Aus der
Klinik fir angewandte Zelltherapie
der Christian-Albrechts-Universitét zu Kiel
Direktor: Prof. Dr. med. Fred Fandrich

TAIC = I

Untersuchungen zur Minimierung der immunsuppressiven Therapie bei
Lebendnierentransplantation mittels einer zellbasierten Methode
Spenderspezifische Toleranzinduktion nach Anwendung allogener und

autologer Regulatorzellen

INAUGURAL — DISSERTATION

Zur

Erlangung des medizinischen Doktorgrades
der Medizinischen Fakultat
der Christian-Albrechts Universitat

zu Kiel

vorgelegt 2014
von Thilo Maria Schulte

geboren in Essen



1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. F. Fandrich

2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. D. Kabelitz
Tag der mindlichen Prifung: Kiel, den 09.07.2015
Zum Ausdruck genehmigt: Kiel, den 21.05.2015

gez.: Prof. Dr. rer. nat. S. Schitze



Es ist nicht genug zu wissen,
man muss auch anwenden;
es ist nicht genug zu wollen,

man muss auch tun

Johann Wolfgang von Goethe



Inhaltsverzeichnis

ADDIAUNGSVEIZEICNNIS oo e Vi
TabellenNVerszeiChnis ..o IX
ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ooviiiiii e e X
L BEINIEITUNG ottt 1
1.1. Einflhrung in das Thema@ ........coooi i 1
1.1.1. RISET - Reprogrammierung des Immunsystems zur Etablierung von
B 0] == U o 2P 3
1.2. DS IMMUNSYSTEIM .....coiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e eenees 4
1.2.1. Pathogenese der chronischen Abstol3ungsreaktion ................ccccuvueennes 4
1.2.2. IMMUNTOIEIANZ.......uiiiiiiiiiiiiiiiti bbb ssasnesnnnennnnnnes 8
1.3, IMMUNSUPPIESSIVA ... .cceiieeeeiiiie et e e et e e e e e e e e s e e e e e e e e e e aaa e e eeees 11
1.3.1. Wirkungsmechanismus von Calcineurininhibitoren ................ccccccvveee. 12
1.3.2. Nebenwirkungsprofil von Calcineurininhibitoren..............cccccccviiiiinnnns 13
1.4. Die Transplantat-Akzeptanz induzierende Zelle............cc.coooovviiiiiiiiiiieneen. 14
O I =111 11= U1 o o N 15
1.4.2. Wirkmechanismus am IMmmUunNSYStEM .............uuuuuiiiimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnanns 16
2. FrageStellUNg . ... e it 18
3. Patienten, Material und Methode..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiies 20
G0 Y (1 [0 [T=T o [= XS] o | o O SRPPPPPPPN 20
3.1.1. EthiKKOMMISSION ..eevviiiiiieie e e e e e e e e eeeees 21
I - 11 T= 01 (= o PR 21
3.2.1. EINSCNIUSSKITEIIEN. .. .ueiiiie et e e e e e e e e eeeees 21
3.2.2. AUSSCNIUSSKIItEIIEN. ...ccoiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 22
3.3. UNtersuChUNQSZIEIE. .........oveeie e 23
3.4, StUdienProtoKOIl ... 24
3.4.1. ReKrutierungSphase ... 24
3.4.2. Screeningphase (6M — Tag -16) ......ccccoiiiiiiiiiiiii e 25
3.4.3. Injektionsphase (Tag -5)...cccuuiiiiiiiiiiii e 25
O ] = L (o b= L o F= LT PR 26
3.4.5. AMbBUIaNte PRASE .........ccooiiiiiiiieec e 26
3.5. Reduktionsschema zum Immunprotokoll .............ccooeiiiiiiiiiii e 26



3.6. DAteNerNEDUNG ... 27

3.6.1. NIEIrenNDIOPSIE ...ccoviiiiiiiiiiiiieeee e 27
3.6.2. DUrchfluSSZYIOMELII© ......oe e e e e e e 28
R ST T Y o111 (o] 1 0 T=T 6o == 11 o PR 29
3.6.4. MLC- MCA . ... 29
3.6.5. KryOKONSEIVIEIUNG.....coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 30
3.7. VersuchsmediKation ... 30
3.7.1. Gewinnung allogener TAIZ— ZelleNn ...........oouuuiiiiiieieiiieieee e, 31
3.7.1.1. “Buffy- Coat’— Praparation ................cccccueeeemmmimimmmmiiiiiiiiiiiineiinneennnns 31
3.7.1.2. TAIZ- InkubationSMedi€N ..........ccooviiiiiiiiiiee e 32
3.7.1.3. TAIZ- GENEIEIUNG ....ccceieiiiiiiie e e eeee et e e e e e e e e 34
3.7.2. Gewinnung autologer regulatorischer T- Zellen...........ccccccceeevvieeeeennnnn, 35
3.7.3. CO- KUIIVIEIUNG ...cooeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 35
R A =11 1= 4 o (SRR 36
o 1= o1 11T = USRI 37
4.1. Rekrutierung und Behandlung der Studienteilnehmer ...............ccccevvvvnnnnnnn. 37
4.2. Ergebnisse der einzelnen Studienteilnehmer..........ccccccciiinnn. 38
4.2.1. Studienpatient CRG KI/TO3/POL.......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee 38
4.2.1.1. PatienteninfOrmMation ...............uueeeeeeemmmeniiiiiiiiiiiieeiieeee. 38
4.2.1.2. StUAIENVEIIAUT ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e nnneennee 38
4.2.2. Studienpatient CFH KI/TO3/PO2 ........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeeeeeeeeeee 43
4.2.2.1. Patienteninformationen ............coovviiiiiiiiii e 43
4.2.2.2. StUAIENVEIIAUT ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eeseneennne 43
4.2.3. Studienpatient WG KI/TO3/PO4 .......ccoooeeiiiieie e 45
4.2.3.1. Patienteninformation .................uueeeeeemmmmeiiiiiiiieeeeeees 45
4.2.3.2. StudienVerlauf.........oooriiiiiii e 45
4.2.4. Studienpatient AG KI/TO3/PO5 ......coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 47
4.2.4.1. PatienteNanamNESE ........uuuuuuuuuuunnnrnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnennenenennnnnne 47
4.2.4.2. Studienverlauf.........ooooii 48
4.2.5. Studienpatient FI KI/TO3/PO8 ........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeieeeeeeeeeeeeeeeee 49
4.2.5.1. PatientenNanamNeSe ..........uciiieeeeeiieeeiiiiie e e e e e e eeeeein e e e e e e e eeeennnns 49
4.2.5.2. Studienverlauf..........oooiiii e 49

5. DISKUSSION ...ttt e e e e e e et e e e bb i r e e e e e e eeaaae 54
6. ZUSAMMENTASSUNG ...ettiiiiiiiiiiiiiiiiiietiiieibibbbb bbb bnbbbbebennnnnnene 60



AR VL0 ITsT 0 V=] L (=] o PO 62

7.1, VEISUCNSZENIIEN ..o 62

7.2, UNLErstltZeNde ZENIIrEN ........iii et e e e e e e e eeennes 62
8. Anhang der verwendeten Materialien ............coovviiiiiiiiiii e 63
9. LiteraturVerZEICHNIS ....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiib bbb nnnseenene 65
OB F- 1 G Y= To 10 1 o = I 77
11, CUITICUIUM VITAE et 78
D2 T o] 11 €= 14 o ¥ =] o SR 79

Vi



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz in Deutschland in % (Quasi,

AN TS ST 00 PSR 1
Abb. 2: Kaplan-Meier Schatzung zum Uberleben von Nierentransplantaten unter
Cyclosporin-Immuntherapie (Pascual et al. (2003))........ccccvvvviiiiieeereennnns 2
Abb. 3: Representative phenotypische Durchflusszytometrie der applizierten
Studienmediaktion von Patient CFH ..., 28
Abb. 4: Schematische Darstellung der TAIC Herstellung nach GMP-Bedingungen
................................................................................................................ 31
Abb. 5: Reduktionsschema der Immunsuppression bei Pat. CRG...................... 40
Abb. 6: Ubersicht Kreatininspiegel vs Immunsuppression bei Pat. CRG ............. 41
Abb. 7: Nierenbiopise, PAS gefarbt, von Pat CRG in der 24 Woche ohne
Nachweis einer AbstoBungsreaktion, 100fach vergro3ert ...................... 41
Abb. 8: Nierenbiopsie, Woche 50, von Patient CRG mit dem histologischen
Nachweis der Akkumultation von Lymphozyteninfiltraten, 100fach
A= (o | (o] K= o PSP 42
Abb. 9: Nierenbiopsie, Woche 50, von Patient CRG mit dem histologischen
Nachweis der Akkumultation von Lymphozyteninfiltraten, 200fach
VEIGIOMBRIT ..o 42
Abb. 10: Spezifisches Anti-Spender Reaktions Bestimmung bei Patient CRG
mittels MLC, Woche 60, anhand des Proliferationsindex (f), der IL- 2
Sekretion (g) und der IFN- y Produktion. Der Vergleich erfolgte gegen ein
Full-Missmatch und ein neutrales Medium als Kontrollgruppen.............. 42
Abb. 11: Reduktionschema der Immunsuppresion bei Patientin CFH .................. 44
Abb. 12: Tacrolims-Talspiegel im Vergleich zum Kreatininspiegel bei Patientin CFH
................................................................................................................ 44
Abb. 13: Immunsuppressives Protokoll von Patient WG.............ccccooeeeeeiviiiiinnnnnnn. 46
Abb. 14: Tacrolims-Talspiegel im Vergleich zum Kreatininspiegel bei Patient WG47
Abb. 15: Reduktionschema der Immunsuppression bei Patient AG..................... 48
Abb. 16: Tacrolims-Talspiegel im Vergleich zum Kreatininspiegel bei Patient AG 49
Abb. 17: Reduktionschema der Immunsuppression bei Patient Fl........................ 50
Abb. 18: Tacrolims-Talspiegel im Vergleich zum Kreatininspiegel bei Patient FI..51

Vil



Abb. 19:

Abb. 20:

Abb. 21:

Abb. 22:

Nierenbiopsie, PAS gefarbt, von Patient FI, 24 Woche, ohne Nachweis
einer AbstofRungsreaktion, 100fach vergrofB3ert..........ccccvvvvvvviiniieeeeeeennns 51
Nierenbiopsie, PAS gefarbt, von Patient FI, 54 Woche, ohne Nachweis
einer AbstofRungsreaktion, 100fach vergroBert...........ccccvvvvviiiieeeeeeennnns 52
Zielaufnahme, Nierenbiopsie, PAS gefarbt, von Patient Fl, 54 Woche,
Balken B00HM ... 52
Spezifische Anti-Spender-Reaktions-Bestimmung bei Patient FI mittels
MLC, Woche 1, 26, 29 und 40, anhand des Proliferationsindex (f), der IL-
2 Sekretion (g) und der IFN- y-Produktion (h). Der Vergleich erfolgte
gegen ein Full-Missmatch, Klasse-l Missmatch und ein neutrales Medium

AlS KONEIOIGIUPPEN ...t 53

VI



Tabellenverszeichnis

Tab. 1:

Tab. 2:

Tab. 3:

Tab. 4:

Tab. 5:

Strategien zum Schutz vor Langzeit - Transplantatversagen (Pascual et al

20 ) 3
Histologische Einteilung der chronischen Transplantatnephropathie nach
der Banff-Klassifikation ( Solez et al 2007) .......cccovveeeiiiiiiiiiiiiieee e, 5

Immunologische und nicht-immunologische Faktoren der chonischen
Transplantaten-phropatie (Lie et al 2009) .........ccovvrviiiiiiiiiiiieeeeeeeie e 6
Charakteristika der Spender/Emfpanger und empfangerspezifische
StudienMedi-KatioNSAOSIS .......ccovveeiiiiiiiee e 37
HLA-Ubereinstimmungen, Blutgruppen und Crossmatches der

SUAIENPAATE ......cceeieeeeeece e e e e e et e e e e e e e e e et e e e e e eeeeeanne 38



Abkirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ABO Blutgruppen A,B,0

AB serum Serum der Blutgruppe A und B

ADR Acute Drug Reaction

AAE Adverse Event

AEs severe Adverse Event

AMG Arzneimittelgesetz

APZ Antigen prasentierende Zelle

ATG Anti-Thymozyten-Immunglobulin

bzw. beziehungsweise

CD Cluster of Differentiation

CDC Complement Dependent Cytotoxity

Cl Chlor

ClLcr Kreatinin Clearance

CNI Calcineurininhibitoren

CO2 Kohlenstoffdioxid

CsA Cyclosporin A

CSF Colony stimulating factor

CTN chronische TransplantatabstoR3ung

DI Deziliter

DMSO Dimethylsulfoxid

DPBS Dulbecco PBS

DTT Dithiothreitol

EBV Ebstein-Barr Virus

EKG Elektrokardiogramm

ELISA Enzyme Linked Immunabsorbent Assay

ESRD End- Stage Renal Disease / Chronisches
Nierenversagen

ET Eurotransplant

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

FI. Flasche

g Gramm

X



G
GMP

h

HBV
HD/ HDF
HCV

HF

HIV

HLA
HSA

kg

KG

Kl

KMT

IFN-y
rh-IFN-y
19G

IgM

IL-2
max.
M-CSF
rhM-CSF
mg
mind.

mi

MLA
MLC
mM
MMF

Na
NF-AT
ng

oD

Zentrifugalbeschleunigung

Good Manufacturing Practice
Hour / Stunde

Hepatitis B Virus

Hamodialyse / Hamodiafiltration
Hepatitis C Virus

Hamofiltration

Humanes Immundefizienz Virus
humanes Leukozyten Antigen
Humanes Serum Albumin
Kilogramm

Korpergewicht

Kiel

Knochenmarktransplantation
Liter

Interferon- y

rekombinantes IFN-y
Immunglobulin G

Immunglobulin M

Interleukin-2

maximal

Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor
rekombinantes humanes M- CSF
Milligramm

mindestens

Milliliter

Gemischtes Lymphozyten Antigen
Gemischte Lymphozyten Kultur
Millimeter
Mycophenolatmophetyl (Cellcept)
Natrium

Nuclear factor of aktivatet T-Cells
Nanogramm

am Tag

Xl



oM
ON
PBMC
PBS
PCMO
PD
pos.
RISET

RPMI
RRT
spez.
S.0.
Tab.
TAIZ | TAIC
TCR
TPG
Treg.

U

U

UK S-H
ZMV
Mg

I

z.B.

am Morgen

am Abend

Peripheral Blood Mononuclear Cells
Phosphate Buffered Saline
Progammierbare Zelle monocytaren Ursprungs
Peritonealdialyse

positiv

Reprogramming the Immune System for Estab-
lishment of Tolerance

Roswell Park Memorial Institute

Renal Replacement Therapy

spezifisch

siehe oben

Tabelle

Transplantat Akzeptanz - induzierende Zelle
T- Zellen Rezeptor (T-cell receptor)
Transplantationsgesetz

Regulatorische T-Zelle

Units / Einheiten

International Units

Universitatsklinikum Schleswig — Holstein
Zytomegalie Virus

Microgramm

Mikroliter

zum Beispiel

Grad Celsius

eingetragenes Warenzeichen

Xl



1. Einleitung

1.1. Einfuhrung in das Thema

Die Nierentransplantation ist heutzutage ein akzeptiertes Verfahren zur Behand-
lung einer Vielzahl chronischer Nierenerkrankungen (Abb 1). Dabei zahlt sie neben
den heute angewandten Dialyseverfahren (HD, HF, HDF, PD) nicht nur zu den
etablierten und akzeptierten Methoden der Nierenersatzverfahren (RRT) bei termi-
nalem Nierenversagen (ESRD), sondern als die Therapieform der ersten Wahl. Die
Organtransplantation ist im Vergleich zu den anderen Methoden nicht nur fir den
Patienten, sondern auch aus 6konomischer Sicht die Therapie der ersten Wahl.
(Quinn et al 2007; Winkelmayer et al 2002; Croxson und Ashton 1990).

Patienten mit chronischem Nierenversagen stellen gegenwartig weltweit die Grup-
pe mit dem grol3ten Prévalenzanstieg der lebensbedrohlichen Erkrankungen
(Coresh et al 2008). Diese Entwicklung ist vor allem auf die immer alter werdende
Bevolkerung der Industrielander und der damit steigenden Zahl von Erkrankungen
wie Diabetes, Hypertonie und anderen kardiovaskularen Erkrankungen zuriickzu-

fuhren.

15%

M Diabetes

M Arterielle Hypertonie
OChron. Glomerulonephritis
O Interstitielle Nephritis

O Polyzystische

DEieanet.rll((rankung
259% nalgetika

W Vaskulitis
O Unklare Atiologie

Abb. 1: Ursachen der terminalen Niereninsuffizienz in Deutschland in % (Quasi, Niere 2004)



Durch die Entwicklung und den Einsatz von immer neuen Immunsupressiva wurde
in den letzten Jahrzehnten ein deutlicher Fortschritt in der Unterdriickung und Be-
handlung akuter Abstof3ungsreaktionen erziehlt. Jedoch sind die Ergebnisse in
Hinsicht auf das Langzeitliberleben nach Nierentransplantation in den letzten Jah-
ren unverandert. Das mittlere Langzeittransplantatiiberleben liegt derzeit bei ca.
10-15 Jahre (Sola et al 2010).

5 100
© -
=
Ca 90 Lebendspender
.
~E 80-
@ — -
£< 9] .
Qs Leichenspender
e -
Qo
g
§ 50 T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Jahre nach Transplantation

Abb. 2: Kaplan-Meier Schatzung zum Uberleben von Nierentransplantaten unter Cyclosporin-
Immuntherapie (Pascual et al 2003)

Dabei sind 6 % der jahrlichen Transplantatverluste auf eine progressive Ver-
schlechterung der Organfunktion zurlckzufiihren und somit muften 20% der zur
Verfigung stehenden Organe zur Re-Transplantation verwendet werden. Somit
verscharft sich die Diskrepanz zwischen Organspende und Organbedarf.

Die Notwendigkeit zur Entwicklung neuer Strategien zur Unterdrickung der Im-
munantwort ist der Tatsache geschuldet, dass aktuelle Immunsuppressiva das Ri-
siko einer LangzeitabstoRung nicht verhindern und diese Therapie das Risiko von
unerwinschten Begleiterkrankungen erhdht. Langzeitergebnisse zeigen, dass die

meisten Patienten nach einer Nierentransplantation nicht als Folge der eigentlichen



Transplantation, sondern auf Grund der Nebenwirkungen der immunsuppresiven
Medikation sterben.
Die kontinuierliche Verbesserung des Transplantattuiberlebens ist daher eine der

vorrangigen Aufgaben in der aktuellen Kklinischen Forschung auf dem Gebiet der

Transplantationsmedizin.

Derzeitige Strategien

Zukiinftige Strategien

Verbesserungen im perioperativen Mana-
gement (Verringerung der frilhen Trans-
plantatschddigung)

Pharmakologischer Schutz vor akuter Absto-
Bung

Behandlung der schweren oder refraktaren
Abstofsung

Vermeiden von Calcineurin-Inhibitoren oder
Kortikosteroiden

Induktion von spenderspezifischer Hypo-
Reaktionsfahigkeit (nur minimale Erhal-
tungsimmunsuppression erforderlich)

Induktion und Erhaltung von Toleranz (keine
Erhaltungsimmunsuppression erforder-

Definition der optimalen Langzeitdosierung lich)
von Calcineurin-Inhibitoren

Absetzen der Kortikosteroide bei stabilen
Patienten

Behandlung von Hypertension und Hyperli-

pidamie

Tab. 1: Strategien zum Schutz vor Langzeit - Transplantatversagen (Pascual et al 2003)

1.1.1. RISET - Reprogrammierung des Immunsystems zur Etablierung von

Toleranz

Das RISET- (Reprogrammierung des Immunsystems zur Etablierung von Tole-
ranz) Programm wurde 2005 im Rahmen des Sixth Framework Programm (FP6)
von der Europaischen Union auf Grund immenser internationaler Bemuhungen,
Konzepte zur Induktion Spender-spezifischer Toleranz zu entwickeln, aufgestellt
und finanziert. Dabei handelt es sich um ein multinationales Forschungsprogramm,
welches sich zur Aufgabe gemacht hat, experimentelle Fortschritte im Bereich der
Toleranzinduktion in der Transplantationsmedizin zu férdern und in den klinischen
Gebrauch zu integrieren (RISET).

Die TAIC — Il Studie wurde von RISET unterstitzt und im Rahmen dieses For-
schungsprogrammes aufgesetzt, um die Anwendbarkeit und Wirkung sogenannter
immunregulatorischer Zellen in Bezug auf die Reduktion der Immmunsuppression

bei der Nierenlebendspende im klinischen Gebrauch zu Gberprifen.



1.2. Das Immunsystem

Eine Ubertragung von allogenem (genetisch verschiedenem) Gewebe fiihrt immer
zu einer Immunreaktion. Besondere Bedeutung kommt dabei neben dem ABO-
Blutgruppensystem vor allem dem Human-Leukocyten-Antigen (HLA) System zu.
Die HLA-Antigene, codiert durch Gene des Haupthistokompatibilititkomplexes
(MHC), lassen sich auf der Oberflache kernhaltiger Zellen lokalisieren und sind
primare Ausloser und Ziel der immunologischen Abwehrreaktion gegen ein Trans-
plantat. Dabei bestimmt die Ubereinstimmung der Gewebemerkmale des HLA-
Systems die Vertraglichkeit des Spenderorgans durch den Empfanger. Jedoch
auch bei vollstandiger Ubereinstimmung dieser Alloantigene kommt es im Verlauf
zu einer AbstofRungsreaktion. Dabei spielen die Oberflachenmarker, die nicht
durch MHC — Molekile codiert werden, sogenannte minor Histokompatibilitdsanti-
gene (mMHAQ) eine zentrale Rolle. Diese Oberflachenmolekile auf dem Transplan-
tat werden durch die T-Lymphozyten des Empfangers als fremde Molekile er-
kannt. Diese als Alloreaktivitat beschriebene Reaktion fihrt zu einer Aktivierung
unterschiedlichster T-Zell Subtypen und zur Destruktion des Transplantatgewebes
(Sayegh et al 1994).

1.2.1. Pathogenese der chronischen AbstoRungsreaktion

Die chonische Transplantatabstof3ung stellt die haufigste Ursache fir den vorzeiti-
gen Organverlust nach Langzeitiiberleben eines Transplantates (Transplantatiiber-
leben von mehr als einem Jahr) dar und ist definiert als eine fortschreitende Trans-
plantatverschlechterung, welche durch eine immunsuppressive Therapie nicht
vermieden werden kann. Sie tritt meist nach Monaten oder Jahren auf und ist ge-
kennzeichnet durch eine stetige Verschlechterung der Funktion des transplantier-
ten Organs bis hin zum terminalen Transplantatversagen. Neben den klinischen
Anzeichen, bedingt durch einen kontinuierlichen Anstieg der Retentionsparameter,
haufig in Kombination mit einer arterieller Hypertonie und Proteinurie, ist die chro-
nische TransplantatabstofRung histopathologisch durch das Auftreten von mono-
nuklearen Zellen in Glomeruli und peritubularen Kapillaren, sowie durch eine in-

terstitielle Fibrose und Tubulusathrophie gekennzeichnet.



Die Einteilung des Schweregrades erfolgt anhand der Banff-Klassifikation (Solez et
al 2007).

EINTEILUNG DER CHRONISCHEN TRANSPLANTATNEPHROPATHIE

Milde interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie ohne (a) oder mit (b) spezifischen Ver-

Grad |

anderungen, die auf eine chronische Rejektion hinweisen
Grad Il Moderate interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie (a) oder (b)
Grad Il Schwere interstitielle Fibrose und Tubulusatrophie (a) oder (b)

Tab. 2: Histologische Einteilung der chronischen Transplantatnephropathie nach der Banff-
Klassifikation (Solez et al 2007)

Histopathologisch wird die chronische Transplantatnephropathie in eine frihe und
eine spate Phase unterteilt. Im Gegensatz zur spaten Phase zeichnet sich die fri-
he Phase - umfaldt den Zeitraum des ersten Jahres nach Transplantation - durch
einen tubulointerstitiellen Schaden aus. Die Spatphase der chronischen Transplan-
tatnephropathie wird durch die arteriolare Hyalonose und die Glomerulosklerose

gepragt (Banasik und Klinger 2005).

Gekennzeichnet durch die Infiltration von mononuklearen Zellen Uberwiegt im Ver-
gleich zur Gewebeinfiltration durch T-Lymphozyten bei der akuten AbstoRungsre-
aktion bei der chronischen Transplantatabstof3ung die Infiltration durch Monozyten
und Makrophagen. Der Pathomechanismus des chronischen Transplantatversa-
gens ist dabei sehr komplex und noch nicht vollstandig verstanden. Er beinhaltet
jedoch eine Reihe immunologischer und nicht-immunologischer Faktoren (Li und
Yang 2009).



Causes of allograft injury”

Immunologic (Antigen Dependent) Nonimmunologic (Antigen Independent)

Cellular immunity Organ viability

direct versus indirect allorecognition donor senescence

donor-host mismatch donor age

subclinical inflammation prolonged cold ischemic time

co-stimulatory signaling delayed graft function/acute tubular necrosis

inadequacy of immunosuppression living versus deceased
Humoral immunity reduced renal mass

antibody-mediated rejection donor brain injury

previous sensitization Treatment
Infection drug toxicity

CMV Recipient factors

BK polyomavirus lipid disorders

diabetes

recurrent disease
compliance
hypertension
obstruction

Tab. 3. Immunologische und nicht-immunologische Faktoren der chonischen Transplantaten-

phropatie (Lie und Yang 2009)

Bei der Entwicklung der Transplantatnephropathie spielt unter den nicht-
immunologischen Faktoren wie die Viabilitdt des Organes (Kalte Ischamiezeit, Re-
perfusionsschaden, Spenderkriterien) oder des Empfangers (arterielle Hypertonie,
Diabetes mellitus oder die Proteinurie), vor allem auch die Nephrotoxizitat der Cal-
cineurininhibitoren eine wesentliche Rolle (Walli und Weir 2008). Aus diesem
Grund ist ein wesentlicher Bestandteil neben der Therapie der chronischen Trans-
plantatnephropathie durch den Versuch der Reduktion der immunsuppressiven
Therapie, die Behandlung der anderen nicht-immunologischen Faktoren
(Pascual et al 2003).

Neben den nicht-immunologischen Faktoren sind auch immunologische, alloanti-
gen- abhéngige Faktoren an der chronische Transplantatabstof3ung mit beteiligt
(Barth et al 1998).

Dabei sind nach derzeitigem Wissen sowohl humorale (getriggert durch Antikdrper)
als auch zellulare (getriggert durch Lymphozyten) AbstolRungsmechanismen des
menschlichen Immunsystem an der Immunreaktion beteiligt. Neben der durch T-
Zell Aktivierung, die dabei als zentrales Ereignis in der Aktivierungskasakade der
chronischen TransplantatabstoRung eine Rolle spielt, und Makrophagen vermittel-
ten Immunantwort vom verzogerten Typ fuhren Zytokinausschuttungen und die
durch B-Lymphozyten bedingte Antikérperbildung zur chronischen Entziindungsre-
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aktion und folgedessen zur kontinuierlichen Fibrosierung des Transplantates. Da-
bei dominiert die T-Zell Aktivierung, wobei die Erkennung von Alloantigenen durch
alloreaktiver CD4" T-Zellen zur Sekretion von Zytokinen zu zytotoxischen Ef-
fektormechanismen fihrt. Dazu gehort die Rekrutierung von Effektorzellen wie
CD8" T-Lymphozyten, natirlichen Killerzellen (NK-Zellen), Makrophagen und B —
Lymphozyten.

Die Alloantigenerkennung kann dabei tber zwei vollig unterschiedliche Wege er-
folgen, dem direkten und dem indirekten Aktivierungsweg (Whitelegg und Barber
2004). Der direkte Weg wird durch sogennante “passanger Leukozyten aktiviert.
Dies sind spendereigene professionelle antigenprasentierende Zellen die mit dem
Transplantat ins Blut des Empfangers transfundiert werden, und durch Présentati-
on allogener MHC — Molekile von alloreaktiven T-Lymphozyten als fremd erkannt
werden (Ali et al 2013). Dabei wird angenommen, dass die direkte Aktivierung der
T-Lymphozyten vor allem bei der akuten Abstol3ungsreaktion eine Rolle spielt.

Die indirekte Alloantigenerkennung, dessen Rolle bei der chronischen Transplan-
tatabstoRung lange Zeit vernachlaligt worden ist, bekommt jedoch nun zuneh-
mend Beachtung im Verstandnis der Pathopysiologie der chronischen Absto-
Bungsreaktion. Dabei entspricht die indirekte T-Zell Aktivierung dem der normalen
Antigenerkennung (Szabolcs et al 2012). Exogene, mit dem Transplantat einge-
schwemmte allogene Antigene (I6sliche MHC-Molekuile) werden durch empfanger-
eigene antigenprasentierende Zellen aufgenommen. Nach Prozession der Antige-
ne, konnen die Peptide auf empfangereigenen MHC- 1l Molekillen von APC- Zellen
prasentiert werden und somit zur Aktivierung von CD4" T-Lymphozyten fiihren.
Durch Aktivierung von CD4" T-Lymphozyten kommt es zu einer funktionell gegen-
satzlichen Aufteilung (Dichotomie der T-Helferzellen) in Tyl- und Ty2- Lymphozy-
ten. Die Aufteilung erfolgt dabei anhand der Zytokine, welche durch die jeweiligen
Lymphozyten produziert werden. Die Tyl- Lymphozyten sind an der zellularen Im-
munantwort beteiligt. Durch Ausschittung von Interleukin- 2, INF- y und TNF- o
kommt es zur Aktivierung und Differentierung von Makrophagen, die wiederum
durch Ausschittung von Zytokinen die Polarisierung von Tyl-Lymphozyten herbei-
fuhren und durch Ausschittung von Chemokinen weitere Zellen ins Gewebe lo-
cken. Lymphozyten vom Typ Ty2 hingegen regulieren durch Sekretion von IL- 4,
IL- 5, IL- 6, IL- 10 und IL- 13 die Aktivitat von B-Lymphozyten.



Die Dichotomie der T-Helferzellen gilt auch fiir die CD8" T-Zellen (Mosmann et al
1986).

1.2.2. Immuntoleranz

Die Erforschung der immunologischen Toleranz bleibt so etwas wie der “Heilige
Gral“ in der Transplantationsimmunologie und Transplantationsmedizin.

Naturlich auftretende Toleranz ist bereits mehrfach beschrieben und ist meistens
bei Patienten zu beobachten, welche die immunsuppressive Therapie eigenstandig
abgesetzt haben. Dabei weisen ca. 10% eine spontane Immuntoleranz gegen das
Empfangerorgan auf (Burlingham et al 1995).

Unter Immuntoleranz versteht man das Ph&nomen der spezifischen Areaktivitat
des Immunsystems oder die Unterdriickung der Antikdrperbildung, welche durch
Verabreichung eines Antigens (Transplantat) hervorgerufen wird (Hasek 1965).
Dabei kommt es zur Unterdriickung der Immunantwort des Empfangers gegenuber
dem spenderspezifischen Antigen bei ansonsten vollstandigem Erhalt der Im-
munkompetenz des Wirts.

Bereits 1953 beschrieb Medawar das Prinzip der postnatal induzierten Immuntole-
ranz. Die Applikation von allogenen Milzzellen eines zweiten Stammes bei neuge-
borene Mausen mit unausgereiftem Immunsystem fuhrt dabei zu einem dauerhaf-
ten Uberleben eines spéter transplantierten Hauttransplantates und somit zu einer
spezifischen allogenen Immuntoleranz gegeniiber dem zweiten Stamm (Billingham
et al 1953).

Seitdem sind viele Versuche unternommen worden dieses Phanomen auf den
Menschen zu Ubertragen und in die Klinik zu Gberfuhren. Die Umsetzung in den
klinischen Gebrauch ist jedoch nur von geringem Erfolg gepragt (Mc Curry et al
1995, Rutella und Lemoli 2004) Einige der derzeit verfolgten Strategien zur Tole-
ranzinduktion sind die Blockade von T-Zell Kostimulationen, Induktion von ge-
mischtem Chiméarismus, die spezifische T-Zell Depletion oder der Toleranzindukti-
on mittels spezifischer regulatorischer T-Zellen, wobei die Strategien in zwei Kate-
gorien unterteilt werden konnen: die Toleranzinduktion durch Knochenmarktrans-
plantation (KMT) und ohne Knochenmarktransplantation (Ashton-Chess et al
2006).



Dabei spielen immunologische Mechanismen wie die klonale Deletion, die klonale
Anergie, die Unterdrickung, die Ignoranz und die Immundeviation eine entschei-
dene Rolle (Fuchs 2014, Sykes 2009). Die aktiven Prozesse sind dabei von we-
sentlicherer Bedeutung bei der Toleranztinduktion, als die bloRe Abwesenheit einer

Immunreaktion.

Die Knochenmarkstransplantation fuhrt durch Etablierung eines gemischten dau-
erhaften Makrochimerismus zur vollstandigen spenderspezifischen Toleranzinduk-
tion. Dabei entsteht ein kompletter hamatopoetischer Chimerismus, der durch ei-
nen vollstandigen Austausch der Empfangerleukozyten gegen Spenderleukozyten
definiert ist und durch kombinierte myeloablative Konditionierung des Immunsys-
tems und anschlieBende KMT erfolgt (Blaha et al 2005). Hingegen entsteht der
gemischte hamatopoetische Chimerismus durch KMT nach Konditionierung des
Immunsystems durch sogenannte non-myeloablative Verfahren (Pascual et al
2003). Dabei entsteht eine Ko-Existenz von Spender- und Empfangerleukozyten,
wobei per Definition der Anteil an Spenderlymphozyten mindestens 5% betragen
Mmuss.

Die Lymphozyten des Spenders gelangen in den Thymus und induzieren durch
negative Selektion einen intrathymalen Spenderchimerismus (Asthon-Chess et al
2006). Das fruhzeitige Erkennen spenderspezifischer Antigene wahrend der Rei-
fung und dem Absterben durch Apoptose beschreibt den Mechanismus der zentra-
len Toleranz durch klonale Deletion. Zur Einnistung der allogenen Stammzellen ist
jedoch neben der zentralen Toleranz auch die durch T-Zellen vermittelte periphere
Toleranz von Bedeutung (Sachs et al 2009). Dabei ist die Kompatibilitat von MHC-
Antigenen zwischen Knochenmark- und Organspender der Schlussel zur Trans-

plantattoleranz durch gemischten Chimerismus (Jager et al 2002).

Die zentrale Toleranz durch Makrochimerismus ist dabei die robusteste und be-
standigste derzeit zu erreichende Form (Fuchs 2014), jedoch sind die Umsetzung
in den Klinischen Gebrauch und Anwendung in der Transplantationsmedizin auf
Grund der schweren Toxizitat und dem einhergehenden Komplikationsrisiko, wie

der Graft versus Host — Reaktion, nicht moéglich.



Strategien zur Toleranzinduktion ohne Knochenmarktransplantation beinhalten die
T- Lymphozyten Depletion, die Blockade der Co-Stimulation oder die Stimulation
regulatorischer T-Zellen (Knechtle 2005). Diese Strategien greifen im Wesentlichen
in die Funktion der peripheren Toleranz ein, wobei hier immunologische Mecha-
nismen wie die klonale Anergie, die Unterdriickung oder die Ignoranz beteilig sind
und wodurch in der Peripherie die immunsuppressive Reaktion unterdriickt und
reguliert wird. Im Vergleich zur zentralen Toleranz, bedingt durch klonale Deletion,
kann diese Form der Toleranz jedoch nicht dauerhaft garantiert werden, da mégli-

che Infektionen Einfluss auf den Toleranzstatus nehmen kdénnen (Fuchs 2014).

T-Zell Depletion kann mittels Lymphozytenirradition oder durch die Verwendung
von mono- bzw polyklonalen Antikdrpern erreicht werden. Klinische Studien zur
Anwendung von Lymphozytenirradition haben jedoch nur einen geringen Erfolg
aufgewiesen (Strober 2000), weshalb der klinischen Anwendung nur wenig Bedeu-
tung beigemessen wird (Ashton-Chess et al 2006). Mehr Bedeutung wird den Anti-
kérpern zugesprochen, wie dem Anti- CD3 Immunotoxin oder dem Anti-CD52 Anti-
korper. Jedoch lasst sich eine vollstandige Immuntoleranz damit nicht induzieren.
Heutzutage angewand, ermdglicht es die Reduktion von immunsuppressiven The-
rapie-Schemata. Infektionsraten und die Inzidenz von malignen Begleiterkrankun-
gen unterscheiden sich jedoch nicht wesentlich von denen derzeit angewanter
Schemata (Knechtle 2005).

Die Toleranzinduktion durch Blockade der Co-Stimulation konnte in Tierexperimen-
ten einen Status der Immuntoleranz herbeifiihren. Die Blockade des B7 — CD28
Induktionsweg, durch CTLA4- Immunglobulin oder anti- B7 Antikérper, in Kombina-
tion mit der Blockade des CD40 — CD154 Induktionsweg, durch anti- CD154 oder
anti- CD40 Antikorper fuhrte zu einem Langzeittransplantatiiberleben jedoch nicht
zu einer Transplantattoleranz. Akute Abstol3ungsreaktionen konnten durch eine
fortlaufende Therapie verhindert werden (Kirk et al 1999). Bei dem Versuch der
klinischen Anwendung kam es jedoch zu einer gehauften Anzahl von akuten Ab-
stoRungsreaktionen und thrombo-embolischen Ereignissen (Knechtle 2000). Wei-
tere Co-Stimulationsblocker, wie der anti- CD28 Antikdrper weisen vielverspre-
chende Ergebnisse auf, missen aber noch in der klinischen Anwendung getestet
werden (Vanhove et al 2003).
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Derzeit angewandte Co- Stimulationsblocker wirken daher eher als Immunsupp-

ressivum, als ein Medikament zur Toleranzinduktion.

Eine weitere Strategie zur Induktion von Transplantattoleranz ist die Stimulation
von regulatorischen T-Lymphozyten. Die Knochenmarktransplantation hat den
Stellenwert des vielstammigen stabilen Chimerismus bewiesen, jedoch verbleibt
unklar, welcher zellulare Mechanismus fir die Toleranzinduktion im wesentlichn
verantwortlich ist. Dabei bleibt zu klaren, ob eventuell nur eine bestimmte Subpo-
pulation von Spenderzellen notwendig ist Toleranz zu induzieren. Durch Applikati-
on von spenderspezifischen Zellen ist die Induktion eines temporaren peripheren
Mikrochimerismus maoglich.

Neue Methoden sind dabei in-vitro mit M-CSF und IFN- y kultivierte, vom Trans-
plantatspender gewonnen Zellen monozytaren Ursprungs (Fandrich et al 2004).
Durch Co-Kultivierung mit regulatorischen T-Lymphozyten des Empfangers kommt
es zur vermehrten Bildung von Oberflachenrezeptoren mit regulatorischen Eigen-
schaften und nach Applikation zu einem transienten Mikrochimerismus.

Ahnliche Eigenschaften werden dendritischen Zellen bei der Toleranzindution
nachgesagt. Dabei vermutet man, dass dentritische Zellen immunologische Supp-
ressorfunktionen besitzen. Diese sind einerseits in der Lage die Antigenprasentati-
on zu verhindern, andereseits konnen sie aktiv als Suppressorzelle agieren
(Thompson et al 2004).

1.3. Immunsuppressiva

Zum Erhalt der Organfunktion und zur Unterdriickung der Immunantwort ist nach
der Organtransplantation eine dauerhafte medikamentdse immunsuppressive The-
rapie notwendig. In der derzeit angewandten Therapie werden die Calcineurin -
Inhibitoren am haufigsten eingesetzt.

Nach der Einfihrung der Kortikosteroide in die immunsuppressive Therapie in den
50 Jahren und dem Azathioprin in den 60 Jahren galt zwischen 1962 und 1978
nach Nierentransplantation die Kombinationstherapie aus Azathioprin (6-

Mercaptopurin) und Kortikosteroiden als Standardtherapie zur Immunsuppression.
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Mit der Einfuhrung des Azathioprins waren auf einmal 1-Jahresiuberlebensraten
von 60% moglich (Hamburger et al 1965). Diese Medikation war auf Grund seiner
antiproliferativen Wirkung jedoch auch mit erheblichen Nebenwirkungen behaftet
(Dupont et al 1986).

Der Durchbruch in der medikamentésen Unterdrickung des menschlichen Im-
munssystems gelang insbesondere durch die Entdeckung der Calcineurininhibito-
ren, wie dem Cyclosporin A (CsA), einem Stoffwechselprodukt aus dem Bodenpilz
Tolypocladium inflatum gams (Green CJ 1981, Eisenman et al 1980) im Jahr 1978.
Eine 10-100 fach starkere ahnliche immunsupressive Wirkung wurden bei dem
Makrolidlacton FK 506 (Tacrolimus) 1984 in Japan nachgeweisen, welches eben-
falls als Stoffwechselprodukt aus einem Pilz namens Streptomyces tsukubaensis
gewonnen wird (Mrowietz 2001).

Trotz groBer Unterschiede in der chemischen Struktur beider Stoffe wiesen diese
ein sehr ahnliches Wirkungs- und Nebenwirkunsprofil auf, bedingt durch ihren Ein-
fluss auf die Calcineurin-Phosphatase (Mihatsch et al 1998). In niedriger Dosierung
hingegen konnte die 1-Jahres-Uberelebensrate vieler Spenderorgane unter der
Kombinationsthetapie mit Calcineurininhibitoren auf Gber 86% deutlich verlangert
werden (Land 2004).

Anhand der Daten des “Organ Procurement and Transplantation® — Netzwerk
(OPTN) des “U.S. Department for Health & Human Services* zeigte sich, dass
2010 96% der Patienten zum Ende der stationaren Behandlung nach Nierentrans-
plantation mit CsA eingestellt waren (OPTN/SRTR 2010).

1.3.1. Wirkungsmechanismus von Calcineurininhibitoren

Calcineurin-Inhibitoren wirken durch die Blockade des Enzyms Calcineurin und
greifen daher frihzeitig und spezifisch in die Signaltransduktion und Aktivierung
von T-Lymphozyten ein.

Calcineurin ist ein zytosolisches Protein und zahlt zur Gruppe der Phosphatasen
(Phosphatase 2B). Calcineurin wird eine Schlisselrolle in der Regulation der Im-
munantwort nach Organtransplantation zugeordnet (Molkentin et al 1998). Im
Rahmen einer Immunantwort erfolgen durch die Antigenprasentation Uber T-

Zelloberflachenrezeptoren ein intrazellularer Anstieg von Calcium und die Bildung
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von Ca?*/Calmodulin-Komplexen. Durch deren Bindung an Calcineurin kommt es
zur Aktivierung der Phosphatase. Calcineurin dephosphorylisiert NF-AT. (nuclear
factor of aktivated T-cells), ein Transkriptionsfaktor von T-Lymphozyten.

Die De-Phosphorylisierung ermdéglicht die Translokation von NF-AT. in den Nu-
cleus, wo es durch die Fusion des zytoplasmatischen NF-AT. und des nukleéren
NF-AT, wiederum zur Bildung des funktionsfahigen Kernkomplex NF-AT kommt.
Dieser Transkriptionsfaktor reguliert eine Vielzahl von Zelloberflachenrezeptoren,
wie z.B. IL-2 und INFy (Macian F 2005). Die Interleukin getriggerte T- Zell Prolifera-
tion fuhrt zu einer Abwehrreaktion des Immunsystems und zum Verlust des Trans-
plantates.

Die Calcineurininhibitoren CsA und FK 506 unterbinden diese Aktivierungskaskade
durch Blockade von Calcineurin (Borel et al 1979). Durch die Bindung an spezifi-
sche Rezeptorproteine (Cyclophilin, FK 506 binding Cyp3A4 protein) im Zytosol
kommt es zu einer Komplexbildung, sogenannten Immunophilinen (Handschuhma-
cher et al 1984, Barik S 2006). Diese Immunophiline (CsA/Cyclophilin ; FK 506/
FK506 binding Cyp 3A4 protein) binden kompetitiv an das Calcineurin und hem-
men somit die Phosphataseaktivitat. Es erfolgt zu einem friihen Zeitpunkt der T-
Zell-Aktivierungskaskade die Hemmung der Interleukin-2 und Interleukin-2 Rezep-
tor Synthese durch Blockade spezifischer Transkriptionsfaktoren (O'Keefe et al
1992).

1.3.2. Nebenwirkungsprofil von Calcineurininhibitoren

Bereits in den ersten Anwendungsversuchen zeigten die Calcineurininhibitoren bei
hoher Dosierungen eine starke Nephrotoxizitat, die bis hin zum akuten Nierenver-
sagen fuhren kann (Calne RY 1976). Dabei handelt es sich jedoch um akute und
reversible Nebenwirkungen, bedingt durch die Minderperfusion des Transplantates
auf Grund des vasokonstriktiven Effekt an afferenten Ateriolen (Zhang und Victor
2000). Daher ist der therapeutische Bereich von Calineurininhibitoren nur sehr
schmal, ein zu niedriger Talspiegel wirde eine Transplantatabstof3ung zur Folge
haben, ein zu hoher Plasmaspiegel wiederum fiihrt zur toxischen Schadigung des
Organes.
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Hauptproblem stellt jedoch die nicht immunologische, medikament6s getriggerte
chonische Transplantatnephropathie (CTN) durch Calcineurininhibitoren dar (Ben-
nett et al 1996). Dabei spielt einerseits die erhdhte Inzidenz nicht immunologischer
Faktoren wie Bluthochdruck, Diabetes und Hyperlipiddmie (Thomas et al 2013,
(Kesiraju et al 2014) eine wichtige Rolle, andererseits ist auch die dosisabhangige
erhohte Infektanfalligkeit und ein erhéhtes Tumorrisiko unter der immunsuppressi-
ven Therapie zu beachten (Hultsch et al 2005).

Zudem vermutet man eine Schlisselrolle in der Stimulation pro-fibrotischer Zytoki-
ne wie TGF- B in T-Lymphozyten durch Calcineurin-Inhibitoren (Ahuja et al 1995).
Die Stimulation von TGF-  besitzt dabei nicht nur eine antiinflammatorische Wir-
kung auf Thl-Zellen, sondern fuhrt auch zur vermehrten Synthese von extrazellula-
ren Matrixproteinen. Uber die TGF- Rezeptor vermittelte Signalkaskade kommt es
dadurch zu einer uberschieenden vascularen Fibroseinduktion (Waiser et al.
2002).

Eine Akkumulation von extrazellularer Matrix ist in 30 — 40 % der Transplantate
nach Langzeitiberleben nachzuweisen und Grundlage aller histopathologischen
Verédnderungen der Calcineurin-Inhibitoren (CNI), die zur chronischen Transplanta-

tinsuffizienz fuhren.

1.4. Die Transplantat-Akzeptanz induzierende Zelle

Die Transplantat —Akzeptanz aktivierende Zelle (TAIC) ist eine in —vitro geziichtete
Zelle monozytaren Ursprungs, welche aus dem peripheren Blut (PBMC) oder der
Milz gewonnen werden kann. Durch die besondere In-Vitro Kultivierung in einem
Medium, unter Einfluss eines Wachstumsfaktors (M-CSF) und eines Zytokins
(IFNy), erfolgt die Differenzierung zu einer Sub-Population von Makrophagen
(TAIC-Phéanoptyp), welche bis dato noch nicht beschrieben worden ist, sogenannte
IFNy - stimulierte Zellen monozytaren Ursprungs (IFNy - MdC) ( Brem-Exner et al
2008). Dabei unterscheiden sich diese Zellen von anderen Makrophagen anhand
der Morphologie, Oberflachenstruktur und Funktion. Die Heterogenitat von Makro-
phagen ist im wesentlichen von ihrem Aktivierungszustand abhangig (Gordon und

Taylor 2005, Strauss et al 2007).
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Die TAIC-Zelle laRt sich somit als ein immunregulatorischer Makrophag (M reg) in

einem neuartigen Aktivierungszustand bezeichnen (Brem-Exner et al 2008).

1.4.1. Klassifikation

Morphologisch weisen die TAIC-Zellen einen tesselierten epitheloiden Zellverbund
auf, wobei die Rander einzelner Zellen wegen ihrer engen Apposition kaum ab-
grenzbar sind. Die einzelnen Zellen weisen einen einzelnen runden Zellkern auf,
umgeben von einem dichten schmalen Zytoplasmasaum. Das Zytoplasma er-
scheint dabei extrem grobkdrnig, bedingt durch die Féhigkeit zur Phagozytose zel-
luldrer Bestandteile.

In Abhangigkeit von der Zelldichte liegt der Durchmesser bei 50um (Hutchinson et
al 2008).

Phenotypisch lassen sich die TAIC-Zellen anhand der Oberflachenrezeptoren ein-
deutig als partiell gereifte Makrophagen identifizieren. Sie lassen sich jedoch auf
Grund eines charakteristischen Expressionsprofils keiner beschriebenen Subpopu-
lation zuordnen. TAIC-Zellen weisen jedoch eine groRere Ahnlichkeit gegeniiber
M1 Makrophagen als M2 Makrophagen auf (Gordon et al 2005).

Durch den Nachweis von Markern wie CD 13, CD 30, CD 64, CD 205 und CD 206,
welche auf allen TAIC-Zellen nachzuweisen sind, lassen sich TAIC-Zellen dem
myelopoetischen System zuordnen (Hutchinson et al 2008). Insbesondere die Ex-
pression des endozytischen Rezeptors CD 205 identifiziert diese als Zelle mo-
nozytaren Ursprungs. CD 205 zahlt zu den Mannose-Rezeptoren und spielt eine
wichtige Rolle in der Antigenprasentation gegenuber dendritischen Zellen an MHC-
Il Molekulen (Bonifaz et al 2002) und in der Aktivierung regulatorischer T-Zellen
(Mahnke et al 2003). Die Expression von CD 14" erscheint variabel, jedoch ist die
CD 163 Expression auf die CD 14" TAIC-Zellen beschrankt. Der CD 163 Oberfla-
chenrezeptor zahlt zu der Cystein-reichen Scavenger Rezeptoren- (SRCR) Super-
familie und ist nur auf Monozyten und Makrophagen zu finden (Moller 2012).

Unter der Kultivierung von Monozyten mit M-CSF und IFNy kommt es zu einer
vermehrten Ausbildung von CD3*/CD14"- TAIC-Zellen.
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Des Weiteren zeigen sich die Spiegel der Rezeptoren HLA-DR, CD 80 und CD 86
im Vergleich zu ruhenden Makrophagen wesentlich erhéht, jedoch geringer zu
klassisch aktivierten Makrophagen. CD 80 (B7-1) und CD 86 (B7-2) sind dabei
wichtige Co-Stimulatoren in der Aktivierung von T-Zellen, wobei ohne eine B7-
CD28 Verbindung keine T-Zell Aktivierung stattfindet (Vasilevko et al 2002).

Phanotypisch konnen TAIC-Zellen somit als partiell gereifte Makrophagen be-
zeichnet werden. Die unterschiedlichen Expressionsgrade der Oberflachenrezepto-
ren sind dabei eher Ausdruck unterschiedlicher Reifegrade als unterschiedlicher

Subpopulationen (Hutchinson et al 2008).

Auch ist weiterhin von Bedeutung, daf? TAIC-Zellen eine hohe Anzahl an Rezepto-
ren mit immunregulatorischen Eigenschaften wie die Rezeptoren Foxp3, CTLA-4
(CD 152) und CD 103 (Integrin o.p7) exprimieren. Dabei weisen sie deutlich héhere
Expressionsmuster auf TCR™ (T-Zellen Rezeptor) - TAIC-Zellen als auf TCR" - Zel-
len auf. Bisher sind diese Oberflachenmarker nur auf TCR" Zellen beschrieben

worden.

1.4.2. Wirkmechanismus am Immunsystem

Unter den Bedingungen der Ko-Kultivierung spenderspezifischer Lymphozyten des
peripheren Blutes mit den in vitro gezichteten TAIC-Zellen des Spenders kommt
es zu einem Uberleben und Anreicherung einer phenotypisch klar definierten Sub-
population von T-Zellen, charakterisiert als CD4*/CD25™" CcD45°", CD 103,
GITR" - Zellen. Deren funktionellen Eigenschaften bestatigt die Annahme, dass sie
eine Untergruppe regulatorischer T-Zellen prasentieren. Nach Isolation dieser re-
gulatorischen T-Zellen zeigt sich eine Unterdriickung der Proliferation von Antigen
prasentierenden Zellen (APC) - stimulierten naiven T-Zellen. Dies weist daraufhin,
dal? TAIC-Zellen als immunregulatorische Makrophagen in der Lage sind, die Ent-
wicklung allogenspezifischer Empfanger- eigener regulatorischer Zellen zu induzie-
ren. Dieser Prozess ist jedoch an die Anwesenheit von CD4" wahrend der Gene-
rierung von TAIC-Zellen gekoppelt. Bei Kokultivierung mit ruhenden oder M1-

Makrophagen kann dieser Effekt nicht nachgewiesen werden (Brem-Exner et al
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2008). Die immunsuppressive Wirkung von TAIC-Zellen ist somit einerseits durch
die Aktivierung CD4"/CD25" regulatorischer T-Zellen, andererseits durch die Inakti-
vierung alloreaktiver cytotoxischer T-Zellen bedingt.

Regulatorische T-Zellen sind in der Lage eine UberschieRende Immunantwort z.B.
bedingt durch Chemotaxine abgebende Makrophagen als Teil der inflammatori-
schen Cascade zu unterdriicken. T.gs-Zellen sind mit spezifischen Chemokin-
Rezeptoren ausgestattet, wie dem C-C Chemokin Rezeptor CCR4 (CD194) und
dem C-C Chemokin Rezeptor CCR8 (Cdw198). Dies stellen Rezeptoren fir die
Chemokine CCL22 (Makrophage- derived Zytokin), CCL1/CCL17 (Thymus und
Aktivierungs regulieren des Zytokin) und MIP-1 (Makrophagen-inflammatorisches
Protein) dar. Insbesondere werden diese durch Makrophagen, dendritische Zellen
und Lymphozyten produziert. Chemokine locken regulatorische T-Zellen in Gebiete
entzundlicher Aktivitat. Dies hat eine Unterdrickung der T-Zell Aktivierung zur
Folge. Zirkulierende CD4" T-Zellen, welche mit den Chemokine CCL1 und CCL22
binden, haben einen deutlichen Einfluss auf die Reduktion einer alloproliferativen
Immunantwort. Gleichzeitig kann in den sekundaren Lymphorganen ein Einnis-
tungsprozess nachgewiesen werden, wobei T,qg— Zellen kompetetiv mit aktivierten
T-Zellen an professionellen Antigen prasentierenden - Zellen binden und somit die
weitere T-Zell Aktivierung unterbinden.

Die Aktivierung regulatorischer T-Zellen hat zudem die Eigenschaft eine durch
CD8'/ CD44" T-Gedachtniszellen getriggerte Immunantwort zu unterdriicken. Da-
bei ist der Oberflachenrezeptor CD 30, welcher auch auf TAIC-Zellen nachzuwei-
sen ist, von essentieller Bedeutung (Dai et al 2004). Das Ausschalten dieser Zellen
durch spenderspezifische regulatorische T-Zellen wirde das Riskio einer chroni-

schen TransplantatabstoR3ung wesentlich reduzieren.

In den vorangegangenen Tierversuchen an der Maus, Ratte oder dem Mini-Pig
Schwein konnte gezeigt werden, dass TAIC-Zellen kein allgemeines Immundefizit
verursachen und somit kein erhéhtes Infektionsrisiko fur den Empfanger besteht.
Ein erhohtes Tumorrisiko konnte ebenfalls nicht nachgewiesen werden (Hutchin-
son et al 2008).

17



2. Fragestellung

Eine mdgliche Toleranzinduktion mittels Immunmodulation anhand der préoperati-
ven Gabe spezifischer Toleranz-induzierender Zellgruppen stellt in der Organ-
transplantation einen reizvollen Therapieansatz dar.

Um ein therapeutisches Potential einer zellbasierten immunologischen praoperati-
ven Konditionierung in Betracht zu ziehen, mul3 man den vor kurzem beschriebe-
nen positiven Effekt einer spender-spezifischen Bluttransfusion einordnen (Burlin-
gham et al 2001, Opelz et al 1973, Salvatierra et al 1980, Anderson et al 1982,
Roelen et al 2004).

Bei der Entwicklung einer solchen immunregulierenden zellbasierten Therapie
muss auch gezeigt werden, dal3 die beschriebenen Vorteile ohne Komplikationen
erreicht werden kdnnen. Dies sind insbesondere eine Empfangersensibilisierung
auf Spender spezifische Antigene, ein erhdhtes Risiko fur Infektionen sowie eine
erhohte Inzidenz maligner Erkrankungen. Auch ein erhdhtes Embolierisiko auf

Grund therapiebedingter zellularer Aggregationen sollte beachtet werden.

Vorrausgegangene Versuche am Tiermodell haben gezeigt, dal3 Toleranz von
Transplantationsatigenen ohne weiteres mittels regulatorischer T-Zellen tbertra-
gen werden kann. Zudem konnte gezeigt werden, das die entsprechend stimulier-
ten Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) und bestimmte T-Zell Subgruppen ei-
nen Zustand einer spender- spezifischen Transplantat-toleranz ermdglichen. Je-
doch ist eine Ubertragung dieser seit geraumer Zeit bestehenden und etablierten
experimentellen Protokolle in die klinische Anwendung nur von geringem Erfolg
gezeichnet (Mc Curry et al 2006, Rutella und Lemoli 2004, Lechler 2005, Bluesto-
ne 2007).

Ein Grund dafur besteht sicherlich aus der Folge der umfangreichen technischen
Herausforderung der Isolation und Vermehrung der seltenen und oft falsch defi-
nierten Zellen, Gewinnung und Transport dieser Zellen, sowie die Art und Weise
der fachgerechten Transplantation kénnen Ursache des geringen klinischen Er-

folgs sein.

Weitere vorausgegangene experimentelle Arbeiten der Kieler Arbeitsgruppe haben

sich mit dem Potential dieser spezifischen Untergruppe immunregulierender Mak-
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rophagen auseinandergesetzt. Der Einsatz solcher “Transplantat-Akzeptanz®-
induzierenden Zellen (TAIZ) zeigte einen nachweisbaren funktionellen Status von
Transplantationstoleranz (Hutchinson et al 2008 a, Hutchinson et al 2008 b, F&and-
rich et al 2002 a, Fandrich et al 2002 b, Heumann et al 2005, Brem-Exner et al
2004, Brem-Exner et al 2008). Diese TAIZ wiesen eine Anzahl von Eigenschaften
auf, welche sich insbesondere fur den klinischen Einsatz eigneten. Im Rahmen der
“TAIC-I singel-centre, open label Studie” zur Anwendung von TAIZ bei der Nieren-
transplantation konnte bereits gezeigt werden, dass der Einsatz von solchen TAIZ
keine unerwiinschten Reaktionen beziglich des Transplantatiberlebens oder sei-
ner Funktion bewirken. Die TAIZ-l Studie konnte ohne akute Komplikationen im
mittelfristigen Verlauf abgeschlossen werden (Hutchinson et al 2008 a).

Diese Klinische Studie (TAIZ Il) wurde im Dezember 2007 beendet. In der Studie
wurden die Zellen als additive Therapie zur Konditionierung des Immunsystems in

der Lebendtransplantation verwendet.

Ziel der vorliegenden Arbeit sollte sein, den klinischen Verlauf Uber ein Jahr von
funf Patienten zu beschreiben die im Rahmen dieser TAIZ Il — Studie immunmodu-
lierend vor einer Nierentransplantation behandelt wurden und folgende Fragen zu

beantworten:

Frage 1: Ist die Anwendung von allogen-spezifisch-konditionierten immunregulato-
rischen Makrophagen (TAIC-Zellen) in der Lebendnierentransplantation sicher und

fur den Transplantatempfanger ohne ein erhdhtes Komplikationsrisiko verbunden ?

Frage 2: Kann durch die Anwendung von allogen-spezifisch-konditionierten im-
munregulatorischen Makrophagen (TAIC-Zellen) ein Status von partieller bzw. voll-
standiger Toleranz erzielt werden und als Folge dessen die immunsuppressive

Therapie teilweise bzw. vollstdndig abgesetzt werden ?
Frage 3: Kann durch die Anwendung von allogen-spezifisch-konditionierten im-

munregulatorischen Makrophagen (TAIC-Zellen) die chronische Transplantatab-

stol3ung vermieden und das Transplantatlangzeitiiberleben verbessert werden ?
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3. Patienten, Material und Methode

3.1. Studiendesign

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Untersuchungsergebnisse wurden
am Patienten erhoben, die an der TAIC Il — Studie teilgenommen haben.

TAIC 1l ist eine klinische Studie, konzipiert als eine Phase I/ll - Studie, in einem
offenen, multizentrischen Muster. Als ,proof of concept® Pilotstudie, zur Untersu-
chung der Toleranzinduktion bei Lebendnierentransplantation, wurde diese unkon-
trolliert und ohne Randomisierung durchgefuhrt.

Die Patienten erhielten eine einmalige Gabe einer Dosis spenderspezifisch gene-
rierter TAIZ- Zellen nach co-Kultivierung mit Treg-Zellen des Empféangers. Wéh-
rend einer Laufzeit von 52 Wochen wurden Daten Uber das Transplantatiiberleben
bei schrittweiser Reduktion der Immunsuppression bis hin zu einem voélligen Ab-
setzen der immunsuppressiven Medikation gewonnen und ausgewertet. Mit dieser
Studie sollten erste Ergebnisse Uber die Toleranzinduktion durch TAIZ- Zellen und
ihrer Vertraglichkeit erhoben werden. Schon ein méglicher Verzicht von Immun-
suppressiva Uber einen Zeitraum von 6 Monaten sollte als Erfolg zu werten sein.
RegelméaRige klinische Kontrollen und Biopsien des transplantierten Organs vor
dem Beginn eines neuen Studienabschnittes und im Verlauf wurden als Basisun-
tersuchungen ausgewertet und als Kriterium fur das Fortschreiten oder Unterbre-
chen der Studie verwendet.

Der Beobachtungszeitraum wurde bei Unterbrechung der Studie, bis auf maximal
27 Monate ausgeweitet.

Um das Auftreten von Langzeitfolgen unter Immunsuppression nach Gabe von

TAIZ-Zellen weiter beobachten zu kdnnen, werden die Patienten nach Beendigung

der Studie in einem seperaten Programm lebenslang weiterbetreut. (,Follow-up®).
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3.1.1. Ethikkommission

Das Studienprotokoll wurde den lokalen Ethikkommissionen aller beteiligten Studi-
enzentren vorgelegt und genehmigt. Herstellung, Aufbewahrung und die Applikati-
on der Studienmedikation erfolgte nach GMP — Standard unter Beachtung des des
Arzneimittelgesetzes (AMG).

Die Durchfuihrung der Studie erfolgte unter Beachtung aller Regeln des Transplan-
tationsgesetzes (TPG).

Die Vorbereitung zur Nierenlebenspende erfolgte nach den Richtlinien des deut-
schen Transplantationsgesetztes (TPG). Vor dem Einschluf? in die Studie muf3te
ein positives Votum zur Lebendnierenspende der zustandigen Ethikkommission
vorliegen.

Der Nierenempfanger war gemal} der gesetzlichen Vorgaben wéhrend der Vorbe-
reitungsphase bei Eurotransplant, Leiden, Holland, gelistet.

Die Patienten wurden ausfuhrlich Gber die Studie und mogliche Risiken und Ne-
benwirkungen aufgeklart, bevor Sie ihr schriftliches Einverstandnis zur Teilnahme
gaben. Insbesondere wurde dariber aufgeklart, jederzeit und ohne Angabe von
Grunden die Teilnahme an der Studie beenden zu kdnnen.

3.2. Patienten

Insgesamt konnten fiinf Patienten fir die beschriebene Untersuchung rekrutiert

werden. Die Rekrutierung erfolgte an allen beteiligten Studienzentren nach den im

Folgenden benannten Kriterien.

3.2.1. Einschlusskriterien

- Patienten beider Geschlechter: Lebensalter zwischen 18 und 65

- Keine vorherige Nierentransplantation

- Gelistet auf der Warteliste fiir Nierentransplantation
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Erflllung der Vorraussetzungen fir die Lebendnierentransplantation (ET manu-
for organ allocation )

Adaquater Spender musste zur Verfugung stehen

Bei Patientinnen Nachweis zum Ausschluss einer bestehenden

Schwangerschaft und ausreichender Konzeptionsschutz

unauffallige haematologische Parameter in Hinblick auf absolute

Lymphozyten und Monozyten Zahle

Vorliegen eines schriftlichen Einverstandnis zur Teilnahme an der

Untersuchung

3.2.2. Ausschlusskriterien

Patienten, die vorab schon einmal ein Nierentransplantat erhalten haben
Aktive Infektionen, einschlief3lich HIV-, HBV-, HCV- Infektionen

EBV oder CMV — Virusinkompatibilitat des Spender- und Empfanger-
Paares (Spender pos. / Empfanger neg.)

Keine ausreichende Sprachkentnis und mangelndes Einverstandnis
Psychische oder emotionale Instabilitat

Bekannte Ausschlusskriterien fur Lebendnierentransplantation ( Sepsis,
Drogen- oder Alkoholmissbrauch)

Schwangerschaft, stillende Mutter

Gleichzeitige Teilnahme an anderen Studien

- Bekannte Medikamentenunvertraglichkeit (gegen in der Studie verwendete

Medikamente)
Nachweil3 von HLA-Anikorpern > 5%
Bestehende, nicht therapierte oder therapierbare Malignomerkrankung

Vaskulitis als Grunderkrankung der Niereninsuffizienz

- Patienten mit intermittierendem Gebrauch von Immunsuppressiva

aufgrund anderer bestehender Grunderkrankungen

Zusatzlich galten fur die Lebendnierenspende gesonderte die von Eurotransplant

formulierte Ausschlusskriterien.
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Alle eingeschlossenen Patienten wurden in Hinblick auf Abstof3ungsreaktionen und
Transplantatakzeptanz durch das RISET-Netzwerk Uberwacht. Sie erhielten fol-
gende Codierung:

CRG, KI/T03/PO1
CFH , KI/T03/P02
WG , KI/TO3/P04
AG , KI/TO3/P05
FI, KI/TO3/P08

a b~ 0N RE

Ein Patient ( CK , KI/TO3/P06 ) wurde nach Rekrutierung von der Untersuchung
wegen einer aufgetretenen respiratorischen Insuffizienz vor TAIC- Gabe ausge-

schlossen.

3.3. Untersuchungsziele

Bei dieser Untersuchung im Rahmen der Sicherheits Phase- | Studie ,Zellspezifi-
sche Toleranzinduktion nach Nierentransplantation® sollte die Auswirkung der Ver-
suchsmedikation auf die Mdglichkeit einer Reduktion der immunsuppressive The-
rapie nach Lebendnierentransplantation untersucht werden.

Dazu wurden folgende Ziele benannt:

Priméres Ziel:

Laft sich eine Toleranzinduktion nach Gabe von allogenen und autologen Regula-
torzellen (allogenen TAIC-Zellen und autologen T.q — Zellen) anhand der Redukti-
on bis hin zum Absetzen einer immunsuppressiven Therapie verifizieren . Als Krite-
rien der Toleranzinduktion wurden Kreatininserum), AbstoRungsreaktionen und Wie-

deraufnahme der immunsuppressiven Therapie bestimmt.
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Sekundéares Ziel:

Monitoring von Sicherheit und Vertraglichkeit.

Dazu wurden Parameter wie AbstofRungsreaktionen, schwerwiegende uner-
winschte Ereignisse (AEs), akute Medikamentenunvertraglichkeitsreaktionen
(ADR), Laborergebnisse, Vitalparameter, koérperliche Untersuchung, Koérperge-
wicht, EKG, Urinausscheidung, CLcr, Nierenbiopsien und Ultraschalluntersuchun-

gen erhoben.

3.4. Studienprotokoll

Der durch das Protokoll vorgesehene Zeitplan wurde fir jeden Patienten individuell
angelegt. Wurde der Tag der Transplantation als Tag 0 im Protokoll verzeichnet,

sind die Tage vor der Transplantation als negative Tage bezeichnet.

3.4.1. Rekrutierungsphase

Die Rekrutierungsphase fur diese Untersuchung wurde tber einen Zeitraum von 2
Jahren angesetzt. In diesem Zeitraum sollten alle 3 Studienzentren eine Zahl von

max. 10 Patienten einschlieRRen.

3.4.1.1. Abbruchkriterien

Patienten, die auf Grund der Ausschluf3kriterien nach der Screeningphase und vor
Applikation der Studienmedikation von der Untersuchung ausgeschlossen werden
mufdten, wurden als “Drop-out“ bezeichnet.

Erfolgte der Abbruch nach Erhalt der Medikation wurde der Teilnehmer als “With-
drawal® in den Studienunterlagen geflhrt.

Unerwartete Ereignisse in Zusammenhang mit der Studienmedikation (Thrombo-
embolien, Anaphylaktischer Schock oder Infektionen) fihrten zu einem sofortigen
Abbruch der Studie.
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Zudem konnte der Patient ohne Angaben von Griinden jederzeit aus freiem Willen
die Studie beenden. In diesem Falle wurde der Patient auf die am jeweiligen Zent-

rum ubliche immunsuppressive Therapie umgestellt.

3.4.2. Screeningphase (6M — Tag -16)

Die Screeningphase begann 6 Monate vor Studienbeginn. Im Rahmen des Pre-
Screenings erfolgte nach Uberprifung der Ein- und AusschluRkriterien der Ein-
schluf3 in die Studie und Abgabe der schriftlichen Einverstandniserklarung. Anhand
der Pre-Screening MLC erfolgten zu diesem Zeitpunkt erstmals die Uberprifung
des immunsupressiven Effektes der spenderspezifischen TAIC-Zellen, sowie die
Aktivierung der Treg Zellen des Empfangers.

Die eigentliche Screeningphase begann an Tag -16, bzw Tag -17 an den weiteren
Zentren. Dabei erfolgte die vollstandige medizinische Erfassung und klinische Un-

tersuchung des Patienten.

3.4.3. Injektionsphase ( Tag -5)

Die Verabreicherung der Studienmediaktion erfolgte 5 Tage praoperativ durch in-
travendse Injektion Uber einen zentralvendsen Zugang. Dabei erhielten die Teil-
nehmer die Studienmedikation gewichtsadaptierte von 1-10 x 10° TAIZ/kg x Kér-
pergewicht (KG) in co-Kultur mit 2-30 x 10° autologen T-Lymphozyten/kg x KG, Der
Anteil CD4"CD25*/CD45RO" regulatorischer T-Zellen betrug dabei mehr als 25%.
Somit wurde eine Gesamtdosis von 3 x 10° — 40 x 10° Zellen injiziert (Tab.1). Zur
Risikominimierung von Lungenembolien erhielten die Patienten praventiv niedrig-
dosiertes Heparin.

Die Applikation der Studienmedikation an alle Patienten erfolgte am Studienzent-

rum Kiel, am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (UK-SH).
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3.4.4. Stationare Phase

Nach dem postoperativen Aufenthalt erfolgte die stationare Uberwachung. Auf der
Station wurde das Ausschleichen der immunsuppressiven Medikation Uberwacht.
Nach dem Studienprotokoll erfolgte dies in den Wochen 10, 11 und 14, sowie von
der 26. bis 29. Woche. Wahrend des stationaren Aufenthaltes wurden die Patien-
ten mittels einer taglichen Visite betreut. Stationdre Behandlungen im Rahmen des
Studienprotokolls wurden nicht im Sinne eines unerwiinschten Ereignisses proto-

kolliert.

3.4.5. Ambulante Phase

Wahrend der Reduktionsphase erfolgte die Nachsorge in 2 wochentlichen ambu-
lanten Visiten. Lediglich mit Beginn der Reduktion der Immunsuppression in den
Wochen 13 und 25 erfolgte die Kontrolle 3x wochentlich.

In der “Follow-up“ Periode ab Woche 30 erfolgte die Nachsorge einmal pro Woche.

Fur die Woche 52 wurde die Abschlusskontrolle angesetzt.

3.5. Reduktionsschema zum Immunprotokoll

Neben der Applikation der Studienmedikation erhielten die Patienten initial eine
dreifache Immunsuppression, bestehend aus Tacrolimus (Zielspiegel 8-12 ng/ml),
Antithymozytenglobulin (ATG) und Steroiden. ATG wird dabei lediglich an den Ta-
gen 0,1 und 2 verabreicht.

An Tag 56 wurde mit dem Ausschleichen der Steroide Uber einen Zeitraum von 14

Tagen begonnen, wenn folgende Kriterien erflllt waren:

e 5% TAIC- und 10% Treg - Zellen
e Serum-Kreatinin < 2.0mg/dl
e Histologisch ausgeschlossene AbstofRungsreaktion (Banff — Kriterien)

e Klinisch und sonographisch unauffallige Transplantatfunktion
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Dazu erhielten die Patienten in der 9. Woche 10mg/d und in der 10. Woche 5mg/d
Prednisolon, bevor die Steroide vollstandig abgesetzt wurden. Zeigte sich unter der
Tacrolimus-Monotherapie bis zu Woche 13 keine Veranderung der Kreatinin-
Clearance von mehr als 25% im Vergleich zu Tag 56 erfolgte im zweiten Schritt die
Senkung des Tacrolimus-Talspiegels auf 5-8 ng/dl. Das schrittweise Ausschleichen
des Tacrolimus begann ab Woche 25. Waren die oben genannten Kriterien erfllt,
wurde der Talspiegel zunachst unter den therapeutischen Spiegel von 4,1ng/dl
gesenkt. Zeigte sich dabei keine Veranderung der Kreatinin-Clearance wurde die
Dosis in Woche 25 und 26 halbiert, in der Woche 27 auf 3x / Woche und in Woche
28 auf 2x / Woche reduziert.

Im Falle einer AbstoRungsreaktion erfolgte die Umstellung auf das jeweilige im-

munsuppressive Regime des jeweiligen Zentrums.

3.6. Datenerhebung

Die Datenerhebung erfolgte an den jeweiligen im Protokoll festgeschriebenen Visi-
ten sowie zum Studien-Ein- und Ausschluss. Neben dem klinischen Verlauf und
der Bestimmung der haematologsichen Parameter wurden folgende Diagnostik zur

Datengewinnung durchgefihrt.

3.6.1. Nierenbiopsie

Zur histologischen Uberpriifung der Organfunktion und des Transplantatzustands
wahrend des Studienverlaufes erfolgte zu festgelegten Zeitpunkten eine Nierenbi-
opsie der transplantierten Niere. Dazu wurde eine erste Biopsie intraoperativ vor
Reperfusion der Spenderniere durchgefiihrt, weitere Biopsien fanden planméaRig
an Tag 56 vor dem Beginn der Reduktion der immunsuppressiven Therapie, sowie
in der 24. und 52. Woche zum Abschlussscreening statt.

Bei Auftreten oder dem Verdacht auf eine akute Abstof3ungsreaktion wurden, wie
durch das Protokoll vorgeschrieben, zusatzliche Biopsien des Transplantates ent-

nommen.
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Die Biopsien wurden verblindet durch ein unabhangiges Labor des pathologischen
Institutes der Universitat Basel, unter der Leitung von Prof. Dr. M. Mihatsch unter-

sucht und ausgewertet. Dabei wurden die Proben mit einem Code versehen und

anonymisiert untersucht.

3.6.2. Durchflusszytometrie

Nach dem Ernten der TAIZ aus den Zellkulturflaschen wurden die Zellen zweimalig
mit eiskaltem farbendem Puffer (DPBS mit 10% BSA und 0.02%NaN3 ) gewaschen
und anschlielBend mit 10% FcR Block fur 30 Minuten auf Eis mit einer Zelldichte
von 10’ Zellen/ml geblockt. AnschlieRend wurden den Zellen, bei einer entgiiltigen
Konzentration von 1pg/10° Zellen, direkt bindende primare Antikorper beigefiigt.
Dabei wurden folgende Antikorper verwendet: CD14, CD13, HLA-DR, CD 80,

CD86, GM-7 und 7-AAD.
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Abb. 3: Representative phenotypische Durchflusszytometrie der applizierten Studienmediaktion

von Patient CFH
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Bei GM-7 handelt es sich um einen unvollstandig charakterisierten TAIZ-
spezifischen Antikorper, der im Kieler hergestellt wird (Heumann A et al 2000). Der
7-AAD Marker wurde zur farblichen Makierung abgestorbener Zellen verwendet.

3.6.3. Antikbrperscreening

Das Screening der Patienten erfolgte pra- und postoperativ zum Nachweis HLA-
spezifischer Antikorper mittels dem Nachweisverfahren nach ELISA und dem Zyto-
toxititatstest (CDC Assay).

Die Differentierung zwischen 1gG- und IgM- Antikérpern erfolgte anhand der An-
wendung des Dithiothreitol (DTT)-Sensitivitattest und dem Immnglobulin-G (IgG)-
spezifischen ELISA.

3.6.4. MLC- MCA

Die gemischte Lymphozytenkultur mit multiplem Zytokin Assay ist ein in vitro Mo-
dell. Es wird in der Transplantationsmedizin zur Bestimmung eines Aktivitatsindex
durch Messung fremder MHC-Genprodukte, wie 1I-2 und INF-y, von Spenderlym-
phozyten durch Reaktion mit Empfangerleukozyten angewand. Dazu wird eine
Lymphozytensuspension aus Empfanger - PBMC (10° Zellen/Probe) und Spender -
PBMC (10° Zellen/ Probe) in dreifacher Ausfilhrung auf “U-Bottom*“-Tabletts ange-
legt. Nach einer Inkubation von 5 Tagen bei 37° C und 5% CO, werden 100l des
Uberstandes entnommen und in Silikon-beschichtete Eppendorf-Réhrchen tiber-
fuhrt. Die Lagerung erfolgt bei -70° C.

Vor dem Proliferations-Assay wird der Lymphozytensuspension *H-Thymidin hin-
zugegeben und die Zellen nach 16 Stunden geerntet. Thymidin ist ein Nukleotid,
welches in die neusynthetisierte DNS eingebaut wird und folgedessen im Sinne
eines Proliferationsindex gemessen werden kann. Dabei werden die Filter mit ei-
nem B-Szintillationszahler ausgewertet. Die Bestimmung der Zytokin-Konzentration
erfolgte mit dem Luminex Zytokin-Assay, dazu wird das Bio-Plex Human Th1/Th2

Kit verwendet.
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Die Ergebnisse der Reaktivitat in der gemischten Lymphozytenkultur werden mit
der Zytokinaktivitat gegeniber einem neutralen (autologen) Medium und einem
unspezifischen dritten (stimulierten) Medium verglichen. Anhand des Verhéltnisses
der stimulierten Reaktion zum neutralen Medium kann ein Stimulationsindex er-

stellt werden.

3.6.5. Kryokonservierung

Zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Zellherstellung und der FACS- Analysen
wurden Proben als Ruckstellmuster kryokonserviert.

Kryomedium: 45 ml Humanes AB Serum
5 ml DMSO

Zur Kryokonservierung von Rickstellmustern wurde das vorgekihlte Kryomedium
unter langsamer Bewegung auf das Zellpellet gegeben und vermischt. Die Kryotu-
be wird zunachst bei -80 °C fir 24 h zwischengelagert und anschlieend in flussi-
gem Stickstoff konserviert.

Wahrend der Studie wurden Rickstellmuster an den Tagen 0 und 56, sowie in den

Wochen 12,18 und 28 gewonnen.

3.7. Versuchsmedikation

Die unter der pharmazeutischen Formulierung ,Transplantat-Akzeptanz induzie-

rende Zellen (TAIZ) mit co-Kultivierung regularischer T- Zellen (Treg-Zellen)* er-

probte Versuchsmedikation ist ein Zellgemisch aus empfangereigenen autologen

regulatorischen T-Zellen und spenderspezifischen allogenen TAIZ- Zellen.
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Abb. 4: Schematische Darstellung der TAIC Herstellung nach GMP-Bedingungen

Alle ex vivo durchgefihrten Zellmodifikationen wurden anhand der GMP- Richtli-
nien in den Laboratorien des Institutes fur Hamatologie am UK S-H durchgefihrt.
Zur Qualitatssicherung wurde dabei die Praparation und Handhabung der Zellen
im Rahmen der ,Single-Hand“— Methode durch einen Mitarbeiter des UK S-H,
Campus Kiel unter sterilen Bedingungen durchgefuhrt.

Alle verwendeten Materialien sind im Herstellerverzeichnis im Anhang gelistet.

3.7.1. Gewinnung allogener TAIZ- Zellen

Zur Herstellung der TAIZ- Zellen sind die Organspender 14 Tage vor der geplan-
ten Operation einer Leukapherese unterzogen worden. Das dabei gewonnene
Vollblut wurde umgehend in einer frisch hergestellten Normosol/Natrium-Zitrat

Praparierldsung in einem Verhaltnis von 1: 6 verdinnt.

3.7.1.1. “Buffy- Coat”— Praparation

Als Buffy- Coat wird ein Lymphozytenkonzentrat bezeichnet, welches man nach

dem Abzentrifugieren aus Vollblut enthalt. Mittels Dichtegradientzentrifugation tber
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ein Ficoll- Separationsmedium (spez. Dichte 1.077 g/ml) lassen sich die mononuk-

learen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) isolieren.

Préparierlosung: 1000 ml Normosol
140 ml 4% Na- Citrat

AnschlieBend wurden 15 ml des Ficoll- Separationsmediums in ein 50 ml Falcon®-
Rohrchen geflllt und von einer Schicht aus 20 ml des verdinnten Leukapherese-
Produktes Uberschichtet. Nach 20 minutiger Zentrifugation mit 400 G konnten die
PBMCs durch Ansammlung, anhand der unterschiedlichen spez. Dichten, in der
Interphase zwischen dem Uberstand (Plasma / Thrombozyten) und dem Ficoll-
Separationsmedium von den Ubrigen Bestandteilen des Leukapherese- Produktes
abpipettiert werden.

Die dabei gewonnenen isolierten mononuklearen Zellen wurden erneut in 50 ml
Falcon® Rohrchen suspendiert, mit der Praparierldsung aufgefiillt und bei 300 G
und Bremse fir 6 min zentrifugiert. Anschliel3end wurde das Zellpellet zwei weitere
Male mit der Praparationslésung gewaschen und bei jeweils 200 G mit Bremse fir
6 min zentrifugiert.

Das gereinigte Zellpellet wurde in ein weiteres 50 ml Falcon®- Réhrchen resuspen-
diert und mit dem TAIZ- Inkubationsmedium vermengt.

Zur Prozesskontrolle wurde anschlielend unter einer Neubauer- Zahlkammer eine
erste Zellzahlung zur Bestimmung der Zellzahl und Zellaktivitdt durchgefuhrt und
einige Proben fur mikrobiologische Screeninguntersuchungen (z.B. Sterilprifung)

entnommen.

3.7.1.2. TAIZ- Inkubationsmedien

Zum Herstellung der TAIZ- Inkubationsmedien wurden zun&chst folgende Losun-

gen angesetzt und kihl gelagert.

Grundmedium : 500 ml RPMI- 1640 ohne Glutamin und Phenol Red
5 ml L-Glutamine/Penicillin/Streptomycin-Ldsung

50 ml 10% Hitze- inaktiviertes humanes AB Serum
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Das Grundmedium basiert auf einer RPMI- 1640 Losung ohne Glutamin und Phe-
nol Red. Dazu wurden 50 ml der 500 ml Flasche verworfen und mit 5 ml einer L6-
sung aus 2mM L-Glutamine, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 10%

Hitze- inaktiviertes humanes AB Serum versetzen.

M-CSFE Stockldsung : 100 pg rhM- CSF
20 ml RPMI
100 pl 20% HSA Ldsung

100 pg der rhM- CSF Trockensubstanz zunachst in 20ml RPMI I6sen, anschlie-
Rend 100 pl einer 20 % HSA Loésung hinzupipettieren. Die somit erhaltene Stocklo-
sung von 5pg/ml rhM- CSF in RPMI entspricht 7,5 x 10° IU/ml, 0,1 % HSA. Die

Stocklésung wird in Mengen von je 550 ul aliquotiert und bei -80 “C eingefroren.

INF- y Aliguots : 500 pl rh- IFN- y (Imukin®)
500 ml M- CSF Stocklésung auf 62,5 ul IFN-y

Zur Herstellung der IFN- y Aliquots wurden 500 ul (entsprechen 2 x 10° 1U, 100 ug)
IFN- vy zu jeweils 70 ul Portionen aliquotiert und kuhl gelagert. Bei Bedarf wurden
62,5 pl in 500 ml Stocklésung gegeben, um eine Endkonzentration von 25 ng/ml

(entsprechen 500 IU/ml) zu erreichen.
Die Inkubationsmedien fur die allogenen Monozyten zur Generierung der TAIZ-

Zellen wurden erst kurz vor der Verarbeitung angesetzt.

TAIZ- Inkubationsmedium | :  1-2 Fl. Grundmedium
500 pl M- CSF Stocklésung pro Fl.

Zur Herstellung des Inkubationsmedium | das Grundmedium mit der aufgetauten

Stocklésung vermischen und fir 30 min bei 37 °C aufwarmen.
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TAIZ- Inkubationsmedium Il :  1-2 Fl. Grundmedium

IFN- y Alliquots

Zur Herstellung des Inkubationsmedium Il IFN- y Alliquot in das Grundmedium pi-

pettieren und vermengen. Anschlieend flr 30 min bei 37 °C erwarmen.

Alle angebrochenen Medien wurden nach ihrem Gebrauch verworfen und bei er-

neutem Gebrauch neu angesetzt.

3.7.1.3. TAIZ- Generierung

Zur weiteren Verarbeitung der isolierten PBMCs erfolgte zunachst die Verdinnung
der Zellsuspension so weit mit dem Inkubationsmedium | (s.0.), das man eine L0-
sung mit 5 x 107 lebens- und entwicklungsfahigen Zellen/ml Inkubationsmedium |
erhielt.

Vor der Weiterkultivierung wurden eine weitere Probe von 2,5 x 10” Zellen zur Pro-
zesskontrolle (Produktiiberprifung und FACS- Analyse) entnommen.
Anschliel3end wurde die verdinnte Zellsuspension zu je 30 ml auf die dafir bereit-
stehenden T 175 ,Cell+“- beschichtete Gewebekulturflaschen verteilt. Somit ent-
hielt jede Kulturflasche eine equivalente Zellzahl von 1,5 x 10° Zellen. Ubernacht
inkubierten die Zellen bei 37 °C und 5% CO, fiir mind.10 h und héchsten 20 h. Am
folgenden Tag wurden 20 ml des Uberstands mit dem lockeren Zellanteil, nach
vorsichtigem Schwenken der Kulturflaschen, abpipettiert, in eine neue T 175 Kul-
turflasche Uberfuhrt und mit weiteren 10 ml Inkubationsmedium | aufgefllt. Zur
leerpipettierte Flasche wurde ebenfalls wieder 20 ml frisches Inkubationsmedium |
hinzugegeben. Fur weitere 24 h kamen die Kulturmedien waagerecht liegend zu-
ruck in den Inkubator (37 °C, 5% CO,). An Tag -12 (préaoperativ), zweiter Tag des
Generierungprozesses, wurde nach erneutem Schwenken der Kulturmedien, der
gesamte Uberstand abpipettiert und samt Uberstandszellen verworfen. Die Kultur-
flaschen mit den in sich befindenden adharenten Zellen wurden ein weiteres Mal
mit frisch angesetztem Inkubationsmedium | versetzt und fir weitere 48 h im Inku-

bator gelagert.
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An Tag -10, der 4. Tag des Inkubationsprozesses, wurden die TAIZ- Medien fur
24h mit rh- INF- y inkubiert. Dazu fand ein kompletter Austausch des Kulturmedi-
ums statt. Der gesamte Uberstand wurde abgesaugt und verworfen und dafiir mit

30 ml des TAIC- Inkubationsmedium Il (s.0.) ersetzt.

3.7.2. Gewinnung autologer regulatorischer T- Zellen

Die Empfangerleukapherese zur Gewinnung der autologen Lymphozyten wurde 5
Tage nach der Spenderleukapherese durchgefiihrt. Nach dem Auffangen des
Leukaphereseprodukts in einem Blutbeutel, wurde dieses nach der gleichen Me-
thode wie bei der Spenderleukapherese aufgearbeitet. AnschlieRend mit dem
Grundmedium zu einer Zellsuspension mit der Konzentration von 2 x 10’ Zellen/ml
verdiinnt, wurden 6 x 10 der isolierten PBMCs mit 30 ml des Grundmediums auf
T 175 Kulturflaschen verteilt und fir genau eine Stunde bei 37 °C und 5% CO; in-
kubiert. Nach dieser einstindigen Adharenz konnten die Lymphozyten von den
Monozyten voneinander separiert werden, wobei die Lymphozyten als lose Uber-
standszellen im Uberstand entnommen, in Grundmedium gewaschen und an-
schlieRend bei 200 G fur 10 min zentrifugiert werden konnten. Die adh&arenten Mo-
nozyten wurden verworfen. Das dabei erhaltende Monozyten- arme Zellpellet wur-
de nun mit dem Grundmedium zu einer Zellsuspension mit der Dichte von 2 x 10’

Zellen/ml vermengt.

3.7.3. Co- Kultivierung

Nach der Inkubation der spenderspezifischen PBMCs im TAIC- Inkubationsmedi-
um Il konnte der gesamte Uberstand, inklusive der sich darin befindenden nicht-
adharenten Zellen entsorgt werden. Zur co- Kultivierung wurde das Medium flr die
allogenen, adharenten TAIZ- Zellkulturen gegen 30 ml der vom Empfanger stam-
menden nicht-adhérenten Lymphozytenkultur ausgetauscht. Fur weitere 4 Tage bis
zur Injektion wurden beide Zelllinien co- kultiviert und an Tag -7 nur noch ein letz-

tes Mal mit 20 ml Grundmedium aufgefrischt.
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3.7.4. Zellernte

Um die Zellsuspension fir die Injektion vorzubereiten, erfolgte im néachsten Schritt
zunachst die Zellernte und Aufbereitung. Dazu wurden die Kulturflaschen nach
leichtem Schwenken, um die sich abgelagerten nicht- adharenten Zellen aus der
adhéarenten Zellschicht zu befreien, vom Uberstand befreit und in 50 ml Falcon®-
Rohrchen Ubertragen. Nachdem der Zellenrasen vom Flaschenboden mit Hilfe ei-
nes flexiblen Zellschabers gelést und in 10 ml DPBS aufgemischt worden war,
wurde das Zellgemisch ebenfalls in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen umgefllt. Diese
wurden daraufhin bei 200 G fir 6 min und 37 °C zentrifugiert, der dabei resultierte
Uberstand wurde abpipettiert und verworfen. Die tbriggebliebenen Zellpellets wur-
den dann gemeinsam in 40 ml 5% HSA- Lésung bei 4 C gepoolt und resuspen-
diert. AnschlieRend kénnen sie fur 48h gelagert werden ohne ihre tolerogene Wir-

kung zu verlieren.

Einige Proben wurden fiir mikrobiologische Untersuchungen und weitere Qualitats-

kontrollen entnommen.
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4. Ergebnisse

4.1. Rekrutierung und Behandlung der Studienteilnehmer

In dem gesamten Rekrutierungszeitraum der Studie wurden acht Paare, bestehend
aus Patient (Empféanger) und Lebendspender fur diese Studie als kompatibel aus-
gewahlt, von denen 6 Patienten entgiltig in die Studie eingeschlossen werden
konnten. 5 von 6 Studienteilnehmern erhielten die Behandlung mit der Studienme-
dikation (Tab. 1 und 2).

Alle Patienten erhielten an Tag -5 die TAIZ Studiendosis (Tab. I). Die Applikation
der Studienmedikation wurde von allen Patienten gut vertragen. Wéhrend der Ap-
plikation der Studienmedikation und Uber den gesamten Zeitraum der Untersu-
chungen wurden keine akuten oder verzdgerten Reaktionen im Sinne einer uner-
winschten Reaktion beschrieben.

Keiner der Patienten musste nach Applikation der Studienmedikation aus der Stu-

die ausgeschlossen werden (kein Withdrawal).

Die 6. Studienteilnehmerin KI/TO3/P06, Frau CK, erkrankte nach der Spender-
leukapherese vor Gabe der TAIC-Injektion an einer Lungeninfektion und wurde von

der Untersuchung ausgeschlossen (Drop-Out).

Body Donor Donor Cell-dose (vital
Patient Age weight (kg) Sex Disease age BW (kg) Donor cells/kg BW %107)
CRG 42 80 Male IgA nephritis 40 100 Brother 1.74
CFH 39 57 Female Glomerulonephritis 38 84 Husband 10.39
WG 48 83 Male Polycystic kidney disease 38 98 Brother 3.95
AG 59 77 Male Glomerulonephritis 24 60 Daughter 1.82
CK 37 95 Female Polycystic kidney disease 36 118 Husband 2.08
FI 48 94 Male Polycystic kidney disease 40 56 Wife 2.54

Tab. 4. Charakteristika der Spender/Emfpanger und empfangerspezifische Studienmedi-
kationsdosis.
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Patient HLA type Blood group Crossmatch

CRG A2, 68; B27, 53; DR13, 15 0 RhD" Negative
Donor A2, 68; B27, 53; DR13, 15 0 RhD"
CFH A2, —; B7, 44, DR12, 15 A RhD™ Negative
Donor A11, 25; B18, 44, DR/, 11 0 RhD™
WG A2, 68; B8, 35; DR3, 7 B RhD* Negative
Donor A1, 68; B8, 35; DR3, 7 B RhD*
AG A3, 26; B7, 57, DR7, 11 A RhD* Negative
Donor A2, 26; B44, 57, DR4, 7 A RhD*
cK A2, 3, B51, —; DR11, 8 A RhD* Negative
Donor A2, —; B39, 58; DR1, 3 A RhD*
F A31, 32; B6O, 44, DR3, 15 A RhD* Negative
Donor A1, 3, B7, 8, DR3, 15 A RhD*

Tab. 5: HLA-Ubereinstimmungen, Blutgruppen und Crossmatches der Studienpaare.

4.2. Ergebnisse der einzelnen Studienteilnehmer
4.2.1. Studienpatient CRG KI/T03/P01

4.2.1.1. Patienteninformation

Bei dem Patienten CRG handelte es sich um einen 42jahrigen Mann mit einem
chronischen Nierenversagen auf dem Boden einer IgA Nephropathie. Der Patient
wurde unter der Nummer KI/T03/P01 in die Studie eingeschlossen.

Das Spenderorgan erhielt der Patient von seinem Bruder. Bei der HLA-
Gewebetypisierung zeigte sich eine vollstandige Ubereinstimmung der Antigene

(Full House match).

4.2.1.2. Studienverlauf

Wie im Protokoll vorgesehen, erhielt der Patient an Tag -5 vor Transplantation die
vom Spender abgeleiteten TAIZ-Zellen. Die Nierentransplantation konnte wie ge-

plant am Tag O durchgefiihrt werden. Ohne intraoperative Komplikationen zeigte
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sich postoperativ eine gute Organfunktion. Der stationare Verlauf verlief ohne Zwi-
schenfalle und somit wurde der Patient nach Protokoll ambulant weiter betreut.

Bei stabiler Transplantatfunktion wurde nach 8 Wochen mit der Reduktion der Ste-
roidtherapie begonnen. Bei stetiger Reduktion der Steroide, konnten in der 10.
Woche die Behandlung mit Steroiden vollstéandig abgesetzt und der Patient mit
einer Monotherapie Tacrolimus mit Serumspiegel um die 8-10 ng/ml gefuhrt wer-
den.

In der 10. Woche zeigten sich bei dem Patienten keine klinischen Hinweise fir eine
AbstoRRungsreaktion, woraufhin in dem Zeitraum zwischen der 10. und 24. Woche
die immunsuppressive Dosis des Tacrolimus gleichm&Rig auf einen Spiegel von 4-
8 ng/ml gesenkt wurde.

In der 24. Woche zeigte sich eine stabile Transplantatfunktion, die zweite Trans-
plantatbiopsie wies ebenfalls keine Zeichen einer AbstoRungsreaktion auf. Nach
Vorgabe des Protokolls wurde ab der 25. Woche die Tacrolimusdosis auf Serum-
Talspiegel von kleiner 4 ng/ml gesenkt. Bei unauffalliger Transplantatfunktion wur-
de dieses Regime bis zur 43. Woche fortgesetzt, bevor die immunsuppressive
Therapie vollstdndig ausgeschlichen werden konnte.

Das vollstandige Absetzten der Immunsuppression wurde von dem Patienten ohne
Zwischenfélle toleriert und die Transplantatfunktion verlief Gber die nachsten
8 Monate (Woche 44 — 76) stabil, ohne Hinweise fir eine akute AbstoBungsreakti-

on.

Bei klinisch unauffalligem Verlauf wurde in Woche 50 eine Routinebiopsie des
Transplantates entnommen. Diese wies eine deutliche fokale interstitielle zellulare
Infiltration mit unregelmaRiger positiver HLA-DR Farbung des Tubulusepithels auf.
Diese histologischen Veranderungen ergaben noch keine eindeutige Hinweise fur
eine akute AbstoRungsphase, zudem zu diesem Zeitpunkt kein klinischer Verdacht
fur eine AbstoRungsreaktion bestand. Ahnliche histopathologische Veranderungen
wurden bereits bei Nierentransplantationen in Zusammenhang mit einer Langzeit-
Monotherapie mit niedrigdosiertem Tacrolimus beschrieben. Dabei wurde gezeigt,
dass diese Veranderungen nicht zwangslaufig mit einer Transplantatverschlechte-
rung einhergehen (Hutchinson et al 2008, Starzl et al 2003).

Die Kontrollbiopsien, welche 25 und 65 Tage spater dem Transplantat entommen

wurden, wiesen die gleichen Veranderungen auf. Auf Grund des stabilen klinischen
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Verlaufes wurde daher beschlossen die immunsuppressive Therapie nicht wieder
zu beginnen, sondern den den weiteren Verlauf engmaschig zu tberwachen.

In der 61 Woche wurde ein MLC / MCA — Vergleichstest des Empfangers zu einer
dritten Person mit einem vollstdndigen HLA — Missmatch durchgefiihrt. Dabei zeig-
te sich keine messbare Reaktion gegen die Zellen des Spenders, sowohl in Bezug
auf den T-Zell Proliferation als auch die Sekretion von Interleukin — 2 (IL- 2) und

IFN-y, jedoch gegen die der dritten Person.

In der 77. Woche kam es bei dem Patienten CRG zu einer akuten Abstol3ungsre-
aktion. Diese konnte erfolgreich mit einer Kortisonsto3therapie und der Wiederauf-
nahme der Tacrolimus — Monotherapie behandelt werden. Darunter kam es zu ei-
ner Normalisierung der Transplantatfunktion.

Zum Abschluss der Untersuchungen war Herr CRG auf einen Tacrolimus Serum-
talspiegel zwischen 6 und 8 ng/ml eingestellt, worunter sich eine stabile Transplan-
tatfunktion zeigte.

HLA- spezifische Antikérper konnten zu keinem Zeitpunkt der Untersuchungen
nachgewiesen werden.

(@) ® Induction of immunosuppression with ATG on Days 0,1 and 2
mmm——  |Mmunosuppression with corticosteroids and tacrolimus
g mm Steroid weaning phase
% m  Adjustment of tacrolimus dosages
% =eems————  [-urther carefully-managed reduction of tacrolimus treatment
= eess——————  \ionitoring phase
I [ Ollow-up
* Biopsy 1 * Biopsy 2 * Biopsy 3
| * MLC assays

Abb. 5: Reduktionsschema der Immunsuppression bei Pat. CRG.
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Abb. 6: Ubersicht Kreatininspiegel vs Immunsuppression bei Pat. CRG.

Abb. 7: Nierenbiopise, PAS gefarbt, von Pat CRG in der 24 Woche ohne Nachweis einer Absto-
Bungsreaktion, 100fach vergrofRert.
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Abb. 8: Nierenbiopsie, Woche 50, von Patient CRG mit dem histologischen Nachweis der Akku-
multation von Lymphozyteninfiltraten, 100fach vergrofR3ert.

Abb. 9: Nierenbiopsie, Woche 50, von Patient CRG mit dem histologischen Nachweis der Akkumul-
tation von Lymphozyteninfiltraten, 200fach vergréZert.
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Abb. 10: Spezifisches Anti-Spender Reaktions Bestimmung bei Patient CRG mittels MLC, Woche
60, anhand des Proliferationsindex (f), der IL- 2 Sekretion (g) und der IFN- y Produktion. Der Ver-

gleich erfolgte gegen ein Full-Missmatch und ein neutrales Medium als Kontrollgruppen.
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4.2.2. Studienpatient CFH KI/T03/P02

4.2.2.1. Patienteninformationen

Bei der Patientin Frau CFH handelte es sich um eine 39 jahrige Frau mit terminaler
Niereninsuffizienz auf dem Boden einer Glomerulonephritis (Tab 1). Die Patientin
wurde unter der Nummer KI/TO3/P02 in die Studie eingeschlossen.

Die Lebendnierenspende erfolgte durch den Ehemann. Bei der HLA-

Gewebetypisierung zeigte sich ein Missmatch von 5 aus 6 HL-Antigenen (Tab. 2).

4.2.2.2. Studienverlauf

Wie im Protokoll vorgesehen, erhielt die Patientin an Tag -5 vor Transplantation die
vom Spender abgeleiteten TAIZ-Zellen. Die Operation konnte wie geplant an Tag 0
durchgefiihrt werden. Ohne intraoperative Komplikationen zeigte sich postoperativ
eine gute Organfunktion. Bereits intraoperativ kam es nach Reperfusion zu Funkti-
onsaufnahme des Transplantates. Die Ausscheidung des Transplantates war von
Anfang an stabil, so dass es bereits in der ersten Woche zu einer Normalisierung
des Serum-Kreatinins im Blut der Patientin kam.

Die ambulante Nachbehandlung zeigte einen weiteren unauffalligen Verlauf, so
dass die Kortikosteroide zwischen der 8. und 10. Wochen vollstandig ausgeschli-
chen und der Talspiegel fur das Tacrolimus auf ein Serumspiegel um die 6-12
ng/ml angepasst werden konnten.

Bei subjektivem Wohlbefinden und konstanter Transplantatfunktion konnte im Ver-
lauf der Tacrolimus Talspiegel bis auf < 4 ng/ml bis zur 26. Woche reduziert wer-
den und bis zur 29. Woche an einen Talspiegel zwischen 2 — 4 nd/ml angepasst
werden.

Fur die nachsten 6 ¥2 Wochen in der Phase der reduzierten Monotherapie mit Ta-
crolimus zeigte sich der klinische Status der Patientin unverandert. Die Nierenfunk-
tionsparameter waren dabei jederzeit im Normbereich, das Serum-Kreatinin um die
0,7- 1,1 mg/dl stabil.
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Auf Grund des eigenmachtigen plotzlichen Absetzen der gesamten Immunsupp-
ression durch den Patienten kam es im weiteren Verlauf nach 10 Tagen zu einer
histologisch gesicherten akuten zellularen Abstof3ungsreaktion.

Die Immunsuppression mit Tacrolimus wurde sofort wieder begonnen und die Ab-
stoRungsreaktion mittels Kortisonsto3therapie erfolgreich behandelt. Die Monothe-
rapie (Tacrolimus 2,5 mg OM, 2 mg ON) wurde im Anschluf® bis zum Ende des
Beobachtungszeitraumes fortgefuhrt, worunter sich das Serumkreatinin um die 0,9

mg/dl stabilisierte.

(a) = |nduction of immunosuppression with ATG on days 0,1 and 2
—— | TMUNOSUppression with corticosteroids and tacrolimus

g === Steroid weaning phase

% == Adjustment of tacrolimus dosages

%‘ Minimisation of tacrolimus treatment

= Tacrolimus <4 ng/ml

==  Complete cessation

* Biopsy 1 * Biopsy 2

Abb. 11: Reduktionschema der Immunsuppresion bei Patientin CFH
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Abb. 12: Tacrolims-Talspiegel im Vergleich zum Kreatininspiegel bei Patientin CFH

Wahrend des Beobachtunszeitraumes konnte zu keinem Zeitpunkt mittels ELISA

oder CDC-Assay ein Nachweis von HLA-Antikdrpern erzielt werden.
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4.2.3. Studienpatient WG KI/T03/P04

4.2.3.1. Patienteninformation

Bei dem Patienten WG handelt es sich um einen 48 jahrigen Mann mit einer dialy-
sepflichtigen Niereninsuffizienz auf dem Boden einer polyzystischen Nierenerkran-
kung. Der Patient wurde unter der Nummer KI/TO3/P04 in die Studie eingeschlos-
sen.

Die Lebendnierenspende erfolgte durch den Bruder. Bei der HLA-
Gewebetypisierung zeigte sich ein Klasse - | - Antigen Missmatch.

4.2.3.2. Studienverlauf

Die praoperative Vorbereitung konnte gemall dem Studienprotokoll durchgefihrt
werden. An Tag -5 erhielt der Patient eine Dosis an generierten vitalen TAIC/Treg
— Zellen von 3,95 / kg KG x 10”. Die Infusion der allogenen TAIC-Zellen, sowie die
Transplantation erfolgten ohne Zwischenfall. Es zeigte sich von Anfang an eine
adaquate und stabile Transplantfunktion. Die immunsuppressive Therapie wurde

nach Protokoll begonnen und gut toleriert.

Wie im Studienprotokoll beschrieben erfolgte in der 8. postoperativen Woche vor
dem Absetzten der Steroide und der Reduktion des Calcineurin-Inhibitors die erste
postoperative Transplantatbiopsie. Die Retentionsparameter waren dabei bei nor-
maler Diurese jederzeit im Bereich um die 1,0 bis 1,5 ng/ml. Anhand der Biopsie
konnte ein histologischer Nachweis fir eine subklinische Abstol3ungsreaktion aus-
geschlossen werden.

Entsprechend dem Protokoll erfolgten Uber einen Zeitraum von ca. einer Woche
das Ausschleichen der Kortikosteroide und die Anpassung der taglichen Ta-
crolimusdosis.

Unter stabilen Nierenfunktionsparametern erfolgte im Verlauf Gber einen Zeitraum
von 3 Monaten ein kontinuierliches Absenken des Tacrolimus-Talspiegels auf unter

4 ng/ml.
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Innerhalb der gesamten Phase der Reduktion des immunsuppresiven Protokolls
zeigte sich sowohl klinisch als auch laborchemisch zu jeder Zeit eine unauffallige
Transplantatfunktion, so dass zu keinem Zeitpunkt der Hinweis auf eine mogliche
AbstoRRungsreaktion vorlag.

9 Wochen nach dem Erreichen eines Talspiegels von < 2 ng/ml unter Tacrolimus-
monotherapie entwickelte sich eine akute Abstol3ungsreaktion, einhergehend mit
dem Anstieg der Retentionsparameter, sowie einer eingeschrankten Diurese. Auf
Grund einer steroid-resistenten AbstoRungsreaktion erfolgte die Ausweitung der
Rescue-Therapie mit ATG, Rituximab und Plasmapherese.

Nach Wiederherstellung der Nierenfunktion bei stabilen Funktionsparametern mit
einem Serumkreatinin-Level um 2.0 mg/dl wurde entsprechend des Studienproto-
kolls die immunsuppressive Therapie mit Tacrolimus (Talspiegel 6 — 10 mg/dl),

Prednisolon (10mg OM) und MMF (180 TDS) bis zum Ende des Beobachtungszeit-
raumes fortgefihrt.

(a) = |nduction of immunosuppression with ATG on days 0,1 and 2
— | mmunosuppression with corticosteroids and tacrolimus
g = Steroid weaning phase
% == Adjustment of tacrolimus dosages
% Minimisation of tacrolimus therapy
= Tacrolimus <4 ng/ml
* Biopsy 1 * Biopsy 2

Abb. 13: Immunsuppressives Protokoll von Patient WG
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Abb. 14: Tacrolims-Talspiegel im Vergleich zum Kreatininspiegel bei Patient WG

Wahrend des Beobachtungszeitraumes konnte zu keinem Zeitpunkt der Nachweis
von HLA-Antikorpern mittels ELISA oder CDC-Assay bestimmt werden.

4.2.4. Studienpatient AG KI/T03/P05

4.2.4.1. Patientenanamnese

Bei dem Patienten AG handelte es sich um einen 59 jahrigen Mann mit einer ter-
minalen Niereninsuffizienz auf dem Boden einer chonischer Glomerulonephritis.
Der Patient wurde unter der Nummer KI/TO3/P05 in die Studie eingeschlossen.

Der Patient litt auch an einer rheumatoiden Arthritis, welche bis zu dem Zeitpunkt
der Nierentransplantation ohne Behandlung von Immunsuppressiva unter Kontrolle
war und daher nicht als Ausschlusskriterium gewertet wurde.

Die Lebendnierenspende erfolgte durch seine 24-jahrige Tochter. In der HLA-
Gewebetypisierung zeigte sich eine Ubereinstimmung von 2 Klasse-I-AG und ei-

nem Klasse-II-Antigen.
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4.2.4.2. Studienverlauf

Die Studienvorbereitung und Medikamentenapplikation erfolgte ohne unerwiinsch-
te Wirkungen. Nach erfolgreicher Transplantation und weiterem unaufféalligen stati-
onaren Verlauf mit einer stabilen Diurese und einem Serumkreatininlevel bei 1,6
mg/dl erfolgte die ambulante Weiterbehandlung nach Protokoll.

Der klinische Verlauf und die erste Protokoll-Biopsie wiesen keine Anzeichen fur
eine Abstol3ungsreaktion auf, woraufhin mit dem Ausschleichen der Kortikosteroi-
de und dem Anpassen der Dosis fur die Calcineurin-Inhibitoren begonnen wurde.
Darunter zeigte sich weiterhin eine gute Transplantatfunktion ohne signifikante
Veranderungen des Serumkreatinins. Jedoch war es auf Grund der rheumatoiden
Arthritis nicht vollstdndig mdglich, die Immunsuppression auf das nach Protokoll
vorgeschriebene Minimum zu reduzieren, da die bestehende rheumatoide Arthritis
postoperativ eine Behandlung mit einer niedrig dosierten Therapie an Kortikostero-
iden notwendig machte.

Der Tacrolimus-Talspiegel konnte jedoch nach Protokoll ab der 13. Woche auf
< 3 - 4 ng/dl reduziert werden.

Zum Ende des Beobachtungszeitraumes zeigte sich unter einer Immunsuppressi-
ontherapie mit Tacrolimus (Talspiegel: 4-8ng/ml) und Kortikosteroiden (2,5mg — 5

mg OD) eine stabile Transplantatfunktion mit einem Serum-Kreatinin um die 1,6

mg/dl.

(a) o o

® [nduction of immunosuppression with ATG on days 0,1 and 2

5 Immunosuppression with corticosteroids and tacrolimus

Q

2 = Adjustment of tacrolimus dosages

a

© Tacrolimus 4-8 ng/ml plus intermittent prednisolone
|_

* Biopsy 1 * Biopsy 2

Abb. 15: Reduktionschema der Immunsuppression bei Patient AG
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Abb. 16: Tacrolims-Talspiegel im Vergleich zum Kreatininspiegel bei Patient AG

4.2.5. Studienpatient FI KI/TO3/P08
4.2.5.1. Patientenanamnese

Bei dem Patienten FI handelte es sich um einen 48 Jahrige Patienten mit einer
terminalen Niereninsuffizienz auf dem Boden einer adulten polyzystischen Nie-
renerkrankung. Der Patient wurde unter der Nummer KI/T0O3/P08 in die Studie ein-
geschlossen.

Die Nierenlebendspende erfolgte durch die langjahrige Lebensgefahrtin. In der

HLA —Gewebetypisierung zeigte sich Missmatch aller 4 Klasse-I HL- Antigene.

4.25.2. Studienverlauf

Der Patient FI erhielt die Studiemedikation 5 Tage vor der geplanten Transplantati-
on, in einer Dosis von 2,54 vitale Zellen / kg KG x 10",

Die Transplantation und der postoperative Verlauf gestalteten sich unauffallig. Das
Serumkreatinin zeigte direkt nach Transplantation einen stetigen Abfall, hielt sich

jedoch im weiteren Verlauf Gber 2mg/dl. Zum Ausschluf3 einer subklinischen frihen
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AbstoRRungsreaktion wurde in der 9. Woche eine erste Transplantatbiopsie durch-
gefuhrt. Die ergab keinen histologischen Nachweis fir eine Abstof3ung des Trans-
plantats. In Ubereinstimmung mit dem Protokoll konnte ab Tag 56 mit dem Aus-
schleichen der Steroide unter Anpassung des Tacrolimusspiegel begonnen wer-
den. Bis zur 11. Woche konnten die Steroide vollstdndig ausgeschlichen und der
Proband auf eine Tacrolimus-Monotherapie mit Talspiegeln zwischen 6 ng/ml und
12 ng/ml eingestellt werden.

Die weiteren nach Protokoll durchgefuhrten Transplantatbiopsien wurden in den
Wochen 8 und 24 entnommen. Histologisch zeigte sich dabei jeweils ein unauffalli-
ges Nierenparenchym ohne pathologische Veranderungen oder Zeichen einer Ab-
stoRungsreaktion. Eine weitere Biopsie zum Ende der Uberwachungsphase in der
54. Woche zeigte ebenfalls einen Normalbefund.

Im weiteren Studienverlauf konnte die Tacrolimusdosis weiter reduziert und auf
eine niedrig dosierte Monotherapie mit Talspiegeln um die 4-8ng/ml eingestellt
werden. Unter der niedrig dosierten Monotherapie zeigte sich ein stabiler Verlauf
der Serum-Kreatininwerte um 2mg/dl. Entsprechend den Reduktionskriterien des
Protokolls ergab sich keine Indikation zur weiteren Reduktion der immunsupressi-

ven Therapie.

(a) = Induction of immunosuppression with ATG on days 0,1 and 2
Immunosuppression with corticosteroids and tacrolimus
_ == Steroid weaning phase
g == Adjustment of tacrolimus dosages
g- Minimisation of tacrolimus
jc_g Monitoring
* Biopsy 1 * Biopsy 2
*MLC 1 *MLC2 +MLC3 *MLC 4

Abb. 17: Reduktionschema der Immunsuppression bei Patient Fl
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Abb. 18: Tacrolims-Talspiegel im Vergleich zum Kreatininspiegel bei Patient FI

Abb. 19: Nierenbiopsie, PAS gefarbt, von Patient FI, 24 Woche, ohne Nachweis einer Abstof3ungs-

reaktion, 100fach vergréRert
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Abb. 20: Nierenbiopsie, PAS gefarbt, von Patient FI, 54 Woche, ohne Nachweis einer AbstoRungs-

reaktion, 100fach vergréRert

Abb. 21: Zielaufnahme, Nierenbiopsie, PAS gefarbt, von Patient FI, 54 Woche, Balken 300um

Die Bestimmung des Stimulationsindex mittels gemischter Lymphozytenkultur
(MLC) erfolgte zu den Zeitpunkten préaoperativ und den Monaten 6, 7 und 9. Dabei
wurde die Spender- induzierte Aktivitat mit der Empfangeraktivitat auf eine Lym-
phozytensuspension eines Kontrollmediums sowohl mit einem Klasse | Missmatch
als auch mit einem kompletten Missmatch verglichen.

Dabei zeigte sich zu jedem Zeitpunkt eine vermehrte Reaktion gegeniber den
Kontrollmedien im Vergleich zur Spenderreaktivitdt sowohl im Sinne der Zellprolife-

ration als auch der IL-2 und IFN-y Sekretion.

52



HLA-Antikdrper konnten bei dem Patienten FI zu keinem Zeitpunkt nachgewiesen

werden.
(f) Legend for panels F, G and H
E :2: Donor-derived stimulators
£ 604 HLA A1,3 B7,8 DR 3, 15
g 50 -
£ 404 [ Fully-mismatched stimulators
ER HLA A2, 30 B40,50 DR 7, 13
£ 20-
73 12 12 .I - .i ol L Il C'assi-mismatched stimulators
Week -1 Week 26 Week 29 HLA A2, 33 B62, 17 DR3, 15
| |
Time with respect to transplantation date 1 No stimulators
(9) e00{ ; (h) 800+
500 I 7001 {
= = 600-
£ 4001 E 500
£ 3001 £ 400-
o 3 i
= 200+
I il
0 Ia L 1 7 T 0 —5 l:r-ll I=|I =
| -1 26 29 40 | -1 26 29 40
| |
Time (weeks) with respect to Time (weeks) with respect to
transplantation date transplantation date

Abb. 22: Spezifische Anti-Spender-Reaktions-Bestimmung bei Patient FI mittels MLC, Woche 1,
26, 29 und 40, anhand des Proliferationsindex (f), der IL- 2 Sekretion (g) und der IFN- y-Produktion
(h). Der Vergleich erfolgte gegen ein Full-Missmatch, Klasse-l Missmatch und ein neutrales Medium

als Kontrollgruppen.
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5. Diskussion

Die Fortschritte der konservativen klinischen Medizin, die Entwicklung und der Ein-
satz innovativer neuer Arzneimittel lasst die Zahl der terminal niereninsuffizienten
Patienten steigen. Die Technik der Dialyse und deren weite Verbreitung bringt nie-
reninsuffiziente Patienten tber lange Zeit in ein gutes klinisches Stadium. Damit
steigt auch die Zahl derjenigen, die zu einer Organspende gelistet sind.

Wurde ein Patient transplantiert, so sind wichtige klinische Ziele zum einen der
lange Erhalt einer ausreichenden Organfunktion und zum anderen die Vermeidung
unerwtnschter Wirkungen durch eine hohe notwendige immunsuppressive Thera-
pie.

Klinische Erfahrungen im Umgang mit transplantierten Patienten zeigt, das Trans-
plantat-Empfanger nicht unbedingt eine AbstoRungsreaktion einerseits oder eine
komplette Toleranz gegenlber dem transplantierten Organ zeigen mussen. Sie
demonstrieren haufig auch den Status einer spenderspezifischen Hypo-Reaktivitat,
ein Zeitraum wahrend dessen die Ubliche immunsppressive Therapie deutlich re-
duziert sein kann.

Die immunologische Basis fiir einen solchen verminderten Reaktionsstatus ist bis-
her wenig untersucht. Es ist aber durchaus bekannt, dass eine Exposition gegen-
Uber Spender-Alloantigenen und eine friihzeitige Reduktion der konventionellen

immunsuppressiven Therapie hierzu beitragen.

Die vorgelegte Promotion ist Teil einer Reihe von klinischen Untersuchungen zur
Minimierung der immunsuppressiven Therapie mittels Spender-spezifischer Tole-
ranzinduktion nach Anwendung allogener und autologer Regulatorzellen.

Diese Untersuchung, im weiteren als TAIC- Il Studie bezeichnet, wurde als Phase |
Sicherheitsstudie durchgefuihrt. Die nach dem hier beschriebenen Protokoll produ-
zierten und dem Empféanger eines Lebendtransplantates applizierten TAIC- Zellen
zeigten keine akuten oder verzogerten Komplikationen im Verlauf des Be-
obachtunszeitraumes, weder eine Sensitivierung des Empfangers gegenuber den

Spenderantigenen noch eine akzelerierte Abstol3unsreaktion.

Die TAIC- Il Studie wurde nicht dafur konzipiert, die Effektivitat von TAIC-Zellen bei

der Etablierung eines immunsuppressiven Regimes mit niedrig dosierter Ta-
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crolimus-Monotherapie bei der Lebendnierentransplantation zu testen. Aus diesem
Grund wurde nur eine kleine Patientenkohorte ausgewahlt und keine unbehandelte
sowie hoch immunreaktive Kontrollgruppe aufgestellt. Gleichwohl zeigte sich, dass
Patienten, welche in die TAIC- Il Studie eingeschlossen wurden eine hohere Rate
an frhen akuten Absto3ungsreaktionen im Vergleich zu konventionellen etablier-
ten immunsuppressiven Regimen aufwiesen. Im Vergleich dazu ist insbesondere
die Studie von Shapiro zu erwahnen, welche als eine der wichtigsten Vergleichstu-
dien angesehen werden kann. In einem Kollektiv von 150 Patienten wurden diese
zur Induktionstherapie mit 5mg ATG und einer Bolusgabe an Kortikosteroiden be-
handelt und unmittelbar auf eine Tacrolimus-Monotherapie eingestellt. Innerhalb
von 4 Monaten konnte bei 37% der Patienten eine Abstol3ungsreaktion nachge-
wiesen werden. Nach dem 4. Monat wurde die Monotherapie bei 113 Patienten
schrittweise reduziert. In dem Uberwachunsgzeitraum von 11 +5,4 Monate wiesen
23% eine akute Abstol3ungsreaktion auf (Shapiro et al 2003). In der TAIC-II Studie
kam es zu keinem Verlust des Transplantates, bei akuter AbstoRungsreaktion
konnte die Funktion durch eine Rescuetherapie stabilisiert werden und unter An-
passung der immunsuppressiven Therapie eine stabile Transplantatfunktion gesi-
chert werden.

Die praoperative Behandlung mit TAIC-Zellen, in der Art und Weise, wie sie im
Rahmen dieser Studie durchgefuihrt wurde, ist daher sicherlich kein adaquates
Protokoll in welcher Form eine funktionsféahige spenderspezifische Organtoleranz
im Rahmen der Lebendnierenspende induziert werden kann. Jedoch zeigt die Be-
obachtung, dass die Patienten durch die Behandlung mit spenderspezifischen
TAIC-Zellen eine rasche und wesentliche Reduktion ihrer immunsuppressiven The-
rapie tolerieren, wenn auch nur temporar, einen gegensatzlichen Verlauf zu den
Ublichen Klinischen Erwartungen. Allein diese Tatsache bedarf somit weiterer Be-

achtung.

Von den finf in die TAIC-1I Studie eingeschlossenen Patienten, konnten vier Pati-
enten erfolgreich von einem immunsuppressiven Standardregime auf eine Mono-
therapie mit Tacrolimus umgestellt werden, wobei bei drei der Patienten einen Se-
rum-Talspiegel zwischen 6 — 8 ng/ml bereits innerhalb von 24 Wochen nach
Transplantation gemessen werden konnte. Im Vergleich zu vorhergegangenen

Studien zur Etablierung einer Monotherapie mit Tacrolimus nach Nierentransplan-
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tation (Starzl et al 2003, Coupes et al 2002, Shapiro et al 2003, Tan et al 2005,
Kramer et al 2005, Backmann et al 2006, Thomas et al 2007), war ein deutlich be-
schleunigtes Absetzten der Immunsuppression und ein Umsetzen auf eine Ta-
crolimus-Monotherapie in der TAIC- 1l Studie moglich. Bei den Patienten der TAIC-
Il Studie wurde das Ausschleichen der Medikation gut vertragen. Nur nach dem
vollstandigen Absetzen der Immunsuppression bei dem Patienten CFH kam es zu
einer akuten Abstol3ungsreaktion und bei dem Patient WG war die Abstof3ungsre-
aktion bedingt durch einen Tacrolimus- Talspiegel unter 4 ng/ml. Der Patient CRG
konnte erfolgreich Uber 18 Wochen auf eine Tacrolimus- Monotherapie eingestellt
werden und im Anschlul3 sogar Uber einen Zeitraum von 8 Monaten vollstandig

ohne Immunsupression mit einer stabilen Transplantatfunktion beobachtet werden.

Klinischen Erfahrungen haben gezeigt, dass nach einer Nierentransplantation zum
Erhalt der Organqualitat die Haufigkeit an akuten AbstoRungsreaktionen auf ein
Minimum reduziert beziehungsweise verhindert werden sollten. Jedoch muss auch
kein Status der vollstandigen spenderspezifischen funktionellen Toleranz erreichen
werden. Es sollte eine Form von spender-spezifischer Hyposensitivitat gegentber
dem Transplantat erzielt werden, mit dem Ziel eines niedrigen Bedarfs an immun-
supressiver Medikation, ohne den Ansatz des vollstdndigen Ausschleichens der
immunsupressiven Therapie (Calne 2004). Dabei ist das derzeitige Verstandnis
Uber die immunologische Grundlage eines zeitlich begrenzten Status von Nicht-
Raektivitat noch nicht ausreichend. Jedoch hat sich gezeigt, dass der Kontakt mit
spenderspezifischen Antigenen vor der Transplantation und ein rasches Aus-
schleichen der koventionellen immunsuppressiven Therapie zur Etablierung solch
eines Immunstatus dazu beitragt (Burlinham et al 1999, Ashton-Chees et al 2006
und 2007, Golshayan et al 2007). Es kann daher festgestellt belegen werden, dass
die klinischen Ergebnisse der Patienten an der TAIC- Il Sicherheitsstudie, insbe-
sondere die der Patienten CRG und CFH, mit der Behandlung von spenderspezifi-
schen Toleranz-induzierenden Zellen in Zusammenhang stehen. Es konnte in die-
sen Féllen ein klinisch relevanter Grad an Nicht-Reaktivitat des Immunsystems
gegenuber dem Spender induziert werden. Dabei kann die werden durch die Er-
gebnisse der Bestimmung des T-Zellen Proliferationindex und der Zytokinesekreti-

on mittels MLC Hypothese gestitzt.
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Die Ergebnisse weisen nach, dass wahrend des Zeitraumes der stabilen Trans-
plantatfunktion, die Reaktivitdt des Immunsystems gegeniber dem Spenderorgan
deutlich unterdrtckt ist.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist der zellulare Mechanismus, durch welchen die TAIC-
Zellen die Immunantwort des Transplantatempfangers beeinflu3en noch nicht ein-
deutig interpretierbar. Es lassen sich jedoch Parallelen zwischen der Funktions-
weise von TAIC-Zellen und bereits seit langerem etablierten Methoden, wie der
spenderspezifischen Bluttransfusion oder der Knochenmarktransplantation, erken-
nen (Burlingham et al 2001, Kawai et al 2008, Kingsley et al 2007). In diesem Zu-
sammenhang ist es wichtig anzumerken das die TAIC-Zelle urspringlich als das
Derivat aus einer embriogenen Zellstammlinie einer Ratte identifiziert wurde, wel-
ches im Wesentlichen fiir die Induktion von Toleranz bei allogener Herztransplan-
tation verantwortlich war (Hutchinson et al 2008, Fandrich et al 2002 a, Fandrich et
al 2002 b).

Erst vor kurzer Zeit wurde in bemerkenswerter Weise Uber das Potential sowohl
der spenderspezifischen Bluttransfusion als auch der spenderspezifischen Kno-
chenmarktransplantation zur Induktion von Immuntoleranz im Rahmen der Nieren-
(Kawai et al 2008) und Dunndarmtransplantation (Pirenne et al 2007) berichtet,
jedoch wurde bis jetzt in keiner Studie die Anwendbarkeit und Wirksamkeit von
TAIC-Zellen Uberprift.

Nichtsdestotrotz zeigt sich eine Vielzahl von theoretischen Vorteilen in der Ver-
wendung von spezifischen TAIC-Zellen im Vergleich zu ganzheitlichen Blutproduk-
ten oder der Knochenmarktransplantation als immunkonditionierende Therapie.
Dabei ist im Wesentlichen die Moglichkeit der strengen Uberwachung und Steue-
rung der Zusammensetzung, der Qualitéat sowie der zu verabreichenden Dosis zu
nennen. Zudem, im Gegensatz zur Knochenmarktransplantation, weist die Anwen-
dung von TAIC- Zellen einen wesentlichen Vorteil in der klinischen Anwendung
auf. Es besteht nicht die Notwendigkeit, dass zum vollstandigen Einnisten der To-
leranz induzierenden Zellen im Transplantatempfanger ein lymphozytopener Sta-
tus fur einen bestimmten Zeitraum geschaffen werden muss (Brem-Exner et al
2004, Kawai et al 2008). Gleichzeitig erscheint die Anwendung von TAIC- Zellen
sicherer im Vergleich zur Bluttransfusion oder Knochenmarktransplantation, denn

sowohl in der TAIC-I als auch der TAIC- Il Studie, die immerhin ein Kollektiv von 16
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Patienten beinhalten, konnte nachgewiesen werden, dass keiner der Patienten
durch die Applikation von TAIC- Zellen gegen Spenderantigene sensibilisiert wurde
(Hutchinson et al 2008 a, Hutchinson et al 2008 b). Im Vergleich dazu zeigt sich
bei der spenderspezifischen Bluttransfusion bei fast 7% der Patienten unter der
Anwendung von Azathioprin die Sensibilisierung gegen Spenderantigene (Opelz et
al 1973, Anderson et al 1982). Sogar einer von funf Patienten erleidet eine nicht
reversible humorale Abstof3ungsreaktion in Verbindung von einer Knochenmarkit-

ransplantation mit anschlieBender Nierentransplantation (Kawai et al 2004).

Um den Status der reduzierten Immunantwort oder den Status der kompletten To-
leranz besser Gberwachen zu kdnnen und damit die Anwendung einer Immunthe-
rapie sicher anzuwenden, bedarf es jedoch auch der Bestimmung spezifischer Bi-
omarker, welche das Erreichen solch eines Toleranz- Status oder dessen Verlust
bestimmen und kontrollieren lassen (Land 2004, Fuchs 2014). Im Rahmen des “In-
dices of Tolerance (IOT)- Projekt” wurde dabei an Patienten, welche eine naturli-
che Immunitat gegenidber ihrem Transplantat nach vollstandigem Absetzen der
immunsuppressiven Medikamente entwickelt haben, versucht, spezifische Biomar-
ker zur Toleranzinduktion zu beschreiben. Im Rahmen eines individuellen Hei-
lungsversuches mit TAIC- Zellen bei zwei Patientinnen mit immunologischer Hoch-
risikokonstellation auf Grund eines bei einer Patientin vorliegenden Full- Miss-
match und von praformierten Antikorpern bei der anderen Patientin, zeigte sich in
wiederholten Erhebungen des immunologischen Status eine Veranderung der im
Rahmen des IOT- RISET Projektes definierten Genmuster (Sagoo et al 2010).
Dabei kam es zu einer Verschiebung in Richtung der Oberflachenrezeptoren, die
bei Patienten mit naturlicher Toleranz beschrieben worden sind.

Bei beiden Patienten konnte die immunsuppressive Therapie anhand eines modifi-
zierten TAIC-II Protokolls reduziert und innerhalb von 24 Wochen auf eine Mono-
therapie mit Tacrolimus eingestellt werden. Seit nunmehr 3 Jahren weisen die Pa-
tientinen eine stabile Transplantatfunktion mit konstanten Kreatininwerten auf.
Vergleicht man dabei die Ergebnisse mit den Daten des IOT-RISET Projekts muss
man jedoch beachten, dass die ausgewahlten Patienten alle 6 — 9 Jahre nach
Transplantation einen stabilen Status aufweisen konnten (Hutchinson et al 2011).

58



Ein besseres Verstandnis der zellularen und molekularen Mechnismen in der Ent-
wicklung und Funktion dieser Toleranz induzierenden Zellen, sowie die weitere und
genauere Charakterisierung dieser Zellen in Form von Oberflachenmarkern und
funktionellen Eigenschaften, wird weitere Mdglichkeiten in der gezielten Herstel-
lung und klinischen Anwendung von TAIC- Zellen aufzeigen. Dies wiederum er-
madglicht eine einheitliche und eindeutig definierte Zell- basierte Therapie zur Mini-

mierung der Immunsuppression bei der Lebendnierentransplantation.

Diese ermutigenden Ergebnisse und Aspekte der TAIC- | und TAIC- Il Studien zei-
gen deutlich auf, dass die Anwendung dieser sogenannten “Toleranz- Akzeptie-
renden induzierenden Zellen“ (TAIC) in der humanen soliden Organtransplantation

weiterer klinische Untersuchungen bedarf.
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6. Zusammenfassung

In der Transplantationsmedizin sind die grof3en Herausforderungen heute die Zahl
der zur Verfugung stehenden Organe und die Kontrolle der Abstof3ungsreaktion
durch das Immunsystem des Empfangers. Alle immunsuppressiven medikament6-
sen Therapieansatze sind mit erheblichen unerwiinschten Wirkungen assoziiert.
Der Einsatz von Immuntoleranz-modulierenden Zellen bei Transplantatempfangern
vor der Operation zur Konditionierung der Immunreaktion und damit zur Optimie-
rung der Organakzeptanz ist ein naheliegender Ansatz der bisher bereits tierexpe-
rimentell untersucht wurde.

Die vorliegende Arbeit beschreibt eine Untersuchung zur Minimierung der immun-
suppressiven Therapie bei Patienten, die sich zu einer Lebendnierentransplantati-

on zur Therapie der terminalen Niereninsuffizienz entschieden haben.

In dieser von der Ethikkommision aller beteiligten Studienzentren genehmigten
Untersuchung wurden finf Patienten die ein Lebendnierenorgan erhalten sollten
praoperativ mit allogenen und autologen Regulatorzellen behandelt, sogenannten
»1ransplantat-Akzeptanz-induzierenden Zellen (TAIZ)". Diese Therapie wurde in
Kombination mit einer klassischen immunsuppressiven Therapie durchgefihrt (An-
ti-Thymozyten-Globulin (ATG) — Induktion in Kombination mit Tacrolimus und Ste-
roid Immunsuppression).

Die Untersuchungen wurden im Rahmen einer Phase —I Sicherheitsstudie durch-
gefuhrt.

Uber einen Zeitraum von 14 Tagen wurden nach 12 Wochen bei erfolgreich trans-
plantierten Patienten die Steroide abgesetzt und die Tacrolimus-Therapie im An-
schluf3 reduziert.

Drei der funf Patienten haben die niedrigdosierte Tacrolimus - Monotherapie tole-
riert, bei einem Patienten konnten alle immunsuppressiven Medikamente Uber 8

Monate abgesetzt werden.

Die Infusion von TAIZ-Zellen zeigte bei allen Patienten keine akute oder verzégerte

unerwinschte Reaktion.
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Eine Uberwachung der Immunraktion des Transplantat-Empfangers nach Behand-
lung mit TAIZ-Zellen in gemischter Lymphozytenkultur zeigte eine supprimierte T-
Zell Proliferation und Cytokine-Sekretion nach Stimulation mit Spender-
Alloantigenen wahrend der Kklinisch stabilen Transplantatfunktion im Untersu-
chungszeitraum.

Die vorliegende Untersuchung zeigt einen vielversprechenden Ansatz zur mogli-
chen Reduktion einer pharmakologischen immunsuppressiven Therapie bei Trans-

plantatempfangern auf.
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7. Studienzentren

7.1. Versuchszentren

Universitatsklinikum Schleswig — Holstein ( UK S-H )
Arnold-Heller-Strasse 7
24105 Kiel

Universitatsklinikum Dusseldorf
Moorenstrasse 5
40225 Dusseldorf

Universitatsklinikum Essen
Hufelandstrasse 55
45122 Essen

7.2. Unterstitzende Zentren

Kantonspital Bern Begutachtung und Auswertung der
Institut fur Pathologie Transplantatbiopsien
Schonbeinstrasse 40

CH — 4003 - Basel
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8. Anhang der verwendeten Materialien

AB serum, human, 10% hitze -
inaktiviert

ATG (ATG- FreseniusS®
7-AAD

Bio-Plex Human Th1/Th2 Assay
CD13

CD14

CD80

CD86

FcR Block

GM-7
INF- vy (Imukin®)

Intratec®

L- Glutamin
rhM-CSF
Natrium-Zitrat
Normosol®
DPBS

Prednisolon (Solu- Decortin®-H, Decortin H®)
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Cambrex Bioscience Verviers
Verviers, Belgien

Fresenius AG, Bad Homburg,
Germany

Becton Dickinson (BD), Heidelberg,
Germany, #559925

Bio-Rad, Miunchen, Germany
#171-A11081

BD, # 555394

BD, # 555399

BD, # 557227

BD, # 555658

Miltenyi, Bergisch Gladbach,
Germany

Uniklinik Kiel,Kiel, Germany
Boehringer Ingelheim,
Ingelheim am Rhein, Germany
Biotest AG, Dreieich, Germany
Cambrex Bioscience Verviers
Verviers, Belgien

R&D Systems, Wiesbaden-
Nordenstadt, Germany

Baxter, UnterschleiRheim,
Germany

Abbott GmbH & Co. KG,
Wiesbaden, Germany
Cambrex Bioscience Verviers
Verviers, Belgien

Merck Pharma GmbH, Darmstadt,

Germany



Rituximab (Mabthera®)
RPMI ohne Glutamin undPhenol Red
Streptomycin

Tacrolimus (Prograf®)
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Hoffmann LaRoche AG,
Basel, Schweitz

Cambrex Bioscience Verviers,
Verviers, Belgien

Cambrex Bioscience Verviers
Verviers, Belgien

Astellas Pharma AG,

Minchen, Germany
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