicht zuséatzlich die Dichte der CD26 Expression pro
Zelle, die sCD26 oder die DPPIV-Aktivitat betrachtet haben. Ein weiterer Grund
ware, dass im Rahmen von Infektionen nur bestimmt T-Zellsubpopulationen ihre
CD26 Expression signifikant verandern. Bengsch et al. (114) stimulierten T-
Zellen aus dem peripheren Blut von gesunden Probanden. Die meisten (Median
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91%) der Twl7 Zellen, die nur ca. 2% der peripheren CD4+T-Zellen
ausmachen, zeigten eine hohe CD26 Expression. Da Tyl7 Zellen mit
Entzindungsreaktionen und Autoimmunreaktionen assoziiert sind, kénnte diese
T-Zellsubpopulation méglicherweise einen sensitiveren Marker reprasentieren.
Bengsch et al. (114) untersuchten auch die CD26 Expression auf weiteren T-
Zellsubpopulationen und konnten eine Assoziation aufzeigen zwischen der
Menge an CD26 (owintermediatelioh) af einer T-Zelle und damit einhergehender

unterschiedlicher Zytokinsekretion.

4.11. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl CD28
exprimierender T-Zellsubpopulationen und dem Ereignis Infektionen?

Veranderungen der CD28 Expression bei T-Zellen sind insbesondere bei viralen
Infektionen sowie bei Autoimmunkrankheiten (252-255) beschrieben worden:
bei HIV (256-258), HCMV (259), EBV (147; 260), CMV (261), Heptitis B (262;
263), dem human Parvovirus B19 (264). Estensen et al. (265) beispielsweise
beschreiben in ihrem Review eine Expansion von CD8'CD28™" T-Zellen bei

viralen Infektionen.

CD8'T-Zellen sind ein wichtiger Baustein der antiviralen Abwehr. Mit dem Alter
sinkt die CD28-Expression bei den CD8'T-Zellen schneller als bei den CD4"T-
Zellen (114). Da Infektionen zusatzlich die Generation von CD8*CD28™'T-
Zellen stimultiert war die Hypothese, dass es signifikante Unterschiede in der

CD28 Expression der T-Zellsubpopulationen bei Infektionen geben muss.

Es konnen mehrere Ursache fur den nicht signifikanten Einfluss der CD28™T-
Zellsubpopulationen auf das Ereignis Infektion oder virale Infektionen diskutiert

werden:

Der pradiktive Zeitpunkt ist zu frih um die Verénderungen in der CD28-
Expression zu detektieren. Auch der diagnostische Zeitpunkt ist als zu friih zu
diskutieren, da es laut Weng et al. (147) bei Infektionen zunachst erst zu einer
Runterregulation der CD28-Expression auf T-Zellen kommt, welche in der
aktuellen Studie nicht gemessen wurde. Erst im Verlauf kommt es zur
Entstehung von CD28™'T-Zellen. Die Studie von Isa et al. (264) beispielsweise
beobachtete den Verlauf der CD28 Expression Uber einen Zeitraum von 30
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Monaten bei akuter B19-Infektion bei Patienten. Es zeigte sich tber die Monate
eine Veranderung der anteilmaRigen CD28-Expression von CD8"CD28"T-Zellen
zu CD8'CD28™'T-Zellen. Interessant ware daher der Verlauf des Biomarkers
z.B. 30 Tage nach der ersten Blutabnahme. Auch die Immunsuppression muss
beachtet werden. Eine Hemmung der T-Zellaktivierung fuhrt hypothetisch zu
einer geringeren Umwandlung von CD28"T-Zellsubsopulationen.

4.12. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl CD28
exprimierender CD4'T-Zellsubpopulationen und dem Ereignis virale
Infektionen?

In der diagnostischen Auswertung zeigte sich ein Einfluss von CD4*CD28"T-
Gedachtniszellen fur das Ereignis virale Infektionen: Patienten mit einem
Median von 39,47 % CD4'CD28" T-Gedachtniszellen hatten ein um 0,31-fach
geringeres Risiko fur eine virale Infektion als Patienten mit einem Median von
23,03% (p>0,001).

Das Ergebnis ist zunachst Uberraschend. Erwartet war, dass ein erhéhtes
Risiko fur Infektionen in der diagnostischen Testung mit einer geringeren CD28
Expression einhergeht. Die Begrundung ist, dass naive Zellen durch Zellteilung
z.B. bei einem Infekt oder unter dem Einfluss von TNF-a bei
Entzindungsreaktionen ihre CD28 Expression reduzieren und bei repetitiver
Zellaktivierung verlieren. Das zeigt sich auch bei chronischen Infektionen wie
HIV oder HCV, die zu einer Erhthung der CD28™'T-Zellen fihren.

Beispielhaft zeigten das Wang et al. (266). Sie haben mit FACS u.a. die CD28
Expression auf CD4'T-Zellen untersucht und zwischen gesunden Probanden
(n=30), chronisch Hepatitis-B-infizierten Patienten vor einer antiviralen Therapie
(n=30) und chronisch Hepatitis-B-infizierten Patienten nach einer antiviralen
Therapie (n=32) verglichen. Es zeigte sich, dass beide Gruppen Hepatitis B-
infizierter Patienten im Vergleich zu den gesunden Probanden weniger CD4"
und CD8" T-Zellen hatten und auch weniger CD4"CD28"T-Zellen aufwiesen.

Besonders beeindruckend ist der CD28 Verlust auf CD4" T-Zellen nach einer
vorangegangenen CMV-Infektion (175). Nach einer CMV-Infektion kann sich der
Anteil der CD8'CD28™"'T-Zellen verdoppeln und CD4'CD28"'T-Zellen
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auftreten. Da diese Veranderungen persistieren und bis zu 80% der
Erwachsenen CMV seropositiv sind muss diese Tatsache bei der Interpretation

der Ergebnisse berucksichtigt werden.

Eine weitere Uberlegung ist, dass Patieten mit mehr CD4'CD28'T-
Gedachtniszellen weniger CD4'CD28"'T-Gedéchtniszellen haben. CD28"™'T-
Zellen konnen mit einer reduzierten Immunantwort, andereseits aber im Falle
einer Aktivierung mit einem zytolytoxischen Potential assoziiert werden,
insgesamt kénnte das einen protektiven Faktor darstellen (267). In der Literatur
sind CD4'CD28™'T-Zellen jedoch mit Autoimmunerkrankungen und
Entzindungsreaktionen assoziiert (147), was ihr zytotoxisches Potential zeigt.

Eine interessante Studie von Litjens et al. (268) bericksichtigte gleich mehrere
Einflussfaktoren auf die CD28-Expression. Sie haben die CD28 Expression bei
250 Patienten mit ESRD (GFR<15ml/min mit oder ohne Ersatztherapie) und mit
oder ohne CMV-Infektion gemessen und dabei auch das Alter bericksichtigt. In
beiden gemessenen Altersgruppen (20-40-jahrige und >60-jahrige Patienten)
hatten CMV-seropositive Patienten einen signifikant hoheren Anteil
CcD4*cD28™" und weniger ausgepragt aber signifikant auch der CD8*CD28™T-
Gedéachtniszellen (CCR7'CD45R0O", CCR7'CD45R0O", CCR7'CD45R0). Da in
der aktuellen Studie der CMV-Status nicht als Variable in der Cox
Regressionsanalyse einging, wurde dieser Effekt des CMV-Status nicht

bertcksichtigt.

In der aktuellen Studie wurde aber das Alter als Variable in der Cox
Regressionanalyse beriicksichtigt. Es zeigte sich, dass das Alter ebenfalls
einen signifikanten Einfluss auf das Ereignis hatte. Auch bei der weiteren
Berechnung erhartet sich der Verdacht, dass das Ereignis virale Infektionen am
besten durch die Variable "Alter bei Studieneintritt" vorhergesagt werden kann:
je alter der Patient bei Nierentransplantation, desto wahrscheinlicher ist eine
virale Infektion. Da CD8"CD28™" T-Zellen nach heutigem Kenntnisstand mit der
im Alter nachlassenden Immunantwort auf Pathogene assoziiert wird, ware hier

ein Zusammenhang erwartet worden.
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Zusétzlich ist noch Zu erforschen, wie die einzelnen
Gedachtniszellsubpopulationen bei Infektionen reagierten. Eine Arbeit von
Litiens et al. konnte beispielweise belegen, dass Patienten mit ESRD nach
einer Hepatitis B-Impfung nur 6,3% der HBsAg-spezifischen TEM
(CD4+CD45R0O+CCR7-) gebildet haben im Vergleich zu gesunden Probanden.
Auch dieser Effekt der weiteren Subpopulationen wurde in der aktuellen Studie

nicht untersucht.

Bei Gedachtniszellen wéare zudem interessant, wie sich die Biomarker-
Expression auf den Tgw und den Tcu bei Infektionen unterscheiden. Mahnke et
al. (39) zeigten die Differenzierung von humanen T-Zellen beim Menschen auf
und  verdeutlichen, warum eine  Differenzierung mit  mehreren
Oberflachenmarkern sinnvoll ist. Zudem muss bedacht werden, dass Tcwm
grof3tenteils in den sekundar lymphatischen Organen vorhanden sind und mehr
CD4'T-Zellen enthalten im Gegensatz zu den Tgy, die besser im periheren Blut
messbar sind, ins periphere Gewebe wandern konnen und aus mehr CD8'T-

Zellen zusammengesetzt sind (267).

4.13. Gibt es einen Zusammenhang zwischen der Anzahl CD26 und CD28
exprimierender T-Zellsubpopulationen und dem kombinierten
Endpunkt Funktionsverschlechterung und Transplantatverlust?

Eine Transplantatfunktionsverschlechterung bzw. ein Transplantatverlust
konnen durch eine Vielzahl von Ursachen ausgeldst werden. Dabei kann man
zwischen immunologischen (z.B. Absto3ung, Infektion) und nicht-
immunologischen Ursachen (z.B. Volumenmangel, Nephrotoxizitat durch

Medikamente, Durchblutungsstérungen) unterscheiden.

Eine Schadigung der Transplantatniere kann z.B. durch inter-individuelle
Schwankungen des Tacolimus-Spiegels ausgeltst werden (269).

Niedermeier et al. (270) zeigten in einer Studie an Mausen, dass die
Differenzierung von Monozyten zu Fibrinozyten von CD4*T-Zellen abh&ngt und
dieser Prozess wiederum durch Immunsuppressiva beeinflusst werden kann.
Auch wenn in dieser Studie keine weiteren Biomarker untersucht wurden, kann

die Hypothese aufgestellte werden, dass CD4'CD26'T-Zellen zu mehr
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Fibrosierung fiihrt als CD4*CD26™"T-Zellen. Die Fibrosierung wiederum fiihrt zu

einer Verschlechterung der Nierenfunktion.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass CD26 einen Einfluss haben kann
auf eine Transplantatdysfunktion, wie beispielsweise in der bereits zitierten
Studie von Zhai et al. (222). Sie untersuchten die Transplantatdysfunktion nach
einer Lungentransplantation an Ratten. Hierzu wurden die Lungentransplantate
einer 18-stindigen kalten Ischamiezeit ausgesetzt. In der Kontrollgruppe
wurden die Lungentransplantate vor der Transplantation mit Perfadex gespdilt,
in den Interventionsgruppen mit Perfadex und den DPPIV-Inhibitor AB192. In
diesem Versuch zeigte sich, dass die Zugabe des DPPIV-Inhibitors das
Auftreten und die Schwere einer Lungentransplantatdysfunktion vermindern

kann.

CD26 wird in groRer Menge auch in den Nieren, insbesondere im proximalen
Tubulus exprimiert. Vor diesem Hintergrund werden DPPIV-Inhibitoren aktuell
im Hinblick auf ihren nephoprotektiven Effekt untersucht. Verschiedene Studien
(271-273) fassten die aktuellen Erkenntnisse uber einen méglichen nephro-
protektiven Effekt von DPPIV-Inhibitoren bei Diabetes mellitus Typ2,
Nierenschadigungen und Bluthochdruck zusammen.

Im Rahmen einer Nierenfunktionsverschlechterung kommt es zu einer Stérung
der Entgiftungsfunktion und der Harstoff-Wert im Serum steigt. Die Hypothese,
dass die hiermit eintretenden Veranderungen im Koérpermileu zu Veranderungen
in der CD26 oder CD28 Expression gefuhrt haben kénnten, wurde in der
aktuellen Studie widerlegt.

Studer et al. (274) untersuchten die CD28 Expression auf CD4'T-Zellen bei
lungentransplantierten Patienten. Sie konnten zeigen, dass Patienten, bei
denen <90% der CD4'T-Zellen CD28 exprimierten (n=7) signifikant niedrigere
FEV1-Werte hatten als Patienten, bei denen 90% oder mehr der CD4 T-Zellen
CD28 exprimierten (n=27). Einschréankend ist hier zu erwdhnen, dass die

Fallzahl sehr klein war.

Eine Nierenfunktionsverschlechterung kann auch Ausdruck anderer

Erkrankungen sein. Vor diesem Hintergrund sind auch die Ergebnisse von
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Betjes et al. (175) zu erwdhnen. Sie prostulieren CD4'CD28™'T-Zellen bei
CMV-seropositiven ESRD-Patienten als neuen, unabhéngigen Risikofaktor fur

kardiovaskuléare Erkrankungen.

Nicht zuletzt zeigte die Studie von Leicht et al. (173) mit 87
Nierentransplantierten Unterschiede in der CD26 Expression. An Tag 14 nach
der Transplantation war die Anzahl der CD4'CD26"T-Zellen signifikant hoher
bei Patienten mit einer Funktionsverschlechterung als ohne eine

Funktionsverschlechterung.

Eine Hypothese, warum in der aktuellen Studie kein signifikanter Unterschied in
der CD26 und CD28 Expression zwischen den Vergleichsgruppen gemessen
werden konnte ist, dass die Patienten durch die Transplantation an sich und
durch das proinflammatorische Milieu vor der Transplantation bereits erhdhte
CD26 Expression bzw. erniedrigte CD28 Expression (176) hatten als gesunde
Probanden. Postoperativ wurden die immunologischen Aktivitaten der T-Zellen
durch die Immunsuppressiva unterdriickt. Weitere Risikofaktoren haben sich
maoglicherweise durch die Transplantation gebessert und/oder wurden nach der
Transplantation besser kontrolliert und behandelt (Diabetes mellitus, arterielle
Hypertonie,...). Auch der Kreatininwert war nach der Transplantation
mutmallich kontinuierlicher besser als vor der Transplantation. Eine andere
Erklarung ist aber auch, dass die Marker der T-Zellsubpopulationen kleinere
Subpopulationen nicht berlcksichtigt haben. Yap et al. (275) beispielsweise
haben bei nierentransplantierten Patienten in einer stabilen Phase eine
Assoziation von Tgyra CD8'T-Zellen und einer Nierentransplantatdysfunktion

gezeigt.

5. Fazit und Limitationen der Studie

Die aktuelle Studie konnte nicht nachweisen, dass man durch den Anteil der
hier ausgewerteten CD26 oder CD28 exprimierenden T-Zellsubpopulationen
Ereignisse wie AbstoRunngsreaktionen, Infektionen oder einen kombinierten
Endpunkt wie Funktionsverschlechterung und Transplantatverlust erkennen

oder vorhersagen kann.
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5.1. CD26

CD26, das auch als "moonlight-protein” (79) bezeichnet wird, hat eine Vielzahl
an Funktionen. Die zitierten Studien geben nur einen kleinen Einblick in das
komplexe Zusammenspiel von CD26 im Immunsystem. In der aktuellen Studie
wurde nur der Anteil CD26"- und CD28"T-Zellsubpopulationen ausgewertet. Die
DPPIV-Aktivitat, sCD26 und auch die Hohe der CD26-Expression pro T-Zelle
wurden nicht ergéanzend erfasst. Auch wurde nur die Biomarker-Expression auf
T-Zellen im peripheren Blut und nicht auf anderen Zellen, wie beispielsweise

den T-Zellen in Biopsaten oder anderen Geweben, gemessen.

Weitere Studien zeigen, dass die Hohe bzw. Dichte der CD26 Expression
(CD2g'owintermediate/highy - 5f  den T-Zellsubpopulationen zu unterschiedlichen
Funktionen der entsprehenden T-Zellsubpopulation fihren, die noch erforscht

werden. Beispiele hierfur finden sich in der Onkologie (276; 277).

Zu bericksichtigen ist auch, dass es Unterschiede zwischen den Spezies
geben kann. So wurde gezeigt, dass CD26 bei der Maus kein ADA binden kann
(278) und somit die Ergebnisse moglicherweise nicht direkt auf den Menschen

Ubertragbar sind.

5.2. CD28

Auch bei der Auswertung der CD28'T-Zellen wéare die Hohe der CD28-
Expression pro Zelle eine gute Erganzung gewesen. Gerade in der pradiktiven
Diagnostik ist die Hypothese, dass es zunachst zu einer Herabregulation der
CD28-Expression und erst nach rezidivierenden Aktivierungen einer T-Zelle zur
Entstehung von CD28™'T-Zellen kommt (147). Die Expression von CD28
verandert die Funktion einer T-Zellen (150). Doch die Messung von CD28 ist
immer eine Momentaufnahme. Viele Faktoren kénnen die CD28 Expression
beeinflussen. Z.B. die Zytokine bei einer Immunreaktion wie TNFa. Andere
Zytokine wie IL2-, IL-12 und IL-15 konnen bei CD28"™'T-zellen zu einer
Reexpression von CD28 fiihren und damit wiederum die Funktion der T-Zellen
beeinflussen (150; 279). Topp et al. (280) konnten in diesem Zusammenhang
zeigen, dass CD8'T-Gedachtniszellen durch die Wiederherstellung ihrer CD28

Expression wieder eine Antigen-induzierte IL-2 Produktion auslésen konnten.
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Weitere Funktionen von CD8'CD28™'T-Zellen sind noch Gegenstand aktueller
Forschung. Studien wie die von Chen et al. (281) zeigen neue Funktionen, wie
z.B. die der regulatorischen CD8'CD28"'T-Zelle, auf.

Auch Studien wie die von Vallejo et al. (282) sind in diesem Zusammenhang
interessant. Sie konnten aufzeigen, dass CD4'CD28™'T-Zellen durch
Stérungen der Apoptose langer leben und somit die Zusammensetzung der T-

Zellsubpopulationen beeinflussen kdnnen.

Weiter beriicksichtigt werden muss, dass die aktuelle Studie Gedachtniszellen
nur durch die Expression von CD45RO+ definiert hat. Aber auch fur die
Gedéachniszellen gilt, dass es viele Subpopulationen gibt, die sich in ihrer
Funktion und auch in der Expression ihrer Oberflaichenmarker unterscheiden.
So wurden in der aktuellen Sudie die Temra Zellen nicht bertcksichtigt. Temra

Zellen sind Tegu-Zellen, die wieder RA exprimieren (283).

Eine bessere, detailliertere Definition von naiven und Gedé&chtniszellen ist
notwenig, um mehr Erkenntnisse zu gewinnen. Erschwerend kommt hier hinzu,
dass die Definitionen fir die unterschiedlichen Gedachtniszellen auch in der
Literatur nicht einheitlich sind. Yap et al (284) zeigten, welchen Einfluss die
Definition einer T-Zellsubpopulation auf das Ergebnis einer Studie an
nierentransplantierten Patienten hatte.

Erneut muss auch bei Studien zu den CD28™'T-Zellen beriicksichtigt werden,
dass es Unterschiede zwischen Primaten und Nichtprimaten geben kann.
Darauf weist eine Studie von Ortiz-Suarez et al (285) hin. Sie zeigten, dass der
beim Menschen gefundene Anstieg von CD28™'T-Zellen nicht automatisch

auch bei Mausen so nachzuweisen ist.

Das Zusammenspiel der verschiedenen Oberflaichenmarker und T-
Zellsubpopulationen verdeutlicht die Komplexitat des Immunsystems. Die
aktuelle Studie ist auch aufgrund der geringen Fallzahl nur eingeschrénkt
aussagefahig und weitere Forschungen sind notwendig, um das komplexe
Zusammenspiel der Biomarker im Immunsystem und ihre Auswirkungen in der

Transplantationsmedizin zu erforschen.
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6. Zusammenfassung

Unter der Hypothese, dass CD26- und CD28-exprimierende T-
Zellsubpopulationen als Marker der Immunzellaktivierung dienen kénnen,
wurden in der hier vorgestellten monozentrischen, prospektiven Kohortenstudie,
Uber einen Beobachtungszeitraum von 12 Monaten (+1Monat), die CD4"-und
CD8'T-Zellen und die entsprechenden  Ged&chtniszellen  mittels
Durchflusszytometerie im peripheren Blut von Nierentransplantierten
untersucht. Es wurde zunachst der Verlauf der T-Zellsubpopulationen verfolgt,
wobei bis auf wenige Ausnahmen keine signifikanten Effekte mit dem Abstand
zur Transplantation beobachtet werden konnten. Auch gab es keine relevanten
Korrelationen zwischen der Steroiddosis bzw. der Konzentration von MPA

sowie Tacrolimus im Blut und den T-Zellsubpopulationen.

Die Aufteilung der Studienteilinhmer in solche mit einem erhdhten
immunologischen Risiko und solche ohne ein erhdhtes immunolgisches Risiko
vor bzw. nach der Transplintation zeigte signifikante Effekte auf die Verteilung
von CD26- und CD28- exprimierenden T-Zellen insbesondere bei der ATG-
Induktion, den dnDSA, den PRA und den praformierten Antikérpern.

Fur die Diagnostik klinischer Ereignisse wie Abstol3ungen, Infektionen oder den
kombinierten Endpunkt Funktionsverschlechterung und Transplantatverlust
zeigten sich die CD26 und CD28 positiven T-Zellsubpopulationen weder in der

diagnostischen noch in der pradiktiven Auswertung als geeignet.

Damit konnten die Untersuchungen nicht bestatigen, dass die Messung von
CD26 oder CD28 exprimierenden T-Zellsubpopulationen hilfreich ist, um den
Grad der Immunaktivierung bzw. den Grad der Immunsuppresssion im ersten

Jahr nach einer Nierentransplantation abzuschatzen.

7. Ausblick

Durch die additive Messung dieser Biomarker zum traditionellen
therapeutischen  Drug  Monitoring ist eine  Individualierung  der
immunsuppressiven  Therapie nicht mdglich. Zusatzliche Messungen
funktioneller Marker (z.B. im ELISPOT), die Dichte der Biomarker sowie eine

genauere Subtypenanalyse konnten unsere Kenntnisse Uber die
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Funktionsweise des Immunsystems erweitern. Die Messung einzelner
Biomarker erscheint als zu simpler Ansatz, um die Komplexitat des
Immunsystems messen zu kénnen. Eine bessere Kenntnis der einzelnen Player
des Immunsystems und ihres Zusammenspiels erscheint notwendig, um eine
individualisierte  Immunsuppression zu fordern und Ereignisse bei

Nierentransplantationen friihzeitig erkennen zu kdnnen.
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