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Chronic allograft lung dysfunction
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Humanes Leukozyten Antigen

Mittlere Fluoreszenzintensitat

Major histocompatibility complex
Major-histocompatibility-complex (MHC) class I-related chain A
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Plasma exchange
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1.1

Einleitende Zusammenfassung

Die vorliegende Habilitationsschrift beschreibt die Interaktionen der zellularen
und humoralen Immunantwort, die Histopathologie und Therapie der
AbstoBungsreaktion bei Patienten nach solider Organtransplantation. Die
Erkenntnisse der Antikorper-vermittelten AbstoBung und deren Vermeidung zur
Verbesserung des Langzeitiberlebens von Patienten nach Herz,- Lungen,-
Nieren- und Pankreastransplantationen und Erhalt der Organfunktion stehen im

Vordergrund dieser Arbeit.

Wissenschaftlicher Hintergrund

Die Transplantation solider Organe ist die Behandlungsmethode der Wahl bei
terminalem Organversagen. Seit der ersten Nierentransplantation 1954 in Boston,
der ersten Leber- und Herztransplantation im Jahr 1967, und der ersten
Lungentransplantation 1968 werden mittlerweile weltweit pro Jahr ungefahr
100.000 Organe transplantiert. Eines der groBen Probleme in der unmittelbar
postoperativen Phase stellt das primare Organversagen oder die schwere
Dysfunktion des Transplantats dar. Die wesentlichen Risikofaktoren fir eine
Transplantatdysfunktion sind vor allem die Qualitat des Spenderorgans und der
Krankheitszustand des Patienten zum Zeitpunkt der Transplantation. Die akuten
AbstoRBungen finden in den ersten Tagen bis Wochen nach Transplantation statt
und sind meistens gut beherrschbar. AbstoBungen konnen aber auch Jahre nach
der Transplantation auftreten und zu chronischen Transplantatschaden fuhren. Im
Gesamtverlauf treten bei 15-20% aller Patienten akute OrganabstoBungen auf.
Insbesondere der Einsatz von Calcineurin Inhibitoren zur Immunsuppression hat
die Ergebnisse nach Organtransplantation deutlich verbessert. Angesichts der
schwerwiegenden Nebenwirkungen wie Nephrotoxizitat und Carcinogenitat
besteht ein zunehmender Trend zur Reduktion der Dosierung. Ein
Auswahlkriterium  zur  Identifizierung von  Patienten mit geringem
immunologischem Risiko zur Entwicklung einer akuten oder chronischen

AbstoRBung vor Reduktion der Immunsuppression ware daher wiinschenswert.
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2.

Bedeutung des Nachweises von donorspezifischen Antikorpern in der
AbstoBungsdiagnostik

AbstoBungen werden in erster Linie klinisch diagnostiziert. Die AbstoRung
(hyperakut, akut, chronisch) basiert auf humoralen und zellularen Reaktionen. T-
und B- Zellen beeinflussen sich gegenseitig. BekanntermalBen sind die T-Zellen
entscheidend fur die akute AbstoBung [1]. Aufgrund methodischer
Schwierigkeiten werden routinemaRig spenderspezifische Effektor-T-Zellen weder
vor noch im Verlauf nach der Transplantation im Blut der Patienten gemessen.
Eine hohe Anzahl an spenderspezifischen T-Zellen konnte jedoch einen
Risikofaktor flr eine AbstoBung darstellen. In der Nierentransplantation konnte
dieser Effekt bereits 1999 durch Heeger beschrieben werden [2;3]. Diese
Beobachtung hat jedoch bislang keinen Einzug in die klinische Routine gefunden
und ihre Bedeutung bei anderen Organen wurde bislang nicht untersucht. Der
klinische Verdacht auf eine zellulare AbstoBung wird histologisch verifiziert. In
der Nierentransplantation ist die histopathologische Diagnostik etabliert [4]. Die
Pathologie der AbstoBung bei Lungen-und Lebertransplantation hingegen ist
noch Gegenstand kontroverser Diskussion [5]. Im Hinblick auf die Rate an
Komplikationen (Blutung, Pneumothorax etc) bei der Materialgewinnung durch
eine Biopsie ist eine Blutuntersuchung risikoarm. Mit Hilfe des ELISpot Assays
kann die Anzahl Zytokin produzierender, spenderreaktiver T-Zellen im peripheren
Blut gemessen werden [6;7]. Eine Korrelation zwischen spenderspezifischen T-
Zellen und einem eingeschrankten Organuberleben ware eine Entscheidungshilfe
zur Anpassung der Immunsuppression und wird derzeit im Rahmen einer

klinischen Studie am Klinikum der Universitat Minchen untersucht.

Auch der HLA (Humanes Leukozyten Antigen)-Kompatibilitat wurde zunachst nur
im klinischen Alltag der Nierentransplantation eine Bedeutung beigemessen.
Studien zur klinischen Relevanz der HLA-Ubereinstimmung bei der
Transplantation thorakaler Organe fuhrten in den letzten Jahren zu einem
Umdenken [8]. Daten aus der eigenen Arbeitsgruppe bestatigten ein schlechteres
Transplantatuberleben bei Nichtibereinstimmungen im HLA-Klasse Il Lokus [9].
Aufgrund der hohen genetischen Variabilitat der HLA-Merkmale existiert in der

Bevolkerung eine Vielzahl von individuell unterschiedlichen HLA-Mustern. Der
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2.1

2.1.1

Mangel an Spenderorganen erschwert die Auswahl von HLA-kompatiblen
Organen und wird nur bei Hochrisikopatienten in Ausnahmefallen praktiziert. Die
Nichtubereinstimmung dieser Merkmale bei Spender und Empfanger von
Bluttransfusionen oder Transplantationen kann beim Empfanger zu einer
Antikorper-vermittelten Immunantwort fuhren, die eine AbstoRungsreaktion und
moglicherweise einen Transplantatverlust verursachen. Auch die
Schwangerschaft stellt als natirlicher Immunisierungsweg durch paternale
Antigene eine maogliche Ursache fur praformierte Antikorper dar. Das
wissenschaftliche Interesse an dieser Art der AbstoBung hat in den letzten Jahren
im Verhaltnis zur zellularen AbstoBung deutlich zugenommen [10;11]1, da sowohl
die Diagnostik als auch die Therapie in der Vergangenheit besonders auf zellulare
AbstoBungen fokussiert war. Die Beurteilung des Antikorperstatus beim
Organempfanger sowohl vor als auch nach der Transplantation konnte mit
Einfuhrung neuer sensitiver Nachweismethoden (Festphasenassays wie z.B.
ELISA, Luminex-Technologie) verbessert werden [12]. Dadurch wurde auch die

Diskussion uber ihren zusatzlichen diagnostischen Wert intensiver.

Humorale AbstoBungen in der thorakalen Transplantation

Anti-HLA und -MICA Antikorper erhohen das Risiko fiir eine
Transplantatvaskulopathie bei Patienten nach Herztransplantation

Die Transplantatvaskulopathie ist eine gefurchtete Komplikation nach
Herztransplantation. Sie ist meist schnell voranschreitend und der haufigste
Grund einer Retransplantation und des Versterben der Patienten. Nicht-
immunologische Risikofaktoren wie z.B. virale Infekte, Hyperlipidamie, arterielle
Hypertonus, Hyperlipidamie, Insulinresistenz und der Ischamie-
Reperfusionsschaden konnten identifiziert werden, die zu der Entwicklung einer
Tranplantatvaskulopathie fuhren [13]. Auch zirkulierende HLA-Antikorper im
Serum der Patienten wurden als immunologische Risikofaktoren in Betracht
gezogen [14]. Erste Fallberichte und kleine Studien zeigten ein gehauftes
Auftreten von HLA-Antikorpern und fruhzeitigem Transplantatversagen bei
herztransplantierten Patienten [15;16]. Die Antikorper vermittelte AbstoBung
wurde 2004 erstmals in der Herztransplantation beschrieben und die Definition

im Rahmen einer Konsensus Konferenz der ISHT festgelegt [17;18].
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Donorspecific HLA-antibodies: long-term impact on cardiac allograft
vasculopathy and mortality after heart transplant
Kaczmarek I, Deutsch MA, Kauke T. et al,

Experimental and Clinical Transplantation (2008) 3; 229-235 [19]

In Kooperation mit der Herzchirurgie des Klinikums der Universitat konnten
weiterfuhrende Daten zur Assoziation von HLA-Antikorpern auf die Antikorper-
vermittelte AbstoBung und die Transplantatvaskulopathie publiziert werden [19-
211.

Wir untersuchten retrospektiv 213 Patienten nach Herztransplantation auf das
Vorhandensein von donorspezifischen HLA-Antikorpern. Die Seren der Patienten
wurden mittels ELISA auf HLA-Antikorper gegen HLA-Klasse | und Il gescreent.

Das mittlere Follow-up nach Transplantation war 7 +/- 4,9 Jahre.

Es lieBen sich bei 10,8% der Patienten Antikorper gegen HLA-Antigene der
Spender nachweisen. Die uberwiegende Mehrzahl der gefundenen HLA-
Antikorper war gegen HLA-Antigene der Klasse |l gerichtet. Diese Beobachtung
hat sich in den darauffolgenden eigenen Untersuchungen bei allen soliden

Organtransplantationen bestatigt.

Das Auftreten von donorspezifischen HLA-Antikorpern wurde mit dem Patienten
Uberleben, den akuten AbstoRBungsepisoden und der Entwicklung von einer
Transplantatvaskulopathie korreliert. Das Gesamt-Uberleben der untersuchten
Patienten war 97,5%, 96,5% und 84,6% nach 5, 10 und 15 Jahren nach
Herztransplantation. Patienten mit donorspezifischen HLA-Antikorpern zeigten
ein schlechteres Uberleben als Antikorper negative Patienten (89,3%, 80,3% und
53,6% versus 98,4%, 97,3% und 97,3%; p=0,001). Die HLA-Antikorper positiven
Patienten hatten mehr akute AbstoBungsepisoden als die Antikorper negativen
Patienten  (70,2%  versus 44,4%; p=0.06). Im Hinblick auf die
Transplantatvaskulopathie zeigte sich deutlich, dass die HLA-Antikorper positiven

Patienten ein signifikant erhohtes Risiko fur die fruhe Entwicklung einer
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Transplantatvaskulopathie aufwiesen (p=0,02). In der multivariaten Analyse
konnte die Entwicklung donorspezifischer Antikorper gegen HLA als
unabhangiger Risikofaktor fur das Auftreten einer Transplantatvaskulopathie

identifiziert werden.
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Abb.1: Herzempfanger mit nachweisbaren donorspezifischen HLA-Antikorpern
(DSA) entwickelten fruher eine Transplantatvaskulopathie (CAV) als Patienten

ohne nachweisbare DSA.

Anti-MICA antibodies are related to adverse outcome in heart transplant

patients
Kauke T, Kaczmarek I, Dick A et al,

Journal of Heart and Lung Transplantation 2009, Vol.28 (4), 305-311 [22]

Es konnte nicht nur ein signifikanter Effekt von HLA-Antikorpern auf das Outcome
von Patienten nach Herztransplantation beschrieben werden, sondern auch von
Anti-endothelialen  Antikorpern  [23;24].  Antikorper, die sich gegen
spenderspezifische MICA (major-histocompatibility-complex (MHC) class I-related
chain A) Antigene bilden konnten, standen in Verdacht bei den Patienten zu
einem ebenso schlechten Transplantatiberleben und zu einer sehr frihen
Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie zu fihren [25]. MICA-Antigene sind
auf der Oberflache von Endothelzellen, Epithelzellen und Fibroblasten exprimiert.

Die Expression von MICA-Antigenen ist stressinduziert. Diese Proteine sind
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Liganden fur den aktivierenden Rezeptor NKG2D auf naturlichen Killerzellen und
CD8 positiven T-Zellen. Die Bildung von donorspezifischen MICA-Antikorpern
wurde bereits in der Nierentransplantation beschrieben und ist moglicherweise
eine Erklarung fur einen humoralen Transplantatverlust ohne Nachweis von HLA-
Antikorpern [26]. Der Einfluss von MICA-Antikorpern auf das Langzeitliberleben
von herztransplantierten Patienten war unklar und fuhrte dazu, dass wir in einer
retrospektiven Analyse das Serum von Patienten nach Herztransplantation auf
MICA-Antikorper untersuchten und das Auftreten mit dem Transplantat-Outcome

korrelierten.

Wir untersuchten 159 Patienten nach Herztransplantation mit einer mittleren
Follow-up Zeit von 7 +/-4,9 Jahren. Die Seren wurden mit Hilfe des Luminex
Screenings auf die Anwesenheit von MICA-Antikorpern getestet. Bei einem
positiven Screeningtest wurde die Antikorperspezifizierung mit einer Single

Antigen Analyse bestatigt.

Es konnten bei 19 (11,9%) von 159 Patienten MICA-Antikorper eindeutig
identifiziert werden. Es fiel auf, dass nach Retransplantation signifikant haufiger
MICA-Antikorper bei den Patienten nachzuweisen waren (10,5% vs 2,1%;
p=0,05). Der Nachweis von MICA-Antikorpern nach Herztransplantation im Serum
der Patienten war assoziiert mit der Inzidenz akuter AbstoBungen (63,2% vs
28,6%, p<0,01) und der Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie (78,9% vs
32,8%, p<0,01).

In der multivariaten Analyse konnten MICA-Antikorper als unabhangiger
Risikofaktor fir die Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie identifiziert
werden. Das Uberleben der MICA-Antikdrper positiven Patienten war deutlich
schlechter als das der Antikorper-negativen Patienten (Uberleben nach 5, 10 und
15 Jahren 94,7%, 94,7% und 54,1% vs 99,3%, 99,3% und 95,7%, p=0,002).
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Abb. 2: (a) AbstoBungsperioden nach Herztransplantation: Patienten mit MICA-
Antikorpern (schwarze Linie) hatten mehr akute AbstoBungsepisoden (AR) nach
Herztransplantation als MICA negative Patienten (gestrichelte Linie). (b)
Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie nach Herztransplantation: Patienten
mit  MICA-Antikorpern  (schwarze  Linie)  entwickelten  fruher eine
Transplantatvaskulopathie (CAV) als MICA negative Patienten (gestrichelte Linie).

Unsere Daten stellen einen klaren Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
donorspezifischen HLA- und MICA-Antikorpern und einer humoralen

AbstoBungen und Transplantatdysfunktion nach Herztransplantation dar.

Basierend auf diesen Beobachtungen werden seit 2008 regelmaBig HLA-
Antikorper bei Patienten auf der Warteliste zur Herztransplantation als auch in der
Nachsorge bestimmt.
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Donorspezifische HLA-Antikorper im Serum von Patienten nach
Lungentransplantation sind assoziiert mit der Entwicklung des Bronchiolitis
obliterans Syndroms

Bronchiolitis obliterans syndrome due to donor-specific HLA-antibodies
Kauke T, Kneidinger N, Martin B et al
Tissue Antigens 2015, 86,178-185 [27]

Auch fiur die Lungentransplantation konnte in Kooperation mit der Pneumologie
ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten von donorspezifischen
HLA-Antikorpern und der fruhen Entwicklung eines Bronchiolitis obliterans

Syndroms (BOS) festgestellt werden.

Das Bronchiolitis obliterans Syndrom ist die Hauptmanifestation des chronischen
Transplantatversagens (CLAD). Das Langzeituberleben ist bei Patienten nach
Lungentransplantation nicht zufriedenstellend. Die 5-Jahres-Uberlebens-
wahrscheinlichkeit nach einer Lungentransplantation ist nach Daten der ISHLT
(UNOS) mit 50,3% unverandert niedrig. Obwohl sich das 1-Jahrestberleben in
den letzten Jahren stetig verbessert hat, bleibt die Langzeitprognose schlecht
[28;29].

Die Risikofaktoren fir ein chronisches Transplantatversagen sind ahnlich wie bei
der Herztransplantation in nicht-immunologische (CMV Infektion, Ischamie-
Reperfusionsschaden, etc) und immunologische Faktoren eingeteilt. Bei den
immunologischen Risikofaktoren wurden akute zellulare AbstoRungsreaktionen
identifiziert. Die Maoglichkeit einer akuten Antikorper-vermittelten AbstoRung
(AMR) wurde lange Zeit nicht wahrgenommen, weil es kein histopathologisches
Korrelat fur diese Form der AbstoBung gab. Bei klinischen Verdachtsfallen
blieben die C4d Farbungen regelhaft unauffallig. Einige Zentren in den USA
erkannten das Potential der HLA-Antikorpermessung im Serum und identifizierten
Antikorper positive Patienten als Risikopatienten fur AMR [30;31]. Wir
untersuchten daraufhin retrospektiv unsere Patienten nach Lungentransplantation

auf das Vorhandensein von HLA-Antikérpern im Serum. Es konnten
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donorspezifische HLA-Antikorper identifiziert werden. Das Auftreten wurde

korreliert mit der Entwicklung einer chronischen Transplantatdysfunktion.

Es wurden 120 Patienten mit einem mittleren Follow-up von 40+/-21 Monaten
untersucht. Bei 39 (32,5%) fanden wir im Serum nach Lungentransplantation
HLA-Antikorper.  22,5%  (n=27) der HLA-Antikorper waren gegen
Donorspezifitaten gerichtet. Auch hier fanden wir zum uberwiegenden Teil HLA-
Antikorper gegen Klasse Il Antigene. 23 von 120 (19,2%) Patienten entwickelten
im Verlauf ein Bronchiolitis obliterans Syndrom. BOS trat signifikant haufiger bei
Patienten mit donorspezifischen HLA-Antikorpern auf als bei Patienten die keine

donorspezifischen HLA-Antikorper entwickelten (41% vs 14%, p=0,002).

Zusatzlich zu der Beobachtung, dass donorspezifische HLA-Antikorper einen
negativen Einfluss auf das Transplantatiberleben haben, konnten wir zeigen, dass
die Auspragung der AbstoBung mit der Intensitat der HLA-Antikorper gemessen
in  mittlerer  Fluoreszenzintensitat  (MFI)  korreliert. ~ Patienten  mit
donorspezifischen HLA-Antikorpern, und einer MFI von Uber 3000 entwickelten
signifikant fruher eine BOS als Patienten die HLA-Antikorper mit einer MFI bis
3000 hatten (1109 vs 1999 Tage, p=0,003).

11
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Abb. 3: Das Risiko fur die Entwicklung eines Bronchiolitis obliterans Syndroms
(BOS) nach Lungentransplantation ist signifikant erhoht beim Nachweis von
donorspezifischen HLA-Antikorpern (DSA) im Serum. Dieser Effekt ist abhangig
von der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) der gemessen DSA (DSA >3000 MFI
(grau); DSA 1000-3000 MFI (gestrichelt); keine DSA (schwarz)).

Auch fur Patienten nach Lungentransplantation kann man zusammenfassen, dass
nach der Transplantation neu aufgetretene donorspezifische HLA-Antikoper in der
multivariaten Analyse ein signifikanter Risikofaktor fur die Entwicklung von BOS
ist und damit direkt mit dem fruhen Auftreten einer chronischen
Transplantdysfunktion in Zusammenhang stehen. Diese Erkenntnisse haben im
klinischen Alltag ebenfalls zu einem engmaschigen HLA-Antikorpermonitoring in

der Nachsorge nach Lungentransplantation gefuhrt.
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2.2

2.2.1

Humorale AbstoBungen in der Nierentransplantation

Der Nachweis  von donorspezifischen HLA-Antikorpern nach
Nierentransplantation ist mit einem erhohten Risiko fiir ein schlechteres
Transplantatiiberleben verbunden

Der schadigende Einfluss von neu aufgetretenen DSA auf die
Transplantatfunktion wurde schon in den spaten Neunzigern fur die
Nierentransplantation beschrieben [32]. Im Hinblick auf therapeutische
Konsequenzen und deren mogliche Nebenwirkungen wird jedoch eine
weiterfihrende Spezifizierung der Antikorper gefordert. HLA-Antikorper konnen
grundsatzlich in der Methode ihres Nachweises (zellbasierte
(CDC=complement-dependent cytotoxicity) oder festphasenbasierte (Luminex)
Technik), ihrer Starke (Titer, MFI) oder ihrer Immunglobulinzugehorigkeit
(IgG1-4, IgM etc) unterschieden werden. Darliber hinaus wurde die
Differenzierung in komplement-abhangige und -unabhangige HLA-Antikorper
vorgenommen. Seit 1969 ist durch die Veroffentlichung von Paul Terasaki
allgemein anerkannt, dass eine positive Kreuzprobe durch zytotoxische,
komplement-bindende HLA-Antikorper zu einer hyperakuten AbstoBung bei
einer Nierentransplantation fuhrt [331. Die Sensitivitat diese
Nachweisverfahrens im CDC ist jedoch deutlich geringer als in den modernen
Festphasentesten, so dass nach einer Diagnostik gesucht wurde, die
gleichermalBen spezifisch und sensitiv. HLA-Antikorper nachweisen kann.
Methodische Unterschiede sind ein wesentlicher Grund fur die aktuell rege
Diskussion uber die in-vivo Relevanz der in-vitro detektierten HLA-Antikorper
im Luminex. Ein Konsensus zur Antikorperdetektion der Fachgesellschaft der
Immungenetik wurde kurzlich veroffentlicht [34]1. Das HLA-Antikorper Screening
erfolgt demnach in einer Stufendiagnostik. Uber die etablierten zytotoxischen
zellbasierten zu den neueren festphasenbasierten Assays immer mit Blick auf
die individuelle Risikokonstellation des einzelnen Patienten. Als zusatzlicher
Test, um das klinische Risiko abzuwagen, wurde die Moglichkeit eines
Komplement-Bindungs-Assays im Bead basierten Verfahren empfohlen, dem
sogenannten C1qg-Test. Diese modifizierte Methode soll Informationen zur

Pathogenitat der nur im Luminex gefundenen HLA-Antikorper geben. Die
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Komplementbindungsfahigkeit wird Uuber die Bindung der detektierten

Antikorper an die Komplementkomponente C1q nachgewiesen.

De novo donorspecific anti-HLA antibodies after kidney transplantation
are associated with impaired graft outcome independently of their Clq

binding ability
Kauke T, Oberhauser C, Lin V et al

Transplant International 2017, 30: 360-370 [35]

Wir verwendeten das spezielle Komplement-Konjugat C1q, um die biologische Situation
in einem hochsensitiven, rekombinanten Festphasenassay, dem Luminex Verfahren,
nachzustellen. In einer Studie beschrieben wir den Einfluss von C1g-bindenden HLA-
Antikorpern auf die Transplantatdysfunktion in der Nierentransplantation. Wir wollten
nachweisen, ob die zusatzliche Information, dass ein donorspezifischer HLA-Antikorper
in der Lage ist Komplement C1q zu binden, ein signifikanter Prognosefaktor fur die

Entwicklung einer Transplantatdysfunktion nach Nierentransplantation ist.

Dazu untersuchten wir 611 Empfanger einer Nierentransplantation zwischen 2005 und
2011 auf de novo donorspezifische HLA-Antikorper mit und ohne C1q Konjugat und
werteten die Daten hinsichtlich des Auftretens einer akuten AbstoBungen, der
Nierenfunktion und dem Transplantatuberleben aus. Die mittlere Follow-up Zeit betrug
6,6 Jahre. Patienten, die im gleichen Zeitraum transplantiert wurden und keine HLA-
Antikorper entwickelten dienten als Kontrollgruppe. Die Patienten, die nach der
Transplantation de novo HLA-Antikorper bekommen, wurden in vier Gruppen nach
donorspezifisch (DSA) und nicht-donorspezifisch (nDSA) und C1q bindend (C1g+) und
nicht-bindend (C1q-) aufgeteilt.

29,9% der Patienten erlitten im untersuchten Zeitraum eine akute AbstoBung. Davon
war der Uberwiegende Anteil auf eine T-Zellvermittelte AbstoBungen zurickzufihren
(95%) und ein kleiner Anteil auf eine akute Antikorper-vermittelte AbstoBung (5%). Es
zeigte sich, dass Patienten mit donorspezifischen HLA-Antikorpern ein signifikant

erhohtes Risiko hatten eine AbstoBung zu erleiden. Die Gruppe der Patienten mit
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komplement-bindenden donorspezifischen HLA-Antikorpern hatten das grofSte Risiko fur
die Entwicklung einer AbstoBung, auch wenn der Effekt nicht statistisch signifikant war
(Abb 4).

(a) P<0.0001 () P=0.0003
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Abb.4: Anzahl von bioptisch gesicherten akuten AbstoBungen bei HLA-Antikorper
negativen Patienten (Kontrolle) verglichen mit (a) Patienten mit nicht-donorspezifischen
(nDSA) und donorspezifischen (DSA) HLA-Antikorpern sowie (b) Patienten mit de novo
nDSA C1q bindend (C1g+) und nicht-bindend (C1g-) und DSA C1g- und C1g+.

Die Nierenfunktion war in den untersuchten Gruppen zu den verschiedenen Zeitpunkten
nach Transplantation, bei der Entlassung und nach dem 1. und 2. Jahr nach
Transplantation vergleichbar. Nach 3 Jahren entwickelten die Patienten mit komplement-
bindenden  donorspezifischen  HLA-Antikorpern  eine  signifikant  schlechtere
Transplantatfunktion (1,70 mg/dl in der Kontrolle, 1,30 mg/dl in nDSAC1q-, 1,80 mg/dl in
nDSAC1g+, 1,70 mg/dl in DSAC1g- und 2,80 mg/dl in der DSAC1g+ Gruppe).

Bei 74 von 611 (16%) Patienten kam es zum Transplantatversagen im Laufe der Studie.
Die Entwicklung von donorspezifischen HLA-Antikorpern reduzierte das 5 Jahres-
Transplantatuberleben (65,2%) deutlich gegenuber der Kontrolle (90,7%) und den
Patienten, die nicht donorspezifische HLA-Antikorper (86,7%) entwickelten (p<0,0001)
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(Abb.5a). Werden die Patienten mit nicht donorspezifischen HLA-Antikorpern
entsprechend ihrer Komplementbindung unterteilt, unterscheiden sie sich im 5-
Jahrestransplantatuberleben nicht signifikant (nDSA C1g- vs nDSA Clg+ (93,5% vs
80,9%; p=0,0747)). Auch Patienten mit donorspezifischen HLA-Antikorpern zeigen
keinen signifikanten Unterschied im Transplantatlberleben entsprechend ihrer Fahigkeit
Komplement zu binden (DSA C1q- vs DSA C1g+ (76,9% vs 59,7%; p=0,7810)). Dennoch
reduziert sich das 5-Jahrestransplantatiberleben der Patienten mit
komplementbindenden donorspezifischen und nicht-donorspezifischen HLA-Antikorpern
gegenuber den  HLA-Antikorper negativen  Patienten. Das Risiko einen
Transplantatverlust zu erleiden war bei Patienten mit komplementbindenden

donorspezifischen HLA-Antikdrpern am hochsten (Abb.5b).
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Abb. 5: Patienten mit donorspezifischen  HLA-Antikorpern  (DSA) nach
Nierentransplantation haben ein signifikant schlechteres Transplantatiberleben als
Patienten mit nicht-donorspezifischen HLA-Antikorpern (nDSA) oder keinen Antikorpern.
Der Einfluss ist nicht abhangig von der C1g-Bindung der detektierten Antikorper im

Luminex.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass der Nachweis von donorspezifischen HLA-
Antikorpern bei Patienten nach Nierentransplantation assoziiert ist mit erhohten
AbstoRungsraten, schlechterer Transplantatfunktion und geringem

Transplantatuberleben der unabhangig von der C1g-Bindung ist.
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3.

3.1

Therapeutische Strategien zur Vermeidung einer humoralen AbstoBung

Risikoeinschatzung vor inkompatibler Lebendnierenspende

Der Nachweis donorspezifischer HLA-Antikorper im Serum der Transplantat-
empfanger resultiert in einer positiven Kreuzprobe, die unmittelbar vor einer
Transplantation durchgefihrt wird. Eine positive Kreuzprobe ist eine
Kontraindikation fur eine Transplantation, da eine hyperakute AbstoRung des
Organs droht. Mit welcher Zellentitat gekreuzt wird (T- oder B-Lymphozyten des
Spenders) und mit welcher Methode dieser Nachweis gefuhrt wird (Komplement-
abhangiger Lymphozytotoxizitat oder Festphase), ist noch Gegenstand laufender
Studien. Fur hochimmunisierte Patienten ist die zusatzliche Testung mit
Festphasenassays in der sogenannten Single Antigen Bead Technologie ein
entscheidender Schritt zur antigenspezifischen Charakterisierung moglicher
akzeptabler Mismatches vor Transplantation. Die sehr guten Outcome Daten fur
Nierentransplantationen im ,Acceptable Mismatch Program” von Eurotransplant
wurden publiziert und konnten durch eigene Ergebnisse bestatigt werden [36;37].
Es konnen aber nicht alle Patienten, die auf eine Nierentransplantation warten
und ein hoheres immunologisches Risikoprofil haben, mit einem kompatiblen
Spender in angemessener Zeit versorgt werden. Der Spendermangel, die dadurch
bedingte langere Wartezeit und schlechtere Organqualitat fuhren generell zu
einer Zunahme der Lebendnierenspende und im Besonderen zu einem Anstieg
von ABO- und HLA-inkompatiblen Spenden. Die Anforderung an die
Transplantationsimmunologie  wachst  damit.  Immunologisch  eigentlich
unvertragliche Spenden zwischen Lebendnierenspendenpaaren werden durch
Desensibilisierungsstrategien u.a. durch die Gabe von Anti-CD20-Antikorpern,
Plasmapherese bzw. Immunabsorption und Immunglobulin Gabe maoglich

gemacht [38;391.
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3.2 Erfolgreiche Desensibilisierung vor ABO- und HLA-inkompatibler Lebend-
nierenspende

Outcome after desensitization in HLA- or ABO-incompatible kidney

transplant recipients: a single center experience
Kauke T, Klimaschewski S, Schoenermarck U et al

PLOS ONE, 2016, 11(1) [40]

Die bislang veroffentlichen Daten zu Desensibilisierungsstrategien vor einer
inkompatiblen Transplantation sind heterogen. Die Daten zur ABO inkompatiblen
Nierentransplantation sind einigermaRlen gesichert, aber die Studien zur
Desensibilisierung bei einer HLA inkompatiblen Spende, also Uber einen praformierten
donorspezifischen HLA-Antikorper beim Empfanger hinweg, sind schwierig zu
interpretieren und nicht auf jedes Patientenkollektiv gleichsam anwendbar. Eine
sorgfaltige Auswahl von Patienten und Spendern ist notwendig, um das Risiko einer
AbstoBung zu vermeiden. Dass dennoch die Desensibilisierung auch in unserem
Patientengut erfolgreich und sicher ist, konnten wir 2015 veroffentlichen. Wir verglichen
Patienten nach ABO- und HLA- inkompatibler Lebendnierenspende, die zuvor
desensibilisiert worden sind, mit Patienten ohne Vorbehandlung, die ein geringes

immunologisches Risiko hatten.

Es wurden 91 Empfanger einer Nierenlebendspende zwischen 2007 und 2012
untersucht. Wir teilten die Patienten in vier Gruppen auf (ABOi, DSA, niedriges

immunologisches Risiko und kein immunologisches Risiko) ein.

Table 1. Protocols for desensitization and immunosuppressiv therapy.

Group Rituximab Desensitization Induction Therapy Maintenance Therapy
DSA + Plasmaexchange ATG +
ABOi + Antigen-specific |A ATG +
low-risk - o ATG/Basiliximab +
no risk +

Rituximab (MabThera®), Roche Pharmaceuticals, Basel, Switzerland): 375 mg/mg, 4 weeks prior to transplantation; ATG Fresenius® (Fresenius, Munich,
Germany): 4 mg/kg, once a day, day 0—4 post transplantation; Basiliximab (Simulect™, Novartis, Basel, Switzerland): 20 mg day 0 and day 4 post
transplantation, Antigen-specific Immunoadsorption (Glycosorb A/B? columns, GlycorexTransplantation AB, Lund, Sweden)
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Die Patienten unterschieden sich nicht hinsichtlich ihrer demografischen Daten. Wie zu
erwarten waren unter den Patienten die donorspezifische HLA-Antikorper entwickelten

mehr re-transplantierte Empfanger, mit einer hoheren Immunisierungsrate.

Es zeigte sich in der Studie kein Unterschied im 1-Jahres Patienten- und Transplantat-
Uberleben. Alle Patienten (berlebten das erste Jahr nach Transplantation. Nur ein
Patient in der ,low risk” Gruppe verlor sein Transplantat aufgrund eines Rezidivs der

Grunderkrankung. Die Transplantatfunktion war vergleichbar gut innerhalb der Gruppen.
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Abb. 6: Transplantatfunktion 12 Monate nach Lebendnierentransplantation in den

verschiedenen Risikogruppen anhand des Serumkreatinins und der GFR.

Auch die T-Zellvermittelten AbstoBungsraten unterscheiden sich nicht voneinander
(12,5% vs 20%). Antikorper-vermittelte AbstoBungen fielen trotz Desensibilisierung
jedoch nur in der Gruppe der immunologischen Risikopatienten (ABOi 7,5% und DSA
35% vs 0% in den Kontrollgruppen) auf (Abb.7).
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Abb. 7: AbstoBungsraten innerhalb der immunologischen Risikogruppen insgesamt (a)
und unterteilt in zellulare und humorale AbstoBungsreaktionen klassifiziert nach Banff
(b).

Patienten, die eine starkere Immunsuppression erhielten, hatten ein erhohtes
Infektionsrisiko. Wir sahen keine Zunahme der postoperativen bakteriellen Infekte, aber
die desensibilisierten Patienten entwickelten nach der Transplantation signifikant mehr

BK-Nephropathien als die Kontrollgruppen (14,3% vs 0%).

Table 4. Clinical characteristics in patients with BKV.

Pat. Group Rejection Rejection therapy BKV(days BKV BKVN Interventionto BKVN  Rejection post intervention
prior to BKV post tx) (copies/ml)
1 ABOi No No 265 590.000 Yes Red. IS No
2 ABOi No No 66 430.000 Yes Red. IS Yes
3 ABOi 2 (humoral) Steroids, ATG, PE 192 490.000 Yes] Red. IS No
4 ABOiI No No 174 350.000 Yes Red. IS Yes
5 DSA 2 (humoral) Steroids, Rituximab 202 770.000 Yes! Switch No
6 DSA 2 (humoral) Steroids, ATG, PE 254 1.500 No Red. IS No

Tx: Transplantation, BKVN: BK virus nephropathy, ATG: Anti-thymocyte globulin, PE: Plasma Exchange, Red IS: Reduction in immunosuppression;
Switch: switch from MMF to Leflunomid.

Insgesamt konnten wir ein gutes Transplantat-Outcome nach Desensibilisierung bei ABO
inkompatiblen und DSA positiven Patienten zeigen. Ein Nachteil der intensivierten
Immunsuppression ist sicher die erhohte Infektionsrate, wie wir am Beispiel der BK
Virusnephropathie  (BKVN) nachweisen konnten. Eine Untersuchung zum
Langzeitverlauf nach Desensibilisierungen ist auch in unserem Patientenkollektiv
anzustreben und wird im Rahmen des engmaschigen immunologischen

Nachsorgeprogramms verfolgt.
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33 Unerwiinschte immunsupprimierende Wirkung einer Desensibilisierung

Effect of apheresis for ABO and HLA desensitization on anti-measles

antibody titers in reanal transplantation
Schonermarck U, Kauke T, Jager G et al

Journal of Transplantation 2011, Oct Vol 11 [41]

Die unerwunscht immunsupprimierende Wirkung einer Desensibilisierung konnten wir

bereits 2011 beschreiben.

Wir untersuchten nach einem Masernausbruch in der Minchner Region 15 Patienten
nach einer inkompatiblen Lebendnierenspende, bei denen zuvor eine Desensibilisierung
(Plasmapherese/Immunadsorption plus Rituximab) durchgefuhrt worden war. Alle
Patienten hatten vor der Behandlung einen suffizienten Maserntiter (im Mittel 3238
mU/I). Nach 3-6 Plasmaapheresen sank der Titer auf durchschnittlich 17710mU/I (p<0,05).
Bei einem Patienten verschwanden die Anti-Masern Antikorper komplett. Bei den
Patienten (n=8), die nur eine Immunadsorption erhielten blieb ein protektiver Titer

erhalten.

Nach einem medianen Follow-up von 64 Tagen nach der Behandlung waren bei allen

Patienten wieder die Ausgangstiter erreicht.
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Abb. 8: Maserntiter in mU/I gemessen im Serum von Patienten vor einer
Desensibilisierung  bei  einer  ABO-inkompatiblen  oder  HLA-inkompatiblen
Lebendnierenspende, zum Zeitpunkt der Transplantation und im Follow-up nach 3

Monaten.

Wir konnten nach Immunmodulation mit Plasmapherese/Immunabsorption und
Rituximab einen temporaren Abfall der Masern Titer beobachten. Der unerwunschte
Effekt war drei Monate nach der Behandlung nicht mehr nachweisbar. Die Masern-Titer

erholten sich auf das Ausgangsniveau.

Dieser Effekt konnte im Hinblick auf das Infektionsrisiko der Patienten nicht unerheblich

sein und stellt eine ernstzunehmende Nebenwirkung der Therapie dar.
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4, Fazit und Ausblick

Die Etablierung eines Pra- und Post-Transplantations-Monitoring auf donorspezifische
HLA-Antikorper stellt ein wichtiges Verfahren zur Reduzierung der Langzeitmorbiditat
und Mortalitat der Empfanger nach solider Organtransplantation dar. Der Aufbau der
interdisziplinaren Arbeitsgruppe Transplantationsimmunologie an der LMU Munchen hat
malgeblich zur Weiterentwicklung einer patientenorientierten
Histokompatibilitatsdiagnostik  gefuhrt. Die Bedeutung des Nachweises von
donorspezifischen HLA-Antikorpern fur die Nachsorge transplantierter Patienten wurde
fur alle Organe wissenschaftlich ausgewertet und erfolgreich publiziert. Erste
therapeutische Konsequenzen wurden angewandt und klinische Studien initiiert. Hier ist
besonders die derzeit noch laufende Studie zum Immunmonitoring zu erwahnen anhand
dessen die Calcineurin Inhibitor-basierte Immunsuppression gesteuert wird. Weitere
klinische Studien sind in Planung, die Desensibilisierung bei Histoinkompatibilitaten und

AbstoBungsreaktionen sicher und effektiv fir die Patienten anzuwenden.

Letztlich muss an der Vorhersage einer moglichen Immunantwort gegen das
Transplantat geforscht werden, um fruhzeitig, bevor die schadigende Wirkung der
zellularen und humoralen Abwehr am Organ passiert, intervenieren zu konnen. Denn in
Zukunft werden bedingt durch den zunehmenden Spendermangel weiterhin nicht alle
Organempfanger und Spender optimal auf ihre Histokompatibilitat ausgesucht werden

konnen.
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