
Aus der Chirurgischen Klinik und Poliklinik I 

der Universität Würzburg 

        Direktor: Professor Dr. med. Prof. h.c. A. Thiede 

             Abteilung für Molkulare Onkoimmunologie 

                   Leiterin: Frau Professor Dr. rer. nat. A. M. Waaga-Gasser 

 

 

 

 

Untersuchungen zum immunologischen Monitoring chronischer Abstoßung  

bei nierentransplantierten Patienten  

unter unterschiedlichen immunsuppressiven Protokollen 

 

 

 

 

 

 

Inaugural-Dissertation 

zur Erlangung der Doktorwürde der 

Medizinischen Fakultät 

der 

Bayerischen Julius-Maximilians-Universität zu Würzburg 

vorgelegt von 

Igor Tsaur 

aus Podolsk, Russland 

 

 

 

Würzburg, April 2006 

 

 



 

Referentin: Professor Dr. Ana Maria Waaga-Gasser 

 

Koreferent: Professor Dr. med. C. Wanner  

 

Dekan:  Professor Dr. med. G. Ertl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 12/06/07 

 

 

 

Der Promovend ist Arzt 



     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
       Meinem Grossvater gewidmet…. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 



Inhaltsverzeichnis 
 

1. Einleitung         1 

 

2. Fragestellung         9 

 

3. Material und Methoden       10 

3.1. Patienten         10 

 3.1.1. Auswahlkriterien       10 

 3.1.2. Immunsuppressive Behandlungsgruppen    10 

3.2. Untersuchte Zellen        11 

 3.2.1. Gewinnung der mononuklären Zellen     11 

 3.2.2. Verwendete Peptide       11 

 3.2.3. Antigenpräsentierende Zellen (APC)     11 

 3.2.4. Etablerung der Zelllinien      11 

3.3. Untersuchungsmethoden        13 

 3.3.1. ELISPOT        13 

 3.3.2. ELISA         14 

 3.3.3. Luminex        16 

 3.3.4. Proliferationsassay       17 

 3.3.5. FACS         18 

 3.3.6. Immunfluoreszenz und Cytospins     19 

 3.3.7. RT-PCR        20 

 3.3.8. Real-time RT-PCR       21 

4. Ergebnisse                    23 

      4.1. Patienten         23 

      4.2. Charakterisierung der Zytokinexpression der T-Zelllinien   23 

 im ELISPOT 

4.2.1. Immunsuppression mit CsA, MMF und Prednisolon    23 

(Gruppe 1A und 1B) 

4.2.2. Immunsuppression mit Tacrolimus, MMF und Prednisolon   25 



(Gruppe 2A und 2B) 

4.2.3. Immunsuppression mit CsA und Prednisolon    27 

(Gruppe 3A und 3B) 

      4.3. Charakterisierung der T-Zelllinien im ELISA    29 

 4.3.1. Immunsuppression mit CsA, MMF und Prednisolon    29 

(Gruppe 1A und 1B) 

4.3.2. Immunsuppression mit Tacrolimus, MMF und Prednisolon   31 

(Gruppe 2A und 2B) 

4.3.3. Immunsuppression mit CsA und Prednisolon    32 

(Gruppe 3A und 3B) 

      4.4. Charakterisierung der T-Zelllinien mit Luminex   33 

      4.5. Analyse der Teilungsaktivität der T-Zelllinien im    34 

            Proliferationsassay 

 4.5.1. Immunsuppression mit CsA, MMF und Prednisolon    34 

(Gruppe 1A und 1B) 

       4.5.2. Immunsuppression mit Tacrolimus, MMF und Prednisolon   36 

(Gruppe 2A und 2B) 

4.5.3. Immunsuppression mit CsA und Prednisolon (Gruppe 3A und 3B)  37 

        4.6. Charakterisierung des T-Zelltyps der T-Zelllinien    39  

4.6.1. CD3+CD8+ Markierung      39 

4.6.2. CD3+CD4+ Markierung      40 

4.6.3 CD4+CD25+ Markierung      41 

        4.7. Charakterisierung des T-Zelltyps mittels Immunfluoreszenz  43 

(Cytospins) 

       4.7.1. CD4+CD8+ Färbung       43 

 4.7.2. CD4+CD25+ Markierung      45 

        4.8. Analyse der Genexpression der T-Zelllinien    47 

        4.9. Zusammenfassung der Ergebnisse      47 

5. Diskussion 
        5.1. Klinische immunsuppressive Protokolle    49 

        5.2. Charakterisierung der T-Zelllinien     51 

6. Beantwortung der Fragen       55 



7. Zusammenfassung        57 

8. Literaturverzeichnis        58 

9. Abkürzungsverzeichnis       63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 1

1. Einleitung 
 

Die Transplantation von soliden Organen bei terminalem Organversagen, ein früher noch 

unmöglich erscheinendes Therapieverfahren, ist heute zu einem gebräuchlichen Vorgehen 

in der Medizin geworden. Seit den Anfängen der Organtransplantation in den 50er Jahren 

stieg die Anzahl der Transplantationen in den 70er und 80er Jahren bis zu einem stabilen 

Niveau in der heutigen Zeit. Dazu beigetragen haben verschiedene Faktoren, wie eine Ver-

besserung der chirurgischen Technik, der Gewebetypisierung, der Immunsuppression und 

postoperativen Nachsorge sowie der Beherrschung der intra- und postoperativen infektio-

logischen Probleme. Mit entscheidend sind aber auch weltweit etablierte Datenbänke der 

Organspender, die es ermöglichen, rasch einen passenden Empfänger zu finden, sowie ein 

gut organisiertes System des Organtransportes zum entsprechenden Empfänger. Heute be-

trägt das 1-Jahres-Patientenüberleben nach Nieren-, Herz- oder Lebertransplantation ca. 

95% und das 1-Jahres-Transplantatüberleben etwa 85%. 

Die Nierentransplantation ist heute ein weit verbreitetes therapeutisches Verfahren, wel-

ches seit der ersten erfolgreichen Transplantation am Peter Bent Brigham Hospital in Bos-

ton im Jahre 1954 allgemeine Anerkennung und Akzeptanz gefunden hat. Dies ermöglicht 

die Dialysepflicht bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zu vermeiden und da-

durch die Lebensqualität der Patienten deutlich zu steigern. Insgesamt wird, wie einzelne 

Analysen vermuten lassen, die Prognose hinsichtlich des Langzeitüberlebens nach Trans-

plantation damit verbessert (1). Der Grossteil der Patienten kann nach Nierentransplantati-

on wieder in das Berufsleben zurückkehren.  

Das grösste Problem nach Nierentransplantation stellt nach wie vor die chronische 

Transplantatnephropathie dar, die letztendlich im Verlust der transplantierten Niere endet. 

Zwar hat sich das 1-Jahres-Transplantatüberleben insbesondere seit der Einführung des 

Immunsuppressivums Cyclosporin A (CsA), einem Calcineurin-Inhibitor mit blockierender 

Wirkung auf die T-Zellrezeptor-Signalübertragung, seit Beginn der 80er Jahre um 10 bis 

20 % weiter verbessert (2). Dennoch erscheint es vor dieser Tatsache von besonderer Be-

deutung zu sein, dass neue immunsuppressive Medikamente und Therapieprotokolle ent-

wickelt werden, mit denen das Problem des chronischen Transplantatversagens besser be-

herrscht werden kann. 

Die chronische Transplantatabstoßung ist ein noch nicht geklärter immunologischer Vor-

gang, der zum Verlust funktionsfähiger Nephrone führt, was seinerseits mit Funktionsdefi-
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zit und hypertensiven Problemen einhergeht. Verschiedene Risikofaktoren werden für die 

Entwicklung einer chronischen Immunantwort angenommen, die in nicht-immunogene 

oder alloantigen-unabhängige und immunogene oder alloantigen-abhängige Faktoren un-

terteilt werden. Zu den immunogenen Faktoren gehören die HLA-Inkompatibilität zwi-

schen Spender und Empfänger, eine inadäquate Immunsuppression und akute Abstoßungs-

reaktionen. Zu den nicht-immunogenen Faktoren werden z.B. virale Infektionen, eine 

Schädigung des Transplantates durch Ischämie und Reperfusion u.a. gezählt. Ein nicht 

passendes Verhältnis zwischen der Größe des Transplantates und der Körpergröße sowie 

Gewicht des Empfängers und damit der Anzahl an Nephronen, was die Niere durch zu 

große Filtratmengen schädigen kann, wird ebenso dazu gerechnet.  

Die notwendige Immunsuppression des Empfängers wird heutzutage immer noch weitge-

hend unspezifisch durchgeführt. So werden viele Organsysteme mit inneren und äusseren 

Körperoberflächen und damit Kontakt zu Erregern und Aussenwelt, wie Darm, Lungen 

oder Haut, sowie verschiedene biologische Prozesse der Zellteilung einschliesslich der 

allgemeinen Immunabwehr ungewollt negativ beeinflusst; die Gefahr der Auslösung op-

portunistischer Infektionen oder lymphoproliferativer Erkrankungen ist insgesamt erhöht. 

Die Interaktionen mit anderen Medikamenten spielen zudem eine nicht unwichtige Rolle. 

Vor diesem Hintergrund erscheint eine Klärung der zellulären und molekularen Mecha-

nismen notwendig, da so spezifische, dem Vorgang der chronischen Transplantatnephro-

pathie zugrunde liegende, auf das Transplantat ausgerichtete Medikamente entwickelt wer-

den, die gezielt die Abstoßung unterdrücken und die oben genannten Nebeneffekte zu 

vermeiden helfen.  

Heutzutage gibt es verschiedene Substanzen, wobei die am häufigsten verwendeten Im-

munsuppressiva das Cyclosporin A (CsA), Tacrolimus (Tac), Mycophenolat Mofetil 

(MMF), Azathioprin und Sirolimus sind. Sie lassen sich in drei Kategorien einteilen: 

♦ Pilz- und Bakterienwirkstoffe (Cyclosporin A; Tacrolimus und Sirolimus) 

♦ Entzündungshemmende Medikamente (Steroide, z.B. Prednisolon) 

♦ Zytotoxische Mittel (Azathioprin) (3) 

Um die akute Abstoßung innerhalb der ersten Monate zu verhindern und so die Akzeptanz 

eines Transplantates zu ermöglichen, sind nach wie vor die Calcineurin-Inhibitoren CsA 

oder Tacrolimus (FK 506) das Mittel der Wahl (4-7). Beiden, sowohl CsA, ein Metabolit 

des Pilzes Tolypocladium inflatum Gams, als auch Tacrolimus, eine Makrolidverbindung 

aus dem Bakterium Streptomyces tsukabaensis, ist eine Hemmung der IL-2 Produktion und 
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anderen pro-inflammatorischen Zytokinen, wie IL-3, IL-4, Interferon (IFN)-gamma, Tu-

mornekrosefaktor (TNF)-alpha, und damit auch eine verminderte T-Zell-Proliferation ge-

meinsam (8-10). Beide Immunsuppressiva entfalten ihre pharmakologische Wirkung durch 

Bindung an intrazelluläre Proteine, die so genannten Immunophiline (9-11). Im Falle von 

CsA sind dies die Cyclophiline, bei Tacrolimus die FK-bindenden Proteine (4-7). Diese 

Verbindung aus Immunophilin und Medikament bindet an das durch Calmodulin aktivierte 

Enzym Calcineurin und hemmt dieses. Calmodulin seinerseits wird durch intrazellulär 

freigesetzte Calcium-Ionen des endoplasmatischen Retikulums aktiviert (10). Nach der 

Aktivierung der Phosphatase Calcineurin würde der zytoplasmatische Transkriptionsfaktor 

NF-ATc dephosphoryliert werden, in den Zellkern wandern und unter anderem die 

Transkription der IL-2 Gene induzieren (12). Da sowohl CsA als auch Tacrolimus ihre 

Wirkung auf ruhende, nicht aktivierte Zellen entfalten, könnte der Behandlung eine Calci-

neurininhibitor-freie Substanz wie Sirolimus hinzugefügt werden (3, 13, 14). Auch spielt 

Mycophenolat Mofetil (MMF) und früher auch Azathioprin als Antimetabolit heute eine 

wichtige Rolle in der Immunsuppression (siehe Abb. 1).  
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Schwerpunkt der Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit war es zu klären, ob MMF 

aufgrund seines vermuteten günstigen Nebenwirkungsprofils einen protektiven Effekt auf 

Zellen hat, die potentiell für die Ausbildung der Transplantattoleranz eine wichtige Rolle 

spielen. Da Sirolimus als Nicht-Calcineurininhibitor zum Zeitpunkt dieser Untersuchung 

noch keinen nachhaltigen Eingang in die Klinik gefunden hatte, wurde von den drei am 

häufigsten verwendeten Therapieregimen die Kombination aus Tacrolimus, MMF und 

Prednisolon als besonders bedeutungsvoll betrachtet. Der Anteil der Patienten mit einer 

chronischen Abstoßung (CR) war unter dieser Therapie im eigenen Patientengut im Ver-

gleich zur Behandlung mit CsA, MMF und Prednisolon sowie CsA in Kombination mit 

Prednisolon als Erhaltungstherapie am geringsten ausgeprägt (siehe Abb. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

MMF greift in der S-Phase als Antimetabolit in den Zellzyklus ein und behindert dadurch 

die Lymphozytenproliferation. Dieses Immunsuppressivum findet klinisch in den immun-

suppressiven Protokollen immer breitere Anwendung. In dieser Arbeit wurde daher seine 

Wirkung auf das Immunsystem auf zellulärer Ebene näher untersucht.  

Das Risiko eines Transplantatverlustes wird entsprechend der UNOS Datenlage in eine 

Frühphase nach Transplantation mit relativ hohem Risikopotential (15)und eine nachfol-

gende Phase mit niedrigem Risiko (16) unterteilt. Viele Studien haben gezeigt, dass ein 

deutlicher Überlebensvorteil für die Transplantate mit der besseren Übereinstimmung in 

den für die Transplantation wichtigen Antigenen, v.a. dem Humanen Leukozyten Antigen 

(HLA), besteht, wobei hauptsächlich die Moleküle A, B und DR eine bedeutende Rolle 

Abb.2. Anteil der Patienten mit CR unter verschiedenen immunsuppressiven Protokollen. 
Tac – Tacrolimus, MMF - Mycophenollat Mofetil, CsA – Cyclosporin A, Ster – 
Prednisolon 
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spielen. Jedes einzelne hat seine Bedeutung zu einem bestimmten Zeitpunkt nach der 

Transplantation: der größte Effekt von HLA-A wird nach 3 Jahren beobachtet, der von B 

innerhalb von 2 Jahren und der von HLA-DR innerhalb der ersten 6 Monate (17). Der Ef-

fekt der HLA-Übereinstimmung ist nicht absolut, d.h. 5% der Patienten, die bezüglich des 

HLA-Musters identisch sind, verlieren trotzdem ihre Transplantate durch eine akute Ab-

stoßung. Das HLA-Match ist  für die Niere eines der wichtigsten Faktoren, die sowohl über 

das kurzfristige als auch das langfristige Transplantatüberleben mitentscheiden. 

Die Immunantwort auf Fremdantigene im Körper besteht aus 2 Komponenten: die natürli-

che oder angeborene Immunität und die antigen-spezifische oder erworbene Immunität. 

Die natürliche Immunität ist eine nicht-spezifische Reaktion auf jeden Fremdkörper, die 

mittels Aktivierung von Makrophagen, Neutrophilen, NK-Zellen und des Komplementsys-

tems funktioniert und als erste gegen Alloantigene reagiert. Die zweite Komponente des 

immunologischen Schutzes besteht in der Erkennung von spezifischen Fremdantigenen, 

die in Form von Peptiden erkannt werden, die in einer sogenannten Peptidgrube von MHC 

Molekülen (auch HLA-Moleküle genannt) präsentiert werden. Endogene Peptide werden 

über MHC Klasse I Moleküle den CD8+ Lymphozyten präsentiert, exogene Peptide wer-

den an MHC II Moleküle gebunden und den CD4+ Zellen dargeboten. Genau diese MHC 

Moleküle, die vom Spender stammen, sind die wichtigsten Antigene in der Transplantati-

on. Die Bedeutung der MHC Moleküle ist in den letzten Jahrzehnten sehr intensiv er-

forscht worden. Heute wird ihre besondere Rolle nicht nur bei der Entwicklung der Trans-

plantatabstoßung, sondern gerade bei der Ausbildung der spezifischen  Toleranz gegen das 

Transplantat immer deutlicher.  

Bei den humanen MHC Klasse I Molekülen werden die Subtypen A, B, C und bei den 

MHC Klasse II Molekülen – DP, DQ und DR unterschieden, wobei die Moleküle C, DP 

und DQ keine entscheidende Rolle bei der Transplantation spielen. Für jedes dieser Mole-

küle, d.h. genauer für jedes Gen, das diesen Molekülen zugeordnet ist, gibt es eine ver-

schiedene Anzahl an Allelen. Ein Haplotyp repräsentiert ein Gen für jedes Molekül. Das 

bedeutet, dass bei einem Menschen maximal 12 verschiedene MHC Moleküle vorkommen, 

falls die korrespondierenden Allele verschieden sind. In dieser Arbeit spielt die Untersu-

chung der Wirkung der DR-Antigene eine wichtige Rolle, da diese Antigene für die Nie-

rentransplantation von besonderer Bedeutung sind (18).  

Das zentrale Ereignis in der T-Zellgebundenen Immunreaktion gegen die fremden Antige-

ne ist die Präsentation von nicht eigenen Peptiden durch die MHC Moleküle. Diese sind 

damit als entscheidende Determinanten der Organabstoßung zu betrachten. Die Organe, die 
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zwischen den bezüglich des MHC Musters gleichen Individuen (eineiige Zwillinge) trans-

plantiert wurden, werden normalerweise toleriert. Im Gegensatz dazu werden Organe von 

Individuen mit einem sich unterscheidenden HLA-Muster zwischen Spender und Empfän-

ger abgestoßen. Die MHC Moleküle sind insofern für den Ablauf der immunologischen 

Reaktionen unentbehrlich, da T-Zellen fremde Antigene in gelöster Form nicht erkennen 

können. Nur die Peptid-Bruchstücke (Sequenzen), die auf nichtkovalente Form an MHC 

Moleküle gebunden sind, werden erkannt und leiten somit die Immunantwort ein.  

Die Ereignisse der Alloantigenerkennung sind bei weitem noch nicht vollständig verstan-

den. Es wird zur Zeit angenommen, dass es zwei verschiedene Wege der Alloantigener-

kennung gibt, einen direkten und einen indirekten Weg (siehe Abb. 3 und 4) (19-21). Beide 

Wege der Antigenerkennung finden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Transplan-

tation statt, wobei der direkte Weg der akuten Abstoßung und die indirekte Alloantigener-

kennung der chronischen Transplantatabstoßung zugeordnet werden.  

Bei dem direkten Weg der Alloantigenerkennung kommen die im Transplantat mitenthal-

tene antigenpräsentierenden Zellen (APC) des Spenders in Kontakt mit den CD4+ und 

CD8+ T-Lymphozyten des Empfängers. Der MHC Klasse I Peptid-Komplex bzw. MHC 

Klasse II Peptid-Komplex mit den auf ihnen präsentierten Peptiden werden direkt als 

fremd erkannt, was zur Aktivierung der T-Lymphozyten führt und eine Immunantwort 

durch Aktivierung von B-Zellen und alloreaktiven CD8+ Zellen einleitet. Da angenommen 

wird, dass dieser Prozess relativ schnell abläuft, wird der direkte Weg der Alloantigener-

kennung der akuten Abstoßung zugeordnet, die innerhalb der ersten Wochen nach Trans-

plantation auftritt. Nach dieser Zeit tritt der direkte Weg in den Hintergrund, da die anti-

genpräsentierenden Zellen des Spenders nahezu vollständig abgebaut sind (siehe Abb. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Abb. 3. Prinzip der direkten Alloantigenerkennung am Beispiel der CD4+ und CD8+ Zellen. 
TCR, T-Zellrezeptor; APC, antigen-präsentierende Zelle; MHC I, Humanes Leukozy-
tenantigenTyp I; MHC II, Humanes Leukozytenantigen Typ II 
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Beim indirekten Weg der Alloantigenerkennung werden die MHC Klasse II Moleküle des 

Spenders in den Empfänger-APC prozessiert und als Peptidsequenzen auf der Oberfläche 

der MHC Klasse II Moleküle des Empfängers präsentiert. Dieser Vorgang leitet die Im-

munreaktion ein und aktiviert CD4+ T-Zellen (siehe Abb. 4). Wie in experimentellen Vor-

untersuchungen beobachtet, spielen die CD8+ Zellen bei der chronischen Transplantatab-

stoßung keine wichtige Rolle (22). Dem indirekten Weg wird gegenwärtig die entschei-

dende Rolle bei der Entstehung der chronischen Abstoßung beigemessen, von der 6 Mona-

te nach der Transplantation bei entsprechenden klinischen Zeichen ausgegangen wird. Da-

bei sind die beiden Wege nach heutigem Verständnis nicht eindeutig voneinander zu tren-

nen, da sie in Kombination mit dem Übergewicht auf der einen oder auf der anderen Seite 

betrachtet werden (siehe Abb. 4). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Die beiden Wege werden durch verschiedene T-Zelltypen vermittelt, wobei es fraglich ist, 

ob sie ihre funktionelle Aktivität gleichzeitig oder zu den verschiedenen Zeitpunkten nach 

der Transplantation entfalten (23). Hier spielt die Dichotomie der CD4+ T-Helferzellen in 

zwei unterschiedliche Populationen eine wichtige Rolle, von denen jede ihr eigenes Profil 

an Zytokinen exprimiert und damit ihre eigenen Effektorfunktionen vermittelt (24, 25). T-

Helferzellen (Th) vom Typ 1 produzieren hauptsächlich IL-2, IFN-γ und TNF-α und för-

dern die zellvermittelte inflammatorische Immunantwort mit Aktivierung von zytotoxi-

schen T-Lymphozyten und Makrophagen. T-Helferzellen vom Th-2 Typ sind charakteri-

siert durch IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 und fördern die humorale anti-inflammatorische 

Immunantwort mit Aktivierung von B-Zellen und von deren Antikörpern Produktion. Es 

wird angenommen, dass die akute Allotransplantatabstoßung eine überwiegend Th1-

vermittelte Immunantwort ist. Bezüglich der chronischen Abstoßung kann das Ausmaß der 

Abb. 4.  Prinzip der indirekten Alloantigenerkennung am Beispiel der CD4+ Zellen. TZR, T-
Zellrezeptor; APC, antigen-präsentierende Zelle; MHC I, Humanes Leukozytenanti-
gen Typ I; MHC II, Humanes Leukozytenantigen Typ II 
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Th1- versus Th2-Zytokinaktivität noch nicht exakt abgeschätzt werden. Der Stellenwert 

der Th2-Zellen für die chronische Abstoßung ist immer noch umstritten. Auf der einen 

Seite wird vermutet, dass die Alloantikörper, deren Produktion durch Th2-Zellen reguliert 

wird, eine wichtige Rolle bei der chronischen Abstoßung spielen und somit die Beteiligung 

der Th2-Zellen an der Transplantatabstoßung mit einbeziehen. Auf der anderen Seite üben 

die Th2-Zellen regulatorische Funktionen auf die Tätigkeit der Th1-Zellen aus, was eigent-

lich dafür spricht, dass die Abstoßung unterdrückt wird und es zur Entwicklung einer 

Transplantattoleranz kommt. Einige Autoimmun- und Transplantationsmodelle zeigten, 

dass die Toleranzinduktion mit einer sogenannten „Immune Deviation“, d.h. einer Art Um-

leitung der Immunantwort über andere Effektorarme, insbesonder durch Th2-Zellen und 

über diese vermittelte Inhibition der Th1-Aktivierung im Zielorgan, verbunden sein kann 

(24, 26-29). Die Frage bleibt aber weiterhin offen, ob dies letztendlich nützlich oder schäd-

lich für die Transplantatfunktion ist. 

Die Zielsetzung dieser Arbeit war die funktionelle Untersuchung von T-Zellen aus peri-

pheren Blutlymphozyten nierentransplantierter Patienten unter verschiedenen immun-

supppressiven Behandlungsprotokollen mittels Anwendung der MHC Klasse II-

abgeleiteten Peptide. Das Verhältnis der Th1- und Th2-gerichteten Zellen, gemessen mit 

verschiedenen Verfahren und Methoden, und der Vergleich der Ergebnisse mit der klini-

schen Situation der transplantierten Patienten bezüglich einer chronischen Transplantatab-

stoßung und ihrer Medikation könnte Schlussfolgerungen hinsichtlich der Prognose des 

Transplantatüberlebens und der Optimierung der immunsuppressiven Protokolle ergeben. 

Es wird vermutet, dass die Medikation, die die Immunantwort in Richtung einer Th2-

dominierten Reaktion steuert, zur Entwicklung der Organtoleranz beitragen kann. Darin 

liegt eventuell der lang gesuchte Schlüssel zur Beherrschung der Probleme der chronischen 

Transplantatabstoßung und Überwindung der Hindernisse der Organakzeptanz im Emp-

fängerorganismus.  
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2. Fragestellung 
 

2.1.  Ist die vergleichende Analyse etablierter T-Zelllinien geeignet, eine Aussage zum 

Status der Patienten hinsichtlich einer stabilen Transplantatfunktion oder aber einer sich 

ausbildenden chronischen immunologischen Abstoßung zu treffen?  

 

2.2.  Sind mit den etablierten T-Zelllinien immunregulatorische Zellen in Patienten nach-

zuweisen?  

 

2.3.  Welches Protokoll eignet sich am besten zur Vermeidung der chronischen Absto-

ßung? 

 

2.4. Welchen Einfluss haben die analysierten immunsuppressiven Therapieprotokolle auf 

das transplantatspezifische T-Zellrepertoire in den untersuchten Patienten? 
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3. Material und Methoden 
3.1. Patienten  

3.1.1. Auswahlkriterien  

Als Patienten wurden Empfänger allogener Nierentransplantate der Nephrologischen Ab-

teilung der Universitätsklinik Würzburg ausgewählt, bei denen die Transplantation zum 

Zeitpunkt der Untersuchung mindestens ein Jahr zurücklag und ein HLA-DR Muster vor-

lag, das eine definierte Differenz in einem HLA-DR Allel zwischen Spender und Empfän-

ger beinhaltete. Die Patienten wurden in zwei Gruppen unterteilt: Patienten der Gruppe A 

mit Zeichen einer klinisch oder bioptisch gesicherten chronischen Abstoßung (Serumkrea-

tinin ≥ 1.6 mg/dl) oder aber einem zum Zeitpunkt der Untersuchung klinisch stabilem Zu-

stand (Serumkreatinin < 1.6 mg/dl).  Für die klinische Studie lag eine Erlaubnis durch die 

Ethikkomission der Universität Würzburg vor. 

 

3.1.2. Immunsuppressive Behandlungsgruppen 

Die Patienten erhielten 4 verschiedene Therapieprotokolle: (1) Gruppe 1: eine Kombinati-

on aus Cyclosporin A (CsA), Mycofenolat Mofetil (MMF) und Prednisolon (Pred), (2) 

Gruppe 2: Tacrolimus (Tac), MMF und Pred, (3) Gruppe 3: CsA und Pred, (4) Gruppe 4: 

CsA, Azathioprin und Pred. Bei einigen Patienten wurde eine Induktionstherapie mit Anti-

Thymozyten-Globulin (ATG) durchgeführt. In der Tabelle 3.1.2. ist die Anzahl der betei-

ligten Patienten dargestellt: 

 
Tab. 3.1.2. Therapieprotokolle und Anzahl der Patienten. In Klammern Anzahl der Patienten mit ATG Induktionstherapie 

  Gruppe 1 
(CsA + MMF+Pred)  

Gruppe 2 
(Tac+MMF+Pred) 

Gruppe 3 
(CsA+Pred) 

Gruppe 4 
(CsA+Azathioprin+Pred) 

A Chronische  

Abstoßung, 

Crea ≥ 1,6 mg/dl 
8 (4) 8 (0) 8 (2) 2 (0) 

B Stabile Funktion, 

Crea<1,6 mg/dl 
8 (2) 8 (0) 8 (1) 3 (0) 
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3.2. Untersuchte Zellen  

3.2.1. Gewinnung der mononukleären Zellen  

Periphere mononukleäre Zellen (PBMC) wurden aus dem Blut der ausgewählten Patienten 

mittels Leucosep Methode über Ficoll-Gradienten [Fa. Amersham Biosciences AB, Frei-

burg] gewonnen. Die Zellen wurden dabei schonend über 10 Minuten unter 863g zentrifu-

giert und anschliessend mit RPMI [Fa.Gibco, Eggenstein-Leopoldshafen] gewaschen. Da-

nach wurden die Zellen in FCS  [Fa. Gibco] + 10% DMSO [Fa. Sigma, München] bei        

-80°C eingefroren oder weiter aufgearbeitet. 

 

3.2.2. Verwendete Peptide 

Die Herstellung der synthetischen Peptide erfolgte entsprechend dem hypervariablen Be-

reich der β-Kette des MHC Klasse II Moleküls nach den Allelen DRB1*0101 (Sequenzen 

6-21, 22-41, 42-62, 63-80, 81-94), DRB1*1501 (Sequenzen 1-20, 21-40, 41-60, 61-80, 81-

94), DRB1*0301 (Sequenzen 6-21, 22-41, 42-62, 63-80, 81-94), DRB1*0401 (Sequenzen 

1-18, 21-42, 62-80), DRB1*0402 (Sequenzen 62-80) und DRB1*0701 (Sequenzen 1-18, 

20-41, 50-65, 62-82) [Fa. ProImmune Limited, Littlemore, UK].  

 

3.2.3. Antigenpräsentierende Zellen (APC)  

Als antigenpräsentierende Zellen wurden entweder die entnommenen Lymphozyten der 

Patienten (bestrahlt mit einem Kobalt-β-Strahler bei 30 Gy) oder, wenn nur eine ungenü-

gende Blutmenge verfügbar war,  die bei 150 Gy bestrahlten B-Zellen [John Hopkins Uni-

versity Medical Institutions, Baltimore Maryland, USA] verwendet. Diese Zellen entspra-

chen dem HLA-DR Muster des Empfängers.  

 

3.2.4. Etablierung der Zelllinien 

Ein Teil der frisch gewonnenen mononukleären Zellen (MNZ) wurde entsprechend dem 

HLA-Mismatch sofort mit dem synthetischen Peptid stimuliert und für 3-4 Tage in Kom-

plettmedium kultiviert (bestehend aus 425 ml RPMI-Medium 1640, 50 ml AB-Serum [Fa. 

PAA, Cölbe, Deutschland], 5 ml Penicillin/Streptomycin [10 000 U/10 000 μg/ml, Bio-

chrom, Berlin], 5 ml HEPES [1 M, Biochrom], 5 ml [Non-Acid 100 fach, Biochrom], 5 ml 

Natrium Pyruvat [100 mM, Biochrom], 204 μl 2-Mercaptoethanol [50 mM, Gibco], 5 ml 

L-Glutamin [200 mM, Biochrom] plus 55,6 ml humanem T-Stim Kultursupplement ohne 

PHA (Phytohaemagglutinin) [BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg]. Die Zugabe der 

APC war bei der ersten Stimulation mit dem Peptid entbehrlich, da APC unter den MNZ 
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enthalten waren. Die Zugabe des Peptides erfolgte im Verhältnis 50μg/2x105 Zellen. Nach 

3-4 Tagen wurden die Zellen mit 311g herunterzentrifugiert, zweimal mit Waschmedium 

gewaschen (im Kulturmedium wurde das 10% AB-Serum durch 4% FCS [fetal Kälberse-

rum, Gibco] ersetzt und für 5-7 Tage in Kultur gesetzt. Die Zellkulturen wurden während 

der Kulturphase bei 37°C und 5% CO2 – Atmosphäre im Brutschrank gehalten. Danach 

wurden die Zellen erneut stimuliert. Dazu wurden APC entsprechend dem HLA-Muster 

des Empfängers benutzt. Als APC wurden entweder bestrahlte Blutlymphozyten der Pati-

enten (30 Gy) oder, wenn nur eine ungenügende Blutmenge verfügbar war, käuflich er-

worbene und bestrahlte (150Gy) Empfänger-HLA-DR-spezifische transformierte B-Zellen 

verwendet. Für die Zellkultur wurde jeweils ein Überschuss an APC im Verhältnis 4:1 

verwendet. Nach der Bestrahlung wurden zu den APC die Peptide in der Konzentration 

von 50μg/2x105 Zellen hinzugegeben. Die APC wurden für 1,5 Stunden im Brutschrank 

inkubiert. Danach wurden sie abzentrifugiert und zu den Lymphozyten hinzugegeben. Die-

ser Stimulationsvorgang wurde mehrmals im Wechsel von jeweiliger Ruhe- bzw. Stimula-

tionsphase (etwa 7 bzw. 3 Tage) wiederholt, bis die gewünschte Zellzahl für die Analyse 

der peptid-spezifischen T-Zelllinien vorlag. Diese antigenspezifischen T-Zelllinien wurden 

anschliessend weiter charakterisiert (siehe Abb.3.2.4). Alle Ansätze wurden mindestens 

dreimal wiederholt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.2.4. Schematische Darstellung der Herstellung und Analyse der T-Zelllinien. PBMCs,  
Periphere Blut Lymphozyten; FACS, Durchflußzytometrie; ELISA, Enzyme-
Linked immunosorbent Assay; ELISPOT, Enzyme-Linked Immunospot Assay; 
RT-PCR, Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion 

PBMCsPBMCs

mehrmalige Stimulation mit mehrmalige Stimulation mit 
Peptid + bestrahlten EmpfPeptid + bestrahlten Empfäänger nger 
APCsAPCs

CD4 CD4 vsvs CD8 CD8 
((DurchfluDurchflußßzytometriezytometrie))

ProliferationsassayProliferationsassay ZytokineZytokine
(ELISA, ELISPOT, (ELISA, ELISPOT, LuminexLuminex))

TCR VTCR Vββ Expression Expression 
(RT(RT--PCR)PCR)

CD4, CD8, CD25, CD28, CTLACD4, CD8, CD25, CD28, CTLA--4, FOXP3, IL4, FOXP3, IL--10,10, IFNIFN--γγ
(Real Time PCR)(Real Time PCR)

TT--ZellZell--LinienLinien

PBMCsPBMCs

mehrmalige Stimulation mit mehrmalige Stimulation mit 
Peptid + bestrahlten EmpfPeptid + bestrahlten Empfäänger nger 
APCsAPCs

CD4 CD4 vsvs CD8 CD8 
((DurchfluDurchflußßzytometriezytometrie))

ProliferationsassayProliferationsassay ZytokineZytokine
(ELISA, ELISPOT, (ELISA, ELISPOT, LuminexLuminex))

TCR VTCR Vββ Expression Expression 
(RT(RT--PCR)PCR)

CD4, CD8, CD25, CD28, CTLACD4, CD8, CD25, CD28, CTLA--4, FOXP3, IL4, FOXP3, IL--10,10, IFNIFN--γγ
(Real Time PCR)(Real Time PCR)

TT--ZellZell--LinienLinien
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3.3. Untersuchungsmethoden 

3.3.1. ELISPOT 

Die Lymphozyten eines jeden Patienten wurden auf ihre Produktion an IL-10 (typische 

Zytokine für eine Th2-Antwort) und IFN-γ (typische Zytokine für eine Th1-Antwort) hin 

überprüft. Dazu wurden 96-Well Platten [Millipore, Schwalbach] verwendet. Sie wurden 

zuerst über Nacht bei 4°C mit einem humanen IFN-γ Elispot Capture Antikörper (Aus-

gangskonzentration 1 mg/ml, gelöst im Verhältnis 1:200 in Predilem PBS [Fa. Gibco], 100 

µl Lösung/Well [Fa. BD Biosciences Pharmingen]) bzw. humanem IL-10 Elispot Capture 

Antikörper mit gleicher Ausgangskonzentration und Verdünnung inkubiert, danach mit 

RPMI gewaschen [Fa. Gibco] plus 10% FCS [Fa. Gibco] und mit der gleichen Lösung in-

nerhalb von 2 Stunden bei Raumtemperatur geblockt. Anschliessend wurden die Platten 

mit Predilem PBS [Fa. Gibco] gewaschen und die entsprechenden Komponenten nach dem 

in der Abb.3.3.1. aufgeführten Muster zusammenpipettiert, wobei PHA als stimulierende 

Substanz und somit Positivkontrolle und die Zelllinie mit APC alleine und Zelllinie mit 

APC und Rattenpeptid als Negativkontrolle verwendet wurden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 
CL + APC + PHA

CL + APC

CL + APC + Rattenpeptid

CL + APC + DR Mix

CL + APC + DR Sequenz 
1 

CL + APC + DR Sequenz 
2 

CL + APC + DR Sequenz 
3 

CL + APC + DR Sequenz 
4 

Abb. 3.3.1. Schema der Pipettierung bei Analyse mit Elispot. CL, Zelllinien; APC, antigenprä-
sentierende Zellen; PHA, Phytohämagglutinin; unspezifisches Rattenpeptid 
(RT1.Duβ20-44 ); DR Mix, Gemisch aus allen Peptidsequenzen, die dem HLA-DR-
Muster des Spenders entsprechen; DR Sequenzen, korrespondierende Sequenzen des 
Peptids, z.B. DRB1*0701 (Sequenzen 1[1-18], 2[20-41], 3[50-65], 4[62-82]). 
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Die Zellzahl pro untersuchter Zelllinie pro Well betrug 2,5x105 Zellen, ebenso die der 

APC. Die Menge an Rattenpeptid RT1.Duβ20-44 und humanen DR Peptiden [ProImmune 

Limited, Littlemore, UK] betrug 10 μl/well (Konzentration 1 mg/ml). Anschliessend wurde 

PHA in einem Volumen von 5 μl/well in einer Konzentration von 1 mg/ml hinzugegeben. 

Bei der Messung von IFN- γ wurden die Zellen für 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C 

und 5% CO2 gelagert, im Falle von IL-10 dauerte die Inkubation 48 Stunden. Anschlie-

ßend wurden die Platten mit PBS und PBS-Tween [0,025%, Gibco] dreimal gewaschen 

und der sekundäre biotinylierte anti-humane IFN-γ Elispot Detektionsantikörper für 2 

Stunden inkubiert (Ausgangskonzentration 0,5 mg/ml, gelöst 1:250 in PBS-Tween 

[0,025%, Fa. Gibco] sowie BSA [1%, Fa. BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg]) bzw. 

IL-10 Elispot Detektionsantikörper (Ausgangskonzentration 0,5 mg/ml, 1:250 in PBS-

Tween 1% BSA). Nach dreimaligem Waschen wurde Streptavidin-HRP [Horse Raddish 

Peroxidase, Fa. BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg] hinzugegeben und die Platten 

für 1 Stunde inkubiert. Schließlich wurden 400 µl AEC [1g 3-amino-9-ethyl-carbozol, 

Sigma, St.Louis, USA] ad 100 ml DMF [N,N-dimethylformamid, Sigma] plus 12 ml AEC 

Puffer [148 ml 0,2M Essigsäure plus 352 ml 0,2M Natriumacetat ad 1L aqua dest. mit pH 

5,0, Fa. Merck, NJ, US] addiert. Die Testansätze liefen dann über 0,45 µm Filter, danach 

wurde 6 µl 30%-iges H2O2 [Fa. Merck] in die Wells hinzugefügt, die Platten mit Alufolie 

abgedeckt und nach 20 bis 40 Minuten die Entwicklung gestoppt. Die Platten wurden ab-

schliessend im Elispot Reader (ELISA Spot Image Analyzer, Fa. CTL, Cleveland, Ohio, 

USA) ausgewertet. 

 

3.3.2. ELISA  

IFN-γ 

Die Untersuchungen wurden zur Detektion des in den Proben enthaltenen Zytokins IFN-γ 

durchgeführt. Dazu wurden ELISA-Sets [Fa. Biosource International, California, USA] 

entsprechend den Protokoll-Anleitungen des Herstellers verwendet. In 96-Well Platten, die 

mit anti-IFN-γ beschichtet waren, wurde pro Well 50 μl Standardprobe, Kontrollansatz und 

die Proben pipettiert. Danach wurde 50 μl Biotinkonjugat (2. Antikörper gegen IFN-γ) 

hinzugegeben. Anschließend wurden die Platten für 90 min bei Raumtemperatur inkubiert, 

viermal gewaschen und 100 μl Streptavidin-HRP Working Solution in die Wells pipettiert 

und die Platte für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten erneut 

viermal gewaschen, 100 μL Stabilized Chromogen hinzugeführt und für 30 min bei Raum-

temperatur inkubiert. Schließlich wurde 100 μl Stop Solution hinzupipettiert. Die Ergebnis-
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se wurden am ELISA-Reader bei 450 nm abgelesen [Dynatech Laboratories, Sullyfield, 

USA] (zum Fuktionsprinzip siehe Abb. 3.3.2.) 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

TGF-β  

Entsprechend dem Vorgehen zur Bestimmung von IFN-γ wurde in die Wells von 96-Well 

Platten, die mit anti-TGF-β beschichtet waren, zuerst 200 μl der Standardprobe, die Kon-

trollen und Proben pipettiert. Dazu wurde 50 μl Biotinkonjugat zugesetzt und für 3 Stun-

den bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten viermal gewaschen. Es 

wurden  100 μl Streptavidin-HRP Working Solution dazu pipettiert und die Platten waren 

für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die weiteren Schritte entsprechen denen der 

ELISA Messung von IFN- γ. 

 

 

 

Abb. 3.3.2. Funktionsprinzip der ELISA-Messung. AG, Antigen; AK, Antikörper; E, Enzym 
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IL-10 

Entsprechend dem Vorgehen zur Bestimmung von IFN-γ wurde in die Wells von 96-well 

Platten, die mit anti-IL-10 beschichtet waren, zuerst 50 μl Standardprobe, die Kontrollen 

und Proben pipettiert. Dazu wurde noch zusätzlich 50 μl Inkubationspuffer gegeben. Die 

Platten wurden für 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Platten 

viermal gewaschen. Anschliessend wurden 100 μL Biotinkonjugat hinzugegeben und die 

Platte war für 2 Stunden bei Raumtemperatur stehengelassen. Dann wurde sie erneut vier-

mal gewaschen, es wurden 100 μL Streptavidin-HRP Working Solution hinzugegeben. Im 

Anschluss war die Platte für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Ablauf die-

ser Zeit wurden die Platten ausgeschüttet und viermal gewaschen. Die weiteren Schhritte 

entsprechen denen der ELISA Messung von IFN- γ. 

 

3.3.3. Luminex  

Die Luminex-Messungen (zum Funktionsprinzip siehe Abb. 3.3.3.) wurden zur Bestim-

mung weiterer exprimierter Zytokine der T-Zelllinien durchgeführt. In 96-Well Platten 

wurden 25 µl antikörper-beschichtete Mikrosphären platziert [Gemisch aus den Zytokinen 

GM-CSF, IFN-γ, IL-1ß, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10 und TNF-α; Fertig Kit, Fa. 

Biosource International, California, USA]. Nach zweimaligem Waschen wurde in jedes 

Well 50 µl Inkubationspuffer, 50 µl fertige Probenverdünnung und 50 µl Probe pipettiert. 

Die Platten wurden für 2 Std. bei Raumtemperatur im Dunkeln auf dem Schüttler inkubiert 

und erneut zweimal gewaschen. Danach wurde in jedes Well 100 µl des biotinylierten De-

tektionsantikörpers gegeben, für eine weitere Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln auf 

dem Schüttler inkubiert, und wieder zweimal gewaschen. In jedes Well wurde 100 µl 

SAV-RPE (R-Phycoerythrin-Fluoreszenzfarbstoff, Fa. Biosource International) pipettiert, 

die Platten für 30 min bei Raumtemperatur im Dunklen erneut geschüttelt und dreimal ge-

waschen. Jeder Testansatz wurde mit 100 µl Waschpuffer pro Well als Endvolumen einge-

stellt und die Platten im Luminex-Reader (Luminex 100, Fa. Luminex Applied Systems, 

Sheffield, UK).    
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3.3.4. Proliferationsassay 

Nach der Etablierung der T-Zelllinien wurden 2 x 105 T-Zellen mit der gleichen Anzahl an 

APC in 96-Well Platten [VWR, Darmstadt] inkubiert. Als Kontrollen dienten alleiniges 

Kulturmedium, T-Zellen mit Kulturmedium, APCs mit Kulturmedium, T-Zellen mit APC 

und dem synthetischen Rattenpeptid RT1.Duβ20-44 (10 µl, Konzentration 1 mg/ml) zur 

Stimulation der Kontrolle, T-Zellen mit APC, T-Zellen mit APC und PHA (5µl, Konzent-

ration 1 mg/ml) und als Versuchsansatz T-Zellen zusammen mit APC und der entspre-

chenden jeweiligen humanen Peptidsequenz (10 µl, Konzentration 1 mg/ml). Die Platten 

wurden 2 Tage bei 37°C und 5% CO2 inkubiert und anschließend mit 3[H]-Thymidin 

(1µCi) [Amersham Biosciences Europe, Freiburg] gepulst sowie weitere 18 Stunden inku-

              Abb. 3.3.3.  Prinzipien des Luminex. Aus Polystyrol bestehende Mikrosphären 
werden intern mit spektral unterscheidbaren Fluorochromen gefärbt und 
definieren ein Set von Signaturbeads (Bead-Mix). Jedes Set dieser 
Signaturbeads trägt ein spezifisches Detektionsreagenz (wie zB Oligo-
nukleotidproben, rekombinante Antigene oder spezifische Proteine) auf 
der Oberfläche. Analyten, die in der zugegeben Probe enthalten sind, 
binden an die Detektionsreagenzien auf den Beads. Ein Detektionsanti-
körper, der mit einem anderen Fluorochrom gekoppelt ist, quantifiziert 
die Reaktion auf der Beadoberfläche. Die biomolekulare Interaktion 
wird im Luminex-Reader Analyzer durch ein Lasersystem quantifiziert.

 

               - Zytokin, 
 

- Beads-konjugierter Detektionsantikörper,   - SAV-RPE 

(R-Phycoerythrin-Fluoreszenzfarbstoff), 
 

 - Biotinylierter De-
tektionsantikörper  
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biert. Danach wurde die Proliferation der Zellen mittels DNA-Reduplikation in einem ß-

Counter  [Fa. Pharmacia, Uppsala, Schweden] gemessen.  

 

3.3.5. FACS (Durchflusszytometrie) 

Die generierten Zellen der Zellkultur wurden mittels Zentrifuge [311g, Kendro Laboratory 

Products GmbH, Langenselbold] auf das Zellpellet herunterzentrifugiert. Danach wurden 

die Pellets (2x105 Zellen/Ansatz) mit humanen anti-CD3, -CD4, -CD8, -CD25, -CD28 

Antikörpern und korrespondierenden Isotypen für zehn Minuten bei Raumtemperatur und 

in Dunkelheit inkubiert und anschliessend gewaschen. Daraufhin wurden die Röhrchen mit 

1 ml Isoton gefüllt und gleich gemessen [Beckmann Coulter, Krefeld]  (siehe Tab.3.3.5.; 

Prinzip der FACS-Färbung und -Messung wird in der Abb.3.3.5. dargestellt). 
 
Tab. 3.3.5. Übersicht der Primärantikörper, die zur FACS-Analyse verwendet wurden. CD, Differenzie-
rungscluster; PE, Phykoerythrin; FITC, Fluoreszein-Isothiocyanat; PC5-PE CyChrome 5 
 

AK Spezies Klon Isotyp Zielzelle Format Katalog-
Nr. Firma 

CD3-
ECD Human UCHT-1 IgG1-FITC Reife T-Zellen, 

Thymozyten LIQ IM2705 
Beckman 

Coulter (Kre-
feld, D) 

CD4-
PC5 Human 13B8.2 IgG1-FITC T-Helferzellen LIQ IM2636 

Beckman 
Coulter (Kre-

feld, D) 

CD8-
ECD Human SFCI21Th

y2D3 (T8) IgG1-FITC

Zytotoxische T-
Lymphozyten, 
T-Suppressor-

Zellen, NK-
Zellen 

LIQ 6604728 
Beckman 

Coulter (Kre-
feld, D) 

CD25-
PE Human B1.49.9 IgG2A-PE Lymphozyten LIQ IM0479 

Beckman 
Coulter (Kre-

feld, D) 

CD28-
PE Human CD28.2 IgG1-FITC T-Zellen LIQ IM2071 

Beckman 
Coulter (Kre-

feld, D) 
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3.3.6. Immunfluoreszenz und Cytospins 

Diese Methode dient der Veranschaulichung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie. Um 

die T-Zelllinien auf Objektträger zu adhärieren wurden diese in eine Shandon Cytospin 2 

Zentrifuge [Thermo Shandon, Pittsburgh, USA] eingespannt. Die Zentrifuge enthält 12 

Postitionen zur Befestigung der Objektträger. Zwischen dem Objektträger und dem Ein-

fülltrichter wird ein gelochtes Papier zum Absaugen der überschüssigen Flüssigkeit ange-

bracht.  

Nach dem Auftauen (-80°C) wurden die Zellen herunterzentrifugiert und zweimal in PBS 

gewaschen. Anschließend wurde 50 µl der Zellsuspension mit 2x106 Zellen/ml einer jeden 

Probe in die Trichter gefüllt und die Objektträger für 1 min unter 550 G zentrifugiert. Die 

Objektträger wurden anschließend über Nacht bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Dann 

wurden sie entsprechend dem Protokoll der Immunfluoreszenzfärbung bearbeitet. Die Cy-

tospins aus dem Gefrierschrank bei -20°C wurden in vorgekühltem Aceton (20 min bei -

               Abb. 3.3.5. Grundprinzipien der Methodik der Durchflusszytometrie: Grundlage ist die Antigen-
Antikörper-Reaktion, welche mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern durchgeführt 
wird. Zur Analyse werden die Zellen einer Einzelzellsuspension durch hydrodyna-
mische Fokussierung  - aneinandergereiht - an einem gebündelten Laserstrahl geeig-
neter Wellenlänge vorbeigeleitet. Eine gleichzeitige FACS-Messung mit verschie-
denen Fluoreszenzfarbstoffen ist möglich, wenn sich die eingesetzten Farbstoffe in 
den Emmissionsspektren unterscheiden. 
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20°C) für 10 min fixiert. Als Nächstes wurden sie für 30 min luftgetrocknet, beschriftet 

und dreimal für je 5 min in Tris-NaCl-Puffer bei pH 7,4 [ohne BSA, Fa. Merck] gespült. 

Anschließend wurde für 15 min je 100 µl verdünntes Antikörper-Diluent [Chemmate, An-

tibody Diluent, DakoCytomation GmBH, bHamburg] auf die Cytospins aufgetragen. Da-

nach wurden die Zellen mit den unkonjungierten Primärantikörpern markiert (siehe 

Tab.3.3.6.). 

 
Tab. 3.3.6. Verwendete Antikörper für die Immunfluoreszenz 

Antikörper Hersteller,  

Cat.-No. 

Ausgangskonzentration

(mg/l) 

Verdünnungsfaktor 

CD4-FITC Dako, F0766 80 1:10 

CD8-FITC Dako, F0765 50 1:10 

CD8-Cy3 Dako, M7103 200 1:50 

CD25 BD, 555430 100 1:10 

CD28 Dako, M7162 165 1:10 

 

Als Antikörperkombinationen wurden CD4/CD25, CD4/CD8 und CD8/CD28 verwendet. 

Nach der Inkubation mit 100 µl Primärantikörper (60 min bei Raumtemperatur) wurden 

die Platten dreimal für je 5 min gewaschen. Die weiteren Schritte fanden im Dunklen statt. 

Dabei wurden 500 µl Donkey-a-mouse-Cy3 Antikörper [Jackson Immuno Research, West 

Grove, USA] 1:100 verdünnt für 60 min bei Raumtemperatur aufgetragen. Nach dem Wa-

schen wurde Maus-Serum [Fa. Biozol, Eching] 1:20 verdünnt in Tris-Puffer [Fa. Merck] 

für 60 min bei Raumtemperatur auf die Objektträger aufgetragen. Daraufhin wurde nach 

dem Waschen FITC konjugierter CD4-Antikörper für 60 min bei Raumtemperatur aufge-

tragen. Anschließend wurden die Objektträger gewaschen und mit Fluoreszenz-

Eindeckmittel [Biozol, Fluoromount, Eching] eingedeckt. Die nachfolgende Auswertung 

fand an einem Fluoreszenzmikroskop der Fa. Leica Camera AG, Solms statt. 

 

3.3.7. RT-PCR 

Die Untersuchungen mittels Reverse Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion wurden 

zur Vervielfältigung der für die Studie relevanten Gene durchgeführt (siehe Abb. 3.3.7.). 
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3.3.8. Real-time RT-PCR 

Die Methode der ‘Real-time reverse transcription polymerase chain reaction’ (kurz: Real-

time RT-PCR) wird zur Bestimmung der Expression von verschiedenen Genen eingesetzt. 

Diese Methode erlaubt die Quantifizierung der Expression eines fraglichen Gens in Relati-

on zu den Kontrollgenen. Im Folgenden werden dazu die angewandten Schritte kurz darge-

stellt: 

Zunächst wurden spezifische Primer für die zu untersuchenden humanen Gene hergestellt. 

Dazu wurde die spezielle Software ‘Primer Express’ [Applied Biosystems, FoPred City, 

USA] verwendet. ‘Forward’ and ‘Reverse’ Primer wurden dabei so ausgewählt, dass sie 

eine Länge zwischen 18 und 22 Basenpaaren aufwiesen und das Amplifikationsprodukt 

eine Länge von 51 Basenpaaren besass. Gleichzeitig wurde die zu amplifizierende Gense-

quenz so gewählt, dass sie möglichst einen Intron-Exon Übergang beinhaltete. Spezifität 

und Sensitivität der Primer wurden über die Auswertung von Amplifikations- und Dissozi-

ationskurven von Verdünnungsreihen und von Kontrollen ohne cDNA (sog. ‘non-template 

controls’) geprüft. 

Als Referenzgene wurden die sogenannten ‘house-keeping Genes’ Glyceraldehyd 3-

Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) und Cyclophilin verwendet. Zur Durchführung der 

Abb. 3.3.7.  Vereinfachte Darstellung der PCR-Methodik
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PCR wurde zunächst RNA aus den zu untersuchenden Zellen gewonnen. Die Zellen wur-

den homogenisiert und RNA mittels ‘TRI Reagent’ [Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA] 

isoliert. Die Qualität der RNA wurde über eine Gel-Elektrophorese bestimmt. Die gewon-

nene RNA wurde mittels ‘SuperScript II RNase RT’ [Gibco, Carlsbad, USA] in komple-

mentäre DNA (cDNA) transkribiert. In diesem Schritt wurde darauf geachtet, dass ausrei-

chend RNA transkribiert wurde um alle in Frage kommenden Gene mit dem gleichen An-

satz von cDNA messen zu können. Die PCR wurde mit dem Gerät ‘GeneAmp 5700 se-

quence detection system’ [Applied Biosystems] durchgeführt. Für jedes zu untersuchende 

Gen wurden 250 ng cDNA, 5 μM ‘forward primer’ (FW), 5 μM ‘reverse primer’ (RE) und 

10 μl ‘SYBR Green PCR MaPred Mix’ [Applied Biosystems] verwendet. Die Bestimmung 

der genspezifischen PCR-Produkte erfolgte kontinuierlich. Dabei wurde die Zunahme der 

Fluoreszenz als Folge der Bindung von SYBR Green an die Doppelstrang DNA bei jedem 

der insgesamt 40 PCR Zyklen gemessen. ‘Dye ROX’, das im SYBR Green PCR MaPred 

Mix enthalten war, wurde als passive Referenz verwendet, um damit auf nicht-PCR-

abhängige Fluktuationen der Fluoreszenzsignale zu normalisieren. Die für die einzelnen 

Genprodukte gemessenen Amplifikationskurven wurden graphisch dargestellt und in Rela-

tion zur Kurve des Kontrollgens ausgewertet. Um die Zielvorlage mengenmäßig zu 

bestimmen, wurde der durchschnittliche CT-Wert (Schwellenzyklus), also die Anzahl der 

Zyklen, innerhalb derer die  Fluoreszens des Reporters eine fixierte Schwelle oberhalb der 

Basiswerte erreicht, bemessen. Dann wurde die Differenz (∆CT) zwischen den durch-

schnittlichen Ct-Werten der Muster in den vorgegebenen Wells und denen des organisato-

rischen Gens GADPH gemessen; Berechnung der Differenz (∆∆CT) zwischen den durch-

schnittlichen ∆Ct-Werten der Muster für jedes Ziel und der ∆Ct-Wert des Kontrollmusters 

für dieses Ziel folgte. Dieser relative Quantifizierungswert wird als 2-∆∆Ct ausgedrückt.  
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4. Ergebnisse 
4.1. Patienten 

Alle untersuchten Patienten der Studie wurden hinsichtlich ihrer Therapieregime und ihres 

Transplantatstatus in zwei Kategorien mit chronischer Abstoßung (Gruppe 1A, 2A, 3A) 

und mit stabiler Transplantatfunktion (Gruppe 1B, 2B, 3B) unterteilt. Dafür wurden aus 

dem Gesamtkollektiv mit 630 Patienten mit bekannter Spender-Empfänger HLA-

Übereinstimmung über einen Zeitraum von Januar 2000 bis Juli 2003 107 Patienten nach 

Nierentransplantation  untersucht. Klinische Zeichen einer chronischen Abstoßung fanden 

sich je nach immunsuppressivem Protokoll in unterschiedlich starker Ausprägung. Bei den 

untersuchten immunsuppressiven Protokollen fand sich eine unterschiedlich stark ausge-

prägte chronische Abstoßung (Tac, MMF und Prednisolon: 33,3%, CsA, MMF und Pred-

nisolon: 55,4 % sowie CsA und Prednisolon: 62,5 %). Deswegen wurde der Kombination 

Tac, MMF und Prednisolon besonderes Interesse beigemessen. Zuerst wurden T-Zelllinien 

aus Patienten mit chronischer Abstoßung und stabiler Transplantatfunktion aus jeder 

Gruppe (n=8/Gruppe) etabliert (siehe 3.2.4., Materialen und Methoden). T-Zelllinien etab-

liert und weiter untersucht. 

 

4.2. Charakterisierung der Zytokinexpression der T-Zelllinien im ELISPOT 

4.2.1. Immunsuppression mit CsA, MMF und Prednisolon (Gruppe 1A und 1B) 

 Die Ergebnisse der ELISPOT-Untersuchungen zeigten, dass bei Patienten mit chronischer 

Abstoßung eine deutlich höhere Expression von IFN-γ als Antwort auf das spezifische 

Peptid (DRB1*0701, Sequenz 2 [Aminosäuren 20-41]) vorhanden war als bei Patienten 

mit stabiler Transplantatfunktion (DRB1*1501, Sequenz 2 [Aminosäuren 21-40], 95 ver-

sus 15 Spots/105 Zellen). Bei stabilen Patienten fanden sich im Gegensatz dazu eine signi-

fikant grössere IL-10 Expression (DRB1*1501, Sequenz 2 [Aminosäueren 21-40] versus 

DRB1*0701 Sequenz 2 [Aminosäuren 21-40], 139 vs 25 Spots/105 Zellen, siehe Abb. 

4.2.1). Ähnliche Ergebnisse wurden bei den anderen Patienten dieser Gruppe gesehen. Bei 

vier Patienten, zwei chronischen  und zwei stabilen, wurde eine annähernd gleich starke 

Expression von IL-10 und IFN-γ gesehen. Bei einem stabilen Patienten fand sich gar keine 

IL-10 Expression. 
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              Abb. 4.2.1.  Repräsentative ELISPOT-Untersuchung der Zytokin-Expression der T-
Zelllinien bei zwei Patienten aus der Behandlungsgruppe CsA, MMF und Pred-
nisolon. Patient (links) mit chronischer Abstoßung, Gruppe 1A (Serumkreatinin 
3,7 mg/dl), Patient (rechts) mit stabiler Transplantatfunktion, Gruppe 1B (Se-
rumkreatinin 0,7 mg/dl). CL, T-Zelllinie; APC, Antigen-präsentierende Zellen; 
DR7, DRB1*0701; DR2, DRB1*1501; s, entsprechende Sequenz; PHA, Phyto-
haemagglutinin; Rattenpeptid RT1.Duβ20-44; CR, chronische Abstoßung; SF, 
stabile Transplantatfunktion. Diese Abbildung ist repräsentativ für CR: 6 von 8 
Patienten, für SF: 5 von 8 Patienten. 

 

CR SF 

0

50

100

150

200

250

CL+
APC+P

HA

CL+
APC

CL+
APC+R

att
en

pe
pti

d

CL+
APC+D

R7M
ix

CL+
APC+D

R7s
1

CL+
APC+D

R7s
2

CL+
APC+D

R7s
3

CL+
APC+D

R7s
4

CL+
APC+P

HA

CL+
APC

CL+
APC+R

att
en

pe
pti

d

CL+
APC+D

R2M
ix

CL+
APC+D

R2s
1

CL+
APC+D

R2s
2

CL+
APC+D

R2s
3

CL+
APC+D

R2s
4

CL+
APC+D

R2s
5

Ansatz

sp
ot

s/
10

5  Z
el

le
n

IFN-γ –Expression (Gruppe 1A und 1B) 

CR SF

0

50

100

150

200

250

CL+
APC+P

HA

CL+
APC

CL+
APC+R

att
en

pe
pti

d

CL+
APC+D

R7M
ix

CL+
APC+D

R7s
1

CL+
APC+D

R7s
2

CL+
APC+D

R7s
3

CL+
APC+D

R7s
4

CL+
APC+P

HA

CL+
APC

CL+
APC+R

att
en

pe
pti

d

CL+
APC+D

R2M
ix

CL+
APC+D

R2s
1

CL+
APC+D

R2s
2

CL+
APC+D

R2s
3

CL+
APC+D

R2s
4

CL+
APC+D

R2s
5

Ansatz

sp
ot

s/
10

5 
Ze

lle
n

IL-10-Expression (Gruppe 1A und 1B) 

CR SF



 25

4.2.2. Immunsuppression mit Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Gruppe 2A und 

2B) 

Die T-Zelllinien aus Patienten mit chronischer Abstoßung wiesen höhere Expressionen an 

IFN-γ auf (Peptid DRB1*1501, Sequenz 1 [Aminosäuren 1-20]) als die aus Patienten mit 

der stabilen Transplantatfunktion (Peptid DRB1*0701, Sequenz 1 [Aminosäuren 1-18], 87 

vs. 14 Spots/105 Zellen). Dagegen war die IL-10 Expression bei stabilen Patienten (Peptid 

DRB1*0701, Sequenz 1 [Aminosäuren 1-18]) deutlich höher als bei Patienten mit der 

chronischen Abstoßung (DRB1*1501, Sequenz 1 [Aminosäuren 1-20], 125 vs. 22 

Spots/105 Zellen, siehe Abb. 4.2.2.). Vergleichbare Ergebnisse wurden bei den meisten 

anderen Patienten mit chronischer Abstoßung  sowie stabiler Transplantatfunktion beo-

bachtet. Bei einem chronischen und zwei stabilen Patienten wurden etwa gleiche Mengen 

an IFN- γ und IL-10 exprimiert. 
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              Abb. 4.2.2.  Repräsentative ELISPOT-Untersuchung der Zytokin-Expression der T-
Zelllinien bei zwei Patienten aus der Behandlungsgruppe Tac, MMF und 
Prednisolon. Patient (links) mit chronischer Abstossung, Gruppe 2A (Se-
rumkreatinin 1,8 mg/dl). Patient (rechts) mit stabiler Transplantatfunktion, 
Gruppe 2B (Serumkreatinin 0,9 mg/dl). CL, T-Zelllinie; APC, Antigen-
präsentierende Zellen; DR2, DRB1*1501; DR7, DRB1*0701; s, entsprechen-
de Sequenz; PHA, Phytohaemagglutinin; Rattenpeptid RT1.Duβ20-44; CR, 
chronische Abstoßung; SF, stabile Transplantatfunktion. Diese Abbildung ist 
repräsentativ für CR: 7 von 8 Patienten, für SF: 6 von 8 Patienten. 
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4.2.3. Immunsuppression mit CsA und Prednisolon (Gruppe 3A und 3B) 

Die T-Zelllinien aus Patienten mit der chronischen Abstoßung wiesen insgesamt höhere 

IFN-γ Produktion (DRB1*1501, Sequenz 1 [Aminosäuren 1-20]) auf als die T-Zelllinien 

aus stabilen Patienten (DRB1*0401, Sequenz 1 [Aminosäuren 1-18]), wobei der Unter-

schied in den Mengen des Zytokins verhältnismäßig geringer war als in den vorigen zwei 

Beispielen (22 vs. 9 Spots/105 Zellen). Die Produktion von IL-10 war fast ausschließlich 

bei Patienten mit der stabilen Transplantatfunktion vorhanden (DRB1*0401, Sequenz 1 

[Aminosäuren 1-18] vs. DRB1*1501, Sequenz 1 [Aminosäuren 1-20], 35 vs. 2 Spots/105 

Zellen, siehe Abb. 4.2.3). Bei einem Patienten aus der stabilen Gruppe wurden etwa glei-

che Mengen an IFN-γ und IL-10 exprimiert. Bei zwei chronischen Patienten konnte keine 

IFN-γ-Expression gemessen werden. 
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              Abb. 4.2.3.  Repräsentative ELISPOT-Untersuchung bei zwei Patienten aus der Behand-
lungsgruppe  CsA und Prednisolon. Patient (links) mit chronischer Absto-
ßung, Gruppe 3A (Serumkreatinin 2,9 mg/dl). Patient (rechts) mit stabiler 
Transplantatfunktion (Serumkreatinin 1,4 mg/dl). CL, T-Zelllinie; APC, Anti-
gen-präsentierende Zellen; DR2, DRB1*1501; DR4, DRB1*0401; s, entspre-
chende Sequenz; PHA, Phytohaemagglutinin; Rattenpeptid RT1.Duβ20-44; 
CR, chronische Abstoßung; SF, stabile Transplantatfunktion. Diese Abbil-
dung ist repräsentativ für CR: 6 von 8 Patienten, für SF: 7 von 8 Patienten. 
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4.3. Charakterisierung der T-Zelllinien im ELISA 

4.3.1. Immunsuppression mit CsA, MMF und Prednisolon (Gruppe 1A und 1B)  

Die Überstände der Zellkulturen, die im Laufe der Anzüchtung der Zellinien entstanden, 

wurden auf ihren Gehalt an TGF-β, IFN-γ und IL-10 untersucht. Dies wurde mittels 

ELISA-Verfahren für die jeweiligen Zytokine durchgeführt. In den meisten Fällen (siehe 

Texte bei den Abbildungen) zeigte sich, dass in den Kulturen aus chronischen Patienten 

der Gehalt an IFN-γ höher war als in Kulturen, die aus Patienten mit stabiler Nierentrans-

plantatfunktion stammten (siehe Abb.4.3.1., Überstand 6, CR: 1003,96 pg/ml vs. SF: 

365,99 pg/ml). Nur die T-Zelllinien aus Patienten mit stabiler Transplantatfunktion produ-

zierten IL-10, welches in einigen Kulturüberständen deutlich nachweisbar war (siehe 

Abb.4.3.1., Überstand 8, CR: 0 pg/ml vs. SF: 342,12 pg/ml). In den übrigen Fällen waren 

entweder die Verhältnisse der Zytokinmengen umgekehrt oder sie konnten gar nicht ge-

messen werden. 
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              Abb. 4.3.1.  Repräsentative ELISA-Untersuchungen hinsichtlich der IFN-γ und IL-10 
Expression der T-Zelllinien bei zwei Patienten aus Gruppe 1A und 1B mit 
CsA, MMF und Prednison. Patient (links) mit chronischer Abstoßung (Se-
rumkreatinin 2,3 mg/dl). Patient (rechts) mit stabiler Transplantatfunktion 
(Serumkreatinin 1,5 mg/dl). CR, chronische Abstossung; SF, stabile Trans-
plantatfunktion; Überstände 1-10, Überstände der Zellkulturen, die im Lau-
fe der Anzüchtung der T-Zellinien gesammelt wurden, zeitgerechte Reihen-
folge. Diese Abbildung ist repräsentativ für CR: 6 von 8 Patienten, für SF: 6 
von 8 Patienten. 
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4.3.2. Immunsuppression mit Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Gruppe 2A und 

2B) 

Nur die T-Zelllinien aus Patienten mit stabiler Transplantatfunktion produzierten IL-10. 

Keine Produktion von IL-10 wurde dagegen in Patienten mit chronischer Abstoßung ge-

funden, ausschliesslich bei ihnen wurde jedoch die Produktion von IFN-γ festgestellt (siehe 

Abb. 4.3.2.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             Abb. 4.3.2. Repräsentative ELISA-Untersuchungen hinsichtlich der  IFN-γ und IL-10 
Expression der T-Zelllinien bei zwei Patienten aus  Gruppe 2A und 2B mit 
Tac, MMF und Prednisolon. Patient (links) mit chronischer Abstoßung (Se-
rumkreatinin 2,3 mg/dl). Patient (rechts) mit stabiler Transplantatfunktion 
(Serumkreatinin 1,3 mg/dl). CR, chronische Abstossung; SF, stabile Trans-
plantatfunktion; Überstände 1-5 und 1-7, Überstände der Zellkulturen, die 
im Laufe der Anzüchtung der T-Zellinien gesammelt wurden, zeitgerechte 
Reihenfolge. Diese Abbildung ist repräsentativ für CR: 6 von 8 Patienten, 
für SF: 6 von 8 Patienten. 
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4.3.3. Immunsuppression mit CsA und Prednisolon (Gruppe 3A und 3B) 

Die T-Zelllinien aus Patienten mit chronischer Abstoßung produzierten IFN-γ aber gar 

kein IL-10. Die Zelllinien aus stabilen Patienten produzierten dagegen IL-10 und bedeu-

tend weniger IFN-γ (siehe Abb. 4.3.3.).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

              Abb. 4.3.3.  Repräsentative ELISA-Untersuchungen hinsichtlich der IFN-γ und IL-10 
Expression der T-Zelllinien zwei Patienten aus Gruppe 3a und 3B mit CsA 
und Prednison. Patient (links) mit chronischer Abstoßung (Serumkreatinin 
1,8 mg/dl). Patient (rechts) mit stabiler Transplantatfunktion (Serumkreati-
nin 1,1 mg/dl). CR, chronische Abstossung; SF, stabile Transplantatfunkti-
on; Überstände 1-9 und 1-10, Überstände der Zellkulturen, die im Laufe der 
Anzüchtung der T-Zellinien gesammelt wurden, zeitgerechte Reihenfolge. 
Diese Abbildung ist repräsentativ für CR: 5 von 8 Patienten, für SF: 7 von 8 
Patienten. 
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4.4. Charakterisierung der T-Zelllinien mit Luminex 

Für die wichtigsten von uns geleiteten Zytokine IFN-γ (typisch für eine Th1-Antwort)  und 

IL-10 (typisch für eine Th2-Antwort) zeigten sich unabhängig vom Therapieregime ver-

gleichbare Ergebnisse im Luminex-Verfahren wie im ELISA. Die etablierten T-Zelllinien 

aus stabilen Patienten produzierten insgesamt gesehen mehr IL-10 und die aus chronischen 

Patienten mehr IFN-γ. Hinsichlich der Expression anderer Zytokine wurden vermehrt 

TNF-α, IL-1b, IL-2 und IL-6 bei chronischen Patienten (siehe Abb. 4.4.1.) und IL-4 und 

IL-5 bei stabilen Patienten beobachtet (siehe Abb. 4.4.2.). 
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              Abb. 4.4.1. Repräsentativer Luminex von Überständen der Zellkulturen eines Patienten aus 
Gruppe 2A mit Tacrolimus, MMF und Prednison mit CR (Serumkreatinin 2,4 
mg/dl).           - Überstand 1,           - Überstand 2,             - Überstand 3, 

              - Überstand 4; Überstände 1-4, Überstände der Zellkulturen, die im Laufe 
der Anzüchtung der T-Zellinien gesammelt wurden, zeitgerechte Reihenfolge. 
Diese Abbildung ist repräsentativ für 17 von 24 Patienten mit verschiedenen 
Therapieregimes. 
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4.5. Analyse der Teilungsaktivität der T-Zelllinien im Proliferationsassay 

4.5.1. Immunsuppression mit CsA, MMF und Prednisolon (Gruppe 1A und 1B) 

T-Zelllinien aus Patienten mit chronischer Abstoßung wiesen eine deutlich höhere Tei-

lungsaktivität als Antwort auf die Peptidzugabe auf als die aus Patienten mit stabiler 

Transplantatfunktion (Peptid DRB1*0701, Sequenz 1 [Aminosäuren 1-18] vs. Peptid 

DRB1*1501, Sequenz 5 [Aminosäuren 81-94], 12572 vs. 1956 cpm, siehe Abb. 4.5.1.1. 

und  4.5.1.2.).  
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              Abb. 4.4.2. Repräsentativer Luminex von Überständen der Zellkulturen eines Patienten aus 
Gruppe 2B mit Tacrolimus, MMF und Prednison mit SF (Creatininspiegel im 
Blut (Crea): 0,9 mg/dl).                 - Überstand 1,             - Überstand 2, 

             - Überstand 3,              - Überstand 4,            - Überstand 5; Überstände 1-
5, Überstände der Zellkulturen, die im Laufe der Anzüchtung der T-Zellinien 
gesammelt wurden, zeitgerechte Reihenfolge. Diese Abbildung ist repräsentativ 
für 19 von 24 Patienten mit verschiedenen Therapieregimes.
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Abb. 4.5.1.1.  Repräsentativer Proliferationsassay der T-Zelllinien von einem Patienten aus 
Gruppe 1A mit CsA, MMF und Prednisolon (Serumkreatinin 3.7 mg/dl). CL, 
T-Zelllinie; APC, Antigen-präsentierende Zellen; DR7, DRB1*0701; s, ent-
sprechende Sequenz; PHA, Phytohaemagglutinin; Rattenpeptid RT1.Duβ20-
44; cpm, counts per minute (Anzahl der Ereignisse pro Minute). Diese Abbil-
dung ist repräsentativ für 6 von 8 Patienten. 
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Chronische Transplantatabstossung – CsA, MMF und Prednisolon (Gruppe 1A) 

 Abb. 4.5.1.2.  Repräsentativer Proliferationsassay der T-Zelllinien von einem Patienten aus 
Gruppe 1B mit CsA, MMF und Prednisolon (Serumkreatinin 1.5 mg/dl). CL, 
T-Zelllinie; APC, Antigen-präsentierende Zellen; DR2, DRB1*1501; s, ent-
sprechende Sequenz; PHA, Phytohaemagglutinin; Rattenpeptid RT1.Duβ20-
44; cpm, counts per minute (Anzahl der Ereignisse pro Minute). Diese Abbil-
dung ist repräsentativ für 7 von 8 Patienten. 

Stabile Transplantatfunktion – CsA, MMF und Prednisolon  (Gruppe 1B) 
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4.5.2. Immunsuppression mit Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Gruppe 2A und 

2B) 

Die T-Zelllinien aus chronischen Patienten zeigten eine deutlich höhere Proliferationsakti-

vität als die Zellen aus stabilen Patienten (Peptid DRB1*1501, Sequenz 2 [Aminosäuren 

21-40] und 4 [Aminosäuren 61-80] vs. Peptid DRB1*1501, Sequenz 5 [Aminosäuren 81-

94], 11295 und 9728 vs. 561 cpm, siehe Abb. 4.5.2.1. und  4.5.2.2.).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.5.2.2.  Repräsentativer Proliferationsassay bei einem Patienten aus Gruppe 2A mit 
Tacrolimus, MMF und Prednisolon und Serumkreatinin 1.8 mg/dl. CL, T-
Zelllinie; APC, Antigen-präsentierende Zellen; DR2, DRB1*1501; s, entspre-
chende Sequenz; PHA, Phytohaemagglutinin; Rattenpeptid RT1.Duβ20-44; 
cpm, counts per minute (Anzahl der Ereignisse pro Minute). Diese Abbildung 
ist repräsentativ für 6 von 8 Patienten.
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Chronische Transplantatabstossung – Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Gruppe 2A) 
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4.5.3. Immunsuppression mit CsA und Prednisolon (Gruppe 3A und 3B) 

T-Zelllinien aus Patienten mit chronischer Abstoßung wiesen im Vergleich zu denen aus 

stabilen Patienten eine höhere Proliferationskapazität (Peptid DRB1*1501, Sequenz 2 [A-

minosäuren 21-40] vs. Peptid DRB1*0701, Sequenz 1 [Aminosäuren [1-18], 12439 vs. 

3159 cpm, siehe Abb. 4.5.3.1. und  4.5.3.2.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.5.2.2.  Repräsentativer Proliferationsassay der T-Zelllinien von einem Patienten aus 
Gruppe 2B mit Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Serumkreatinin 1.3 
mg/dl). CL, T-Zelllinie; APC, Antigen-präsentierende Zellen; DR2, 
DRB1*1501; s, entsprechende Sequenz; PHA, Phytohaemagglutinin; Ratten-
peptid RT1.Duβ20-44; cpm, counts per minute (Anzahl der Ereignisse pro Mi-
nute). Diese Abbildung ist repräsentativ für 6 von 8 Patienten. 

Stabile Transplantatfunktion – Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Gruppe 2B) 
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Stabile Transplantatfunktion – CsA und Prednisolon (Gruppe 3B) 

Abb. 4.5.3.2.  Repräsentativer Proliferationsassay der T-Zelllinien von einem Patienten aus 
Gruppe 3B mit CsA und Prednisolon und Serumkreatinin 1.1 mg/dl. CL, T-
Zelllinie; APC, Antigen-präsentierende Zellen; DR7, DRB1*0701; s, entspre-
chende Sequenz; PHA, Phytohaemagglutinin; Rattenpeptid RT1.Duβ20-44; 
cpm, counts per minute, Anzahl der Ereignisse pro Minute. Diese Abbildung 
ist repräsentativ für 5 von 8 Patienten. 
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Chronische Abstossung – CsA und Prednisolon (Gruppe 3A) 

Abb. 4.5.3.1.  Repräsentativer Proliferationsassay der T-Zelllinien von einem Patienten aus 
Gruppe 3A mit CsA und Prednisolon und Serumkreatinin 2.5 mg/dl. CL, T-
Zelllinie; APC, Antigen-präsentierende Zellen; DR2, DRB1*1501; s, entspre-
chende Sequenz; PHA, Phytohaemagglutinin; Rattenpeptid RT1.Duβ20-44; 
cpm - counts per minute, Anzahl der Ereignisse pro Minute. Diese Abbildung 
ist repräsentativ für 6 von 8 Patienten. 
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4.6. Charakterisierung des T-Zelltyps der T-Zelllinien  

Durchflusszytometrisch sollte der prozentuale Anteil an CD3+CD8+, CD3+CD4+ und 

CD4+CD25+ Zellen bei Patienten der Gruppe 1 mit CsA, MMF und Prednisolon sowie der 

Gruppe 2 mit Tacrolimus, MMF und Prednisolon bestimmt werden.  

 

4.6.1. CD3+CD8+ Markierung 

Unabhängig vom immunsuppressiven Regime zeigten sich vergleichsweise mehr 

CD3+CD8+ Zellen in den T-Zelllinien von Patienten mit chronischer Abstoßung als bei 

Patienten mit stabiler Transplantatfunktion (CsA, MMF und Prednisolon: 8,8% vs. 6,7%; 

Tac, MMF und Prednisolon: 5,9% vs. 5%, siehe Abb. 4.6.1.). Dies liegt vermutlich im Ü-

bergewicht von zytotoxischen und T-Suppressor Zellen bei chronischer Abstoßung be-

gründet.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.6.1.  Repräsentative FACS Analyse der T-Zelllinien von vier Patienten: Patient links oben 
– CsA, MMF und Prednisolon (Gruppe 1A, Serumkreatinin 1,9 mg/dl); Patient  links 
unten  – CsA, MMF und Prednisolon (Gruppe 1B, Serumkreatinin 1,2 mg/dl); Pati-
ent rechts oben – Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Gruppe 2A, Serumkreatinin 
2,1 mg/dl); Patient rechts unten – Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Gruppe 2B, 
Serumkreatinin 0,7 mg/dl). CR, chronische Transplantatabstossung; SF, stabile 
Transplantatfunktion. 
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4.6.2. CD3+CD4+ Markierung 

T-Zelllinien aus chronischen Patienten wiesen vermehrt CD3+CD4+ Zellen im Vergleich 

zu denen aus stabilen Patienten auf (bei CsA, MMF und Prednisolon: 42,8% vs. 40,5%; 

Tac, MMF und Prednisolon: 39,9% vs. 30,2%, siehe Abb. 4.6.2.). Dies weist darauf hin, 

dass bei Patienten mit chronischer Abstoßung vermehrt T-Helferzell-Populationen vor-

kommen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.6.2.  Repräsentative FACS Analyse der T-Zelllinien von vier Patienten: Patient links 
oben – CsA, MMF und Prednisolon (Gruppe 1A, Serumkreatinin 1,9 mg/dl); Pa-
tient  links unten  – CsA, MMF und Prednisolon (Gruppe 1B, Serumkreatinin 
1,2 mg/dl); Patient rechts oben – Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Gruppe 
2A, Serumkreatinin 2,1 mg/dl); Patient rechts unten – Tacrolimus, MMF und 
Prednisolon (Gruppe 2B, Serumkreatinin 0,7 mg/dl). CR, chronische Transplan-
tatabstossung; SF, stabile Transplantatfunktion. 
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4.6.3 CD4+CD25+ Markierung 

Bei stabilen Patienten unter Tac, MMF und Prednisolon (Gruppe 2B) traten signifikant 

vermehrt CD4+CD25+ Zellen mit potentiell regulatorischen Eigenschaften auf als bei sta-

bilen Patienten unter CsA+MMF+Pred (8,1% vs. 4,2%). Der Anteil dieser Zellen lag bei 

Patienten mit CR deutlich niedriger. 
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Abb. 4.6.3.  Repräsentative FACS Analyse bei vier Patienten: Patient links oben – CsA, MMF und Predniso-
lon (Gruppe 1B, Serumkreatinin 1,2 mg/dl); Patient  links unten  – CsA, MMF und Prednisolon 
(Gruppe 1A, Serumkreatinin 1,9 mg/dl); Patient rechts oben – Tacrolimus, MMF und Predniso-
lon (Gruppe 2B, Serumkreatinin 0,7 mg/dl); Patient rechts unten – Tacrolimus, MMF und Pred-
nisolon (Gruppe 2A, Serumkreatinin 2,1 mg/dl). CR, chronische Transplantatabstossung; SF, 
stabile Transplantatfunktion. 
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Zusammenfassend produzierten T-Zelllinien aus Patienten mit stabiler Transplantatfunkti- 

on überwiegend IL-10 und zeigten einen höheren Anteil an CD4+CD25+ Zellen im Ver-

gleich zu den Patienten mit chronischer Abstoßung, welche ihrerseits eine signifikant hö-

here Expression an von IFN-γ aufwiesen. 

In den Tabellen 4.6.1. und 4.6.2. sind die Ergebnisse der FACS Untersuchung und das Zy-

tokinprofil von T-Zelllinien aus Patienten mit CR und SF unter CsA, MMF und Predniso-

lon (Gruppe 1A und 1B) sowie unter Tacrolimus, MMF und Prednisolon (Gruppe 2A und 

2B) zusammengefasst. 

Zelllinien Phänotyp 

CD3+CD4+ (%) CD3+CD8+ (%) CD4+CD25+(%) 

HLA-

Mismatch 

Zytokinprofil 

CR    

1       42,8                   8,8                   0,8 DR3 IFN-γ  

2       37,3                   8,1                   0,6 DR2 IFN-γ 

3       48,5                   5,9                   0,9  DR2 IFN-γ / IL-10 

4       39,8                   9,2                   0,7 DR3 IFN-γ 

5       38,9                   7,5                   1,0 DR4 IFN-γ  

6       43,1                   9,6                   0,5 DR1 IFN-γ  

7       49,0                   9,0                   0,8 DR1 IFN-γ / IL-10 

8       41,9                   6,1                   0,9 DR4 IFN-γ / (IL-

10)  

SF    

1       40,5                    6,7                  4,2 DR7 IL-10 / (IFN-

γ) 

2       33,1                    3,7                  3,7 DR7 IL-10  

3       29,7                    5,9                  4,6 DR1 IL-10 / (IFN-
γ) 

4       35,9                    7,8                  2,9 DR4 IL-10 

5       41,6                    5,1                  4,8 DR2 IL-10 

6       34,8                    4,7                   4,5 DR2 IL-10 

7       42,0                    10,1                 4,6 DR1 IL-10 

8       37,9                    3,1                   3,9 DR3 IL-10 / IFN-γ 

Tab. 4.6.1. Daten der FACS Analyse der T-Zelllinien aus Patienten mit CsA, MMF und Prednisolon.  CR –
chronische Abstossung, SF – stabile Transplantatfunktion. Angabe der Zytokine in Klammern – verschwin-
dend geringe Mengen. 
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Zelllinien Phänotyp 

CD3+CD4+ (%) CD3+CD8+ (%) CD4+CD25+(%) 

HLA-

Mismatch 

Zytokinprofil 

CR    

1       39,9                   5,9                    1,2  DR1 IFN-γ / IL-10 

2       35,5                   10,3                  1,5 DR2 IFN-γ / IL-10 

3       39,1                   6,4                    0,8 DR2 IFN-γ 

4       34,9                   5,5                    1,3 DR7 IFN-γ 

5       34,5                   6,0                    1,4 DR2 IFN-γ / (IL-10) 

6       37,6                   3,2                    1,1 DR1 IFN-γ 

7       35,8                   12,6                  0,7  DR2 IFN-γ 

8       45,7                   9,5                    1,0 DR3 IFN-γ 

SF     

1       30,2                  5,0                     8,1 DR2 IL-10 

2       30,9                  4,1                     8,4 DR1 IL-10 / IFN-γ 

3       32,4                  4,8                     7,0 DR3 IL-10 

4       24,1                  5,7                     8,6 DR4 IL-10 

5       33,3                  3,8                     8,9 DR1 IL-10 / (IFN-γ) 

6       26,1                  3,7                     8,2 DR1 IL-10 

7       16,7                  5,1                     8,4 DR3 IL-10 

8       27,4                  4,9                     7,5 DR2 IL-10 

 

 

4.7. Charakterisierung des T-Zelltyps mittels Immunfluoreszenz (Cytospins) 

4.7.1. CD4+CD8+ Färbung 

In der Immunfluoreszensfärbung fanden sich weniger CD4+ und CD8+ Zellen bei stabilen 

Patienten unter Tac, MMF und Prednisolon (Gruppe 2B) verglichen mit Patienten mit 

chronischer Abstoßung (Gruppe 2A, siehe Bilder 4.7.1.1. vs. 4.7.1.2.). Dies unterstreicht 

die Beobachtung, dass bei chronischer Abstoßung insgesamt mehr Lymphozyten an der T-

Zellantwort beteiligt sind als bei stabiler Situation. 

 

 

Tab. 4.6.2. Daten der FACS Analyse der T-Zelllinien aus Patienten mit Tac, MMF und  Prednisolon.  CR 
– chronische Abstossung, SF – stabile Transplantatfunktion. Angabe der Zytokine in Klammern – ver-
schwindend geringe Mengen. 
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CD4CD4--FITC/CD8FITC/CD8--Cy3Cy3CD4CD4--FITCFITC

CD8CD8--Cy3Cy3

CD4CD4--FITC/CD8FITC/CD8--Cy3Cy3CD4CD4--FITCFITC

CD8CD8--Cy3Cy3

Abb. 4.7.1.2. Immunfluoreszenz von Cytospins einer T-Zelllinie eines Patienten mit chronischer 
Abstossung (Serumkreatinin 2,1 mg/dl) unter Tac, MMF und Prednisolon. Ver-
wendete Antikörper: CD4-FITC (grün) und CD25-Cy3 (rot). Die Abbildung ist 
repräsentativ für eine Versuchsreihe. 

CD4CD4--FITCFITC

CD8CD8--Cy3Cy3

CD4CD4--FITC/CD8FITC/CD8--Cy3Cy3CD4CD4--FITCFITC

CD8CD8--Cy3Cy3CD8CD8--Cy3Cy3

CD4CD4--FITC/CD8FITC/CD8--Cy3Cy3

Abb. 4.7.1.1. Immunfluoreszenz von Cytospins einer T-Zelllinie eines Patienten mit stabiler 
Transplantatfunktion (Serumkreatinin 1,2 mg/dl) unter Tac, MMF und Predniso-
lon. Verwendete Antikörper: CD4-FITC (grün) und CD25-Cy3 (rot). Die Abbil-
dung ist repräsentativ für eine Versuchsreihe (n=8 Patienten).  
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4.7.2. CD4+CD25+ Markierung 

Bei stabilen Patienten unter Tac, MMF und Prednisolon (Gruppe 2B) wurden mehr 

CD4+CD25+ Zellen mit potentiell regulatorischem Charakter beobachtet als bei solchen 

mit CsA, MMF und Prednisolon (siehe Abb. 4.7.2.1. und 4.7.2.2.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4.7.2.2.  Immunfluoreszenz von Cytospins einer T-Zelllinie eines Patienten mit chronischer 
Abstossung (Serumkreatinin 2,7 mg/dl) unter CsA, MMF und Prednisolon. Ver-
wendete Antikörper: CD4-FITC (grün) und CD25-Cy3 (rot). Die Abbildung ist 
repräsentativ für eine Versuchsreihe (n=8 Patienten). 

CD4CD4--FITC/CD25FITC/CD25--Cy3Cy3CD4CD4--FITCFITC

CD25CD25--Cy3Cy3

CD4CD4--FITC/CD25FITC/CD25--Cy3Cy3CD4CD4--FITCFITC

CD25CD25--Cy3Cy3

Abb. 4.7.2.1.  Immunfluoreszenz von Cytospins einer T-Zelllinie eines Patienten mit stabiler 
Transplantatfunktion (Serumkreatinin 0,9 mg/dl) unter Tac, MMF und Predniso-
lon. Verwendete Antikörper: CD4-FITC (grün) und CD25-Cy3 (rot). Die Abbil-
dung ist repräsentativ für eine Versuchsreihe (n=8 Patienten). 

CD4CD4--FITCFITC

CD25CD25--Cy3Cy3

CD4CD4--FITC / CD25FITC / CD25--Cy3Cy3
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Zusätzlich wurde gesehen, dass bei T-Zelllinien von chronisch abstossenden Patienten un-

abhängig vom Therapieregime insgesamt mehr CD4+ und weniger CD25+ T-Zellen vor-

kamen (siehe Abb. 4.7.3.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CD4CD4--FITC/CD25FITC/CD25--Cy3Cy3CD4CD4--FITC/CD25FITC/CD25--Cy3Cy3

Abb. 4.7.3.  Immunfluoreszenz von Cytospins eines Patienten mit chronischer Abstossung  (Se-
rumkreatinin 2,4 mg/dl) unter Tac, MMF und Prednisolon. Verwendete Antikörper: 
CD4-FITC (grün) und CD25-Cy3 (rot). Die Abbildung ist repräsentativ für eine 
Versuchsreihe (n=8 Patienten). 
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4.8. Analyse der Genexpression der T-Zelllinien 

Durch RT-PCR und Real Time PCR sollten die Expression regulatorischer Gene in den T-

Zelllinien der stabilen Patienten unter verschiedenen Protokollen analysiert werden. Die 

Zellen wurden hinsichtlich der Expression der Gene  CD4, CD25, CTLA-4, FOXP3 und 

IL-10 charakterisiert.  

Als Houskeeping Genes wurden GAPDH und Cyclophilin verwendet. Es wurde beobach-

tet, dass die Expression der regulatorischen Gene (CD4, CD25, CTLA-4, Foxp3, IL-10) 

bei stabilen Patienten unter Tac, MMF und Prednisolon (Gruppe 2B) höher ausfiel (1,5 bis 

3,5 fach) als die von stabilen Patienten unter CsA, MMF und Prednisolon (Gruppe 1B, 

siehe Abb. 4.8.1.). 

 

 
 

 

 

 

4.9. Zusammenfassung der Ergebnisse  

Bei den 107 in dieser Studie untersuchten Patienten mit diversen immunsuppressiven Pro-

tokollen fanden sich Zeichen einer unterschiedlich stark ausgeprägten chronischen Absto-

ßung (Tac, MMF und Prednisolon: 33,3%, CsA, MMF und Prednisolon: 55,4 % sowie 

CsA und Prednisolon: 62,5 %). Die funktionelle Testung der T-Zelllinien im ELISPOT 
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Abb. 4.8.1.  Repräsentative real Time PCR Analyse der Genexpression der regulatorischen 
T-Zelllinien aus einem Patienten der Gruppe 2B mit Tac, MMF und Prednisolon 
(Serumkreatinin 1,4) im Vergleich zu einem Patienten der Gruppe 1B mit CsA, 
MMF und Prednisolon (Serumkreatinin 1,3 mg/dl). 



 48

und ELISA zeigte, dass unabhängig vom Therapieregime die T-Zelllinien aus Patienten 

mit chronischer Abstoßung IFN-γ produzierten. Im Gegensatz dazu exprimierten die T-

Zelllinien aus Patienten mit stabiler Transplantatfunktion IL-10, jedoch kaum IFN-γ. Im 

Luminex konnte festgestellt werden, dass in den Zelllinien aus chronischen Patienten auch 

die Expression weiterer repräsentativer Zytokine für die chronische Abstoßung wie TNF-α, 

IL-1b, IL-2 und IL-6 höher war als bei den Patienten mit stabiler Transplantatfunktion, die 

ihrerseits mehr IL-4 und IL-5 produzierten. Mit Hilfe des Proliferationsassays wurde beo-

bachtet, dass die T-Zelllinien aus chronischen Patienten eine vergleichsweise grössere Pro-

liferationsaktivität als Antwort auf die spezifische Peptidzugabe aufwiesen als die Zellen 

aus stabilen Patienten. Diese zeigte sich übereinstimmend bei allen Therapieregimes. In 

der Gruppe stabiler Patienten mit Tac, MMF und Prednisolon wurden insgesamt weniger 

CD4+ und CD8+ Zellen durchflusszytometrisch und immunfluoreszenzhistologisch gese-

hen als bei solchen mit chronischer Abstoßung, was eine Indiz dafür ist, dass während ei-

ner Abstoßung viele T-Zellen des Immunsystems rekrutiert werden. Ausserdem wurden 

vermehrt CD4+CD25+ Zellen mit regulatorischem Charakter bei stabilen Patienten mit 

Tac, MMF und Prednisolon im Vegleich zu denen mit CsA, MMF und Prednisolon beo-

bachtet. Es bestand kein signifikanter Unterschied im Anteil regulatorischer T-Zellen zwi-

schen den Patienten mit durchgeführter ATG-Induktiontherapie und  denen ohne dieses 

anti-T-Zell-Immunglobulinpräparat. 
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5. Diskussion 
5.1. Klinische immunsuppressive Protokolle 

Organtransplantationen werden heutzutage als kausale Therapie bei terminalem Organver-

sagen durchgeführt. Bis zur Mitte des letzten Jahrhunderts war es aufgrund vielfältiger 

Probleme technischer und immunologischer Natur unmöglich, die Idee der Organtrans-

plantationen von einem Mensch zum anderen zu verwirklichen. Erst mit der Einführung 

neuer chirurgischer Techniken und Entwicklung wirksamer immunsuppressiver Therapien 

zur Unterdrückung der Abstoßungsreaktion durch das Immunsystem gelang es schliesslich 

Organe wie die Niere, das Herz, die Leber, die Lunge sowie den Darm erfolgreich zu 

transplantieren. Heutzutage existieren verschiedene immunsuppressive Medikamente, die 

nicht nur bei transplantierten Patienten, sondern auch bei Patienten mit Autoimmunkrank-

heiten oder anderen Systemerkrankungen eingesetzt werden. In unserer Studie wurden 

nierentransplantierte Patienten unter dem Aspekt der Anwendung unterschiedlicher im-

munsuppressiver Medikation untersucht. In den Kliniken werden verschiedene Kombinati-

onen der Präparate eingesetzt, wobei die meisten eingesetzten Protokolle bei der Nieren-

transplantation zur Zeit CsA und der Tacrolimus in Kombination MMF und Prednisolon 

sind. Früher war Azathioprin anstelle von MMF beinhaltet.  

Besonderes Interesse erregt das Präparat MMF. Diese Substanz findet in letzter Zeit eine 

immer breitere Anwendung in der immunsuppressiven Therapie der Patienten nach Nieren-

transplantation. MMF ist ein Prodrug, das im Magen und im Dünndarm zum aktiven Me-

taboliten Mykofenolsäure (MPA) hydrolytisch gespalten wird. MPA ist ein nichtkompeti-

tiver, selektiver und reversibler Inhibitor der Monophosphat-Dehydrogenase, einem En-

zym, das die de-novo Purinsynthese hemmt. Dies führt zu einer reversiblen Inhibition der 

Replikation der T- und B-Lymphozyten, zur Hemmung der Glukosylierung der Adhäsi-

onsmoleküle, zur Blockierung der Produktion von allospezifischen Antikörpern und zu 

einer modifizierten Zytokinproduktion. MPA wird dann in ein stabiles Phenolisches Glu-

kuronid verwandelt, welches pharmakologisch nicht mehr aktiv ist. Wie einige Studien 

gezeigt haben, sollte MMF weniger Nebenwirkungen haben als Cyclosporin (30, 31), Tac-

rolimus (32) und andere Immunsuppressiva und mit einem prolongierten Überleben des 

Transplantates einhergehen (33-35). Damit spricht dieses Medikaments in der Zukunft für 

eine perspektivreiche Anwendung. Die meisten Kliniken, die zuvor Azathioprin verwendet 

haben, änderten ihre Protokolle auf MMF (36). Die Frage der Nebenwirkungen der Im-

munsuppressiva spielt heutzutage eine sehr bedeutende Rolle. So steht beim CsA die 
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Nephrotoxizität, beim Tacrolimus der Diabetes mellitus und beim MMF gastrointestinale 

Nebenwirkungen im Vordergrund des Nebenwirkungsspektrums (37). Aber auch Probleme 

einer Leukopenie, Anämie, Hyperlipidämie und Hypertonie sind in diesem Zusammenhang 

zu nennen. Bei Unterdosierung kommt es zur Ausbildung einer Abstoßung und bei zu ho-

her Dosierung zu den genannten unerwünschten Nebenwirkungen (38-40) sowie zum Auf-

treten opportunistischer Infektionen. Solche komplizierenden Begleiterkrankungen werden 

durch diverse Viren, wie z.B. Polyoma BK Virus, Cytomegalie Virus, West Nile Virus 

(41-43) oder auch durch Pilze wie Cryptococcus albidus (44) hervorgerufen. Ausserdem 

steigt bei immunsupprimierten Patienten das Risiko, Malignome, wie z.B. lymphoprolife-

rative Erkrankungen (45), akute myeloische Leukämie (46) und andere solide Tumoren 

(47), auszubilden. Das Ziel einer immunsuppressiven Therapie stellt daher die Unterdrü-

ckung der allospezifischen Immunantwort gegen das Transplantat bei möglichst erhaltener 

allgemeiner Immunabwehr sowie gleichzeitig niedrigem Nebenwirkungsspektrum dar.  

Die Vorteile eines Protokolls gegenüber einem anderen sind somit hinsichtlich ihrer Un-

terdrückung der Abstoßung zu überprüfen. Dieses erfolgt klinisch durch objektive Parame-

ter wie das Serumkreatinin, Serumharnstoff, die glomeruläre Filtrationsrate und den Prote-

inverlust im Urin. Bei Fragen zu einer akuten und chronischen Abstoßung wird darüber 

hinaus in bestimmten Fällen im klinischen Alltag eine Probebiopsie aus der Transplantat-

niere entnommen. Aus immunologischer Sicht könnte die An- oder Abwesenheit der Emp-

fänger-T-Zellreaktivität gegen relevante spenderspezifische Antigene zu definierten Zeit-

punkten nach Transplantation in vitro überprüft werden. Daraus liesse sich, wie bereits 

erste Untersuchungen hierzu zeigten (48), unter Umständen ableiten, ob eine T-

Zellimmunantwort unter einem bestimmten immunsuppressiven Protokoll in vivo stattfin-

det oder nicht.  

In dieser Studie wurden 107 Patienten aus dem Gesamtpool von 630 nierentransplantierten 

Patienten ausgewählt, die mit einer der drei Therapiekombinationen behandelt wurden und 

sich entweder in einem Stadium der chronischen Abstoßung befanden oder eine stabile 

Transplantatfunktion aufwiesen. Nach der Subgruppen-Analyse fand sich je nach Behand-

lungsschema unterschiedlicher Anteil an Patienten mit chronischer Abstoßung (Tac, MMF 

und Prednisolon 33,3%, CsA, MMF und Prednisolon 55,4% sowie CsA und Prednisolon 

62,5%).    

Aufgrund des geringen Anteils an Patienten mit chronischer Abstoßung erregte demnach 

besonders die Patientengruppe 2 mit Tacrolimus- und MMF-basierter Immunsuppression 

hinsichtlich einer genauen Analyse besonderes Interesse. Diese Triple-Therapie findet zu-
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nehmend klinisches Interesse (49). Das Ziel dieser Studie war es, die Patienten dieser 

Gruppe im Vergleich zu denen der weiteren Subgruppen näher zu charakterisieren und zu 

vergleichen.  

 

5.2. Charakterisierung der T-Zelllinien 

Der indirekte Weg der Alloantigenerkennung hat, wie einige Studien zeigten bei der Im-

munpathogenese der chronischen Transplantatabstoßung eine besondere Bedeutung (50). 

Die im Rahmen dieser Arbeit in vitro durchgeführten T-Zell-Untersuchungen wurden auf 

der Basis dieses indirekten Weges etabliert. Somit wurde die zum Zeitpunkt der Ausbil-

dung der chronischen Abstoßung oder aber der stabilen Transplantatfunktion in vivo vor-

liegende Situation nachempfunden. Die Etablierung von T-Zelllinien erlaubt bei ausrei-

chend propagierter T-Zellzahl im Reagenzglas den Vorteil eines unabhängigen Vergleichs 

der Verhältnisse der einzelnen T-Zellpopulationen miteinander und damit Rückschlüsse 

auf die Situation in vivo. B-Lymphozyten und Monozyten, die bei der Gewinnung der pe-

ripheren Blutlymphozyten in Zellkulturen zunächst enthalten sind, gehen unter diesen Kul-

turbedingungen zugrunde. Das Verfahren der Etablierung von T-Zelllinien erlaubt es, die 

Zellzahl der T-Lymphozyten zu vergrössern, ohne dass dadurch die Anteile der jeweiligen 

Subpopulationen wesentlich verändert werden. Nach deren Etablierung aus den peripheren 

Blutlymphozyten wurde die Spezifität der Zelllinien gegenüber ihrem jeweiligen Spender-

peptid überprüft. Im Proliferationsassay wiesen die Zelllinien signifikante und spezifische 

Reaktivitäten gegenüber ihrem Spender-Peptid auf. Die Reaktivität  der T-Zelllinien aus 

chronischen  Patienten war deutlich ausgeprägter als aus stabilen Patienten. Dies könnte 

ein Indiz dafür sein, dass Zellen aus chronischen Patienten in vivo ebenso einer höheren 

Proliferation unterliegen als die aus stabilen Patienten. Durchflusszytometrisch zeigte sich, 

dass der Anteil an CD4+CD25+ Zellen mit potentiell regulatorischen Eigenschaften bei 

Patienten mit stabiler Transplantatfunktion höher war als bei chronischen Patienten. Dieses 

könnte auf ihre Rolle bei der Ausbildung und Aufrechterhaltung der funktionellen Trans-

plantattoleranz hinweisen. Diese Ergebnisse stimmen mit früheren Untersuchungen über-

ein, in denen die besondere Rolle der CD4+CD25+ T-Zellen bei Ausbildung der Toleranz 

sowohl im Menschen (51) als auch in experimentellen Modellen aufgezeigt wurde (52-55). 

Ferner wurde erstmals beobachtet, dass unter den stabilen Patienten unter Tacrolimus, 

MMF und Prednisolon Therapie der Anteil der CD4+CD25+ Zellen wiederum höher war 

als unter stabilen Patienten mit CsA, MMF und Prednisolon Behandlung. Dieses wurde 

anschliessend auch immunhistochemisch nachgeprüft und bestätigt. Diese Beobachtung 
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könnte auf den vergleichsweise grössten protektiven Effekt eines auf Tacrolimus basierten 

Protokolls auf potentiell regulatorische T-Zellen hinweisen, was eine kausale Rolle bei 

einer funktionellen Transplantattoleranz spielen. Es gibt wenige klinische Studien, die die 

Vorteile dieses Protokolls auf das langzeitige Transplantatüberleben und die unbeeinflusste 

Nierenfunktion in diesem Zusammenhang zeigten (56). Über die beobachteten Nebenwir-

kungen unter diesem Protokoll wurde berichtet (39), wobei sich nicht alle initial vermute-

ten Nebeneffekte in retrospektiven klinischen Analysen bestätigt haben (57). Insgesamt 

gesehen erscheinen diese Beobachtungen von besonderem klinischem Interesse, da sie ein 

Schlüssel zur Entwicklung von Therapieprotokollen sein können, die insbesondere die 

körpereigenen Mechanismen einer potentiellen Toleranzentwicklung nicht unterdrücken 

und die Proliferation und Funktion regulatorischer T-Zellen eher fördern. Eine auf Tacro-

limus und MMF basierte Immunsuppression scheint somit die Ausbildung der Transplan-

tattoleranz weniger zu beeinträchtigen und regulatorische Zellen zu fördern. Diese Schluss-

folgerung würde die Meinung unterstützen, die den Einsatz von Tacrolimus gegenüber 

CsA favorisiert (58, 59). Eine interessante Beobachtung war in diesem Zusammenhang die 

deutlich geringere Zellzahl an CD4+ und CD8+ Zellen in den Zelllinien aus stabilen Pati-

enten. Dieses lässt auf eine höhere  Aktivität der T-Zellen bei chronischen Patienten im 

Vergleich zu stabilen Patienten schliessen. Die im Weiteren analysierten Zytokine der T-

Zelllinien zeigten ein typisches Th1- oder Th2-gerichtetes Zytokinmuste. Nach gegenwär-

tiger Auffassung ist die Transplantatabstoßung mit einer verstärkten Aktivität von Th1-

Zellen und die Organakzeptanz bzw. -toleranz mit einer Th2-Antwort und ZytokinMuster 

verbunden (60, 61). Chronische Patienten müssten demnach höhere Konzentrationen an 

Th1-typischen Zytokinen aufweisen, stabile Patienten dagegen ein Th2-typisches Zytokin 

Muster zeigen. Mittels ELISPOT sollte die Zytokinantwort der T-Zelllinien auf die Zugabe 

der Peptide und der antigenpräsentierenden Zellen untersucht werden. Diese Methode er-

gibt einen Hinweis auf die Art dieser T-Zelllinien. Mittlerweile gibt es Ansätze, dieses 

Verfahren zum immunologischen Monitoring des Immunstatus gegenüber dem transplan-

tierten Organ zu machen (62). Allgemein gilt, dass Th1-Zellen, die für die Abstoßung des 

Transplantates verantwortlich gemacht werden, hauptsächlich IFN-γ and IL-2 exprimieren, 

während Th2-Zellen IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13 produzieren. Verschiedene Arbeiten bes-

tätigen mittlerweile die Beobachtung, dass die T-Zellinien aus Patienten mit der chroni-

scher Abstoßung zum grössten Teil IFN-γ produzieren (62-64) und solche aus Patienten 

mit  stabiler Transplantatfunktion IL-10-assoziiert sind (65-67). Es existieren hierzu jedoch 

kontroverse Studien, die zeigen, dass  IL-10 mit einer akuten Abstoßung einhergeht (68, 
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69) während IFN-γ eher als Schutzfaktor gegenüber dem Transplantat fungiert (70). In den 

eigenen ELISPOT-Analysen wurde dazu beobachtet, dass die T-Zelllinien aus chronischen 

Patienten nur geringfügig IL-10 produzierten, jedoch deutlich IFN-γ exprimierten. Dage-

gen produzierten T-Zelllinien aus stabilen Patienten wenig IFN-γ, jedoch deutlich IL-10. 

Die Stärke der Zytokinexpression liess dabei auf die jeweilige Dominanz bestimmter ge-

testeter DR-Peptid-Sequenzen schliessen. Insgesamt korrelieren die Ergebnisse unserer 

ELISPOT-Untersuchungen mit den Studien, die IL-10 mit einer stabilen Transplantatfunk-

tion und IFN-γ mit einer Abstoßung des Transplantates und Aktivierung der gegen das 

Organ gerichteten Immunreaktion in Verbindung brachten. Mit ELISA wurden die Zytoki-

ne IFN-γ und IL-10 in den Kulturüberständen, die im Laufe der Etablierung der T-

Zelllinien gesammelt wurden, jeweils einzeln gemessen. Die Ergebnisse waren vergleich-

bar denen des ELISPOT Verfahrens. Patienten mit stabiler Transplantatfunktion wiesen 

unabhängig vom immunsuppressiven Protokoll in den Kulturüberständen sowohl IFN-γ als 

auch IL-10 auf, während T-Zelllinien aus Patienten mit chronischer Transplantatabstoßung 

fast ausschliesslich IFN-γ produzierten. Bezüglich der Menge an TGF-β lässt sich keine 

klare Aussage treffen. Dieses Zytokin wurde in ähnlichem Maße sowohl bei stabilen als 

auch abstossenden Patienten  beobachtet. Wir konnten damit nicht eindeutig die Ergebnisse 

anderer Studien bestätigen, die TGF-β als ein Zytokin mit eher regulatorischer Funktion 

gesehen haben (65, 71, 72). Dieses sollte dann in stärkerem Masse bei stabilen Patienten 

exprimiert werden. Andererseits könnte es aber ein profibrogenes und abstoßungsfördern-

des Zytokin sein (73), dass bei Patienten mit chronischer Abstoßung vorrangig vorzufinden 

wäre. Die Daten korrelieren mit den Ergebnissen anderer Gruppen bezüglich der Zuord-

nung der Th1- und Th2-geichteten Zytokine zur jeweils vorliegenden Abstoßung oder 

Transplantatakzeptanz. Als letztes sollten die T-Zelllinien auf der DNA-Ebene charakteri-

siert werden. Die Ergebnisse zeigten, dass die Expression der regulatorischen Genprodukte 

CD4, CD25, CTLA-4, Foxp3 und IL-10, die, wie andere Studien postulieren, essenziell für 

die Ausübung der Funktionen der regulatorischen T-Zellen sind (74-76), bei Patienten mit 

stabiler Transplantatfunktion unter Tacrolimus und MMF eineinhalb bis dreifach stärker 

exprimiert wurden als es bei denen unter CsA und MMF der Fall war. Dies sagt aus, dass 

der Anteil an regulatorischen Zellen im Blut bei Patienten unter Tacrolimus und MMF 

grösser ist als unter CsA und MMF, die Beobachtung, welche die bisherigen Annahmen 

bezüglich dieser Protokolle bestätigt. Bemerkenswert erscheint die Tatsache, dass der An-

teil der regulatorischen T-Zellen unabhängig davon war, ob bei einem Patienten eine In-

duktionstherapie mit ATG durchgeführt wurde oder nicht.  
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Somit hat die Etablierung der T-Zelllinien und ihre Charakterisierung erstmals gezeigt, 

dass die immunsuppressive Kombination aus Tacrolimus, MMF und Prednisolon ein The-

rapieregime ist, welches relativ wenig Nebeneffekte aufweist und die Ausbildung regulato-

rischer T-Zellen begünstigt. Diese Medikation stellt damit eine aussichtsreiche Perspektive 

für die Zukunft dar, weil sie mit relativ geringer Dosis und somit relativ nebenwirkungs-

arm die Ausbildung und Erhaltung der funktionellen Transplantattoleranz bei nierentrans-

plantierten Patienten fördert.  
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6. Beantwortung der Fragen 
6.1. Ist die vergleichende Analyse etablierter T-Zelllinien geeignet, eine Aussage zum 

Status der Patienten hinsichtlich einer stabilen Transplantatfunktion oder aber einer 

sich ausbildenden chronischen immunologischen Abstoßung zu treffen? 

Die eigentliche Methode der Etablierung der T-Zelllinien erlaubt es, die Situation im Kör-

per in vivo nachzuahmen. Durch die Methodik der Kultivierung der Zellkulturen und ihre 

Stimulation werden nur die Zellen gezüchtet, die für die Abstoßung bzw. für die stabile 

Transplantatfunktion verantwortlich gemacht werden, nämlich Subpopulationen der T-

Lymphozyten. Die Verhältnisse der Mengen an diesen Zellen bleiben durch die Kultivie-

rung beibehalten. Deswegen erlaubt uns die Etablierung der T-Zelllinien und ihre Analyse 

das Monitoring des Transplantatzustandes auf zellulärer Ebene.  
 

6.2. Sind mit den etablierten T-Zelllinien immunregulatorische Zellen in Patienten 

nachzuweisen?  

Durch die Charakterisierung der Zellen mittels verschiedenen Verfahren konnten die T-

Lymphozyten mit CD4+CD25+ Phänotyp, IL-10 Expression und erhöhter Aktivität im-

munregulatorischer Gene nachgewiesen werden. Diesen Zellen wird allgemein die regula-

torische Funktion und Induktion der Transplantattoleranz zugeschrieben. 

 

6.3. Welches Protokoll eignet sich am besten zur Vermeidung der chronischen Absto-

ßung? 

Die statistische Analyse des Transplantatzustandes der Patienten unter verschiedenen im-

munsuppressiven Protokollen hat gezeigt, dass die wenigsten Fälle des Auftretens der 

chronischen Abstoßung bei solchen Patienten auftraten, die Tacrolimus, MMF und Predni-

solon als immunsuppressives Regime erhalten haben. Ausserdem wurden in den im Rah-

men dieser Arbeit durchgeführten Experimenten gesehen, dass der grösste Anteil der T-

Zellen mit regulatorischen Eigenschaften mit dem Phänotyp CD4+CD25+ gerade bei die-

ser therapeutischen Kombination zu finden war. Anhand dieser Tatsache lässt sich vermu-

ten, dass sich dieses therapeutische Regime zur Vermeidung der chronischen Abstoßung 

am besten eignen könnte.  
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6.4. Welchen Einfluss haben die analysierten immunsuppressiven Therapieprotokolle 

auf das transplantatspezifische T-Zellrepertoire in den untersuchten Patienten? 

Die verschiedenen immunsuppressiven Protokolle beeinflüssen das T-Zellrepertoire in 

unterschiedlichem Maße. An den Ergebnissen der durchflusszytometrischen  und immun-

histochemischen Untersuchungen wurde gesehen, dass der grösste Anteil an CD4+CD25+ 

Zellen, denen die regulatorischen Fähigkeiten zugeschrieben werden, bei den Patienten 

vorkam, die Tacrolimus plus MMF plus Prednisolon als Immunsuppression bekommen 

haben. Bei den anderen Regimes, nämlich CsA plus MMF plus Prednisolon und CsA plus 

Prednisolon, war die Menge dieser Zellen viel kleiner. Somit scheint gerade die immun-

suppressive Therapie Tacrolimus plus MMF plus Prednisolon am besten die Ausbildung 

der regulatorischen T-Zellen zu fördern und damit die Induktion der Transplantattoleranz 

besonders günstig zu beeinflüssen. Dies könnte bedeuten, dass diese Medikation aufgrund 

des unter ihr höher ausgebildeten Anteils an CD4+CD25+ T-Zellen mit regulatorischen 

Eigenschaften schneller in ihrer Dosis reduziert werden kann, um damit weitere Nebenwir-

kungen der Immunsuppression zu vermeiden. 
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7. Zusammenfassung 
Heutzutage existieren verschiedene immunsuppressive Protokolle, die bei Patienten nach 

Nierentransplantation mit dem Ziel der Unterdrückung der immunologischen Abstoßungs-

reaktion eingesetzt werden. Welche von diesen Protokollen aber seine Aufgabe am besten 

verwirklicht, ist bis jetzt noch offen geblieben. Das relativ neue Präparat MMF findet zu-

nehmend im klinischen Alltag im Rahmen dieser Therapie seine Verwendung. In dieser 

Arbeit wurden die Funktionen regulatorischer T-Zellen aus Patienten nach Nierentrans-

plantationen unter MMF basierter Immunsuppression untersucht. Sie wurden mit Hilfe 

verschiedener Verfahren mit dem Ziel charakterisiert, die günstigste immunsuppressive 

Kombination zu finden und ihre Wirkungen auf zellulärer Ebene zu analysieren. Insgesamt 

wurde festgestellt, dass die T-Zelllinien aus Patienten mit chronischer Abstoßung vom 

Th1-Zytokin-Profil und die aus stabilen Patienten vom Th2-Muster geprägt waren. Dies 

verdeutlicht die Rolle der Th1-Zellen bei der Induktion und Aufrechterhaltung der chroni-

schen Abstoßung und die immunregulatorischen Eigenschaften der Th2-Zellen.  Alle T-

Zelllinien wiesen Spender-Peptid spezifische und signifikante Proliferationsaktivität, wo-

bei die Antwort bei den Zelllinien aus chronischen Patienten viel höher ausfiel. Diese Tat-

sache weist auf die besondere immunologische Aktivität der Th1-Zellen. Unter den T-

Zelllinien aus stabilen Patienten unter Tacrolimus, MMF und Prednisolon wurden viel 

mehr CD4+CD25+ Zellen mit regulatorischen Eigenschaften beobachtet als bei stabilen 

Patienten unter anderen therapeutischen Kombinationen, was darauf hinweist, dass dieses 

Regime insbesondere die regulatorischen T-Zellen fördert. Tatsächlich hat die statistische 

Analyse des längerfristigen Verlaufs der Transplantatsituation von den Patienten aus dieser 

Studie gezeigt, dass unter Tacrolimus, MMF und Prednisolon der geringste Anteil an chro-

nischen Abstoßungsreaktionen vorkam. Diese Tatsache könnte enorme Bedeutung für die 

Klinik haben, denn unsere Arbeit beweist erstmals auf zellulärer Ebene, dass gerade diese 

immunsuppressive Kombination die Toleranzmechanismen am stärksten fördert und somit 

am besten zum langzeitigen Transplantatüberleben beiträgt, wodurch sie in näherer Zu-

kunft das Therapieregime der Wahl werden kann. 
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9. Abkürzungsverzeichnis 

Abb.  Abbildung(en) 

AK  Antikörper 

APC  Antigen präsentierenden Zelle 

BSA  Bovine Serum Albumine 

bzw.  beziehungsweise 

ca.  circa 

CD  DifferenzierungscluPred 

CL  Cell Line (Zelllinie) 

CMV  Zytomegalie-Virus 

CR  Chronische Transplantatabstoßung 

cpm  counts per minute (Ereignisse pro Minute) 

CsA  Cyclosporin A 

DMSO  Dimethyl Sulfoxid  

ELISA  Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

ELISPOT Enzyme Linked Immunospot Assay 

Fa.  Firma 

FACS  Fluorescent activated cell sorter (Fluoreszenzzellsorter) 

FCS  fetales Kälberserum 

FITC  Fluoreszein-Isothiozyanat 

FK 506 Tacrolimus 

Gy  Gray 

HIV  Human immunodeficiency virus 

HLA  Human Leukozyt Antigen (Haupthistkompatibilitätskomplex beim Men-

schen) 

HRP  Horseradish Peroxidase (Meerrettichperoxidase) 

Ig  Immunglobulin 

IFN Interferon 

IL  Interleukin 

MHC  Major Histokompatibility Complex (Haupthistokompatibilitätskomplex) 

MMF Mycophenolat Mofetil 

MNZ Mononukleare Zellen  

NFAT Nuclear Factor of Activated T-Cells 
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NK-Zellen Natürliche Killer Zellen 

PBMC Periphere Mononukleare Zellen 

PBS  Phosphate Buffered Saline (phosphatgepufferte Kochsalzlösung) 

PCR Polymerase Chain Reaction (Polymerase Kettenreaktion) 

PE Phykoerythrin 

PHA Phytohämagglutinin 

Pred Prednisolon-Äquivalent 

RT Reverse Transkriptase 

SF stabile Transplantatfunktion 

Std Stunden 

TCR T-cell-receptor (T-Zell-Rezeptor) 

Th-Zelle T-Helfer-Zelle 

U Units (Einheiten)  

UNOS United Network for Organ Sharing 

u.a. unter anderem 

vs versus 
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