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11 Abstrakt

Einleitung: Die Antikdrper-vermittelte Rejektion (AMR) gehoért zu den grofiten Risikofaktoren
fir ein terminales Transplantatversagen nach Nierentransplantation (NTXx). Die bislang
verwendeten Therapiekonzepte mit intravendsen Immunglobulinen (1VIg), Plasmapheresen
(PPH) und Rituximab erzielen keine zufrieden stellenden Langzeitergebnisse. Da das Auftreten
von Spender-spezifischen Antikdrpern (DSA) eine grundlegende Rolle in der Pathogenese einer
AMR spielt, sollen durch den Einsatz des Proteasomen-Inhibitors Bortezomib DSA
produzierende Plasmazellen (PZ) depletiert werden. In Kombination mit Rituximab, welches
reife und unreife B-Zell-Populationen spezifisch verringert, wird der Einsatz von Bortezomib
hinsichtlich Effektivitat, Sicherheit und Transplantatlberleben Uberprift.

Methodik: Es wurden zehn AMR-Patienten in die Studie eingeschlossen. Der AMR-Gruppe
wurden zwei Kontrollgruppen mit stabiler NTx-Funktion mit (n=12) und ohne (n=10) DSA-
Nachweis gegentbergestellt. Die AMR-Therapie umfasste eine Methylprednisolon-Stof3therapie,
PPH (6x), Bortezomib (4x1,3mg/m?), Rituximab (1x500mg) und IV1g (3x2g/kg). Es wurden die
Biopsie-Ergebnisse und die Sicherheit der Studienpatienten im Kontext der AMR-Therapie
ausgewertet. Uber 24 Monate (M) erfolgte die Verlaufskontrolle der Nierenfunktionswerte sowie
die Analyse des peripheren Blutes mittels Durchflusszytometrie auf CD19, CD3, CD20, CD27,
CD38, CD138, IgD und HLA-DR. Die regelméRige Bestimmung der Serum-BAFF (B-Zell-
aktivierender Faktor)-Konzentrationen, der DSA und der Antikdrper gegen Mumps, Masern und
Rételn (MMR) erfolgte Uber 12 M.

Ergebnisse: Uber den Beobachtungszeitraum von drei Jahren betrug die Uberlebensrate bei
allen drei Gruppen 100 %, wéhrend 40 % der AMR-Patienten ein terminales NTx-Versagen
erlitten. 9/10 unserer AMR-Patienten hatten eine spéte chronische AMR mit ausgepragten
histologischen Transplantatschaden. Im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen wurden bei der
AMR-Gruppe signifikant mehr stationare Aufenthalte sowie schwerwiegende unerwiinschte
Ereignisse festgestellt. Die Nierenfunktionswerte konnten nicht tber zwei Jahre verbessert
werden. Die CD19" B-Zellen und die naiven B-Zellen wurden nach der AMR-Therapie Uber
zwei Jahre signifikant reduziert. Der prozentuale Anteil der PZ, Gedéchtnis-B-Zellen und DN-
Zellen konnte bereits nach einem Jahr repopulieren. Die BAFF-Werte waren nach AMR-
Therapie Gber 12 M signifikant erhoht. Die DSAsum-Werte der AMR-Gruppe sind verglichen
zum BL-Zeitpunkt nach 3 M reduziert. Die Antikorper gegen MMR wurden nicht durch die
AMR-Therapie beeinflusst.

Schlussfolgerung: In der vorliegenden Studie wurde die starke und langanhaltende Reduktion
der zirkulierenden CD19" B-Zellen nach AMR-Therapie nachgewiesen, welche mit erhéhten
BAFF-Werten einhergeht. Weder PZ und Geddchtnis-B-Zellen noch die Antikdrperwerte gegen
MMR und die DSA-Werte wurden langfristig durch die Therapie beeinflusst. Die Kombination
von Rituximab und Bortezomib konnte in dieser Studie nur einen kurzzeitigen synergistischen
Effekt aufzeigen. Eine Transplantat-Uberlebensrate von 60 % nach drei Jahren ist nicht als
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zufrieden stellend zu bewerten und sollte Anlass zu weiteren Untersuchungen bezlglich
effektiverer Therapiemethoden geben.

Introduction: Antibody-mediated rejection (AMR) in renal transplant patients is one of the main
risk factors for graft failure. Despite combined therapy with intravenous immunoglobulins
(IVIg), plasmapheresis (PPH) and Rituximab the long-term outcomes remain poor. The
proteasome inhibitor Bortezomib targets plasma cells (PZ) thus it influences the production of
donor specific HLA antibodies (DSA) which are a crucial factor for AMR pathogenesis.
Rituximab depletes mature and immature B cell populations therefore the combination of these
two agents will be examined concerning efficacy, safety and graft survival.

Methods: 10 AMR patients as well as two control groups with stable graft function with (n=12)
and without (n=10) DSA were included. AMR therapy included steroid pulse, PPH (6x),
Bortezomib (4x1.3 mg/ m? per body surface), Rituximab (1x500mg) and 1VIg (3x2g/kg). Biopsy
results and the safety of the patients was evaluated concerning AMR therapy. Renal function was
observed, and peripheral blood was analyzed by flow cytometry for anti-CD19, -3, -20, -27, -38,
-138, -IgD and -HLA-DR for 24 months (M). Serum titers of B-cell activating factor (BAFF),
DSA and protective antibodies specific for mumps, measles and rubella (MMR) were measured
by ELISA for 12 M.

Results: During a follow-up of three years the survival rate is 100% in all three groups, but graft
loss was observed in 40 % of AMR patients. 9/10 AMR patients had a late chronic type of AMR
with marked histological transplant damage. In comparison to the control groups AMR patients
had significant more hospitalisations and severe adverse events. Renal function did not improve
in AMR patients after therapy.

CD19 B-cells and naive B cells were significantly reduced after AMR treatment over a period of
24 M. In contrast, the percentage of PZ, memory B cells and DN B cells recovers after 12 M.
After AMR therapy BAFF titers significantly increased whereas DSAsum only diminished 3 M
after therapy. We did not observe any changes in MMR titers due to AMR therapy.

Conclusion: A potent and sustained reduction in circulating CD19 B-cells after AMR therapy
was observed which correlates with an increase in BAFF levels. A long-term effect did not occur
on PZ, memory B cells, antibody titers against MMR or DSA values. Combining Rituximab and
Bortezomib shows a short-term synergistic effect. Overall renal graft survival rate of 60 % after
three years is not satisfying and should give occasion to further investigations concerning more
effective AMR therapy methods.
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1 EINLEITUNG

Die Nierentransplantation (NTx) ist die Therapie der ersten Wahl bei Patienten mit einer
terminalen Niereninsuffizienz. Nach erfolgter NTx profitieren Patienten hinsichtlich geringerer
Mortalitdt und hoherer Lebensqualitdt im Vergleich zu Dialysepatienten. Ferner ist eine
langjahrige Dialyse mit héherem finanziellem Aufwand verbunden im Vergleich zur NTx [1]-
[4]. Aufgrund der weiter wachsenden Kenntnisse tiber die immunologischen Zusammenhédnge im
Kontext der Organtransplantation sowie der Entwicklung verschiedener immunsuppressiver
Therapiestrategien wird heute ein hervorragendes 1-Jahres-Nierentransplantatiiberleben von
>05 % erzielt [2][5]. Im Gegensatz dazu zeigt sich im Langzeitverlauf nach drei, fiinf und zehn
Jahren eine Transplantatuberlebensrate von 86 %, 78 % bzw. 46,7 % [5][6]. Der
Transplantatverlust aufgrund von Antikorper-vermittelten Rejektionen (AMR) ist immer noch
ein zentrales Problem, welches Kliniker vor grolRe Herausforderungen stellt. Die Entstehung von
Spender-spezifischen Antikorpern (DSA) spielt in diesem Kontext eine wesentliche Rolle. Die
Erkennung und Behandlung einer AMR l&sst noch viele Fragen offen, da die zugrundeliegenden
immunologischen Prozesse sehr komplex und die Therapiemdglichkeiten bislang nicht zufrieden

stellend sind.

1.1 Die Nierentransplantation

1.1.1 Fakten und Zahlen

Die erste erfolgreiche NTx erfolgte bereits 1954 durch den amerikanischen Chirurgen Joseph E.
Murray in Boston zwischen monozygotischen Zwillingen [7][8]. Heutzutage ist die Niere das
Organ, welches am h&ufigsten transplantiert wird — so gab es 2014 allein in den USA uber 17000
Nierentransplantationen [9]. Dies ist auf drei wesentliche medizinische Fortschritte
zurtickzufuhren: Erstens haben sich die chirurgischen Fahigkeiten und Techniken der Operateure
in den letzten Jahrzehnten verbessert. Zweitens wurde ein funktionierendes Netzwerk aus
kooperierenden immunologischen Laboren entwickelt, sodass eine Bestimmung der humanen
Leukozytenantigene (HLA-Typisierung) des Spenders schnellstméglich erfolgen und der HLA-
passende Empfanger ausgewahlt werden kann. Drittens hat die Entwicklung und der optimierte
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Einsatz verschiedener Immunsuppressiva zu einem gro3en Anteil an den hohen Erfolgsraten im

ersten Jahr nach NTx beigetragen [10].

Die Stiftung Eurotransplant ist fiir die Registrierung und Verteilung von Spenderorganen in den
europdischen Landern Deutschland, Belgien, Luxemburg, Niederlande, Osterreich, Ungarn,
Kroatien und Slowenien zustandig [11]. Nach den Angaben von Eurotransplant wurden 2014 nur
3384 Nieren von verstorbenen Spendern und 1384 Nieren von lebenden Spendern transplantiert,
wéahrend am Ende des Jahres noch 10689 Patienten auf der Warteliste zur NTx standen [12].
Lange Wartezeiten fiihren nicht nur zu einer htheren Morbiditat und Mortalitat, sondern kénnen
auch zu einem schlechteren Transplantatiuberleben fiihren [13]. Somit zeigt sich das aktuelle
Problem, dass es zurzeit nur ein geringes Angebot an zur Verfligung stehenden Spendern bei
gleichzeitig hoher Nachfrage gibt. Die Spenderbereitschaft in Deutschland ist mit 10,6 pro
1 Mio. Einwohner sehr gering [12].

1.1.2 Die allogene Transplantation

Die allogene Transplantation bezeichnet eine Transplantation von Gewebe oder ganzen Organen
zwischen verschiedenen Individuen derselben Spezies. Bei der Bluttransfusion ist die
Ubereinstimmung von ABO- und Rhesus-Blutgruppenantigenen zwischen Spender und
Empfanger von hochster Bedeutung, damit es nicht zur Zerstorung der korperfremden
zellkernlosen Erythrozyten durch Antikorper (Ak) des Empfangers kommt [10]. Eine zentrale
Bedeutung nehmen hierbei die praformierten Isohdmagglutinine ein, die korperfremde
Blutgruppenantigene erkennen. Bei der Transplantation ganzer Organe werden hingegen auch
kernhaltige Zellen Ubertragen. Es genigt in diesen Féllen nicht, dass Spender und Empfanger
ABO-kompatibel sind. Hierbei ist zu beachten, dass es bei der Transplantation von Organen, die
nicht mit der sog. HLA-Ausstattung des Empfangers ubereinstimmen — sog. HLA-Mismatch
(MM) — zu einer heftigen AbstolRungsreaktion kommen kann [10]. Vor diesem Hintergrund ist
vor einer NTx auf eine moglichst groRe Ubereinstimmung der MHC-Typen von Spender und

Empféanger zu achten.
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1.1.3 Die Humanen Leukozytenantigene (HLA) und Diagnostik

Bei dem Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC) handelt es sich um mehrere eng gekoppelte,
stark polymorphe Gene — auch HLA-Gene genannt, welche auf dem Chromosom 6 lokalisiert
sind [10][14][15]. Die Genprodukte des MHC sind membrangebundene HLA-Klasse-1- und —II-
Proteine, auch Alloantigene genannt [15]. Die HLA-KIlasse-1-Antigene (HLA-A, HLA-B und
HLA-C) werden auf allen kernhaltigen Zellen sowie auf Blutplattchen exprimiert, wohingegen
die HLA-Klasse-11-Proteine (HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR) nur auf Antigen-présentierenden
Zellen (APC) wie B-Zellen, aktivierten T-Zellen, Makrophagen, Dendritischen Zellen und
Endothelzellen exprimiert werden [15][16]. HLA-Antigene sind dafur verantwortlich, dass das
Immunsystem die korpereigenen Zellen als solche erkennt. Sobald Zellen des Immunsystems auf
Zellen treffen, die keine identischen MHC-Molekiile tragen, werden diese als fremd erkannt.
Dies ermdglicht eine effiziente Erkennung fremder Eindringlinge, hat jedoch auch eine
grundlegende Bedeutung bei der NTx. Mit der Erkennung der Zusammenhénge zwischen HLA-
Ak und AbstolRungsreaktionen wurde zunehmend versucht, vor einer Transplantation die
Empfanger und Spender mithilfe der HLA-Typisierung auf ihnre MHC-Typen abzustimmen. Dies
hatte eine signifikant hohere klinischen Erfolgsrate mit weniger akuten Rejektionen zur Folge
[10][14]. Zurzeit werden fur die NTx vor allem die HLA-A- und HLA-B-Genloci sowie HLA-
DR bestimmt. Diese drei HLA-Genloci haben jeweils zwei mdgliche Antigene, sodass zwischen
Spender und Empféanger null bis sechs Mismatches mdéglich sind. Ein MM von null bedeutet,

dass Spender und Empféanger diesbeziglich optimal immunologisch Gbereinstimmen [15].

In der HLA-Diagnostik vor NTx werden bereits verschiedene Techniken routinemé&Rig
durchgefuhrt. Hierzu gehort zum einen die Messung lymphozytotoxischer HLA-Ak gegen HLA-
Antigene aus dem Blut ausgewdhlter Spender (Lymphozytotoxizitatstest: LCT), was auch als
LCT-Crossmatch bezeichnet wird [15][17][18]. Ein negatives LCT-Crossmatch bei der Auswahl
eines geeigneten Spenders ist vor der NTx obligat. Zur Bewertung der Immunisierung eines
Empféngerkandidaten kénnen lymphozytotoxische HLA-Ak gegen ein Panel von ca. 50 HLA-
typisierten Blutspendern — sog. Panel Reaktiver Antikérper (PRA) — gemessen werden. Das
Ausmal der bereits entstandenen Ak gegen HLA-Antigene im Serum des Empféngers kann
durch diese Panelreaktivitat bestimmt werden und wird in Prozenten angegeben. Somit gibt
dieser Wert an, mit wie viel Prozent der Bevolkerung der getestete Empfanger theoretisch ein
positives Crossmatch aufweisen musste [15][18]. Immunisierte Patienten haben einen
PRA > 5 % [15]. Die ELISA-Technik (Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest) wurde in den

90er Jahren als erste Festphase-Technik etabliert [18]. Es ist ein serologisches
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Nachweisverfahren, welches zur Messung von Antigen- oder Ak-Konzentrationen verwendet
wird. Der Nachweis erfolgt mittels eines gekoppelten Enzyms, welches eine farblose Substanz in

ein farbiges Produkt umwandelt.

SchlieRlich wurde die HLA-Diagnostik durch die Einfiihrung der hochsensitiven Luminex-
Technologie revolutioniert, die sich ebenfalls der Festphase-Technik bedient, jedoch mittels
Durchflusszytometrie erfolgt. Mit dieser Methode ist die einfache Erkennung von bereits sehr

geringen Konzentrationen an DSA mdglich geworden [17][18].

1.2 Die zelluléare und humorale Immunantwort nach Nierentransplantation

Das menschliche Immunsystem kann in die humorale und zelluldre Immunantwort unterteilt
werden. Wéhrend an der zelluldr vermittelten Immunantwort verschiedene Immunzellen wie
z. B. Granulozyten, Makrophagen, Naturliche Killerzellen und Lymphozyten beteiligt sind,
basiert die humoral vermittelte Immunantwort auf Plasmaproteinen, v. a. den Antikoérpern (AK).
Die humorale Immunantwort schutzt — im Gegensatz zur zellular vermittelten Immunitat — die
Extrazellularraume des Organismus [10]. Viele infektiése Bakterien vermehren sich auBerhalb
von menschlichen Zellen und auch intrazelluldre Krankheitserreger wandern durch extrazellulare
Flussigkeiten von Zelle zu Zelle [10]. Die B-Lymphozyten spielen hierbei eine entscheidende
Rolle, da diese solche Antigene erkennen kdnnen. Infolgedessen vermehren und differenzieren
sie sich nach einigen Proliferationszyklen zu Plasmazellen, welche spezifische Ak sezernieren
kdnnen. Die produzierten Ak wiederum binden hochspezifisch an die entsprechenden Antigene

und lésen daraufhin immunologische Effektorfunktionen gegen diese aus [19].

1.2.1 Die T-Zell-abhé&ngige Antikorperproduktion

Der Grofteil aller B-Zellen wird erst dann zur Ak-Produktion aktiviert, wenn dieser neben dem
passenden Antigen zusatzlich mit einer T-Helferzelle in Kontakt tritt [10][19]. Diese follikuldren
T-Helferzellen sind sog. aktivierte CD4-T-Zellen mit der Th1, Th2- oder Th17-Untergruppe [10].
Der Cluster of Differentiation (CD) dient der Erkennung spezifischer Oberflachenmerkmale von
Zellen, die sich nach biochemischen und funktionellen Kriterien ordnen lassen. Meist handelt es
sich hierbei um membrangebundene Glykoproteine. Damit eine T-Helferzelle eine B-Zelle

aktivieren kann, muss sie zundchst ihren spezifischen Peptid-MHC-Komplex erkennen. Dies
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wird erst dann ermdoglicht, wenn eine B-Zelle das Antigen ins Zellinnere schleust, prozessiert
und die spezifischen Peptidbruchstiicke, gebunden an MHC II, an der B-Zell-Oberflache den T-
Helferzellen prasentiert [10][19]. Diese sog. gekoppelte Erkennung setzt voraus, dass B-Zelle
und T-Helferzelle aufeinandertreffen und dass diese durch dasselbe Antigen aktiviert werden,

indem sie ihre spezifischen Epitope erkennen [10][19].

Angesichts der groRen Bedeutung, dass sowohl B- als auch T-Helferzelle am identischen Antigen
zusammenstol3en, stellt sich die Frage, wie dieses Zusammentreffen erleichtert werden kann. Es
wird in etwa geschétzt, dass unter 10000 naiven Lymphozyten maximal eine einzige Zelle fir ein
bestimmtes Antigen spezifisch ist [10]. Zudem missen diese Zellen im menschlichen
Organismus relativ weite Entfernungen zuriicklegen, zumal sich B- und T-Lymphozyten
vorwiegend im peripheren Lymphgewebe sehr unterschiedlicher Regionen befinden. Alle T- und
B-Zellen wandern durch sog. hochendotheliale Venolen ins Lymphgewebe ein und passieren
zunachst die T-Zell-Areale [10]. Sobald eine T-Zelle im T-Zell-Bereich eines Lymphfollikels auf
das fur sie spezifische Antigen trifft, das von einer APC in Form eines MHC-Peptid-Komplexes
prasentiert wird, werden Adhésionsmolekiile und Chemokine aktiviert. Diese wiederum sorgen
dafiir, dass die entsprechende T-Zelle in der T-Zell-Zone festgehalten wird. Durch einen
ahnlichen Prozess werden auch antigenspezifische B-Zellen, die ihr passendes Epitop gefunden
haben, in den T-Zell-Bereichen des Lymphgewebes durch Adhdsionsmolekiile eingefangen.
Somit ist die Wahrscheinlichkeit, dass die B-Zelle dort auf ihre spezifische T-Helferzelle trifft,
stark erhoht. Die Bindung von CD40L (CD154) an CD40 ist essentiell, um eine T-Zell-
abhéngige B-Zell-Aktivierung hervorzurufen. Die CD40-CD40L-Ligation ist an dem Eintritt der
B-Zellen in den Zellzyklus beteiligt, sodass diese zur Proliferation und Differenzierung zu

antigensezernierenden Plasmazellen angeregt werden [10][20]-[22].

Neben der oben beschriebenen T-Zell-abhangigen Ak-Produktion kénnen B-Zellen auch ohne T-
Zell-Hilfe durch Kontakt mit dem passenden Antigen zur Ak-Produktion angeregt werden. Zu
diesen Antigenen gehoren Molekile mit vielen repetitiven Epitopen wie z. B. komplexe
Kohlenhydratstrukturen auf Bakterienzellwanden [10][19]. Durch eine Kreuzvernetzung der B-
Zell-Rezeptoren (BCR) auf der B-Zell-Oberflache wird ein starkes Aktivierungssignal
hervorgerufen, wodurch es zur Sekretion von Immunglobulin M (IgM) kommt [19]. Auf diese
Weise kann das Immunsystem bereits in einer friihen Infektionsphase sehr schnell auf viele

bakterielle Erreger reagieren.
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1.2.2 Die B-Lymphozyten und ihre Differenzierung

\Von der Entwicklung einer unreifen B-Zelle bis hin zur ausdifferenzierten langlebigen
Plasmazelle gibt es viele Zwischenstufen. Die Differenzierungen der verschiedenen B-Zell-
Subpopulationen erfolgen in unterschiedlichen priméaren und sekundaren Lymphorganen, die
zum Teil weit voneinander entfernt liegen. Um diese Gewebe zu erreichen, missen die B-Zellen
die Blutgefale passieren und werden dabei von unterschiedlichen gewebsspezifischen
Chemokinen und Adhéasionsmolekiilen angelockt [23][24]. Aus diesem Grund sind
unterschiedliche B-Zell-Stufen auch im peripheren Blut nachweisbar. Es konnen in
aufsteigendem Reifungsgrad finf verschiedene B-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut
unterschieden werden: unreife B-Zellen, naive reife B-Zellen, Geddachtnis-B-Zellen,
Plasmablasten und Plasmazellen. Dabei wirken unterschiedliche Signale verschiedener
Zelltypen, insbesondere der Stromazellen des Knochenmarks (Retikuldre Zellen, Endotheliale
Zellen und Makrophagen), auf die B-Zellen ein, um deren Proliferation, Differenzierung und
Uberleben zu ermdglichen [23][25].

Im Knochenmark entstehen die ersten Entwicklungsstufen der B-Zelle aus hamatopoetischen
Stammzellen [23][25]-[27], welche sich Uber unreife B-Zellen zu naiven, reifen B-Lymphozyten
differenzieren [25]. Diese naiven, reifen B-Zellen werden wir im Folgenden als naive B-Zellen
bezeichnen. Sie besitzen einen B-Zell-Rezeptor, den sie zur Erkennung ihres spezifischen
Antigens benétigen [25][27]. Uber BlutgefaRe verlassen sie das Knochenmark und zirkulieren
im peripheren Blut, um zu sekundédren Lymphorganen — Lymphknoten, Milz oder Mukosa
assoziiertem Lymphgewebe (MALT) — zu gelangen [25]. Wenn es nicht zum Antigenkontakt
kommt, sterben die naiven B-Zellen innerhalb von einigen Tagen ab [25]. Wenn naive B-Zellen
jedoch ihr spezifisches Antigen im Lymphgewebe erkennen, kénnen sie zwei verschiedene Wege
einschlagen: Sie kénnen sich zum einen in extrafollikulare Gebiete begeben, proliferieren und
schlieBlich zu kurzlebigen Ak produzierenden Plasmazellen ausdifferenzieren, sodass eine
schnelle Abwehrreaktion gegen das spezifische Antigen erreicht wird [28]-[30]. Zum anderen
konnen die aktivierten naiven B-Zellen in B-Zell-Follikel der sekundaren lymphatischen Organe
wandern, sodass ein Keimzentrum entsteht [28]-[30]. Hierbei spielt die Kostimulation durch
Antigen-spezifische CD4-T-Helferzellen an der Grenze zwischen der B- und T-Zell-Zone des
Lymphgewebes eine wichtige Rolle [10][19][25][28]. Durch die B-Zell-T-Helferzell-Interaktion
und CD40-CD40L-Ligation wird der komplexe Prozess der follikuldren Keimzentrumsreaktion
ausgelost, welcher durch eine starke Proliferation, somatische Hypermutation, Antigen-

Affinitatsreifung und Isotypenwechsel charakterisiert ist [10][24][27]-[29]. Bei einem
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Isotypwechsel kommt es infolge einer irreversiblen Desoxyribonukleinsdure-Rekombination
(DNS-Rekombination) zur Veranderung der Ak-Klasse, wodurch eine funktionelle Vielfalt unter
den Aks gewadbhrleistet ist. Die somatische Hypermutation wird durch zuféllige Punktmutationen
der Ak-Gene hervorgerufen, wodurch sich zunehmend B-Zellen mit einer erhohten Affinitat fr

spezifische als fremd erkannte Antigene anreichern [10][19].

Nach der Keimzentrumsreaktion kann die naive B-Zelle zwei verschiedene
Differenzierungswege einschlagen: Sie kann sich entweder iber Plasmablasten zu Plasmazellen
oder aber zur B-Gedéchtnis-Zelle differenzieren [24][25][27]-[30].

Die Plasmablasten kénnen in den sekunddren Lymphorganen bleiben oder sie wandern zum
Knochenmark oder in chronisch entziindetes Gewebe, um sich schlieRlich zu Plasmazellen
auszudifferenzieren [25][26]. Im Gegensatz zu Plasmazellen sind die Plasmablasten nur ungeféahr
eine Woche uberlebensfahig [26]. Nach der vollstandigen Ausdifferenzierung zu Plasmazellen
sind eine Zellteilung, Isotypwechsel und Affinitatsreifung nicht mehr moglich [26]. Plasmazellen
konnen kontinuierlich — sogar in der Abwesenheit von spezifischen Antigenen — Ak sezernieren
[22][29][31][32] und sind (ber mehrere Monate (berlebensfahig [22][26][31]. Ob eine
Plasmazelle zu den langlebigen Plasmazellen gehort, hangt davon ab, ob sie sich in einer sog.
Uberlebensnische aufhalt, die sich meist im Knochenmark, aber auch in sekundéren
Lymphorganen oder in entzlindeten Geweben befinden kann [22][26][31]-[33]. Dort erhalten die
Plasmazellen verschiedene Uberlebenssignale, welche deren Eintritt in die Apoptose verzogern.
So spielen verschiedene anti-apoptotische Molekdile wie z. B. CXCL12, BAFF, APRIL, Bcl2 und
IL (Interleukin)-6 eine wichtige Rolle in der Langlebigkeit der Plasmazellen [22][26][31]. Da die
Anzahl der Uberlebensnischen begrenzt ist, miissen die Plasmazellen um diese Nischen
konkurrieren [22][26][32][34]. Aufgrund dieser stdndigen Konkurrenz koénnen altere
Plasmazellen durch neu differenzierte Plasmablasten oder Plasmazellen verdréangt werden, die
wiederum andere Antigenspezifitaten zeigen und so zur Plastizitat des humoralen Gedéchtnisses
beitragen [26][32][34][35]. Die Bedeutung dieser Uberlebensnischen wird deutlich, wenn man
sich die Halbwertszeiten der Immunglobuline vergegenwartigt: Diese betréagt fiir Ak gegen IgD,
IgE, IgM und IgA nur einige Tage und fir Ak gegen IgG bis zu drei Wochen [36]. Durch die
kontinuierliche Ak-Produktion in den Uberlebensnischen hingegen wird ein humorales
Gedachtnis aufrechterhalten, welches nach Impfungen (z. B. gegen Mumps, Masern und Roteln)

oder Infektionen sogar Jahre bis Jahrzehnte Gberdauern kann [25][26][37].
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Die Differenzierung zu einer Gedéchtnis-B-Zelle ist der zweite Weg, den eine aktivierte naive B-
Zelle einschlagen kann. Diese Zellen sind langlebig [10][26]. Die Gedé&chtnis-B-Zellen halten
sich in der Milz, in der Mukosa der Tonsillen sowie auch im Knochenmark auf oder zirkulieren
im peripheren Blut [29][30]. Die Gedachtnis-B-Zellen kénnen bei erneutem Antigenkontakt
proliferieren und zu Plasmablasten und schlieBlich zu Ak sezernierenden Plasmazellen
differenzieren [29][32]. Gedachtnis-B-Zellen sind nach Antigenkontakt aufgrund ihrer starken
Proliferationsfahigkeit in der Lage, sich zu weitaus mehr Ak-produzierenden Plasmazellen zu
differenzieren als die naiven Zellen in der priméren Immunantwort [30]. Zurickzufihren ist dies
auf eine unterschiedliche Ansprechbarkeit von Gedachtnis-B-Zellen und naiven B-Zellen auf die
entsprechenden Antigene, Zytokine, T-Zellen sowie dendritischen Zellen in den sekundé&ren

Lymphorganen [30].

Eine lang anhaltende humorale Immunitat kann somit durch die kontinuierliche Synthese von
kurzlebigen Plasmazellen und/oder durch die langlebigen Plasmazellen in den
Uberlebensnischen aufrecht erhalten werden [22][37].

1.2.3 Phanotypisierung der B-Zell-Populationen im peripheren Blut

Die Phanotypisierung der verschiedenen Stadien der menschlichen B-Zell-Reifung im
Knochenmark und in den Lymphknoten konnte bereits sehr differenziert beschrieben werden.
Die verschiedenen B-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut hingegen erschweren aufgrund
ihrer komplexen Phénotypen deren Analyse. Nachfolgend sind die Erkenntnisse zu den
wichtigsten Oberflachenmolekilen zur Untersuchung der B-Zellen des peripheren Blutes
dargestellt.

Das Oberflachenmolekil CD19 ist spezifisch fur die B-Zellen und erlaubt somit die
Identifizierung aller B-Zell-Subpopulationen im peripheren Blut [25][27]. Das membranstandige
Protein CD20 ist auf unreifen und naiven B-Zellen lokalisiert, befindet sich jedoch nicht oder nur
in geringem Ausmalie auf zirkulierenden Plasmazellen [25][32][38]-[42]. Die naiven B-Zellen
tragen den B-Zell-Rezeptor in Form von IgM* und IgD* auf ihrer Zelloberflache
[10][25][26][29][43]. Sie zirkulieren im peripheren Blut und haben noch keinen Antigenkontakt
erfahren [27][43]. Die unreifen B-Zellen sind die Vorléuferzellen der naiven B-Zellen, kénnen
jedoch auch das Knochenmark verlassen und somit im peripheren Blut detektiert werden
[23][27]. Sie sind im Gegensatz zu den naiven B-Zellen CD38 positiv [25][39]. Das
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Oberflachenantigen CD27 erlaubt die Identifizierung menschlicher zirkulierender Gedéachtnis-B-
Zellen [30][43][44] sowie Plasmablasten und Plasmazellen [25][27][39]. Dieses Molekul wird
am Ende der Keimzentrumsreaktion hochreguliert [25]. Die CD27* Gedachtnis-B-Zellen kénnen
sowohl 1gD* (ohne Klassenwechsel = unswitched/non class- switched) als auch IgD~ (mit
Klassenwechsel = class-switched) sein [43][45][46]. Es wurden zudem IgD- Gedéachtnis-B-
Zellen beschrieben, die kein CD27 exprimieren und sich im peripheren Blut gesunder Menschen
aufhalten, die sog. Doppelt negativen B-Zellen (DN-Zellen) [45][46]. Die Plasmablasten und
Plasmazellen des peripheren Blutes kdnnen durch das Oberflaichenmolekil CD38 von den
Gedachtnis-B-Zellen unterschieden werden [25][35][44]. Da Plasmablasten und Plasmazellen
nicht mehr auf eine Antigen-Stimulation angewiesen sind, sind der BCR und alle BCR-
assoziierten Molekile herunterreguliert [25]. So sind diese u. a. nur CD19"¥, exprimieren kein
bis wenig CD20 [32][35][44] und sind IgD~ [25]. Zirkulierende Plasmazellen zeigen eine
heterogene Expression von CD138. So kdnnen sie CD138* sowie auch CD138" sein, wobei
letztere unreifer zu sein scheinen und daher den Plasmablasten zugeordnet werden kénnen, da
diese im Gegensatz zu den CD138* Plasmazellen l6sliche Immunglobuline sowie CD38 weniger

stark exprimieren [25][39].

1.2.4 Der B-Zell-aktivierende Faktor (BAFF)
Der B-Zell aktivierende Faktor, u. a. auch bekannt als BAFF, BLyS und CD257, ist ein

Homotrimer und gehdrt zur Tumornekrosefaktor-Superfamilie (TNF-Superfamilie) [47][48]. Er
wird von dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten exprimiert und
kann in der Milz, den Lymphknoten, dem Knochenmark sowie im peripheren Blut nachgewiesen
werden [21][48]-[51]. Er kann in membrangebundener Form als Transmembran-Protein
existieren oder durch proteolytische Spaltung in l6slicher Form (sBAFF) freigesetzt werden
[21][49][52]. Der Ligand BAFF bindet an mindestens drei verschiedene Rezeptoren der TNF-
Superfamilie, welche vorwiegend von B-Zellen exprimiert werden. BAFF-R, auch bekannt als
BR3, ist ein spezifischer und hochaffiner Rezeptor fur BAFF [52], wohingegen BCMA und
TACI sowohl BAFF als auch das Protein APRIL binden [47][48][53].

Das Zytokin BAFF und seine Rezeptoren spielen eine entscheidende Rolle im Uberleben, der
Reifung und der Aktivierung von B-Zellen [21][47][49]-[52]. Unreife B-Zellen, die in den B-

Zell-Follikeln der Milz ankommen, benétigen Zytokine und positive Signale wie BAFF, um
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heranreifen und langfristig tberleben zu konnen. BAFF kann zudem die Apoptose von
Gedachtnis-B-Zellen verhindern und somit die Differenzierung von Gedachtnis-B-Zellen zu Ak-
produzierenden Zellen induzieren [54]. So exprimieren Geddachtnis-B-Zellen die beiden BAFF-
Rezeptoren BAFF-R und TACI [29]. Transgene Mause, welche BAFF im UbermaR exprimieren,
weisen eine hohe B-Zell-Anzahl in der Peripherie und einen hohen Grad an Autoantikdrpern auf
[55]. So ist l6sliches BAFF auch (berdurchschnittlich stark in Seren von Patienten mit
Autoimmunerkrankungen wie Systemischer Lupus Erythematodes (SLE) und Sjogren-Syndrom
nachweisbar [48][55][56].

1.2.5 Die Immunglobuline

Bei den Antigenrezeptoren der B-Lymphozyten — den BCRs — handelt es sich um
membrangebundene Immunglobuline [10][19]. Wenn sich eine B-Zelle zur Plasmazelle
differenziert, wird auf der Ebene der Ak-RNS (Ribonukleinséure) die Transmembrandoméne, die
ein Immunglobulin in der Zellmembran einer B-Zelle verankert, durch ,splicing® entfernt.
Daraufhin sezerniert die Plasmazelle 16sliche Ak derselben Klasse und Spezifitat wie die BCR
ihrer Vorlauferzelle [10][57].

Jedes Immunglobulin besteht aus jeweils zwei identischen schweren und leichten Ketten [10].
Die Antigenbindungsstelle des BCR besteht aus der sog. variablen Region, welche einen Teil der
leichten und schweren Ketten beinhaltet [10]. Je nach Art und Zusammensetzung der variablen
Region ergibt sich die Antigenspezifitat des BCR, wodurch sich eine enorme Vielfalt anbietet
[10]. Die funf Hauptisotypen der loslichen Ak werden durch die Struktur ihrer sog. konstanten
Region in der schweren Kette unterschieden: IgM, IgD, IgG, IgE und IgA [10][36]. Zudem
konnen die 1gG-Ak in die vier Unterklassen 1gG1, 1gG2, 1Gg3 und 1gG4 und die IgA-Ak in IgAl
und 1gA2 eingeteilt werden [10]. Die unterschiedlichen Hauptisotypen sowie deren Untertypen
vermitteln verschiedene Effektorfunktionen. Es gibt drei verschiedene Arten der Ak-Reaktion.
Zum einen konnen Ak Pathogene wie Viren, Bakterien oder bakterielle Toxine neutralisieren,
indem sie sich an diese anheften. Dadurch sind die genannten Erreger nicht mehr in der Lage, an
die spezifischen Oberflaichenmolekille von Korperzellen zu binden und in die Zellen
einzudringen. Desweiteren konnen Ak die Aufnahme von Pathogenen in phagozytierende Zellen
erleichtern (Opsonierung). Als dritte Effektorfunktion kdnnen Ak den klassischen Weg der
Komplementaktivierung induzieren. Durch die Bindung von Proteinen des Komplementsystems
an die Oberflache von Pathogenen konnen Phagozyten dieses Pathogen mithilfe ihrer
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Komplementrezeptoren erkennen und an den Infektionsherd gelockt werden oder aber das
betroffene Pathogen durch Membranporen-Bildung direkt lysiert werden [10]. Neben
Pathogenen kénnen im Kontext der NTx jedoch auch kérperfremde Antigene das Angriffsziel der
Ak sein.

1.3 Immunsuppression nach Nierentransplantation

Um eine erfolgreiche NTx zu gewahrleisten, mussen zelluldare und humorale
Abwehrmechanismen des menschlichen Immunsystems Gberwunden werden, was angesichts der
Komplexitdt eine enorme Herausforderung darstellt. Die zur Verfugung stehenden
Immunsuppressiva hemmen nicht nur die Immunantwort auf das kérperfremde NTX, sondern
unterdriicken auch die allgemeine Infektabwehr [57]. Aus diesem Grunde muss ein
angemessenes Gleichgewicht zwischen schadigenden und schiitzenden Funktionen des

Immunsystems angestrebt werden.

1.3.1 Standardimmunsuppressiva

Die derzeitige Standardtherapie nach NTx besteht aus einer Induktionstherapie mit Anti-CD25-
Ak, sowie einer Dreifachtherapie mit Calcineurininhibitoren (CNI), Mycophenolsdure und
Kortikosteroiden [8][15][58][59]. Die sog. SYMPHONY-Studie nimmt hierbei eine
Schlisselrolle in der Untersuchung der Kombinationstherapien ein [60]. Das o. g.
Therapieschema hat sich — vor allem mit niedrig dosiertem Tacrolimus — als besonders
vorteilhaft hinsichtlich Transplantattiberleben, Nierenfunktion und AbstoRungsraten erwiesen.
Alternativ bzw. als Reserve-Immunsuppressiva kommen aullerdem Inhibitoren des mammalian

target of Rapamycin (mTOR), Belatacept und verschiedene Antikdrper zum Einsatz.

1.31.1 Kortikosteroide

Die Kortikosteroide wie Prednisolon (Decortin H®) und Methylprednisolon (Urbason®) leiten
sich pharmakologisch von Steroidhormonen der Glukokortikoidfamilie ab [10]. Die
Glukokortikoide  gehdren  heutzutage zur  Standardtherapie  zur  Reduktion  von

Entzindungsreaktionen und der Autoimmunaktivierung bei verschiedensten Krankheiten wie
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z. B. Asthma, Allergien sowie rheumatischen, vaskuldren und dermatologischen Erkrankungen
[61]. Sie wirken stark entzindungshemmend, indem sie tUber die Bindung an zytoplasmatische
Glukokortikoidrezeptoren die Synthese von Entziindungsmediatoren wie Zytokine,
Prostaglandine, Leukotriene, Sauerstoffradikale und Stickoxide verringern [10][57]. Weiterhin
unterbinden sie die Expression von Adhésionsmolekiilen, sodass die Einwanderung von
Leukozyten aus BlutgefaRen in den Entziindungsherd vermindert wird. Aullerdem induzieren die
Kortikosteroide durch eine erhéhte Endonukleaseaktivitit die Apoptose bei Lymphozyten und
Eosinophilen. Aufgrund ihrer antiinflammatorischen und immunsuppressiven Wirkung werden
die Kortikosteroide bereits seit den ersten Nierentransplantationen in den 60er Jahren des letzten
Jahrhunderts zur Verhinderung von nachfolgenden AbstoRungsreaktionen eingesetzt [62][63].

Da Kortikosteroide die Expression vieler verschiedener Gene in unterschiedlichen Geweben
regulieren, sind die Auswirkungen einer Steroidtherapie sehr komplex und nicht nur auf eine
Entziindungshemmung beschrénkt. So sind endokrine, gastrointestinale, muskuloskelettale,
kardiovaskulare, dermatologische, okkuldre, immunologische Veranderungen bis hin zu
neuropsychiatrischen Nebenwirkungen nach Kortikoidgabe bekannt [61]. Um die Konzentration
an Kortikosteroiden und deren Nebenwirkungen (NW) zu verringern, werden nach NTX

zusétzlich andere Immunsuppressiva verabreicht [10].

1.3.1.2 Proliferationshemmer /Hemmer der IMPDH

Mycophenolatmofetil (MMF, CellCept®) und Mycophenolsédure (MPA, Mofetil®) uben ihre
Wirkung uber den aktiven Metaboliten MPA aus, welcher ein starker und reversibler Inhibitor
der Inosinmonophosphat-Dehydrogenase (IMPDH) ist [10][15][64]. IMPDH ist das zentrale
Enzym der de-novo-Synthese von Guanosintriphosphat bzw. von Purinen, welche letztlich eine
wichtige Rolle in der Proliferation der T- und B-Lymphozyten einnimmt. Auf diese Weise
beeinflusst MPA u. a. die Leukozytenadhdsionsmolekile und fuhrt zur Apoptose von
Lymphozyten, Unterdriickung der Zytokinsynthese und verringerten Expression von
Lymphozyten-Oberflachenmolekiilen. Aufgrund dieser vielféltigen Auswirkungen auf das
Immunsystem und weil es weder Kkardiovaskuldaren Nebenwirkungen verursacht noch
nephrotoxisch ist, gehdrt MPA zu den wichtigsten Immunsuppressiva nach NTx [64]. Dennoch
kann es bei hohen Konzentrationen gehduft gastrointestinale Stérungen hervorrufen.
Mycophenolat-Natrium (Myfortic®) ist eine magensaftresistente Form von MPA, welche

entwickelt wurde, um diese gastrointestinalen Komplikationen zu minimieren und somit eine
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Reduktion oder Unterbrechung der MPA-Gabe aufgrund von GIT-Stérungen moglicherweise zu
verhindern [64][65].

1.3.1.3 Calcineurininhibitoren (Cyclosporin A, Tacrolimus)

Cyclosporin A (CyA: Sandimmun®, Sandimmun Optoral®) und Tacrolimus (Prograf®,
Advagraf®) bilden die Gruppe der CNI. CyA wurde bereits 1978 als Immunsuppressivum nach
NTx eingesetzt [66]. Nach der Einfihrung von Tacrolimus in den 90er Jahren des letzten
Jahrhunderts [8] wird dieses aufgrund der aktuellen Studienlage heutzutage als CNI-Standard im

Transplantationssetting eingesetzt und hat CyA weitgehend abgeldst [8][60].

CNIs wirken hauptsachlich auf T-Helfer-, aber auch auf T-Supressor-Zellen sowie zytotoxische
T- und B-Zellen [8]. Sie durchdringen die Zellmembran und binden an intrazellulére
Immunophiline, wodurch die Signallbermittlung in T-Zellen verhindert wird. CyA bindet an
Cyclophilin und Tacrolimus bindet an FKBP12 [8][10][57]. Dies fuhrt zur Inhibition der
kalzium- und calmodulinabhéngigen, zytoplasmatischen Phosphatase Calcineurin, wodurch die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor of activated T cells (NFAT) beeintrachtigt
wird [8][10][57]. Dies wiederum verhindert die Transkription unterschiedlicher Zytokin-Gene
wie IL-2 und somit wird insbesondere die T-Zell-Aktivierung unterdriickt, wodurch schlie3lich
die T-Zell-abhangige Ak-Produktion inhibiert wird [8][10][57].

CNIs wirken nicht nur spezifisch auf die Hemmung von NFAT, sondern haben eine pluripotente
Wirkung auf eine Vielzahl von Stoffwechselfunktionen. So kénnen neben der akuten und
chronischen Nephrotoxizitat auch Diabetes mellitus, Dyslipiddmie, Neurotoxizitat, Hypertonie,
virale Infektionen sowie ein Neuauftreten von Karzinomen zu den vielféltigen Nebenwirkungen
gehdren [8][58][67][68]. Tacrolimus hat in vitro eine zehnfach starkere Wirkung als CyA, ein
besseres Nutzen-Risiko-Profil und geringeres nephrotoxisches Potential [8]. Es ist jedoch im
Vergleich zu CyA haufiger fiir das Neuauftreten von Diabetes mellitus verantwortlich und besitzt
ein starkeres neurotoxisches Potenzial [8][15]. Um das Risiko der Nephrotoxizitat zu minimieren
und somit die Langzeit-Uberlebensraten zu verbessern, beschaftigen sich viele Studien mit der
Reduktion der Calcineurin-Inhibitoren bzw. deren Umstellung auf andere Immunsuppressiva
[8][67]-[69]. An dieser Stelle sind insbesondere die Ergebnisse der SYMPHONY-Studie [60]
sowie der ZEUS-Studie [67] hervorzuheben.
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1.3.14 MTOR-Inhibitoren

Sirolimus (Rapamycin, Rapamune®) inhibiert infolge der Bindung an das Immunophilin
FKBP12 den mTOR-Komplex [10][58]. So inhibiert es die B-Zell-Proliferation, die Ak-Synthese
und die Interferon-Produktion durch Dendritische Zellen und greift in die T-Zell-Signalwege und
Differenzierung der regulatorischen T-Zellen ein [58]. Positiv hervorzuheben ist seine anti-
atherogene sowie antikanzerogene Wirkung [58]. Everolimus (Certican®) ist ein Derivat des
Sirolimus, weshalb sich deren Wirkungsmechanismen und NW stark &hneln. Bekannte NW sind
Stomatitis, Thrombopenie, Leukopenie, Anamie, Hyperlipiddmie, Proteinurie, Odeme, Diarrhoe
und Akne [15][58]. Einsatz finden die mTOR-Inhibitoren vermehrt zum Ersatz der
nephrotoxischen CNIs [58][67]. Sowohl in der ZEUS-Studie [67][70][71] als auch in der
Herakles-Studie [72] wurden Patienten mit einer initialen Cyclosporin-Medikation auf eine CNI-
freie Medikation mit Everolimus umgestellt. Hierbei konnten bessere Nierenfunktionswerte,
jedoch auch ein erhohtes Auftreten von DSAs und akuten Rejektionen in der CNI-freien

Studiengruppe beobachtet werden [73].

1.3.2 Antikorper im Kontext der Induktionstherapie

Zur Vermeidung von frihen AbstoRungsreaktionen werden spezielle Ak nach einer NTX
eingesetzt. Monoklonale Ak sind am besten in Mauszellen herzustellen, jedoch wirken diese
Maus-Ak im menschlichen Organismus immunogen. Damit die Immunglobuline nicht vom
menschlichen Immunsystem als fremd erkannt werden, mdssen sie humanisiert werden. Der
Anti-CD25-Ak Basiliximab (Simulect®) wird zur Induktionstherapie nach NTXx eingesetzt
[8][15]. Dieser bindet an die Alpha-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) von aktivierten T-Zellen
und blockiert diese daraufhin fir acht bis zwo6lf Wochen [15], wodurch die Vermehrung von T-
Lymphozyten unterschiedlichster Spezifitdten verhindert wird [19]. Neben monoklonalen Ak
konnen auch polyklonale T-Zell-depletierende Immunglobuline zur Immunsuppression einsetzt
werden. Die Anti-Thymozyten-Globuline (ATG, Thymoglobulin®) sind polyklonale Ak aus
Pferden oder Kaninchen, die zuvor gegen menschliche Lymphozyten immunisiert wurden und

somit die Lymphozyten des menschlichen Organismus angreifen kénnen.
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1.3.3 Belatacept

Belatacept (Nulojix®) ist ein Fusionsprotein, welches das costimulatorische Signal Uber den
CD28-Rezeptor und dadurch selektiv die T-Zell-Antwort unterbinden kann [8][59]. Belatacept,
welches 2011 in Deutschland fur Patienten nach NTx zugelassen wurde, spielt eine besondere
Rolle im Rahmen der CNI-freien Immunsuppression [8][58]. So wurde bereits ein deutlich
besseres Transplantat- und Patientenliberleben nach langjahriger Therapie mit Belatacept im
Vergleich zu CyA festgestellt [59]. In einer Studie von Brakemeier et al. [74] wurden NTx-
Patienten aufgrund von toxischen CNI- oder mTOR-induzierten NW auf Belatacept umgestellt
mit dem Resultat einer signifikant besseren NTx-Funktion. Nachteilhaft bei der Anwendung von
Belatacept sind das verstarkte Auftreten von akuten AbstoRungsreaktionen innerhalb der ersten

Monate nach NTx sowie das erhéhte Risiko fir lymphoproliferative Erkrankungen [8].

1.4 Transplantat-Rejektion

Eine TransplantatabstoBung entsteht infolge einer komplexen Wechselwirkung zwischen
alloreaktiven  T-Zellen, B-Zellen, Makrophagen und Mediatoren wie Zytokinen,
Adhasionsmolekiilen, Chemokinen, IL-1 und TNF-a. Mit Einfuhrung der Banff-Klassifikation
im Jahre 1991 wurde die Erfassung, Graduierung und diagnostische Kategorisierung
histopathologischer Befunde in NTx-Biopsien auf internationalem Niveau ermdglicht.
Hinsichtlich des AbstolRungsgeschehens fiir Nierentransplantate kénnen grob sechs verschiedene
Kategorien unterschieden werden (Tab. 1). Da der Fokus dieser Studie auf der AMR liegt, wird

im Folgenden naher darauf eingegangen.

Tab. 1: Banff-Klassifikation der Rejektionen nach NTx [15]

Banff | Befund

Normalbefund (nicht pathologisch)
Humorale Rejektion (AMR)
Borderline-Rejektion

Akute zelluldre Rejektion (ACR)

Interstitielle Fibrose bzw. tubulére Atrophie im Sinne eines chronischen Transplantatschadens

| O | W N

Histopathologsche Verénderungen, die nicht auf eine AbstoRungsreaktion zurtickzufiihren sind
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1.4.1 Humorale Rejektion

Der humorale Teil des Immunsystems spielt — wie oben bereits erwahnt — eine wichtige Rolle bei
der Abwehr extrazellulérer Pathogene. Jedoch kann dieser uber seine spezifischen Ak auch
korperfremde Antigene des Transplantates erkennen und somit schadlich fiir das transplantierte
Organ sein. Im Allgemeinen bezeichnet die AMR alle Rejektionen, die durch Ak gegen
spenderspezifische HLA-Antigene, Blutgruppen-Antigene oder Nebenhistokompatibilitéts-
antigene bzw. Antigene von Endothelzellen ausgeldst werden [16][40]. Eine AMR tritt bei
ungefahr 2-10 % aller nierentransplantierten Patienten auf [41][75]-[79]. Es konnen drei AMR-
Formen unterschieden werden: Die hyperakute AMR wird durch hohe Titer von bereits
vorgeformten spenderspezifischen Alloantikdrpern gegen HLA-Antigene oder Blutgruppen-
Antigene verursacht und tritt meist bereits innerhalb von Minuten bis einige Stunden nach der
NTx auf [40][41][80]. Diese Art der Abstol3ung ist jedoch sehr selten geworden, da vor jeder
NTx ein HLA-Crossmatch-Test von Empfanger und Spender erfolgt und die ABO-Kompatibilitat
uberprift wird [40][41]. Die frihe aktive AMR tritt meist in den ersten Wochen nach der NTx
auf und verursacht eine plétzliche Verschlechterung der Transplantatfunktion [40][75][80]. Eine
AMR kann jedoch auch erst Monate oder Jahre nach einer NTx auftreten [3][75] und wird dann
als spate/chronische aktive AMR bezeichnet. Die Differenzierung der AMR in eine frihe und
eine spate Form wird nicht einheitlich definiert. So kann die friihe aktive AMR innerhalb der
ersten 3 bzw. 6 Monate (M) und die spate aktive AMR friihestens 3 bzw. 6 M nach NTx auftreten
[37][81].

Die Alloantikorper greifen bevorzugt die peritubuldren und glomeruldren Kapillaren des
Spenderorgans an [16][40][80]. So heften sich HLA-Ak an das Endothel und kénnen tber die
Bindung des Komplementprotein C1q den klassischen Weg der Komplementkaskade aktivieren
[42]. Komplementfaktoren binden wiederum an Antigen-Ak-Komplexe auf den Endothelzellen
des Transplantates und verursachen letztendlich im Rahmen der Komplementkaskade eine
Zerstorung der betroffenen Zellen [41]. AulRerdem tragt das aktivierte Komplementsystem zur
Rekrutierung von Neutrophilen und Makrophagen und Synthese von Entziindungsmarkern bei,
welche  weitere  Transplantatschaden  hervorrufen  [16][41]. Der Nachweis des
Komplementfaktors C4d in Biopsieschnitten des Transplantats, welcher als ein Endprodukt der
Komplementkaskade gilt, ist ein zuverlassiger Marker der Komplementaktivierung und Ak-
Aktivitadt [40][82]. Hierbei spielt insbesondere die Féarbung der C4d-Ablagerungen in den
peritubuldren Kapillaren (PTC) eine entscheidende Rolle [40][75][76]. Es wurde festgestellt,
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dass C4d-Ablagerungen mehrheitlich mit der Anwesenheit von DSA in Verbindung stehen [3]
[41][75][76][80][82]. Die Abwesenheit von C4d-Ablagerungen im NTx schliet nicht
grundsatzlich eine AMR aus. So spielt die Ak-vermittelte, aber komplementunabhangige
Aktivierung von Endothelzellen sowie auch von natirlichen Killerzellen und Makrophagen eine
Rolle in der Entstehung der AMR, welche jedoch seltener und eher bei der chronischen Form
beobachtet wird [16][41][83][84]. Daher wurde in der 12. Banff-Konferenz im Jahre 2013 die
C4d-negative AMR in die Banff-Klassifikation aufgenommen [85].

Ak gegen HLA-Antigene entwickeln sich T-Zell-abhéngig als Antwort auf einen Kontakt mit
allogenen HLA-Proteinen. Ein besonderes Risiko stellen HLA-Ak dar, welche spenderspezifisch
sind. Die Anwesenheit der zirkulierenden DSA erhoht das Risiko einer AMR [81] und eines
spaten Transplantatverlustes [77][86]-[88]. Diese DSA konnen bereits vor NTx vorhanden sein,
sie kdnnen aber auch nach der Transplantation de novo entstehen [81][78]. Patienten, die durch
vorausgehende Transplantationen [37], Schwangerschaften, Bluttransfusionen oder Infektionen
vorsensibilisiert sind, also vermehrt Ak gegen HLA-Antigene besitzen, haben ein hohes Risiko,
eine frihe AMR zu entwickeln [41][81][89]. Die histologischen Charakteristika der frihen AMR
sind die Margination von Neutrophilen in den PTCs, Glomerulitis und C4d-Ablagerungen [42].
Histologische  Zeichen der spaten chronischen AMR sind typischerweise eine
Transplantatglomerulopathie (cg) und chronische Transplantatvaskulopathie (cv) [16][40][42]
[80][81]. Akute und chronische Veranderungen uberschneiden sich jedoch oft [81].

1.5 Therapiemdglichkeiten der humoralen Rejektion

Trotz der verbesserten Kenntnisse tber die zelluldren und humoralen Mechanismen einer AMR
und neuer immunsuppressiver Therapiemoglichkeiten gehort die AMR zu den groRten
Risikofaktoren fur einen Transplantatverlust. Eine AMR kann oftmals nicht mit einer
konventionellen AbstoRungstherapie rickgangig gemacht werden [40][75][90][91]. Die
Therapiekosten sind vergleichsweise hoch, die Aufhebung der AMR vollzieht sich — wenn
uberhaupt - sehr langsam und es entwickelt sich Ublicherweise nach Therapie der AMR eine
chronische Form der AbstoRung [92].

Bisher gibt es keine speziell fur die AMR-Therapie zugelassenen Medikamente und die Daten

beziglich der AMR-Therapie beschranken sich noch auf Fallberichte und verhéltnismaiig kleine
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retrospektive Studien [41]. Noch immer besteht diesbezuglich ein hoher medizinischer Bedarf
fir NTx-Patienten [93]. Die KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes) hat in ihrer
Leitlinie aus dem Jahre 2009 [94] zur Behandlung einer akuten AMR empfohlen, dass
mindestens eines der folgenden Therapiemdglichkeiten — mit oder ohne Einsatz von
Kortikosteroiden — zur Anwendung kommen sollte: PPH (Plasmapherese), 1V1g, Anti-CD-20-Ak
und/oder Lymphozyten-depletierende Ak.

In der Entstehung der humoralen AbstoRung spielen die B-Zellen und Ak innerhalb des
Transplantates eine entscheidende Rolle und sollten daher die Hauptangriffspunkte der Therapie
sein. So werden die schadlichen zirkulierenden Ak mithilfe von PPHs entfernt [40]-[42]. Die
PPH ist ein Verfahren, welches Proteine mit einem hohen Molekulargewicht (Ak,
Gerinnungsfaktoren, Komplementfaktoren) aus der Blutzirkulation entfernt [42]. Langfristig
kdénnen PPHs die DSA-Werte jedoch nicht niedrig halten, da sie keinen Einfluss auf die Ak-
Synthese nehmen [40][95]. Die PPH wird generell gut vertragen, aber es wurden bereits milde

Formen der Anamie, Thrombozytopenie und Koagulopathie als NW beobachtet [42].

Weiterhin ~ werden niedrig- (100mg/kg) oder hochdosierte (1-2g/kg) intravendse
Immunglobulingaben (IVIg) einmal oder aber in wiederholten Dosen zur Neutralisierung der Ak
verwendet [40][41][90][96]. Fir die IVIg wird ein Plasmapool von 50.000-100.000 gesunden
menschlichen Spendern zusammengestellt [40]. Es besteht hauptsachlich aus IgG
verschiedenster Spezifitaten, enthélt jedoch auch Dimere, Fab-Fragmente sowie kleinste Anteile
von IgM und IgA [40]. Die Halbwertszeit der 1VIg betragt 3-4 Wochen [41]. Die immunologisch
vermittelte Wirkweise der 1VIg ist komplex. Die wichtigsten Eigenschaften liegen in der
Unterdriickung der Ak-Synthese, einer anti-idiotypische Aktivitat gegen zirkulierende DSAs mit
einer daraus resultierenden  Neutralisierung derselben und die Inhibition der
Komplementaktivierung, der Fc-Rezeptoren sowie der T- und B-Zellfunktion. Zytotoxische
Zytokine werden ebenfalls in ihrer Wirkung inhibiert [69][71][79]. Die 1gG-Molekiile kénnen im
Empfanger mit Idslichen Antigenen reagieren und als l6sliche Immunkomplexe an das
inhibitorische FcyRIIB auf B-Zellen binden. Infolgedessen entsteht eine Kreuzvernetzung dieser
Rezeptoren, sodass eine Suppression der betroffenen Zellen erfolgt [19]. Im Kontext der NTx
werden IVIg oftmals in experimentellen Therapie-Protokollen bei einer akuten oder chronisch
aktiven AMR Dbei vorbekannten DSAs eingesetzt [40][42]. Neben den immunologisch

vermittelten Wirkweisen flhrt die Therapie mit IVIg zu einer Reduktion von Infekten bei
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behandelten Patienten [41], da wichtige Gammaimmunglobuline geliefert werden, die dem
Korper wahrend einer beispielsweise notwendigen PPH verloren gegangen sind [40].

Der Anti-CD-20-Ak Rituximab kann die zirkulierenden CD20* B-Zellen stark depletieren [40],
wahrend der Proteasom-Inhibitor Bortezomib die reifen Ak-produzierenden Plasmazellen
entfernen kann [41][97][98].

Die intraventse Gabe des monoklonalen C5-Antikérpers Eculizumab (Soliris®) hat in
Einzelfallberichten bereits Erfolge in der Behandlung der AMR zeigen kdnnen [40]-[42][90].
Eculizumab bindet spezifisch und mit hoher Affinitat an das Komplementprotein C5, wodurch
dessen Spaltung in die Fragmente C5a und C5b blockiert und die Bildung des terminalen
Komplementkomplexes C5b-C9 verhindert wird [40][42]. Dies wiederum hat eine Hemmung der
terminalen komplementvermittelten endothelialen Zelllyse zur Folge [42]. Aufgrund der hohen
Kosten wird dieses Medikament jedoch nur selten im Rahmen der AMR-Therapie eingesetzt und

am ehesten nur dann, wenn andere Medikamente keinen Erfolg zeigten [41].

Eine Steroidpulstherapie (250-500 mg Prednisolon/Tag i.v. fir 3-5 Tage) wird oftmals begleitend
zur Therapie der AMR eingesetzt, da so zum einen die zellulare Rejektionskomponente
behandelt wird und zum anderen die Steroide Uber die Suppression der T-Helferzellen indirekt

hemmend auf B-Zellen wirken kdnnen [40].

Bezliglich der Erhaltungstherapie nach AMR sind MMF und Tacrolimus empfehlenswert, weil

MMF mit Tacrolimus bei Patienten mit einer AMR die B-Zell-Antwort einschréanken kann [40].

Im Folgenden wird genauer auf Rituximab und Bortezomib eingegangen, da diese aufgrund ihrer

Wirkung eine besondere Rolle im Rahmen der AMR-Therapie einnehmen.

1.5.1 Rituximab

Rituximab wird unter dem Handelsnamen MabThera® von Roche in der EU verkauft. Es ist ein
humanisierter monoklonaler Ak gegen das membranstandige CD20-Antigen und gehdrt zur
IgG1-Unterklasse. Die variable Doméne von Rituximab bindet mit hoher Affinitat an CD20 und
fahrt schliel3lich zur Zerstérung der CD20-positiven Zelle. Dadurch werden sowohl maligne als

auch normale unreife und reife B-Zellen eliminiert, jedoch keine Plasmazellen [40][41].

Die Zerstorung der zirkulierenden B-Zellen durch Rituximab wird 0ber drei wesentliche

Mechanismen vermittelt: Es erfolgen eine komplementabhéngige Zytotoxizitat, eine Ak-
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vermittelte Zytotoxizitat sowie die Induktion der Zellapoptose [40][42][105]. In verschiedenen
klinischen Studien konnte bereits eine effektive B-Zell-Reduktion durch Rituximab
nachgewiesen werden [38][99][100]. Rituximab ist zugelassen zur Behandlung von
Rheumatoider Arthritis und Non-Hodgin-Lymphomen [41], findet jedoch auch Anwendung in
der Therapie von humoralen AbstoRungen nach NTx [40][41][99].

Es wird intravends (ber einen Zeitraum von ca. vier Stunden verabreicht und kann
gegebenenfalls in einem Abstand von zwei Wochen wiederholt werden. Nach Rituximabtherapie
wurden bereits vermehrt bakterielle Infektionen sowie Infektionen durch CMYV, Herpes-Zoster-
Viren, Polyomavirus und Pilze beobachtet [41][79][101]. Neben Infektionen konnen u. a.
Infusionsreaktionen, Fieber, Schuttelfrost, Lymphopenie und Neutropenie beobachtet werden
[40][41].

1.5.2 Bortezomib

Bortezomib (Velcade®) ist der erste zugelassene Proteasom-Inhibitor [102] und stellt eine
modifizierte Dipeptidyl-Boronsdure dar [40][103]. Bortezomib bindet mit hoher Selektivitat an
das 26S-Proteasom [103]. Dies ist ein Multienzym-Komplex und kommt im Zytoplasma und
Zellkern aller eukaryotischer Zellen vor [102]-[104]. Das 26S-Proteasom besteht aus einem 20S-
Kern, an dessen beiden Enden sich jeweils eine 19S-regulatorische Untereinheit befindet [102].
Der 20S-Kern wiederum setzt sich aus vier gestapelten Heptamer-Ringen zusammen: die beiden
duBeren Ringe sind sog. a-Ringe und die beiden inneren Ringe werden als B-Ringe bezeichnet
[102][104][105]. Innerhalb der B-Ringe gibt es jeweils drei verschiedene proteolytisch aktive
Untereinheiten: eine Chymotrypsin-artige, eine Trypsin-artige und eine Caspase-artige
[102][104][106]. Die a-Ringe formen einen schmalen Kanal und kontrollieren den Eintritt von
Proteinen [104][107]. Das 26S-Proteasom ist fir den Abbau bzw. Umbau von Uberzéhligen,
defekten oder missgefalteten Proteinen zustédndig [103]. Dazu gehdren Proteine, die in die Zell-
Zyklus-Regulation, Onkogenese und Apoptose involviert sind: Tumor-Suppressor-Faktoren,
Zell-Zyklus-regulierende Proteine (Zykline), Transkriptionsfaktoren, inhibitorische Molekile
und anti-apoptotische Proteine [102][104][108]. Bevor ein Protein vom Proteasom erkannt
werden kann, muss eine Proteinmarkierung erfolgen, auch Ubiquitinierung bzw. Ubiquitin-

Proteasom-System genannt [102][104].
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Bortezomib bindet reversibel an die Untereinheit des 20S-Kerns, die eine Chymotrypsin-artige
proteolytische Funktion hat [40]. So inhibiert es den Abbau verschiedener intrazelluldrer
Proteine und stort die zellulare Homdostase. Proteasomen sind fur die Erzeugung der meisten
Antigenpeptide verantwortlich, die als Liganden fir MHC-Klasse-1-Proteine dienen [105]-[107].
Somit inhibiert Bortezomib — durch seinen Einfluss auf das Ubiquitin-Proteasom-System — die
Antigenprozessierung sowie die Antigenprasentation auf MHC Klasse-1-Molekilen
[95][105][106].

Der Transkriptionsfaktor Nuklarfaktor-kappaB (NF-xB) ist an das Inhibitor-Protein IxB
gebunden und kann durch das 26S-Proteasom aktiviert werden [102]. In dieser Form kann er
u. a. die Transkription von Wachstumsfaktoren (Interleukine), Zell-Adhdsions-Molekilen und
anti-apoptotischen Faktoren (z. B. BCL2) aktivieren [102]. Bortezomib inhibiert die Aktivierung
von NF-«xB [40][102][103][108][109], indem es dafur sorgt, dass IkB an NF-kB gebunden bleibt
[109]. Desweiteren kann eine Apoptose ausgeldst werden durch sog. ER-Stress [103][109]. Im
endoplasmatischen Retikulum (ER) erfolgt die Synthese und Faltung von Proteinen, was
essentiell fur die Aufrechterhaltung der zellularen Homdostase ist. Wie bereits oben erwahnt,
verhindert Bortezomib die Entfernung miss- und ungefalteter Proteine. Um die erhdhte Menge
dieser Proteine im ER abzubauen, wird zum Schutz die sog. Antwort auf ungefaltete Proteine
(UPR) ausgeltst [108][109]. Wenn der ER-Stress zu groR wird, fihrt dies zur Apoptose der
betroffenen Zelle [103][108]-[110].

Aufgrund der vielféltigen Funktionen der Proteasomen wird deutlich, dass Bortezomib
wesentliche inhibitorische Auswirkungen sowohl auf Plasmazellen als auch auf T-Zellen und
dendritische Zellen hat [40][92][111]. Bortezomib kann intravends oder subkutan injiziert
werden [41]. Dies erfolgt Gblicherweise an den Tagen 1, 4, 8 und 11 und wird daraufhin fur zehn
Tage unterbrochen, um bei Bedarf einen erneuten Zyklus zu verabreichen [90]. Pro Injektion

wird eine Dosis von 1,3mg/m? Korperoberflache fir 3-5 Sekunden empfohlen [40].

Krebszellen oder andere sich schnell teilende und metabolisch aktive Zellen reagieren sehr
empfindlich auf Bortezomib [42][102][103]. Aufgrund seiner Effektivitat in der Behandlung des
multiplen Myeloms ist Velcade® seit 2010 als erster Proteasom-Inhibitor fur die Therapie dieser
malignen Plasmazell-Erkrankung in den USA zugelassen [90][102]. Da Plasmazellen mehrere
tausend Ak pro Sekunde synthetisieren konnen, haben sie ein stark entwickeltes ER
[31][108][112]. Diese ausgepragte Stoffwechselaktivitat wiederum macht sie sehr empfindlich
fur Proteasom-Inhibitoren, sodass es durch exzessiven ER-Stress schlieBlich zum Zelltod kommt
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[95][110]. Als Off-Label-Use wird Bortezomib daher immer haufiger in der Therapie der AMR
angewendet, bei der eine Uberaktivitat von Ak-sezernierenden Plasmazellen vorliegt [95]. Es ist
das erste Medikament in der Immunsuppression, welches reife Plasmazellen angreifen kann
[89][92][98][113][114]. Der Einsatz von Bortezomib in der Behandlung der AMR konnte bereits
in mehreren Studien zu einer histologischen und klinischen Funktionsverbesserung des NTx

sowie zu einer Verringerung der DSA beitragen [95].

Bortezomib hat ein relativ gunstiges NW-Profil [90][95]. Ubliche NW sind Anamie,
Thrombozytopenie,  gastrointestinale ~ Stérungen  (GIT-Stérungen),  Appetitlosigkeit,
Abgeschlagenheit, Hypotonie, Konjunktivitis und periphere Neuropathie, welche in den meisten
Fallen nur vorubergehend sind [40][41][92][95][115]. Allerdings kann die periphere Neuropathie

in seltenen Fallen irreversibel sein [42].
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1.6 Fragestellung

Schwerpunkt dieser Studie ist die humoral vermittelte Abstoung bei Patienten nach NTx. Diese

Form der Abstol3ung ist bis heute nur schwer therapierbar, sodass die Langzeiterfolge in den

meisten Féllen sehr unbefriedigend sind. Da die schadliche Wirkung von DSAs die zentrale

Rolle bei humoralen AbstoRungen spielt, machten wir an der Charité insbesondere diese Ak zum

Ziel unserer AMR-Therapie. So zielten wir mit dem Einsatz von PPHs und IVIg darauf ab,

zirkulierende Ak aus dem Korper zu entfernen und zu neutralisieren. Daneben kamen Rituximab

und Bortezomib zum Einsatz, um die verschiedenen Stadien der B-Zellen anzugreifen und

synergistische Effekte zu erzielen. SchlielRlich wurden aufgrund der Interaktion zwischen T- und

B-Zellen auch Steroide eingesetzt, welche einen inhibitorischen Effekt auf T-Zellen austiben.

Im Kontext dieses neuartigen Therapieansatzes sollen folgende Fragen beantworten werden:

1)

2)

3)

4)

5)

Gibt es spezifische demografische Charakteristika bei Patienten mit AMR?

Kann durch die potente AMR-Therapie eine langfristige klinische Funktionsverbesserung

des NTx bei einem gleichzeitig guinstigen Nebenwirkungsprofil erreicht werden?

Haben AMR-Patienten eine andere Verteilung verschiedener B-Zell-Populationen im
peripheren Blut als NTx-Patienten mit stabiler Transplantatfunktion und inwiefern dndern
sich diese B-Zellpopulationen — insbesondere die Plasmazellen — infolge der B-Zell-
depletierenden AMR-Therapie?

Gibt es zwischen AMR-Patienten und NTx-Patienten mit stabiler Transplantatfunktion
Unterschiede in den sBAFF-Konzentrationen und kommt es nach der B-Zell-
depletierenden AMR-Therapie zu einem nachweisbaren signifikanten Anstieg der

sBAFF-Konzentration?

Kommt es infolge der Bortezomib-basierten AMR-Therapie zur langfristigen Reduktion
der zirkulierenden DSA und werden zudem die langlebigen protektiven Ak gegen

Mumps, Masern und Roételn beeinflusst?
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2 Methodik

2.1 Versuchsteilnehmer und Blutentnahmen

Die Studiendurchfuhrung wurde von der Ethikkommission mit der Antragsnummer EA1/192/11
genehmigt. Es nahmen insgesamt 10 Patienten mit humoraler Rejektion an dieser prospektiven
Studie teil, welche zuvor bei vorausgegangener Aufklarung eine Einverstdndniserklarung
unterzeichnet haben. Diese Patientengruppe wird im Folgenden als AMR-Gruppe bezeichnet und
wurde im Zeitraum vom November 2011 bis Januar 2013 in die Studie aufgenommen. Der
AMR-Gruppe wurden zwei Kontrollgruppen gegenubergestellt, welche Uber einen Zeitraum von
mindestens drei Monaten eine stabile NTx-Funktion und auch keine AbstoRungsreaktionen
aufwiesen. Die erste Kontrollgruppe (C_DSA") besteht aus 10 NTx-Patienten, bei denen keine
DSA nachweisbar waren und die zweite Kontrollgruppe (C_DSA*) aus 12 NTx-Patienten mit
neu aufgetretenen DSA gegen das NTx. Die Patienten dieser beiden Kontrollkollektive wurden
ebenso uber die Studie aufgeklart und haben daraufhin eine Einverstandniserklarung
unterschrieben. Bezlglich des Transplantatiiberlebens erfolgte eine Beobachtungszeit von drei

Jahren.

In regelmaRigen Abstdnden wurde den Patienten der AMR-Gruppe insgesamt pro
Untersuchungstag ein Blutvolumen von ca. 16 ml aus den Kubitalvenen (Venen der Ellenbeuge)
abgenommen, um jeweils ein 10 ml-Plasma-Réhrchen (Lithium-Heparin) und 6 ml-Serum-
Réhrchen zu erhalten. Der Baseline-Zeitpunkt (BL) bezeichnet die Blutentnahme im Zeitraum
AMR-Diagnose bis zum Beginn der AMR-Therapie. Die weiteren Blutentnahmen erfolgten zu
den Monaten (M) 1 (¥2-2 M nach Behandlungsbeginn), 3 (2-4 M nach Behandlungsbeginn), 6 (4-
8 M nach Behandlungsbeginn), 9 (8%2-11 M nach Behandlungsbeginn), 12 (10-14%2 M nach
Behandlungsbeginn), 18 (14%-20% M nach Behandlungsbeginn) und 24 (22-26 M nach
Behandlungsbeginn). Den Patienten der beiden Kontrollgruppen wurde einmalig Blut
entnommen. Die Blutentnahmen erfolgten wahrend des stationdren Aufenthaltes bzw. der
ambulanten Betreuung und wurden an die regulér durchgefiihrten Blutabnahmen gekoppelt,
sodass keine zusatzliche Punktion erfolgen musste. Die Verarbeitung des Blutes erfolgte
spatestens vier Stunden nach Entnahme. Das Heparin-Blut wurde bei Raumtemperatur (RT) und

Dunkelheit gelagert, bis es fiir die Durchflusszytometrie gefarbt wurde. Das Serum wurde
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hingegen bei ca. 5°C dunkel gelagert, bis es fir 5 Min (Minuten) bei 3000 U/Min (Umdrehungen
pro Minute) zentrifugiert und anschlieRend bei ca. -80°C tiefgekuhlt wurde.

2.2 AMR-Diagnose und —Definitionen

2.2.1 Klinische Parameter

Nach der Banff-Klassifikation, welche bis 2015 mehrmals Uberarbeitet wurde, gibt es flr die
akute und chronische AMR nach NTx folgende typische immunhistologische, morphologische
und/oder serologische Diagnosekriterien [85][89][116]: 1) histologischer Nachweis eines Ak-
vermittelten Schadens, 2) positive C4d-Farbung in den PTC des NTx und/oder Anwesenheit von
neu auftretenden zirkulierenden DSA im Patientenserum und 3) klinisch nachweisbare
Verschlechterung der NTx-Funktion (Anstieg der Serum-Kreatinin-Werte von mindestens
0,5mg/dl innerhalb von sechs Monaten und/oder Entwicklung einer zunehmenden Proteinurie).

Die Diagnose einer AMR erfolgte, sobald alle drei Kriterien erfillt waren.

Das Serumkreatinin (SKrea) ist ein Stoffwechselprodukt, welches bei gesunden Patienten mit
relativ konstanter Menge Uber die Nieren ausgeschieden wird. Da dieser Wert nur der groben
Abschatzung der NTx-Funktion dient, wurde die glomerulédre Filtrationsrate (GFR) bestimmt,
welche das pro Zeiteinheit in den Glomeruli der Nieren filtrierte Volumen (ml/min/1,73m?)
angibt. Die CKD-EPI-Formel diente zur Berechnung der GFR und leitet sich von einer im Jahre
2009 veroffentlichten Arbeit von Levey et al. [117][118] ab:

Weiblich:
Krea (GH) . o320 Al
SKrea <0,7mg/dl; GFR =144 x (ST) 1329y (0, 993)Alter

Krea (22
SKrea > 0,7mg/dl; GFR = 144 x (% )~1209 % (0,993)Alter
Miinnlich:

SKrea <0,9mg/dl; GFR =141 x (m%ﬁ%)—&*“ x (0, 993 )4lter

SKrea > 09mg/dl; GFR = 141 x (m'%% )=1.209 ¢ (9, 993)dlter
Bei Patienten mit einer ethnischen Zugehdrigkeit mit schwarzer Hautfarbe wird jeweils der
Faktor 1,159 hinzugerechnet. Dies war lediglich bei Patient Nr. 9 der Fall.

Weil das Serumkreatinin als Abbauprodukt des Energiestoffwechsels der Muskeln stark von der

Muskelmasse abhéngt, ist dieser Wert allein nur unzureichend zur Beurteilung der NTx-Funktion
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geeignet. Aus diesem Grund werden zusatzlich die Proteinurie-Werte gegentibergestellt, welche
regelméBig im Spontanurin ermittelt wurden und wichtige zusétzliche Informationen tber die

Funktion der Nephrone liefern.

Zum Vergleich der GFR- bzw. Proteinurie-Werte der AMR-Patienten vor und nach AMR-
Therapie wurden Mittelwerte (MW) fiir die Zeitpunkte vor AMR (MW 10 M vor AMR-
Therapiebeginn), BL (niedrigster GFR- bzw. hdchster Proteinurie-Wert der AMR-Patienten im
Zeitraum der AMR-Diagnose bis zur AMR-Therapie), M1, M3, M6, M12 und M24 berechnet.
Die Werte der beiden stabilen Kontrollgruppen wurden hingegen zu den Zeitpunkten BL (MW
10 M vor BL), M12 (MW 10-14 M nach BL) und M24 (MW 22-26 M nach BL) bestimmt. Bei
der Diagnose einer terminalen Transplantatinsuffizienz innerhalb der AMR-Gruppe wurde die
GFR fiur die entsprechenden Zeitpunkte mit 0 ml/min/1,73m? angegeben (mit Imputation),
wohingegen hinsichtlich der Proteinurie-Werte keine Angaben fir die entsprechenden Zeitpunkte

erfolgten (ohne Imputation).

Die fur diese Dissertation erforderlichen Laborwerte, Transplantationsdaten, Nebenwirkungen
und Krankenhausaufenthalte wurden der Transplantationsdatenbank der Charité (,,T-Base 2°)

sowie der SAP-Software enthommen.

2.2.2 Histologischer Nachweis: Biopsie

Sobald eine auffallende serologische und/oder klinische Verschlechterung der NTx-Funktion
festgestellt wurde, bestand die Indikation einer Gewebsentnahme, um die Form der Rejektion
sowie deren Schweregrad histologisch zu bestimmen. Die Biopsieschnitte wurden von zwei
erfahrenen Nephropathologen ausgewertet und nach den entsprechenden Banff-Kriterien
graduiert. Die relevanten histologischen Komponenten zur Diagnose einer AMR sind Banff g,
cg, ptc, v und C4d-Nachweis. Der C4d-Nachweis erfolgte durch indirekte Immunfluoreszenz an
Paraffinschnitten mittels C4d-1gG-Ak.

Auf den Banff-Konferenzen der Jahre 2011 [119], 2013 [85] und 2015 [116] wurden die
histologischen Diagnosekriterien der AMR genau beschrieben. Der ,,Banff ptc-score® bezeichnet
die peritubuldre Kapillaritis und der ,,Banff g-score den Grad der Glomerulitis als prozentualen
Anteil der betroffenen Glomeruli [116]. Der ,,Banff cg-score wiederum gibt den Grad der
chronischen Transplantatglomerulopathie mit Nachweis einer Verdopplung oder Mehrschichtung

der glomeruldaren Basalmembran an [80][75]. Seit der Banff-Konferenz 2013 [85] ist zudem der
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Nachweis der intimalen Arteriitis, d. h. der ,,.Banff v-score®, ein entscheidendes Kriterium zur

Diagnose der akuten AMR.

Zur Unterscheidung zwischen akuter und chronischer AMR ist insbesondere der Nachweis einer
Transplantatglomerulopathie (cg>1) entscheidend, welche die chronische Schédigung des NTx
zuverlassig widerspiegelt [116]. Tubulére Atrophie (ct), interstitielle Fibrose (ci) und chronische
Transplantatarteriopathie (cv) sind weitere Anzeichen einer chronischen Abstof3ung.

Die Borderline-Abstoung (Banff-Kategorie 3, Tab. 1) und die ACR (Banff-Kategorie 4, Tab. 1)

wurden ebenfalls in der Auswertung bericksichtigt und nach den Banff-Kriterien definiert [116].

2.2.3 Serologischer Nachweis von Spender-spezifischen Antikorpern

Zur DSA-Diagnostik wurden Serum-Proben zum BL-Zeitpunkt, M3 (2-5 M nach BL) und M12
(8-16 M nach BL) in das Institut fur Transfusionsmedizin — Labor fur Gewebetypisierung/HLA
(ZTB) — Charité Campus Virchow-Klinikum (CVK) geschickt und ausgewertet. Zusétzlich sind
bei einigen AMR-Patienten auch zu anderen Zeitpunkten HLA-AK-Bestimmungen aus
gegebenen klinischen Anlassen erfolgt und in diese Studien eingeflossen. Unsere Analysen
basieren auf der Luminex-Technologie, bei der mikroskopisch kleine Polystyrolpartikel
(Mikropartikel), sog. Beads, mit HLA-Antigenen einer Spezifitat beschichtet sind und als
Festphase flr die Nachweisreaktion dienen. Nach Bindung der Ak aus dem Serum werden
fluoreszierende Sekundar-Ak hinzugegeben, die wiederum mittels Durchflusszytometer
gemessen werden konnen. Hierbei erfolgte zunéchst eine qualitative Bestimmung der
vorhandenen HLA-Ak mit LABScreen Mixed (One Lambda, Canoga Park, CA, USA).
Nachfolgend wurden unsere Serumproben im Single-Antigen-Test (LABScreen Single Antigen
beads assay, One Lambda) quantitativ auf Spender-spezifische HLA-Ak gegen einzelne Antigene
bzw. HLA-Allele untersucht. Alle Tests wurden nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt.
Der Gehalt an DSAs im Serum wurde mit der mittleren Fluoreszenz-Intensitat (MFI)
semiquantitativ angegeben. Die DSAs mit der hochsten MFI wurden als DSAmax und die MFI-
Summe aller vorhandenen DSAs als DSAsum bezeichnet. MFI-Werte unter 500 gelten als
fraglich positiv, Werte zwischen 500 und 3000 als niedrig, Werte zwischen 3000 und 10000 als
mittelgradig und Werte tber 10000 als hoch.

Neben den DSAs wurden HLA-A und HLA-B der Klasse | sowie HLA-DQ und HLA-DR der
Klasse Il als sog. Split-MM angegeben.
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2.3 AMR-Therapie

Die AMR-Therapie Uberspannte 16 Tage und wurde im Zeitraum dieser Studie routinemaRig
nach AMR-Diagnose in der Nephrologischen Abteilung der Charité angewandt (Abb. 1) [120].
An den ersten drei Tagen erfolgte eine Methylprednisolon-StoRtherapie mit einer Tagesdosis von
250 bzw. 500mg. An den Tagen 2, 5, 9 und 12 wurde jeweils 1,3mg/m? Bortezomib (Velcade)
intravends verabreicht. Zusétzlich erfolgten sechs PPH’s (2,5 | je Sitzung, 4 % Albumin) - meist
an den Tagen 3, 4, 6, 8, 10 und 11. 500mg Rituximab (MabThera) wurde entweder vor Beginn
oder nach Abschluss der Bortezomib-Gabe intravends injiziert. AbschlieBend erfolgte an den
Tagen 14, 15 und 16 eine hochdosierte 1VV1g mit insgesamt 2 g/kg (max. 60 g/Tag).

Therapie-Regime

3x250/500mg S00mgiv

(max. 60g/Tag)
Voo 7
Tag 2 5 9 12 l J/ L
N S N S A A Y R I
ot T
TPPH PPH /I‘ PPH PPHT PPH PPHT
Bortezomib Bortezomib Bortezomib Bortezomib
1,3mg/m? 1,3mg/m? 1,3mg/m? 1,3mg/m?

Abb. 1: AMR-Therapie-Regime fur die AMR-Patienten; MPr, Methylprednisolon; PPH, Plasmapherese; 1VIg,

intravendse Immunglobulingabe

Alle AMR-Patienten wurden von vier erfahrenen Nephrologen beziglich ihrer Compliance
eingeschatzt. Diese Beurteilung erfolgte unabhdngig voneinander und stutzte sich auf die

regelmaRigen Kontrolluntersuchungen.
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2.4 Durchflusszytometrie

Die Bestimmung der verschiedenen humanen Zellpopulationen erfolgte mittels Quantifizierung
im Durchflusszytometer. Die Durchflusszytometrie hat sich zu einem essentiellen Bestandteil der
Zelldiagnostik  entwickelt.  Sie  ermdglicht  die  quantitative  Bestimmung  von
Oberflachenmolekilen, intrazellularen Proteinen, Peptiden und DNS in einer Zellsuspension.
Mithilfe spezifischer monoklonaler Ak, welche mit Fluoreszenzfarbstoffen (Fluorochromen)
markiert sind, konnen nach dem Prinzip der Antigen-Ak-Reaktion Kkleine zellulare
Subpopulationen identifiziert und quantifiziert werden. Die Erkenntnis, dass jede Zellart
charakteristische Oberflachenmolekule tragt, gilt als Voraussetzung fur diese Nachweismethode.
So ist z. B. CD4 ein Marker fir T-Zellen und CD20 wird nur von B-Zellen exprimiert. Der
Begriff FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) ist ein Markenname der Firma Becton

Dickinson (BD), wird jedoch auch synonym fir die Durchflusszytometrie verwendet.

2.4.1 Phanotypisierung der B-Zell-Populationen im peripheren Blut

Im Rahmen dieser Studie soll der Einfluss der angewandten AMR-Therapie auf die
verschiedenen B-Zell-Subpopulationen untersucht werden. Auf Grundlage der in Abschnitt 1.2.3
genannten Erkenntnisse haben wir mit den eingesetzten Antikorpern acht verschiedene B-Zell-

Populationen abgegrenzt (Tab. 2).

Tab. 2: B-Zell-Populationen und deren spezifische Phénotypisierung

Zellpopulation Phénotyp
B-Zellen CD3CD19*
unreife B-Zellen CD3-CD19+*CD20*CD27-1gD*CD38*
naive B-Zellen CD3-CD19*CD20*CD27-1gD*CD38~
Gedachtnis-B-Zellen CD3-CD19*CD20*CD27*
Gedéchtnis-B-Zellen ohne Klassenwechsel CD3CD19*CD20*CD27*IgD*
(non class-switched)
Gedéchtnis-B-Zellen mit Klassenwechsel (class-switched) CD3CD19*CD20*CD27*IgD~
Doppelt negative B-Zellen (DN-Zellen) CD3CD19*CD20*CD27-IgD~
Plasmazellen CD3-CD19*CD20/"°" CD27+CD38*1gD"
CD3-CD19*CD20/"*" CD27*CD38*CD138+
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Zur  (bersichtlichen  Veranschaulichung  der  phanotypischen  Charakteristika  und

Entwicklungsstufen der menschlichen B-Zell-Populationen dient die Abb. 2.

@@

Un;e:\l‘e. B Gedachtnis-

) Naive CI;)ET;‘ B-Zelle: ]
Unreife - . D19 * Plasmazelle:
B-Zelle reife cpz20” Antigenkontakt D20+ CcD19 ™

B-Zelle Cb38~” SKeimzentrums- |™=¥|  cp27+ CD20 -
lgb” reaktion 1gD */- cD27*
CcD38 "
l l IgD -
HLA-DR ~
/ Plasmablast: cp138*
Naive reife Eg;a _ d
B-Zelle: D27
CcD19* = D38 *
cD20+* gD -
lgb” HLA-DR *
= DN-Zelle:
cD19*
cD20*
CcD27 -
gD~

Abb. 2: B-Zell-Populationen des Knochenmarks (KM), des peripheren Blutes (PB) sowie der sekundaren
Lymphgewebe (SLG) mit Angabe des jeweils charakteristischen Phanotyps; adaptiert nach M. Perez-Andres et al.
[25]

2.4.2 \Vorbereitung und Verdiinnung der Blutproben

Zum Vergleich der B-Zell-Populationen der AMR-Patienten vor und nach AMR-Therapie mittels
Durchflusszytometrie wurden MW fur die Zeitpunkte BL, M1, M3, M6, M12, M18 und M24
berechnet. Bei der Diagnose einer terminalen Transplantatinsuffizienz innerhalb der AMR-
Gruppe erfolgten keine weiteren Messungen mehr. Zum Vergleich mit den BL-Werten der AMR-
Gruppe wurden die B-Zell-Populationen der beiden Kontrollgruppen einmalig bestimmt. Die
\orbereitung der Proben fiir die Durchflusszytometrie wurde im Nephrologischen Labor der
Klinik fir Innere Medizin mit dem Schwerpunkt Nephrologie der Charite Campus Mitte,

Universitatsmedizin Bertlin, durchgefuhrt.

Als Ausgangsmaterial diente Vollblut, welches durch Lithium-Heparin ungerinnbar gemacht
wurde. Zundchst wurde dieses antikoagulierte Blut mit der doppelten Menge an PBS-Puffer
(Waschpuffer) verdinnt - so wurden 9 ml Blut mit 18 ml PBS-Puffer gemischt. Diese

Verdiinnung wurde daraufhin vorsichtig auf ,,Ficoll Paque Plus®“ gegeben. Auf 3 ml ,,Ficoll
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Paque Plus®* wurden 9 ml verdiinntes Blut pipettiert, sodass drei kleine Rohrchen mit jeweils 3
ml ,,Ficoll-Paque® Plus* und 9 ml verdlnntes Blut pro Patient genutzt wurden. Es folgte eine
Dichtezentrifugation Uber 25 Min bei 2400xg und 15°C (RT). Dadurch reicherte sich eine
Interphase aus mononukledre Zellen des peripheren Blutes (PBMC-Ring) an. Diese
angereicherte Zellfraktion aus Lymphozyten und Monozyten wurde mithilfe einer Pasteurpipette
in ein kleines Roéhrchen pipettiert, welches daraufhin auf 13 ml mit PBS-Puffer aufgeftllt wurde.
Eine weitere Dichtezentrifugation tber 9 Min bei 400xg und RT war als Waschschritt zum
Entfernen von Thrombozyten und ,,Ficoll Paque Plus® erforderlich. Nach dem Vortexen der
PBMCs wurden 600 pl FACS-Puffer (PBS + 2 % FBS) hinzugegeben und gleichméRig
durchmischt. Auf diese Weise stand uns eine ausreichende Menge an gereinigten PBMCs zur

Verfligung, die wir auf charakteristische Eigenschaften untersuchen konnten.

2.4.3 Zahlverfahren

Um eine optimale Antigen-Ak-Bindung zu gewéhrleisten, erfolgte eine regelmaRige Zellz&hlung
mithilfe der Neubauer-improved-Zahlkammer unter einem Mikroskop. Diese Zahlkammer
besteht aus einer rechteckigen Grundplatte aus optischem Spezialglas und weist die GroRe eines
Objekttrégers auf. Der Mittelsteg ist zweigeteilt, wobei in jedem Teil ein Z&hlnetz eingraviert ist,
welches unter dem Mikroskop als Gitter dunkler Linien erkannt werden kann. Die Oberflache
des Mittelsteges liegt 0,1mm tiefer als die der beiden Aufenstege. Sobald ein Deckglas
vorsichtig auf die Aulenstege geschoben wird, entsteht ein Kapillarspalt zwischen dem
Mittelsteg der Z&hlkammer und der Unterseite des Deckglases. Die zu untersuchende verdiinnte
Blutldsung wurde mithilfe einer 10 ul-Pipette in diesen Kapillarspalt pipettiert, bis sich der Spalt
durch Kapillarwirkung vollstandig und luftblasenfrei ausgefillt hatte. Dazu war eine Verdinnung
von 1:10 erforderlich, sodass 10 ul der gereinigten und verdinnten PBMCs (siehe oben)
abgenommen und diese mit 90 ul PBS-Puffer verdinnt wurden. Von dieser Verdiinnung
wiederum konnten 10 pl zwischen Grundplatte und Deckglas pipettiert und fiir die Auszidhlung
der Leukozyten genutzt werden. Die Objektiv-VergroRerung in der Zahlkammer betrug 10.
Nachdem die Leukozyten in den vier fiir die Leukozytenzahlung vorgesehenen Eckquadraten des
Z&hlnetzes gezahlt wurden, wurde der MW bestimmt. Diese vier GroRquadrate von je 1 mm X
1 mm bestehen jeweils aus 16 Gruppenquadraten von je 0,25 mm x 0,25 mm und einer Tiefe von
0,1 mm. Das Volumen eines Grofl3quadrates betragt somit 0,1 mm3. Da bei allen Zellzéhlungen

Doppelbestimmungen durchgefihrt werden missen, wurden beide Z&hlnetze mit der zu
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untersuchenden Zellsuspension beschickt und ausgezahlt. Die Differenz der gezédhlten Zellen in
den Gruppenqguadraten, GroRquadraten und auch der beiden Z&hlnetze darf jeweils maximal 10
Zellen betragen. Somit ist das griindliche Durchmischen der Zellsuspension vor Einfuhrung in

die Zahlnetze von entscheidender Bedeutung.

Zur Messung waren pro B-Zell-Réhrchen mindestens 1,5 Mio. Leukozyten und zur Farbung
jeweils 100 pl verdiinnte Blutlésung erforderlich. Um diese Angaben einzuhalten, wurde mithilfe

geeigneter Formeln der entsprechende Verdinnungsfaktor berechnet.

2.4.4 Féarbung

Fur die Farbung der B-Zellen wurden fiir jeden Patienten zwei Reagenzrohrchen angefertigt
(Tab. 3). Zu den mit Fluorochrom-markierten Aks versehenen Reagenzréhrchen wurden jeweils
100 pl von der verdiinnten PBMC-Probe hinzugefiigt und daraufhin fir 25 Min bei Dunkelheit
und RT inkubiert. Nach erfolgter Zellfarbung wurden alle Reagenzréhrchen mit jeweils 2 ml
FACS-Puffer aufgefullt und iber 5 Min bei 300xg und RT dichtezentrifugiert. Der Uberstand
wurde anschlieBend abgesaugt, sodass Uberschissige nicht gebundene Aks entfernt werden.
Durch grindliches Vortexen wurden alle Zellen vom Reagenzglasboden abgel6st. Zu den
Reagenzglasern 1 und 2 wurden jeweils 300 pl FACS-Puffer hinzugeftigt und diese dann bis zur
Messung kihl und dunkel gelagert.

Der Ak CD138 PE wurde zur zusatzlichen Bestimmung der Plasmazellen verwendet. Da die
Farbung mit diesem Ak jedoch keine auswertbaren Ergebnisse lieferte, wird im Folgenden nicht

naher darauf eingegangen.

Tab. 3: Zusammenstellung der markierten Aks fur die B-Zell-Farbung

Ak mit CD3 CD20 CD19 CD27 | IgD/CD138 | CD38 | HLA-DR
Fluorochrom PacBlue PerCP Pe-Cy7 APC PE FITC APCCy7
Reagenzglas 1 2,5l 5ul 10 pl 10 pl 10 pl 10 pul 10 pul
Reagenzglas 2 2,5ul 5ul 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
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2.4.5 FMO-Kontrollen

Um die Zellen mdglichst exakt gaten zu kénnen, haben wir fur unsere Mehrfarbenmessungen
FMO-Kontrollen durchgefiihrt. FMO ist die Abkirzung fiur Fluorescence-Minus-One und ist eine
Methode, um falsch von richtig positiven Zellen zu unterscheiden. Bei einer PE-FMO-Kontrolle
beispielsweise enthdlt das Kontrollréhrchen alle fir unser Experiment notwendigen
Fluorochrome auBer PE. Die Grenze zwischen positiv und negativ fur das PE-Gating-Feld kann
auf diese Weise sicher bestimmt werden. AuRerdem besitzen sowohl Zellen als auch Molekiile

Im Reagenz eine gewisse Eigenfluoreszenz, welche das Gaten erschwert.

Zur Herstellung der FMO-Kontrollen haben wir 17 ml Vollblut einer gesunden nicht-
nierentransplantierten Person verwendet. Es erfolgte eine Zellisolierung sowie ein Waschschritt
nach oben beschriebener Methode. Daraufhin wurde das kleine Réhrchen mit den PBMCs auf
12 ml aufgefillt und gut gemischt. Zum Zéhlen der Leukozyten in einer Neubauer-improved-
Z&hlkammer erfolgte wiederum eine Verdiinnung von 1:10, woraufhin 10 pl fiir die Auszédhlung

der Leukozyten genutzt wurden.

Zur Berechnung der Gesamtleukozytenanzahl (als Beispiel befinden sich als MW in jedem
Groliquadrat 5 Leukozyten):

Anzahl Zellen (MW ) x 1000 x Verdinnung?!
Fliche eines Grofiquadrates (mm?) x Kammertiefe(mm) x Verdiinnung

= Zellen insgesamt

5x 1000 x 12

=5x10% Zellen
1mm? x 0,1mm x 1,.'10

! Da wir zur Verdiinnung 10 pl entnommen und zur Zahlung der Zellen genutzt haben, wird tiber

den Dreisatz berechnet, wie viele Zellen nach Verlust dieser 10 pl noch vorhanden sind:

5x10°  «x
1200ul 1190wl x = 4,96 x 10°

Nach der Zellzahlung erfolgte ein zweiter Waschschritt. Zur Messung waren pro B-Zell-
Rohrchen mindestens 500.000 Leukozyten und zur Féarbung jeweils 50 ul verdinnte Blutldsung

erwunscht, sodass folgende Formel aufgestellt wurde, um den Verdinnungsfaktor zu berechnen:

0,5x 10%  errechnete Gesamtleukozytenzahl 0,5 X 10° _ 4,96 X 10° 50l
= > = >x = E % 4,96% 10°
50ul x 50l x 0.5x10%
x = 496ul
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Somit mussten nach dem zweiten Waschschritt die gereinigten PBMCs mit FACS-Puffer auf
496 pl Gesamtvolumen aufgefullt werden, damit in 50 pl Zellldsung 500.000 Leukozyten
enthalten sind. Aufgrund von Fehlermdéglichkeiten wurden die Losungen etwas weniger stark
verdunnt bei Beachtung der notwendigen Gesamtmenge, um so eine gesicherte Mindestanzahl an
Leukozyten flr die Messung zu erhalten. Da wir acht Réhrchen & 50 pl verdiinnte Blutldsung zur
Messung der B-Zell-FMO-Kontrollen benétigten, war ein Mindestvolumen von 400 pl
insgesamt notwendig. Aus diesem Grund haben wir unsere PBMCs auf 430 pl statt 496 pl

verdinnt.

Tab. 4: Zusammenstellung der markierten Aks fur die B-Zell-FMO-Kontrollen

Ak mit IgD CD27 CD38 CD20 CD19 CD3 HLA-DR
Fluorochrom PE APC FITC PerCP Pe-Cy7 PacBlue APC-Cy7
Reagenzglas 1 0l 3,75 ul 2,5 ul 2 ul 2,5 ul 2 ul 1,7 ul
Reagenzglas 2 2,5 ul 0 ul 2,5 ul 2 ul 2,5 ul 2 ul 1,7 ul
Reagenzglas 3 2,5 ul 3,75 ul 0 ul 2 ul 2,5 ul 2 ul 1,7 ul
Reagenzglas 4 2,5 ul 3,75 ul 2,5 ul Oul 2,5 ul 2ul 1,7 ul
Reagenzglas 5 2,5 ul 3,75 ul 2,5 ul 2 ul Oul 2ul 1,7 ul
Reagenzglas 6 2,5 ul 3,75 ul 2,5 ul 2 ul 2,5 ul oul 1,7 ul
Reagenzglas 7 2,5l 3,75 ul 2,5ul 2l 2,5l 2ul Ol
Reagenzglas 8 2,5 ul 3,75 ul 2,5 ul 2 ul 2,5 ul 2 ul 1,7 ul

In jedes der mit den entsprechenden Aks versehenen Reagenzréhrchen werden jeweils 50 ul der
verdiinnten PBMC-Probe hinzugegeben und gut gemischt. Die Farbung der B-Zellen erfolgt
nach den oben beschriebenen Methoden. SchlieBlich werden in jedes Réhrchen 300 pl FACS-

Puffer hinzugefugt, sodass die Messung am Durchflusszytometer erfolgen kann.

2.4.6 Messung

Die Messungen am Durchflusszytometer FACS-Canto 1l (BD) erfolgten im FACS-Labor des
Deutschen Rheuma-Forschungszentrums (DRFZ) in Berlin. Vor Beginn der Messungen mit dem
Durchflusszytometer musste die Gerateempfindlichkeit optimiert und kalibriert werden. Fir
jedes der verwendeten Farbstoffe erfolgte eine Kompensation, da sich die Fluoreszenzspektren

der verschiedenen Fluorochrome mehr oder weniger stark tberlappen.

Nachdem die Zellen einer Blutprobe mit Fluoreszenz-markierten Ak inkubiert wurden, miissen

die Proben unmittelbar vor der Messung im Durchflusszytometer auf dem Vortexer griindlich
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durchmischt werden. Daraufhin wird die Zellsuspension aus dem Probenréhrchen in das
Durchflusszytometer gesaugt. Die Zellen laufen in einem Strom einer geeigneten
Tragerflissigkeit vereinzelt und in hoher Geschwindigkeit durch eine diinne Kapillare in die sog.
Durchflusszelle, in der sie durch einen Laserstrahl einer definierten Wellenlange (405nm, 488nm
bzw. 632nm) beleuchtet werden. Dadurch werden die Elektronen des gekoppelten
Fluoreszenzfarbstoffes angeregt und diese in ein hoheres Energieniveau befordert. Die
Absorption der Lichtenergie liegt in einem fir den Fluoreszenzfarbstoff charakteristischen
Wellenlangenbereich. Die Elektronen geben nach dem Laserpuls die zuvor absorbierte Energie in
Form von Licht einer hoheren Wellenlange ab und fallen daraufhin wieder in ihr
Ausgangsniveau. Dieser Strahlungsiibergang wird als Fluoreszenz bezeichnet. Die Detektoren
(Photomultiplier) erkennen sowohl das emittierte Fluoreszenzlicht der Ak-gekoppelten
Fluorophore als auch die Streuung des Lichtes durch die Zellen (Abb. 3). Streulicht entsteht,
wenn eine Zelle an einem Laserstrahl vorbeilduft. Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Light
Scatter) als groRerer Anteil gibt die Beugung des Lichtes in einem flachen Winkel von 0,5-2°
wieder und hangt vom Volumen, also der GroRRe der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht (SSC =
Sideward Light Scatter) hingegen misst die Intensitat des Lichtes, welches im rechten Winkel
gestreut wird. Es korreliert mit der Granularitat der Zelle und der Struktur des Zellkerns. So
lassen sich bereits ohne Farbung Zellpopulationen des peripheren Blutes voneinander abgrenzen:
Granulozyten sind groRe Zellen mit hoher Granularitat, wéhrend die Lymphozyten kleine glatte

Zellen sind.

Da das Durchflusszytometer mit verschiedenfarbigen Lasern und vor allem Filtern ausgestattet
ist, kénnen pro Messung verschiedene Farbstoffe unterschiedlicher Wellenldngen verwendet
werden. Fir die B-Zell-Farbung in unserer Studie wurden die Fluoreszenzen der sieben
Signalkanéle genutzt, die Uber eine logarithmische Berechnung ermittelt wurden. Es wurden pro
B-Zell-Rohrchen 1,5 Mio. Zellen am Durchflusszytometer gemessen. Die Durchflussrate betrug
zwischen 4000 und 7500 Zellen pro Sekunde. Die erhaltenen Messergebnisse wurden mit der
Gerdtesoftware BD FACSDiva quantifiziert und grafisch dargestellt und schlieBlich zur
Auswertung in die Software Microsoft Excel (Microsoft) tbertragen. Die Art der Darstellung
wurde als Punktdiagramm und Histogramm gewahlt. Im Punktdiagramm werden immer zweli
verschiedene Farbstoffe bzw. Zellpopulationen gegeneinander abgegrenzt
(Z2weifarbenfluoreszenzen). Die Fluoreszenzintensitat nimmt von links nach rechts (x-Achse)
und von unten nach oben (y-Achse) zu. Die Auswertung erfolgte weiterhin durch das Definieren

ausgewahlter Populationen (Gates). Das Histogramm gibt auf der Xx-Achse die
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Fluoreszenzintensitét eines ausgewahlten Farbstoffes und auf der y-Achse die Zellzahl wieder

(Einfarbenfluoreszenzen).

Zum einen wurden die Zellpopulationen prozentual von allen CD19* B-Zellen angegeben. Zum
anderen erfolgte eine Berechnung der absoluten Zahl der verschiedenen B-Zell-Populationen.
Dazu wurde folgende Formel verwendet:

me‘:%'ﬂﬂ x CD19* Zellen in % der Lymphozyten x 1000
100

=Anzahl der CD19* B-Zellen je pl Blut

Die Lymphozytenanzahl des entsprechenden Messtages wurde der Transplantationsdatenbank
der Charité (,,T-Base 2*) entnommen, wihrend der prozentuale Wert der CD19* B-Zellen bzw.

der Plasmazellen aus der FACS-Auswertung stammt (Abb. 3).

ssc-Al | cps3 [*

%0 =0 w0 ; o

FSC-A CD19

Abb. 3: 1) Seitwartstreulicht (Sideward Scatter = SSC) und Vorwartsstreulicht (Forward Scatter = FSC);
2) Abgrenzung der CD19* B-Zellen (B) aus der CD3*/CD19* Lymphozytenpopulation (A) am Beispiel eines

reprasentativen AMR-Patienten

2.4.7 Gating-Strategie

Die Auswertung der gewonnenen Daten erfolgte mittels BD FACSDiva Software v. 6.1.3. Das
Gating bedeutet die elektronische Eingrenzung von einzelnen Zellpopulationen, die sich in Form
von Punktwolken darstellen. Wenn uns z. B. nur die Lymphozytenpopulation interessiert, werden
alle CD3" und alle CD19* Zellen umrandet und dadurch alle anderen Zellpopulationen
ausgegrenzt. Im Folgenden wird dargestellt, wie die Abgrenzung der verschiedenen B-Zell-
Populationen erfolgte (Abb. 4). Pro Messung konnte aufgrund der Ak-Kombination eine
Doppelbestimmung der CD19* B-Zellen sowie der Gedachtnis-B-Zellen erfolgen, wéhrend alle

anderen B-Zell-Populationen einfach bestimmt wurden.
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Abb. 4: Schematische Darstellung zur Abgrenzung der B-Zell-Populationen; die beiden Histogramme unten rechts
dienen zur Abgrenzung HLA*/- bzw. CD38*/- und beinhalten alle CD3~ Zellen

2.5 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

2.5.1 Der B-Zell aktivierende Faktor (BAFF)

Um festzustellen, inwiefern unsere Therapie Einfluss auf die BAFF-Expression nimmt, haben
wir mittels ELISA die sBAFF-Konzentrationen ermittelt. Als Ausgangsmaterial diente Serum,
welches zu den Zeitpunkten BL, M3, M6, M9 und M12 abgenommen wurde. Zum Vergleich
haben wir die s-BAFF-Konzentrationen der beiden Kontrollgruppen ermittelt (C_DSA-/
C_DSA").

Das verwendete Quantikine ELISA-kit enthdlt eine ELISA-Platte, die bereits mit einem
monoklonalen spezifischen Ak gegen BAFF/BLyS vorbehandelt wurde. Dieser Fanger-Ak wurde

mithilfe eines Sekundar-Ak an die Festphase gebunden. Die Serumproben werden jeweils im
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Verhiltnis 1:1 mit dem ,,Calibrator Diluent RD6Q* verdiinnt. Zudem wird eine Standardreihe
angefertigt, welche aus Proben unterschiedlicher bekannter ldslicher BAFF-Konzentrationen
besteht. Mithilfe dieser Standardreihe kann eine Standardkurve angefertigt werden, die es uns

ermdoglicht, die BAFF-Konzentrationen der gemessenen Proben zu errechnen.

Zuné&chst werden jeweils 100 ul des Proteins ,,Assay Diluent RD1-111 in die Vertiefungen der
ELISA-Platte gegeben. Es folgt die Zugabe von jeweils 50 pl Standardprobe, Blank-Probe oder
verdunnter Serumprobe in die jeweiligen Vertiefungen der ELISA-Platte. Damit die 16slichen
BAFF-Antigene an die Fanger-Ak binden kdnnen, ist ein Inkubationsschritt Giber drei Stunden in
einem horizontalen orbitalen Mikroplattenschittler bei RT und 500 U/Min erforderlich.
AnschlieBend wird der Inhalt der Vertiefungen entfernt und viermal mit je 400 pl PBS
gewaschen. Nach dieser vollstandigen Entfernung aller ungebundenen Substanzen folgt die
Zugabe von 200 pl des Detektions-Ak. Dieses sog. ,,BAFF/BLyS Conjugate® ist ein spezifischer
polyklonaler Ak gegen BAFF/BLYS, der das Enzym Meerrettichperoxidase kovalent gebunden
tragt. Auf diese Weise entsteht ein Antigen-Ak-Antigen-Komplex nach dem Prinzip der
Sandwich-ELISA-Technik. Nach einer Stunde Inkubationszeit im Mikroplattenschuttler erfolgt
ein erneuter Waschschritt. Zur Herstellung der Substratlésung wird ein Farbreagenz A und
Farbreagenz B zu gleichen Anteilen gemischt. Durch Zugabe von jeweils 200 pl dieser zuvor
noch farblosen Substratldsung wandelt die gebundene Meerrettichperoxidase dieses farblose
Substrat in ein farbiges Produkt um. Um die Farbreaktion nach einer Inkubationszeit von 30 Min
bei Dunkelheit zu beenden, werden jeweils 50 ul einer Schwefelsédurelésung in jede Vertiefung
gegeben. Mithilfe eines Photometers kann bei einer Wellenlange von 450 nm die Konzentration
des entstandenen Farbprodukts gemessen werden, die wiederum proportional zur Konzentration
des zu untersuchenden Antigens ist. Bei der Auswertung der Daten ist zu beachten, dass der
Variationskoeffizient (CV %) der Doppelbestimmungen maximal bei 7,3 % liegen darf.
Andernfalls muss die jeweilige Serumprobe erneut gemessen werden. Weiterhin muss von der

ermittelten optischen Dichte aller Serumproben der Leerwert (Blank) abgezogen werden.
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Abb. 5: Standardkurve mit Gleichung zur Berechnung der BAFF-Konzentrationen; R2, Bestimmtheitsmal
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Zunéchst wurde aus den Daten der Standardreihe eine Standardkurve angefertigt. Hierzu wird
die optische Dichte gegen die unterschiedlichen Konzentrationen der Standardproben grafisch
aufgetragen, wodurch eine sigmoide Kurve entsteht. Der lineare Bereich der Kurve gibt das
Verhaltnis der optischen Dichte zur Konzentration am reproduzierbarsten wieder. Zur
Darstellung der Standardkurve haben wir eine logarithmische Skalierung und den Trendtyp
,Potenz gewdhlt. Somit erhalten wir eine Lineare und konnen die entsprechende Formel
ermitteln lassen (Abb. 5). Diese Formel ermdglicht uns die Berechnung der Konzentrationen zu
den zugehdrigen Werten der optischen Dichte. Schliellich werden die berechneten

Konzentrationen aufgrund der Verdiinnung mit dem Faktor 2 multipliziert.

2.5.2 Mumps/Masern/Roteln (MMR)

Im Rahmen dieser Studie wollen wir den Einfluss der AMR-Therapie auf die langlebigen Aks
gegen Mumps, Masern und Roteln (MMR) untersuchen. Unsere fiir die Messung verwendeten
Serum-Proben wurden zu den Zeitpunkten BL, M3, M6, M9 und M12 den AMR-Patienten
entnommen. Die o. g. Proben wurden dem Institut der Virologie (Charitéplatz 1, CCM)
zugesandt. Unter der Leitung von Hr. Dr. Hofmann hat dieses die 1gG-Impftiter unserer
Studienteilnehmer beziiglich MMR mithilfe der ELISA-Methode gemessen. Alle Tests wurden
nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Ein niedrig protektiver Impfschutz wurde bei
Mumps als Ak-Titer bis 520 1U/ml, bei Masern als Ak-Titer bis 320 1U/ml und bei Roételn als Ak-
Titer bis 14 1U/ml definiert. Jene Patienten, deren Ak-Titer zum BL-Zeitpunkt unterhalb dieser

Grenzen lagen, wurden fur diese Untersuchung ausgeschlossen.

2.6 Datenverwaltung und statistische Analysen

Die experimentell erhobenen Daten wurden mit der Software Microsoft Office Excel 2007
verwaltet und mithilfe des Statistik-Programms IBM SPSS Statistics 25 fir Windows analysiert.

Die grafische Darstellung erfolgte mithilfe von Microsoft Office PowerPoint 2007.

Zunéchst erfolgte der Nachweis einer Nicht-Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-
Test und Histogramm fiir jede Variable innerhalb der AMR-Gruppe, stabilen Kontrollgruppe und
DSA-Gruppe. Nachfolgend wurden alle Variablen auf statistische Signifikanz Gberprift. Zum
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einen wurden die Unterschiede zwischen der stabilen Kontrollgruppe ohne DSA (C_DSA"), der
DSA-Gruppe (C_DSA*) sowie der AMR-Patienten vor Therapiebeginn untersucht. Diese
statistische Analyse erfolgte mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests fiir unabhéngige Stichproben,
da dieser auch bei kleinen Stichproben ohne Vorhandensein einer Normalverteilung angewandt
werden kann. Zum anderen sind die Variablen der AMR-Patienten im Laufe der Therapie
mithilfe des Wilcoxon-Tests fiir abhéngige Stichproben (signed-rank-test) analysiert worden.
Beim Vergleich zwei verschiedener Variablen (z. B. unswitched und switched Gedachtnis-B-
Zellen sowie Plasmablasten und Plasmazellen) innerhalb der AMR-Gruppe im Therapieverlauf
wurde wiederum der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Beim Vergleich von mehr als zwei
abhéngigen Variablen kam der Friedman-Test zur Anwendung. Ein p-Wert < 0,001 gilt als
statistisch hoch signifikant, p < 0,01 als signifikant und p < 0,05 als schwach signifikant. Die
Ergebnisse wurden entweder graphisch in Form von Liniendiagrammen oder sog. Box Plots

dargestellt (Abb. 6).
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Abb. 6: Box-Plot-Grafik am Beispiel des relativen Anteils der B-Zellen; AMR, AMR-Gruppe; C_DSA-,
Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*, Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; n, Anzahl

Ein Box Plot teilt die Daten in vier Bereiche (Quartile) mit der gleichen Anzahl an Werten auf.
Hierbei beinhaltet eine rechteckige Box die mittleren 50 % der Verteilung, wéhrend jeweils ober-
und unterhalb dieser Box mithilfe senkrechter Antennen die restlichen 25% der gemessenen
Werte dargestellt werden. Somit wird eine Box von der 25. Perzentile und 75. Perzentile
begrenzt. Die Lange der Box gibt den Interquartilsabstand (IQA) an. Die beiden horizontalen
Linien, welche die vertikalen Antennen oben und unten abschlie3en, geben als ,,innere
Eingrenzung" die Messwertspanne wieder und werden auch als ,,Whiskers* bezeichnet. Da eine
Antenne auf maximal das 1,5-fache des IQA begrenzt ist, werden Werte, die aullerhalb dieser
»inneren Eingrenzung* liegen, als Ausrei3er bezeichnet. Die ,,milden* Ausreiler sind als Kreis

gekennzeichnet, wahrend die ,,extremen® Ausreifer Uber 3xIQA liegen und als Sternchen in die
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Grafiken eingezeichnet sind. Eine horizontale Linie innerhalb der Box kennzeichnet den

Medianwert (50. Perzentile). Die Daten wurden als Medianwert mit IQA angegeben.

Die Kaplan-Meier-Analyse diente der Darstellung der NTx-Uberlebenszeiten aller
Studiengruppen. Die zensierten Ereignisse geben wieder, zu welchen Zeitpunkten die
Beobachtung abgebrochen wurde. Zur statistischen Auswertung der Kaplan-Meier-
Uberlebenszeiten wurde der Log-Rank-Test (Mantel Cox) verwendet. Eine Zensierung erfolgte
bei NTx-Versagen (Notwendigkeit der Dialyse-Aufnahme bzw. Retransplantation) oder drei

Jahre nach Therapiebeginn bzw. BL.

2.7 Materialien
Tab. 5: Laborgeréte/Software

Laborgerat Hersteller
-86° Gefrierschrank REVCO (Niederlande)
-20°-Kihlschrank Liebherr (Biberach an der Rif3, Deutschland)
Sterilarbeitsbank (LaminAir HB 2448) Holten (Brannenburg, Deutschland)
Durchflusszytometer (FACS-Canto 1) BD (Heidelberg, Deutschland)
Photometer/ELISA Reader (DT X 800 Multimode Detector) Beckman Coulter (Krefeld, Deutschland)

Zentrifuge (Megafuge 2.R, Multifuge 3 S-R) Heraeus (Hanau, Deutschland)

Vortexer (MS2 Minishaker) Janke & Kunkel IKA (Staufen, Deutschland)

Einstellbare Pipetten (0,5-10 ul; 10-100 pl; 20-200 pl; 100- Eppendorf-Research (Hamburg, Deutschland)
1000 pl; 500-5000 pl)

Multikanalpipette (Mehrkanalpipette® S-12; 30-300 pl) Brand Tech BRAND (Essex, UK)
Multistepper/Dispensierpipette (Multipette® plus; 50-1000 ul) | Eppendorf (Wesseling-Berzdorf, Deutschland)
Absaugpumpe (SUE 30) Heto Lab Equipment
Computer (Esprimo D956/E85+) FUJITSU (Deutschland)
Notebook (15-ay170ng) HP (Bdblingen, Deutschland)
Labormikroskop (DM IL) Leica (Wetzlar, Deutschland)
Zahlkammer Neubauer-Improved Laboroptik (Lancing, UK)
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Tab. 6: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

FACS-Réhrchen: Polystyrene (5 ml, 12x75 mm)

BD Biosciences (New Jersey, USA)

Eppendorf-Reaktionsgefale (0,5 ml/1,5 ml/2 ml)

Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

kleine+groRe Falcon-Rdhrchen: Polystyrene Conical Tube (15 ml,
17x120 mm) und Polypropylene Conical Tube (50 ml, 30x115 mm)

BD (Heidelberg, Deutschland)

Einmal-Pipetten: Polystyrene Serological Pipets (10 ml/25 ml)

BD (Heidelberg, Deutschland)

Einmal-Pasteurpipetten (3 ml)

VWR, Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Plastikpipettenspitzen (10 pl/200 pI/1000 pi/5000 pl)

SARSTEDT (Numbrecht, Deutschland)

Vacutainer: Plasma-Blutentnahmeréhrchen grun(Li-Heparin,10 ml)

BD (Heidelberg, Deutschland)

Vacutainer: Serum-Blutentnahmerdhrchen orange (6 ml)

BD (Heidelberg, Deutschland)

Tab. 7: Chemikalien und Medien

Artikel

Hersteller

PBS-Puffer (Phosphatgepufferte Kochsalzldsung ohne

Kalzium/Magnesium)

PAA Laboratories GmbH (Pasching,

Osterreich)

FBS (Fotales Bovines Serum)

Biochrom AG (Berlin, Deutschland)

Ficoll-Paque® PLUS

GE Healthcare (Solingen, Deutschland)

Fixierungs- und Permeabilisierungskit

(Foxp3 Staining Buffer Set)

eBioscience (San Diego, USA)

Erythrozyten-Lyse-Puffer (Lysing Solution, 10x Concentrate)

BD (San Jose, USA)

Nuclease-freies Wasser

Ambion (Austin, USA)

Quantikine ELISA Kit — Human BAFF/BLYS/TNFSF13B

R&D Systems (Wieshaden-Nordenstadt,

Deutschland)

Tab. 8: Anti-Human-Antikorper

Antikorper Klon Isotyp Fluorochrom Hersteller
CD3 SP34-2 Maus BALB/c IgG1, A Pacific Blue BD

CD19 HIB19 Maus IgG1, Pe-Cy7 BiolLegend
CD20 L27 Maus BALB/c IgG1, PerCP BD
CD27 M-T271 Maus BALB/c IgG1, APC BD
IgD IA6-2 Maus BALB/c IgG2a, « PE BD
CD38 HIT2 Maus IgG1, FITC BD

HLA-DR L243 Maus IgG2a, APC-Cy7 BiolLegend

CD138 44F9 Maus 1gG1, PE MACS Miltenyi Biotec
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Versuchsteilnehmer

Tab. 9: Demografie zum Baseline-Zeitpunkt (AMR-Diagnose)

AMR (n=10) C_DSA-(n=10) | C_DSA* (n=12) p
Mannlich 7 (70 %) 6 (60 %) 10 (83 %) n.s.
Grunderkrankung:
Pyelonephritis 2 (20 %) - 1(8%) n.s.
Glomerulonephritis/IgA-Nephropathie 3 (30 %) 7 (70 %) 7 (58%) n.s.
Hamolytisch-urdmisches Syndrom 1 (10 %) - 1(8%) n.s.
hypertensive Nephropathie 2 (20 %) 1 (10 %) 2 (17 %) ns.
Zystennieren - 2 (20 %) - ns.
Sonstige 2 (20 %) - 1(8 %) n.s.
NTx-Charakteristika:
Empfangeralter zum Zeitpunkt der 325 (19) 49 (28) 40 (24,5) ns.
Transplantation, Median (IQA)
Retransplantation 2 (20 %) - - ns.
Lebendspende 3 (30 %) 5 (50 %) 6 (50 %) ns.
Spenderalter, Median (IQA) 51 (18) 39,5 (25) 51,5 (8,5) 0,036*
Monate zw. NTx und BL, Median (IQA) 41 (63) 48 (83) 35 (59) n.s.
verzogerte Transplantatfunktion 3 (30 %) - 1(8 %) n.s.
vorangegangene AMR 2 (20 %) - - ns.
Immunologische Parameter:
HLA-MM, Median (IQA) 5(1) 2(3) 4(1) 0,011**/0,043*
HLA-MM KI. | (A,B) 0/1/2/3/4 0/1/3/5/1 2/2/6/0/0 0/3/6/0/3 -
HLA-MM KI. 11 (DR,DQ) 0/1/2/3/4 0/2/5/2/1 5/1/3/0/1 1171112 -
KI. I DSA 4 (40 %) - 5 (42 %) ns.
KI. 11 DSA 8 (80%6)*** - 10 (83 %) n.s.
KI. 1 +KI. 11 DSA 4 (40 %) - - ns.

n, Anzahl der Patienten; NTx, Nierentransplantation; n.s., nicht signifikant; p, Vergleich zwischen AMR-, C_DSA -

und C_DSA*-Gruppe sowie innerhalb der AMR-Gruppe zwischen Patienten mit und ohne NTx-Uberleben nach 3
Jahren durch Mann-Whitney-U-Test; * C_DSA~vs. C_DSA*; ** C_DSAvs. AMR; ***DR1 mit MFI<500 und DQ2

als nicht sicher spenderspezisch
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Bei der Analyse der Daten zum BL-Zeitpunkt fallt auf, dass die NTx-Spender der
Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis ein signifikant geringeres Lebensalter aufweisen als die der
Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis (p=0,036) (Tab. 9). Weiterhin ist die Anzahl der HLA-MM
in der Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis signifikant geringer als bei der AMR-Gruppe
(p=0,011) und der Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis (p=0,043). Bei Betrachtung aller anderen
demografischen Charakteristika fallen keine wesentlichen Unterschiede zwischen der AMR-
Gruppe und den beiden Kontrollgruppen auf. Nach der AMR-Diagnose wurden alle Patienten
mehrmals und eindringlich tber die Bedeutung der regelméiRigen Medikamenteneinnahme sowie
die regelmaiiigen Kontrolluntersuchungen aufgeklart. Dennoch wurden zwei der AMR-Patienten
als incompliant eingestuft (Tab. 10).

Tab. 10: Besondere klinische Charakteristika der AMR-Gruppe zum Baseline-Zeitpunkt

Besondere klinische Charakteristika AMR (n=10)
Hypertonie 9 (90 %)
Hyperlipoproteinamie 3 (30 %)
Ubergewicht * 5 (50 %)
Diabetes mellitus 0 (0 %)
Nikotonabusus 1 (10 %)
Schlechte Compliance 2 (20 %)

* Ubergewicht bei BMI > 25 (Méanner) bzw. bei BMI > 24 (Frauen)

3.2 Immunsuppression

Tab. 11: Immunsuppression zum BL-Zeitpunkt

Immunsuppressiva AMR (n=10) C_DSA” (n=10) | C_DSA*(n=12) p
Steroide (Methylprednisolon) 4 (40 %) 4 (40 %) 3 (25 %) ns.
Mycophenolatmofetil/ -natrium 9 (90 %) 10 (100 %) 11 (92 %) n.s.
Cyclosporin A 4 (40 %) 4 (40 %) 5 (42 %) n.s.
Tacrolimus 4 (40 %) 5 (50 %) 6 (50 %) n.s.
Everolimus 1 (10 %) 1 (10 %) - n.s.
Azathioprin 1 (10 %) - 1 (8 %) n.s.

Eine detaillierte Auflistung der AMR-Therapie der 10 AMR-Patienten ist der Tabelle 12 zu

entnehmen. Der AMR-Patient Nr. 3 erhielt nach der regularen AMR-Therapie zuséatzlich

3x500 mg Methylprednisolon, drei PPHs sowie den Komlementinhibitor Eculizumab (Soliris®,
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1x1200 mg und 3x600 mg). Die AMR-Patientin Nr. 5 erhielt im Abstand von zwei Monaten
zweimal eine AMR-Therapie, wobei Rituximab bei der 2. Therapie nicht erneut verabreicht
wurde. Pat. Nr. 6 hat im Laufe der AMR-Therapie ein Polyathralgie-Syndrom entwickelt,

weshalb der Bortezomib-Zyklus bereits nach der zweiten Dosis gestoppt wurde.

Tab. 12: Angaben zur AMR-Medikation

Pat.-Nr. Methylprednisolon Bortezomib Immunglobulin Rituximab Plasma-
(Urbason i.v.) (Velcade i.v.) human (Mab Thera) pheresen

1 3x500 mg 4x 1,3 mg/m2 2x60 g (Privigen) 1x500 mg 6

2 3x500 mg 4x 1,3 mg/m? 3x 60 g (Privigen) 1x500 mg 6

3 6x500 mg 4x 1,3 mg/m? 3x40 g (Privigen) 1x500 mg 9

4 3x500 mg 4x 1,3 mg/m? 3x60 g (Privigen), 1x500 mg 6

2x10 g (KIOVIG)

5a) 3x250 mg 4x 1,3 mg/m? 2x60 g (Privigen) 1x500 mg 6

b) 3x500 mg 4x 1,3 mg/m? 2x60 g (Privigen) 6

6 1x500 mg, 2x 1,3 mg/m? 2x60 g (Privigen) 1x500 mg 6

2x250 mg

7 3x250 mg 4x 1,3 mg/m2 4x60 g (Privigen) 1x500 mg 6

8 3x500 mg 4x 1,3 mg/m2 3x60 g (Privigen) 1x500 mg 6

9 3x500 mg 4x 1,3 mg/m? 2x60 g (Privigen) 1x500 mg 7

10 3x500 mg 4x 1,3 mg/m? 2x60 g (Privigen) 1x500 mg 6

Nach der AMR-Therapie besteht die Immunsuppression der AMR-Patienten aus

Methylprednisolon, einem Mycophenolat-Praparat und Tacrolimus. Den Patienten wurde
zundchst eine Tagesdosis von max. 60 mg Methylprednisolon (Urbason®) verabreicht, welche
schrittweise bis auf 4 mg reduziert wurde. Die tagliche Einnahme der Mycophenolatmofetil-
Préparate (CellCept®) variiert zwischen 750 mg und 2000 mg. Die Tagesdosis von
Mycophenolatnatrium (Myfortic®) hingegen reicht von 360 mg bis 1440 mg (0,5-2 ¢
Mycophenolatmofetil). Weiterhin erfolgte nach AMR-Diagnose bei allen Patienten, die zum BL-
Zeitpunkt CyA oder einen mTor-Inhibitor eingenommen haben, eine Umstellung auf das
potentere Immunsuppressivum Tacrolimus (Prograf®). Patienten, die bereits vor AMR-Diagnose
Tacrolimus eingenommen haben, haben das Medikament beibehalten. Die Tagesdosis von
Tacrolimus liegt bei 1-14 mg. Der AMR-Patient Nr. 2 ist der einzige, dem nach AMR-Therapie
nur kurzfristig Tacrolimus verabreicht wurde und stattdessen taglich 180-200 mg CyA

(Sandimmun Optoral®). Grund hierfir war die Diagnose eines posterioren reversiblen
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Enzephalopathie-Syndroms (PRES), welches auf die Einnahme von Tacrolimus zuriickgefihrt
wurde. Den Patienten Nr. 3, 5 und 8 wurden ab dem 12.11.12 (ca. ein Jahr nach BL), 09.12.13
(ca. 9 M nach BL) und 05.02.13 (ca. 7 M nach BL) das Medikament Belatacept (Nulojix®)

intravends verabreicht.

3.3 Transplantat- und Patienten-Uberlebensraten

Bei keinem unserer untersuchten Patienten kam es zum Tode. Somit liegt die Patienten-
Uberlebensrate Gber einen Beobachtungszeitraum von drei Jahren bei allen drei Gruppen bei
100 %. Das NTx-Uberleben der AMR-Patienten fiir eine Beobachtungszeit von drei Jahren zeigt
deutliche Unterschiede verglichen mit dem der beiden Kontrollgruppen (Abb. 7; p=0,005). Die
AMR-Patienten Nr. 3 und 8 hatten 14 M nach AMR-Diagnose ein terminales NTx-Versagen und
bei den Patienten Nr. 10 und 9 wurde dieses nach 15 bzw. 20 M diagnostiziert. Die
Transplantatliberlebensrate bei unseren AMR-Patienten betrdgt somit 60 %, wohingegen die der
C_DSA™ (n=10) und der C_DSA* (n=12) jeweils bei 100 % liegt. Beim Vergleich der Patienten
aus der AMR-Gruppe mit und ohne C4d-Positivitat fallt auf, dass die beiden Patienten ohne
histologischen C4d-Nachweis ein terminales NTx-Versagen erlitten (2/2), wahrend 2/8 (25 %)
der AMR-Patienten mit C4d-Positivitét ein terminales NTx-Versagen aufweisen (Abb. 7).

NTx-Uberleben NTx-Uberleben

1,0 1,0
HIAMR -Nc4d-pos
_ Hc_DsA- -C4d-neg
0,8 P = 0,005 ¢ psA* 0.8
0,67

0,67

0,4 0.4
0,2 0.2

0,0

0,0
T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

Monate seit BL Monate seit BL

Abb. 7: Kaplan-Meier-Analyse; links: AMR, AMR-Patienten, C _DSA", stabile Kontrollpatienten ohne DSA;

C DSA", stabile Kontrollpatienten mit DSA; rechts: Kaplan-Meier-Analyse der AMR-Gruppe, getrennt nach C4d-
Positivitat

Die AMR-Patienten wurden weiterhin hinsichtlich ihrer HLA-MM aufgeteilt. Patienten mit
weniger oder genau 4 MM weisen ein besseres Transplantatiiberleben auf (100 %; 4/4) als solche

mit mehr als 4 MM (33 %; 2/6). Wird die AMR-Gruppe bezuglich des Grades der histologisch
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nachgewiesenen chronischen Transplantatvaskulopathie (cv) unterschieden, haben die AMR-
Patienten mit cv<3 (83%; 5/6) ein besseres NTx-Uberleben als solche mit cv=3 (25 %; 1/4).

3.4 Biopsie-Ergebnisse

Die histologische Auswertung ist ein wesentlicher Eckpfeiler fur die Diagnose der AMR (Tab.
13). Der AMR-Patient Nr. 1 ist der einzige Patient, der eine friihe aktive AMR entwickelt hat. So
wurde bei ihm bereits 6 Tage nach NTx eine AMR festgestellt, wahrend bei den anderen AMR-
Patienten die Diagnose fruhestens zwei Jahre nach NTx erfolgte und somit als spéte aktive AMR
eingestuft werden kann. 8 von 10 Patienten haben zudem eine Transplantatglomerulopathie (cg)
> 1 und somit eine chronische AMR. Die beiden Patienten ohne initial nachgewiesene cg (Pat.
Nr. 1 und 6) weisen auch nach einer Beobachtungszeit von drei Jahren eine erhaltene NTx-
Funktion auf. Zudem konnte bei diesen beiden Patienten auch keine Transplantatglomerulitis (g)
festgestellt werden. Jedoch erfolgte bei Pat. Nr. 6 eine Kontrollbiopsie 18 M nach
Therapiebeginn, wobei cg=3 sowie g=1 festgestellt wurde. Demzufolge ist die akute AMR in
eine chronische Form (bergegangen. Von den vier Patienten mit terminalem NTx-\Versagen
waren alle Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose uber 40 Jahre alt und drei Patienten hatten eine
cv=3. Je zwei unserer vier Patienten mit terminalem NTx-Versagen hatten einen cg-score von 1
bzw. 3. Von den acht Patienten mit C4d-Positivitat hatten vier Patienten (Nr. 1, 2, 3 und 6)
peritubulére und drei Patienten glomeruldre Ablagerungen, wéhrend bei einem Patienten (Nr. 7)
sowohl peritubulére als auch glomeruldre C4d-Ablagerungen festgestellt werden konnten. Bei
den beiden AMR-Patienten ohne C4d-Positivitat wurde ein NTx-Versagen nach drei Jahren
festgestellt (Nr. 8 und 10). Wird der g- und ptc-Score summiert, wie nach der Banff-Konferenz
2013 empfohlen [85], stellt man fest, dass 7 unserer AMR-Patienten zum BL-Zeitpunkt eine
schwere mikrovaskuldre Entziindung von g+ptc > 4 besitzen, inklusive der vier Patienten mit
terminalem Transplantatversagen. Eine moderate mikrovaskuldre Entziindung ist definiert als
g+ptc >2. Eine intimale Arteriitis mit v=1 konnte bei drei AMR-Patienten festgestellt werden,
wobei einer von ihnen ein terminales NTx-Versagen nach drei Jahren aufweist. Obwohl
Unterschiede beziiglich der pathohistologischen Daten zwischen den AMR-Patienten mit und

ohne NTx-Uberleben nach drei Jahren festgestellt werden konnte, sind diese nicht signifikant.

59



Tab. 13: Pathohistologische Charakteristika der Baseline-Biopsie (Banff 2013)

AMR-Patienten mit

AMR-Patienten mit

AMR erhaltener NTx-
(n=10) Funktion nach 36 NTx-Versagen nach 36 P
Monaten (n=6) Monaten (n=4)

Monate zw. NTx und AMR, Median 11.63) 37 (56.5) 59 (75) s,
(1QA)
Frihe AMR (<6 Monate nach NTx) 1 (10 %) 1 (16 %) 0 (0 %) ns.
Spate AMR (>6 Monate nach NTx) 9 (90 %) 5 (83 %) 4 (100 %) ns.
AMR +ACR: 6 (60 %) 5 (83 %) 1 (25 %) n.s.

Banff 1A 1 (10 %) 1 (16 %) 0 (0 %) n.s.

Banff 1B 1 (10 %) 1 (16 %) 0 (0 %) n.s.

Banff 2A 2 (20 %) 1 (16 %) 1 (25 %) n.s.

Banff 2B 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %) n.s.

Borderline-Rejektion 2 (20 %) 2 (33 %) 0 (0 %) n.s.
C4d-Positivitat 8 (80 %) 6 (100 %) 2 (50 %) n.s.
cg = 0/1/2/3 2/3/1/4 2/1/1/2 0/2/0/2 n.s.
g =0/1/2/3 3/0/5/2 3/0/2/1 0/0/3/1 n.s.
ptc = 0/1/2/3 1/0/5/4 1/0/3/2 0/0/2/2 n.s.
v =0/1/2/3 7/3/0/0 4/2/0/0 3/1/0/0 n.s.
g+ ptc > 2* 7 (70 %) 3 (50 %) 4 (100 %) n.s.
ci =0/1/2/3 3/4/2/1 2/3/1/0 1/1/11 n.s.
ct = 0/1/2/3 3/4/2/1 2/3/1/0 1/1/111 n.s.
cv =0/1/2/3 2121214 2111211 0/1/0/3 n.s.

* g>1 und ausgenommen ptc-Score > 2 allein; p, Vergleich innerhalb der AMR-Gruppe zwischen Patienten mit und

ohne NTx-Uberleben nach 3 Jahren durch Mann-Whitney-U-Test
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3.5 Nierenfunktion

3.5.1 Glomeruldre Filtrationsrate (GFR)

Im Folgenden werden die GFR-Werte der beiden Kontrollgruppen sowie der AMR-Patienten
zum BL-Zeitpunkt sowie ein und zwei Jahre nach BL gegenUbergestellt (Abb. 8). Der Patient Nr.
1 hat bereits 8 Tage nach NTx eine AMR entwickelt und weist somit vor und zu Beginn der
Therapie noch ausgesprochen niedrige GFR-Werte auf. Die Werte der beiden Kontrollgruppen
liegen deutlich Uber denen der AMR-Patienten zum BL-Zeitpunkt (AMR: 22 ml/Min/1,73m2 mit
IQA=15,3 mlI/Min/1,73m?; p<0,001), ein Jahr nach BL (C_DSA"~ vs. AMR: p<0,001 und
C_DSA* vs. AMR: p=0,003) sowie zwei Jahre nach BL (C_DSA™: 51,8 ml/Min/1,73m? mit
IQA=26,9 mI/Min/1,73m2 und C_DSA*: 49,6 ml/Min/1,73m2 mit IQA=16,5 ml/Min/1,73mZ
p=0,002). Somit war auch der mittels GFR-Differenz berechnete Nierenfunktionsverlust in der
AMR-Gruppe nach zwei Jahren im Vergleich zum BL-Zeitpunkt mit 14,6 ml/Min/1,73m2 und
einem mit IQA von 17,2 ml/Min/1,73m? deutlich hther als in den beiden Kontrollgruppen
(C_DSA": 6,6 ml/Min/1,73m2 mit 1QA=15,8 mI/Min/1,73m? und C_DSA*: 2,8 ml/Min/1,73m?
mit IQA=9,1 ml/Min/1,73m2). Im ersten Jahr hingegen ist der Unterschied bezlglich des GFR-
Abfalls nicht so groB zwischen den drei Gruppen: AMR: 4,4 ml/Min/1,73m? mit 1QA=4,8
ml/Min/1,73m%, C_DSA™: 1,9 mlI/Min/1,73m2 mit 1QA=10,7 mI/Min/1,73m2? und C_DSA*:
2,2 ml/Min/1,73m2 mit IQA=10,7 ml/Min/1,73m2. Zur Berechnung des Nierenfunktionsverlustes
wurde der AMR-Pat. Nr. 1 aufgrund der frihen AMR ausgeschlossen. Innerhalb der einzelnen

Studiengruppen gibt es fur den Beobachtungszeitraum von zwei Jahren keine Unterschiede.

61



GFR

ml/min/
1,73m?

120 J2

o2 HBsL
100 11 vahr nach BL
["]2 Jahre nach BL
80 * %k

* %k T
60 *x [ %3k p<0,005 AMR vs.
T C_DSA™ bzw. AMR
40 | i

vs, C_DSA*

20 Q k ns ns ns = nicht signifikant

ns

n=10 E n=8 E n=11

AMR C_DSA™ C_DSA*
Abb. 8: GFR der AMR-Gruppe und der beiden Kontrollgruppen zum BL-Zeitpunkt, 1 Jahr nach BL und 2 Jahre
nach BL; AMR, AMR-Gruppe; C_DSA", Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*, Kontrollgruppe mit DSA-
Nachweis; bei NTx-Versagen GFR= 0 ml/Min/1,73m?

Bei den GFR-Werten der AMR-Patienten im Verlauf der AMR-Therapie sind geringfligige
Unterschiede erkennbar (Abb. 9). Es fallt auf, dass die Werte der AMR-Gruppe vor AMR-
Therapie hoéher sind als zum BL-Zeitpunkt (vor_ BL=35,3 ml/Min/1,73m2 mit
IQA=16,6 mlI/Min/1,73m?; p=0,005). Infolge der AMR-Therapie gab es keine signifikante
Verbesserung der GFR-Werte (24 M nach BL=18,6 ml/Min/1,73m2 mit IQA=33 mI/Min/1,73m?)
verglichen zum BL-Zeitpunkt (22 ml/Min/1,73m2 mit IQA=15,3 mI/Min/1,73m?). Da zwei Jahre
nach BL bereits vier AMR-Patienten ein terminales Transplantatversagen erlitten haben und
deren GFR-Werte deshalb 0 ml/Min/1,73m? betrugen, liegt hier — verglichen zu den anderen
Zeitpunkten — der niedrigste Medianwert vor. Der Patient Nr. 1 entwickelte wenige Tage nach
NTx eine AMR, weshalb dessen Werte stark von denen der anderen AMR-Patienten abweichen.
Ein terminales NTx-Versagen wurde bei den Patienten Nr. 3, 8 und 10 (14-15 M nach BL) sowie
Nr. 9 (20 M nach BL) diagnostiziert.

GFR
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70 * -2 % Terminales
—3 % Transplantat-
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50 =5 3 p=0,005
40 ——6 vor_BL vs. BL
30
20

10

vor_BL BL M12 mM24

Abb. 9: Verlauf der GFR der AMR-Patienten vor Therapiebeginn, zum Therapiebeginn (BL), ein Jahr nach BL und
zwei Jahre nach BL; bei NTx-Versagen GFR= 0 ml/Min/1,73m?
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3.5.2 Proteinurie

Bezliglich der Proteinurie-Werte ergeben sich signifikante Unterschiede zum BL-Zeitpunkt bei
den stabilen Kontrollgruppen ohne DSA (78 mg/l mit IQA=131 mg/l; p<0,001) und mit DSA
(212 mg/l £ 289 mg/l; p=0,006) verglichen zur AMR-Gruppe (752 mg/l mit IQA=1473 mg/l)
(Abb. 10). Weiterhin unterscheiden sich die Proteinurie-Werte zwischen C_DSA~ und C_DSA*
zum BL-Zeitpunkt (p=0,03) und ein Jahr nach BL (p=0,01). Die Werte der stabilen
Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis liegen auch ein Jahr spater (85 mg/l mit IQA=70 mgl/l;
p<0,001) deutlich unter denen der AMR-Gruppe (432 mg/l mit IQA=875 mg/l), wahrend der
Unterschied zwei Jahre spéter nicht mehr signifikant ist (C_DSA™: 77 mg/l mit IQA=80 mg/l vs.
AMR: 366 mg/l mit IQA=312 mg/l; p=0,05). Innerhalb der beiden stabilen Kontrollgruppen gibt
es flr den Beobachtungszeitraum von zwei Jahren keine Unterschiede. In Abb. 10 und 11
wurden die vier AMR-Patienten, welche ein terminales Transplantatversagen erlitten haben, zum

Zeitpunkt zwei Jahre nach BL ausgeschlossen.
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— ns = nicht signifikant
n=10nh=10n=6 n=10 n=9 n=12 n=11

AMR C_DSA™ C_DSA*

Abb. 10: Proteinurie der AMR-Gruppe und der beiden Kontrollgruppen zum BL-Zeitpunkt, 1 Jahr nach BL und 2
Jahre nach BL; AMR, AMR-Gruppe; C_DSA", Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*, Kontrollgruppe mit

DSA-Nachweis; Ausschluss bei NTx-Versagen

Verglichen zum BL-Zeitpunkt (752 mg/l mit IQA=1473 mg/l) unterscheiden sich die Proteinurie-
Werte der AMR-Patienten vor BL (683 mg/l mit IQA=1099 mg/l; p=0,011) und 1 M nach BL
(512 mg/l mit IQA=713 mg/l; p=0,015). Ein bzw. zwei Jahre nach BL sind keine Unterschiede
festzustellen (Abb. 11). Die Patientin Nr. 5 hat zum BL-Datum unter einer stark ausgepréagten

Laryngitis gelitten. Dieser Infekt kann urséchlich fir die massive Proteinurie sein.
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Abb. 11: Verlauf der Proteinurie der AMR-Patienten vor Therapiebeginn, zum Therapiebeginn (BL), ein Jahr nach

BL und zwei Jahre nach BL; Ausschluss bei NTx-Versagen; Ausschluss bei NTx-Versagen

3.6 Nebenwirkungen der AMR-Therapie

Wird das Alter der AMR-Patienten zum BL-Zeitpunkt betrachtet, so sind die sechs Patienten mit
NTx-Uberleben signifikant jinger (30,5 Jahre mit IQA=15 Jahre) als die vier Patienten mit NTx-
Versagen (56,5 Jahre mit IQA=13,5 Jahre) (p=0,019) (Tab. 14). Bei 8 Patienten erfolgten
stationare Aufenthalte innerhalb eines Jahres nach AMR-Therapie, wobei ein Patient (Nr. 10)
viermal stationdr aufgenommen werden musste. Der Grund einer stationaren Aufnahme war in
den meisten Fallen die Diagnose eines akuten Nierenversagens und/oder eine Infektion mit
bakteriellen oder viralen Erregern. Die beiden Kontrollgruppen weisen mit je zwei stationaren
Aufenthalten signifikant weniger auf im \ergleich zur AMR-Gruppe mit insgesamt 20
Hospitalisationen (C_DSA™: p=0,004 bzw. C_DSA": p=0,004). Bei einer Beobachtungszeit von
einem Jahr traten bei 7 von 10 AMR-Patienten insgesamt 10 schwerwiegende unerwiinschte NW
(SAE = Severe adverse event) innerhalb von 6 M nach AMR-Therapie auf. Wahrend der AMR-
Therapie entwickelte sich sowohl bei Pat. Nr. 6 als auch bei Pat. Nr. 8 eine reversible Arthralgie-
Symptomatik. Nach AMR-Therapie waren hingegen 8 SAEs bei 6 Patienten zu beobachten:
Jeweils ein Patient hatte eine virale Meningitis, eine Urosepsis durch ESBL-e.coli, eine
Polyneuropathie mit Taubheit in Armen und Beinen und ein posteriores reversibles
Enzephalopathie-Syndrom (PRES). Bei dem Patienten Nr. 9 hingegen entwickelte sich innerhalb
von einem halben Monat nach AMR-Therapie sowohl ein Bridenileus als auch eine Koronare
Herzkrankheit (Myokardinfarkt, KHK-2) mit zwei betroffenen Herzkranz-GefaRen, sodass

sofortige operative Behandlungen eingeleitet werden mussten (lleus-OP, PTCA und Stent-
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Einlage). Patient Nr. 10 hatte eine CMV-Erkrankung ca. ein Monat nach AMR-Therapie.
Weiterhin konnte ein Nebenschilddriisenadenom Level IV bei demselben Patienten 3 M nach

AMR-Therapie diagnostiziert werden.

Wahrend der AMR-Therapie kam es bei zwei Patienten zu unerwinschten NW (AE = Adverse
events). So wurden bei Pat. Nr. 5 wahrend der 2. AMR-Therapie ein Infekt der oberen Atemwege
und bei Pat. Nr. 6 ein Harnwegsinfekt sowie starke Knieschmerzen diagnostiziert. Weiterhin
konnten bei allen 10 Patienten wahrend der Beobachtungszeit von einem Jahr nach AMR-
Therapie unerwinschte Ereignisse festgestellt werden. Dazu gehdren GIT-Stérungen wie
Ubelkeit, Erbrechen und Diarrhoe (n=9), Kopfschmerzen (n=4), bakterielle (6), virale (n=2) und
mykotische Infektionen (n=2) sowie Odeme (n=6). Zwei Patienten zeigten eine milde allergische
Reaktion wahrend der IVIg-Gabe, welche erfolgreich mit Antihistaminika und Prednisolon
behandelt werden konnte. Pat. Nr. 5 leidet seit 1994 an einer Colitis ulcerosa, welche urséchlich
flr die rezidivierenden Diarrhoen ist. Pat. Nr. 1 hingegen beklagt seit 2010, also bereits vor
seiner NTx, eine chronische Ubelkeit. Demzufolge sind die GIT-Stérungen dieser beiden
Patienten nicht auf die AMR-Therapie zuruckzufuhren. Zudem hatte sich bei Pat. Nr. 9 aufgrund
starker chronischer und z. T. blutiger Diarrhoen ein Perianalabszess entwickelt, welcher operativ
behandelt werden musste. Intermittierende Dialysen erfolgten bei Pat. Nr. 8 ca. 10 M nach AMR-
Therapie und bei Pat Nr. 9 ca. 11 M nach AMR-Therapie.

Die Patienten der beiden Kontrollgruppen hatten deutlich weniger SAEs als die der AMR-
Gruppe (C_DSA™: p=0,035 bzw. C_DSA*: p=0,021). Zu den beiden SAEs der Kontrollgruppe
ohne DSA-Nachweis gehoren ein Infekt der oberen Atemwege und ein Harnwegsinfekt, welche
stationar behandelt werden mussten. Die beiden Patienten der Kontrollgruppe mit DSA-
Nachweis hingegen mussten zum einen aufgrund einer tiefen rechten Beinvenenthrombose und
zum anderen wegen einer schweren peripheren arteriellen Verschlusskrankheit Stadium IV im
rechten Ful3 stationar behandelt werden. Unter den AEs konnten deutlich weniger GIT-Stérungen
bei den beiden Kontrollgruppen im Vergleich zur AMR-Gruppe festgestellt werden (C_DSA™:
p=0,023 bzw C_DSA*: p=0,001). Jedoch musste ein Patient aus der Kontrollgruppe mit DSA-
Nachweis aufgrund einer nachgewiesenen CMV-Colitis behandelt werden.

Die oben genannten SAEs und AEs waren mithilfe konservativer und operativer
TherapiemalRnahmen kontrollierbar und somit nur vorlbergehend. Weder eine maligne
Verénderung noch eine opportunistische Infektion durch das Polyomavirus oder EBV konnten

bei den Patienten der drei Untersuchungsgruppen beobachtet werden.
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Tab. 14: Nebenwirkungsprofil der AMR-Gruppe nach AMR-Therapie sowie der beiden stabilen

Kontrollgruppen Uber eine Beobachtungszeit von einem Jahr

AMR (n=10) | C_DSA- (n=10) | C_DSA* (n=12) p
Alter bei AMR-Diagnose bzw. BL in Jahren, 40 (27) 55 (24) 45 (29) 0,010%
Median (IQA)
Stationérer Aufenthalt wahrend AMR- 23 (7) ) ) )
Therapie in Tagen, Median (IQA)
Anzahl der stationéren Aufenthalte nach 20 ) ’ 0,004**/
Therapie (Tag 17 bis Mo 12) bzw. nach BL.: 0,002%**
<2 3 (30 %) 2 (20 %) 2 (17 %) -
2-3 6 (60 %) 0 0 -
4 1 (10 %) 0 0 -
**
Anzahl der SAEs 10 2 2 e
0,021***
AE nach Therapie (Tag 17 bis M12) bzw. 10 (100 %) 6 (60 %) 6 (50 %) .
nach BL:
* Xk
GIT-Stérungen 9 (90 %) 3 (30 %) 1 (8 %) 0,023/
0,001***
Kopfschmerzen 4 (40 %) 1 (10 %) 0 ns.
Infektionen 8 (80 %) 3 (30 %) 6 (50 %) n.s.
bakteriell 6 (60 %) 2 (30 %) 5 (42 %) n.s.
viral 2 (20 %) 1 (10 %) 1 (8 %) n.s.
mykotisch 2 (20 %) 0 0 ns.
allergische Reaktionen auf IVIg 2 (20 %) - - -
Odeme 6 (60 %) 1 (10 %) 1 (8 %) n.s.
intermittierende Dialysen 2 (20 %) 0 0 ns.

SAE, schwerwiegende unerwiinschte NW; AE, unerwiinschte NW; GIT-Stérungen, gastrointestinale Stérungen
(Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe); * AMR-Patienten mit vs. ohne NTx-Uberleben; ** AMR vs. C_DSA"; *** AMR vs.
C DSA*

Weiterhin erfolgte eine Darstellung der hdmatologischen NW (Anédmie, Thrombozytopenie,
Leukopenie, Lymphopenie und Neutropenie), welche nach dem Common Terminology Criteria
for Adverse Events version 3.0 (CTCAE) bewertet und somit jeweils in vier Schweregrade
aufgeteilt wurden (Tab. 15). Die hdmatologische Toxizitat konnte als haufigste NW innerhalb des
ersten Jahres nach AMR-Therapie festgestellt werden. Eine Andmie ist bei allen AMR-Patienten
bereits vor der AMR-Therapie zu beobachten, wobei es sich um Grad | oder 11 handelt. Nach der

Therapie haben sich die Hdmoglobinwerte verschlechtert, sodass eine Anamie Grad Il bis Grad
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IV vorliegt. Die Anzahl der Thrombozyten ist bei allen AMR-Patienten nach der Therapie
erniedrigt, sodass eine Thrombozytopenie Grad | oder 1l feststellbar ist. Vor AMR-Therapie
konnte hingegen nur bei einem Patienten eine Thrombozytopenie diagnostiziert werden. Sechs
von 10 AMR-Patienten haben nach der Therapie eine neu aufgetretene Leukopenie entwickelt,
wohingegen drei Patienten eine neu aufgetretene Neutropenie nach AMR-Therapie aufweisen.
Eine Lymphopenie Grad I-1V ist bei acht AMR-Patienten nach Therapie zu beobachten, wéhrend
drei von ihnen bereits vor Therapie eine Lymphopenie Grad | oder 11 hatten. Die Thrombopenie,
Leukopenie und Lymphopenie haben sich bei allen Patienten spontan zurtickgebildet,

wohingegen die Andmie erfolgreich mit hdheren Erythropoetin-Dosen behandelt werden konnte.

Tab. 15: Hamatologische Nebenwirkungen der AMR-Gruppe Uber eine Beobachtungszeit von einem Jahr

AMR-Gruppe gesamt (n=10)
Anzahl zum BL- Anzahl nach
Zeitpunkt Therapie <12 Mo
Anédmie: 10 (100 %) 10 (100 %)
Grad | (m: 10-13,5 g Hb/dl; w: 10-12 g Hb/dl) 7 (70 %) -
Grad 11 (8-10 g Hb/dlI) 3 (30 %) 3 (30 %)
Grad 111 (6,5-8 g Hb/dl)/Grad IV (<6,5 g Hb/dI) -/- 5 (50 %)/2 (20 %)
Thrombopenie: 1 (10 %) 10 (100 %)
Grad I (75-150 Thromboz./nl) 1 (10 %) 6 (60 %0)
Grad Il (50-75 Thromboz./nl) - 4 (40 %)
Grad 111 (25-50 Thromboz./nl)/Grad 1V (<25 Thromboz./nl) -/- -/-
Leukopenie: 0 6 (60 %)
Grad | (3-4 Leukoz./nl) - 2 (20 %)
Grad Il (2-3 Leukoz./nl) - 2 (20 %)
Grad I (1-2 Leukoz./nl)/Grad 1V (<1 Leukoz./nl) -/- 2 (20 %)/-
Lymphopenie: 3 (30 %) 8 (80 %)
Grad | (0,8-1 Lymphoz./nl) 1 (10 %) 2 (20 %)
Grad I1 (0,5-0,8 Lymphoz./nl) 2 (20 %) 3 (30 %)
Grad 111 (0,2-0,5 Lymphoz./nl)/Grad 1V (<0,2 Lymphoz./nl) -/- 2 (20 %)/1 (10 %)
Neutropenie: 0 3 (30 %)
Grad I (1,5-2 Neutrophile/nl) - 1 (10 %)
Grad I (1-1,5 Neutrophile/nl) - 1 (10 %)
Grad I11 (0,5-1 Neutrophile/nl)/Grad 1V (<0,5 Neutrophile/nl) -/- 2 (20 %)/-

Hb, Hamoglobin; Thromboz., Thrombozyten; Leukoz., Leukozyten; Lymphoz., Lymphozyten
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3.7 Die Spender-spezifischen HLA- Antikorper (DSA)

Tab. 16: Spender-spezifische Antikorper der AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt

Pat-| HLA-MM |HLA-MM | HLA-MM DSAKI. | DSAKI. 11 DSAmax [Transplantatiiberleben
Nr. | (Gesamt) [(KI. I: A,B)|((KI. 1l: DQ,DR) nach drei Jahren
1 4 3 1 DQ2 DQ2 ja
2 3 1 2 DR1 DR1 ja
3 8 4 4 Al DQ2, DQ6 DQ6 nein
4 4 2 2 DQA5 DQA5 ja
5 3 2 1 DR16 DR16 ja
6 5 2 3 A29 DQ4, DQ7 DQ4 ja
7 6 3 3 A2, A29 DQ6 DQ6 ja
8 5 3 2 DR11, DR13 DR13 nein
9 5 3 2 DQAS5, DR17 | DQA5 nein
10 5 3 2 Al DQ5 DQ5 nein

Die DSA der AMR-Gruppe wurden in Tab. 16 dargestellt. Zunédchst sei erwahnt, dass es sich
ausschlief3lich um neu entstandene DSA handelt. Bei Pat. Nr. 1 zeigten sich vor AMR-Therapie
DQ2-Werte (MFI=5608), welche nicht sicher als spenderspezifisch eingestuft werden konnten
und nach der AMR-Therapie auf hohe Werte mit MFI>10000 anstiegen. Patient Nr. 2 hatte DSA
gegen DR1, wurde jedoch mit MFI<500 als fraglich positiv eingestuft und wies zudem im Laufe
der Beobachtung abnehmende Werte auf. Beide Patienten weisen nach einer Beobachtungszeit
von drei Jahren ein funktionierendes Transplantat auf. Aufgrund der fraglichen DSA-Positivitat
dieser beiden Patienten flossen deren Werte nicht in die weiteren MFI-Berechnungen und
Abbildungen mit ein. Alle eindeutig DSA-positiven AMR-Patienten haben Klasse-11-DSA (8/8):
DQ bei funf und DR bei zwei Patienten sowie gleichzeitig DQ und DR bei einem Patienten. Vier
Patienten haben zusétzlich Klasse-1-DSA, bei denen es sich ausschlieBlich um HLA-A-Ak
handelt. Die AMR-Patienten mit den meisten HLA-MM (Pat. Nr. 3, 6, 7, 8, 9 und 10; MM >5)
haben jeweils mindestens zwei verschiedene DSA entwickelt, wobei vier dieser Patienten (Pat.
Nr. 3, 8, 9 und 10) im Laufe der Gesamt-Beobachtungszeit ein terminales NTx-Versagen erlitten.
Obwohl die Anzahl der MM der KI. I (Median: 3 mit IQA=1) hoher war als die der KI. Il
(Median: 2 mit IQA=1) gehotren alle DSAmax der HLA-KI. 11 an, welche zum BL-Zeitpunkt
einen Medianwert von 5192 MFI mit IQA=4309 MFI aufweisen (Abb. 12, links). Dabei liegen
diese bei zwei Patienten (Pat. Nr. 5 und 9) im niedrigen, bei einem Patienten (Pat. Nr. 3) im
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hohen und bei den fiinf anderen sicher positiv getesteten AMR-Patienten im mittleren MFI-
Bereich (horizontale Linien in Abb. 12, links). 3 M bzw. 12 M nach AMR-Therapie liegen die
Median-Werte der DSAmax bei 3796 MFI mit IQA=5712 MFI bzw. bei 4439 MFI mit
IQA=6806 MFI. Als DSA-Responder wurden diejenigen Patienten bezeichnet, bei denen ein
Rickgang der DSAmax- und/oder der DSAsum-Werte von mind. 10 % erreicht wurde. Somit
gab es nach einer Beobachtungszeit von einem Jahr funf DSA-Responder, wobei der DSAmax-
Wert von Patient Nr. 10 von einem mittleren auf ein niedriges DSA-Level und der von Patient
Nr. 3 von einem hohen auf ein mittleres DSA-Level gesunken sind. Der Patient Nr. 9
unterschreitet die Cutoff-Grenze von 500 MFI (gestrichelte Linie) ein Jahr nach BL (274 MFI)
und liegt zuvor im niedrigen MFI-Bereich. Bei Patient Nr. 6 ist der DSAmax-Wert nach einem
Jahr auf einen hohen MFI-Wert von 17086 angestiegen. Trotz dieses hohen Wertes besitzt der
Patient nach einer Gesamt-Beobachtungszeit von drei Jahren ein funktionstiichtiges NTx. Wird
die Anzahl der DSA zwischen den AMR-Patienten mit und ohne NTx-Uberleben verglichen, so
fallt kein signifikanter Unterschied auf (p=0,352). 3 M nach AMR-Therapie ist der mittlere
DSAmax-Wert um 23,7 % und der mittlere DSAsum-Wert um 33,4 % gesunken. 3 M nach BL ist
der DSAsum-Wert signifikant niedriger (BL: 7810 MFI mit IQA=8608 MFI vs. M3: 3796 MFI
mit IQA=7719 MFI; p=0,028) (Abb. 12, rechts). Ein Jahr nach BL ist dieser Unterschied jedoch
nicht mehr signifikant (M12: 5273 mit IQA=12000 MFI).

DSAmax DSAsum
MFI MFI
16000 - -3-.pa6 * 35000 ——:3 %
14000 —=4-DQAS 30000 —ea
12000 ——5.DR16 25000 ——5
10000 S ——6-DQ4 20000 —_
-~ -
8000 ~ = —+—7-DQ6 15000 ——7
6000 ~ —=—38-DR13 10000 -3
4000 : i
o ~ — X e 9.DOAS % 5000 | el e 9 %
2000 N R —-10-DQ5 + - 10%
_____ :'___.-.-M.-..-.nn-:.—...m"' 0
0 % Terminales
BL M3 M12

NTx-Versagen
% p=0,028
M3 vs. BL

Abb.12: DSAmax-Werte (links) und DSAsum-Werte (rechts) der AMR-Gruppe Uber eine Beobachtungszeit von einem

Jahr; [Stern], NTx-Versagen

Im Folgenden werden alle DSA-Werte der als eindeutig positiv getesteten AMR-Patienten

grafisch dargestellt (Abb. 13). Die erste vertikale Linie kennzeichnet den Beginn der AMR-

Therapie, wohingegen die zweite vertikale Linie bei den Patienten Nr. 3, 8, 9 und 10 angibt, zu

welchem Zeitpunkt ein terminales NTx-Versagen diagnostiziert wurde. Pat. Nr. 4 und Nr. 5
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haben jeweils nur einen Spender-spezifischen Ak, die Patienten 8, 9 und 10 hingegen haben

jeweils zwei DSA, und Pat. Nr. 3, 6 und 7 weisen sogar jeweils drei DSA auf. Die DSA-Werte

der Patientin Nr. 8 konnten aufgrund fehlender Serumproben nicht zum Monat 3 bestimmt

werden.
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Abb. 13: DSA-Werte der AMR-Patienten Nr. 3-10 iber eine Beobachtungszeit von jeweils einem Jahr bzw. tber 22

Monate (AMR-Pat. Nr. 8)



3.8 Durchflusszytometrie

3.8.1 CD19* B-Zellen
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CcD19 CcD19 CD19 cD19

Abb. 14: CD19* B-Zellen vor und nach AMR-Therapie am Beispiel eines reprasentativen AMR-Patienten; A, BL; B,
M1; C, M12; D, M24

Die Auswertung der Daten der AMR-Gruppe ergab, dass der BL-Wert der AMR-Patienten
(327/ul mit IQA=403/ul) signifikant hcher liegt als der Wert der stabilen Kontrollgruppe ohne
DSA (74/ul mit IQA=145/ul; p=0,043) (Abb. 15 A, oben).

Nach Therapie sind die absoluten B-Zell-Werte bei den AMR-Patienten signifikant niedriger im
Vergleich zum BL-Wert (M1: 1,4/pl mit 1QA=1/ul, p=0,012; M3: 2,4/ul mit 1QA=4,3/ul,
p=0,018; M6: 2,2/ul mit 1QA=2,2/ul, p=0,012; M12: 3,8/ul mit IQA=5,5/ul, p=0,012; M18:
5,5/ul mit IQA=7/pl, p=0,043). Zwei Jahre nach Therapiebeginn liegt der Medianwert mit 7,2/ul
und einem IQA von 13/ul noch signifikant unter dem BL-Wert (p=0,043) (Abb. 15 B, oben).

Bei der Auswertung der Daten zum prozentualen Anteil der CD19* B-Zellen an den PBMC’s
verhdlt es sich dhnlich. Zu Beginn der Therapie ist dieser hoher (8,5 % mit IQA=13,9 %) als der
der stabilen Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis (3 % mit IQA=6,2 %, p=0,043) (Abb. 15 A,

unten).

Im Vergleich zu den BL-Werten ist der relative Anteil der CD19* B-Zellen 1 M (0,09 % mit
IQA=0,08 %, p=0,012), 3 M (0,07 % mit IQA=0,11 %, p=0,018), 6 M (0,17 % mit IQA=0,13 %,
p=0,012), 12 M (0,28 % mit IQA=0,28 %, p=0,012), 18 M (0,59 % mit IQA= 0,52 %, p=0,043)
und auch 24 M (0,33 % mit 1QA=0,91 %, p=0,043) nach Therapie bei den AMR-Patienten
signifikant erniedrigt (Abb. 15 B, unten).
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Abb. 15: Absolute Anzahl (oben) und prozentualer Anteil (unten) CD19*CD3- B-Zellen von PBMC’s; A: AMR, AMR-
Gruppe zum BL-Zeitpunkt; C_DSA-, Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*, Kontrollgruppe mit DSA-

Nachweis; B: AMR-Gruppe Uber eine Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei NTx-Versagen

3.8.2 Unreife B-Zellen (CD19*CD20*CD27 IgD*CD38)
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Abb. 16: Naive (CD20*CD271gD*CD387; 1), unreife (CD20*CD271gD*CD38*; 2) und Doppelt negative
(CD20°CD271gDCD387; 3) B-Zellen vor und nach AMR-Therapie am Beispiel eines reprasentativen AMR-
Patienten; A, BL; B, M1; C, M12; D, M24

Die absolute Anzahl sowie auch der Anteil der unreifen B-Zellen an den B-Zellen (CD19*CD3")
sind bei den drei Gruppen anndhernd gleich (AMR: 33/ul mit 1QA=146/ul vs. C_DSA™: 11,9/ul
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mit IQA=16,1/pl vs. C_DSA*: 37,5/pl mit IQA=79,2/ul sowie AMR: 12 % mit IQA=14,4 % vs.
C_DSA™: 11 % mit IQA=20,3 % vs. C_DSA*: 19,9 % mit IQA=23,2 %) (Abb. 17 A).

Die Anzahl der unreifen B-Zellen ist Gber zwei Jahre nach AMR-Therapie signifikant reduziert
im Vergleich zum BL-Wert (M1: 0,01/ul mit 1QA=0,02/ul, p=0,012; M24: 0,23/pl mit
IQA=4,11/ul, p=0,043) (Abb. 17 B, oben).

Der prozentuale Anteil der unreifen B-Zellen liegt 1 und 3 M nach Therapiebeginn (0,7 % mit
IQA=1,5 % bzw. 0,3 % mit IQA=6,7 %, p=0,012 bzw. p=0,043) deutlich niedriger als vorher. 12
und 18 M nach Therapiebeginn erhoht sich der Wert und fallt zwei Jahre nach BL wieder auf 4,1
% mit IQA=17,1 % (Abb. 17 B, unten).
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Abb. 17: Absolute Anzahl (oben) und prozentualer Anteil (unten) CD20*CD271gD*CD38" unreife B-Zellen von B-
Zellen; A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt; C_DSA-, Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*,

Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe Uber eine Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei

NTx-Versagen
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3.8.3 Naive B-Zellen (CD19*CD20*CD27 IgD*CD38)

Wird der prozentualen Anteil der naiven B-Zellen an den B-Zellen betrachtet, so fallt auf, dass
die AMR-Patienten zu Beginn der Therapie einen signifikant hoheren Wert aufweisen (60,8 %
mit IQA=11,4 %) als die Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis (49,9 % mit IQA=9,9 %; p=0,012)
(Abb. 18 A, unten). Beim Vergleich der absoluten Werte fallt zwischen den drei Studiengruppen
kein signifikanter Unterschied auf (Abb. 18 A, oben).

Sowohl bei der absoluten Anzahl als auch beim relativen Anteil der naiven B-Zellen fallt nach
AMR-Therapie eine signifikante Reduktion der Werte tber zwei Jahre auf (BL: 198/pl mit IQA=
293/ul; M1: 0/pl mit 1QA=0,01/ul, p=0,012; M12: 0,44/pl mit IQA=2,32/ul, p=0,012; M24:
1,73/pl mit 1QA=4,78/ul, p=0,043 bzw. M1: 0,24 % mit IQA=0,71 %, p=0,012; M12: 10,6 %
mit IQA=17 %, p=0,012; M24: 22,07 % mit IQA=22,85 %, p=0,043) (Abb. 18 B).
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Abb. 18: Absolute Anzahl (oben) und prozentualer Anteil (unten) CD20*CD27-1gD*CD38" naive B-Zellen von B-
Zellen; A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt; C_DSA-, Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*,
Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe (ber eine Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei

NTx-Versagen
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3.8.4 Doppelt negative (DN) B-Zellen (CD19*CD20*CD27 IgD CD38)

Bei der Betrachtung der absoluten Anzahl der DN B-Zellen féllt ein signifikanter Unterschied
zwischen der AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt (26,2/ul mit 1QA=26,1/ul) und der
Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis (6,9/ul mit IQA=14/ul, p=0,027) auf (Abb. 19 A, oben).
Der prozentuale Anteil der DN B-Zellen liegt bei den drei dargestellten Gruppen bei einem
Medianwert von 5,6 bis 9 % und stellt keinen deutlichen Unterschied dar (Abb. 19 A, unten).

Nach AMR-Therapie bleiben die absoluten DN-B-Zell-Werte tber 24 M signifikant reduziert
(MZ1: O/l mit 1QA=0,01/ul, p=0,012; M12: 0,2/l mit IQA=1,02/pl, p=0,012; M24: 0,76/l mit
IQA=1,79/ul, p=0,043) (Abb. 19 B, oben). Der relative Anteil dieser B-Zell-Population ist
hingegen nur uber 6 M nach AMR-Therapie signifikant reduziert ist (M1: 0,1 % mit IQA=0,3 %,
p=0,012; M3: 0,5 % mit IQA=2,4 %, p=0,018; M6: 0,6 % mit IQA=2,4 %, p=0,017). 24 M nach
Therapie hat sich der Anteil Doppelt negativer Zellen an den B-Zellen bei den AMR-Patienten
wieder auf 9,4 % mit IQA=7,1 % erholt und &hnelt dem BL-Wert von 9 % mit IQA=11,2 %
(Abb. 19 B, unten).
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Doppelt negative B-Zellen (CD20*CD27"1gD~CD387)
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Abb. 19: Absolute Anzahl (oben) und prozentualer Anteil (unten) CD20*CD271gDCD38~ DN B-Zellen von B-
Zellen; A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt; C_DSA-, Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*,
Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe Uber eine Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei

NTx-Versagen

3.8.5 Gedachtnis-B-Zellen (CD19*CD20*CD27*)
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Abb. 20: Gedéachtnis-B-Zellen (CD19*CD20*CD27*) vor und nach AMR-Therapie am Beispiel eines reprasentativen
AMR-Patienten; A, BL; B, M1; C, M12; D, M24

Im Folgenden werden die CD20*CD27+ Gedachtnis-B-Zellen gegeniibergestellt. (Abb. 21). Mit
36,1/ul und einem 1QA von 41,2/ul liegt die absolute Anzahl dieser B-Zell-Population bei der

AMR-Gruppe vor Therapie signifikant hoher als bei der Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis
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(8,7/ul mit 1QA=17,9/ul, p=0,034). Der prozentuale Anteil der Gedachtnis-B-Zellen an den B-
Zellen hingegen unterscheidet sich zwischen den drei Gruppen nicht signifikant voneinander
(9,3 % bis 13,3 %).

Verglichen zur absoluten Anzahl der Gedachtnis-B-Zellen vor der AMR-Therapie ist Giber 2 Jahre
nach Therapie eine signifikante Reduktion zu beobachten (M1: 0,1/ul mit 1QA=0,02/ul,
p=0,012; M12: 0,2/ul mit 1IQA=0,62/ul, p=0,012; M24: 0,74/pl mit IQA=1,5/ul, p=0,043) (Abb.
21 B, oben). 1 und 3 M nach BL ist der relative Anteil bei den AMR-Patienten verglichen zum
BL-Zeitpunkt (9,3 % mit IQA=4,9 %) signifikant reduziert (M1: 0,6 % mit IQA=1,7 %, p=0,012
bzw. M3: 1,6 % mit IQA=2,8 %, p=0,028). Zwei Jahre nach BL hingegen liegt er mit 8,6 % und
einem IQA von 6,6 % wieder nahe an dem BL-Wert von 9,3 % (Abb. 21 B, oben).
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Abb. 21: Absolute Anzahl (oben) und prozentualer Anteil (unten) CD20"CD27+ Gedéchtnis-B-Zellen von B-Zellen;
A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt; C_DSA-, Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*, Kontrollgruppe

mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe Uber eine Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei NTx-Versagen

77



Non class-switched (IgD*) vs. class-switched (IgD”) Gedé&chtnis-B-Zellen
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Abb. 22: IgD* non class-switched (1) und /gD~ class-switched (2) Gedé&chtnis-B-Zellen vor und nach AMR-Therapie
am Beispiel eines reprasentativen AMR-Patienten; A, BL; B, M1; C, M12; D, M24

Weiterhin werden die non class-switched (IgD*) sowie die class-switched (IgD~) Gedéachtnis-B-
Zellen miteinander verglichen (Abb. 23 A). Die Kontrollgruppe ohne DSA weist eine signifikant
niedrigere Anzahl an IgD* Gedéchtnis-B-Zellen auf (3/ul mit 1QA=6,6/ul) als die AMR-
Patienten vor Therapie (11/ul mit IQA=22,7/ul, p=0,043). Ansonsten gibt es keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Studiengruppen bei diesen beiden Populationen.

Genauso wie bei den unreifen, naiven und DN B-Zellen bleiben die absoluten Werte der non
class-switched sowie der class-switched Gedéchtnis-B-Zellen verglichen zum BL-Wert Uber
zwei Jahre nach AMR-Therapie signifikant reduziert (IgD*: M1: 0/pl mit IQA=0,01/ul, p=0,012;
M12: 0,05/ul mit IQA=0,09/ul, p=0,012; M24: 0,05/ul mit IQA=0,13/ul, p=0,043) (IgD": BL.:
22,13/ul mit 1QA=21,38/ul; M1: O/ul mit IQA=0,02/ul, p=0,012; M12: 0,19/ul mit
IQA=0,56/pl, p=0,012; M24: 0,53/ul mit IQA=1,3/ul, p=0,043) (Abb. 23 B, oben). Wird der
prozentuale Anteil der non class-switched und class-switched Gedachtnis-B-Zellen der AMR-
Patienten im Verlauf von zwei Jahren betrachtet, fallen einige Unterschiede auf (Abb. 23 B,
unten). 1 bis 24 M nach Therapie ist der Anteil der unswitched Gedachtnis-B-Zellen signifikant
verringert im Vergleich zum BL-Wert (M1: 0,3 % mit IQA=0,4 %, p=0,025; M12: 1,1 % mit
IQA=0,7 %, p=0,017; M24: 0,7 % mit IQA=1 %, p=0,043). Weiterhin fallt auf, dass die switched
Gedé&chtnis-B-Zellen einen Monat nach Therapie (0,4 % mit IQA=1,2 %; p=0,012) deutlich unter
dem BL-Wert von 5,4 % mit einem IQA von 4,7 % liegen. Zwei Jahre nach Therapie hingegen
haben diese mit 7 % und einem IQA von 5,1 % einen héheren Anteil an den B-Zellen als zum
BL-Zeitpunkt. Vergleicht man hingegen den relativen Anteil der IgD* mit dem der IgD-
Gedéachtnis-B-Zellen der AMR-Gruppe ergibt sich ein signifikanter Unterschied sowohl ein Jahr
als auch zwei Jahre nach AMR-Therapie (p=0,004 bzw. p=0,016). Wird die absolute Anzahl
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betrachtet, so unterscheiden sich die non class-switched und class-switched Gedachtnis-B-Zellen
zum Zeitpunkt M6, M12 und M18 voneinander (p=0,04 bzw. p=0,015 bzw. p=0,026).
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Abb. 23: Absolute Anzahl (oben) und prozentualer Anteil (unten) von CD20*CD27*IgD" non class-switched und
CD20*CD27*IgD~ class-switched Gedéachtnis-B-Zellen von B-Zellen; A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt;
C_DSA-, Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*, Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe Uber

eine Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei NTx-Versagen

3.8.6 VVerhaltnis naive B-Zellen zu Gedachtnis-B-Zellen

Im Folgenden wurde das Verhaltnis der naiven B-Zellen zu den Gedé&chtnis-B-Zellen der beiden
stabilen Kontrollgruppen und der AMR-Patienten vor Therapiebeginn gegenubergestellt (Abb.
24 A). Die AMR-Patienten haben zu Beginn der Therapie den hochsten Wert (7,3 mit IQA=4,8).
Die Kontrollgruppen ohne und mit DSA hingegen haben mit 3,9 und einem IQA von 17,4 bzw.
4,4 und einem 1QA von 5,9 ein geringeres Verhaltnis der naiven B-Zellen zu den Gedachtnis-B-

Zellen.
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Weiterhin wird das Verhaltnis der naiven B-Zellen zu den Geddachtnis-B-Zellen der AMR-
Patienten im Laufe der AMR-Therapie dargestellt (Abb. 24 B). Im Vergleich zum BL-Wert ist
das Verhaltnis der naiven B-Zellen zu den Gedachtnis-B-Zellen 1 bis 12 M nach Therapiebeginn
signifikant erniedrigt (M1: 0,2 mit IQA=0,7, p=0,012; M3: 0,8 mit IQA=1,3, p=0,018; M6: 0,5
mit IQA=1, p=0,012; M12: 1,7 mit IQA=2,4, p=0,012). Zwei Jahre nach Therapiebeginn liegt
dieses Verhaltnis mit einem Medianwert von 2,9 und einem IQA von 9,2 noch immer deutlich
niedriger als vor der Therapie, jedoch ist dieser Wert nicht signifikant. Der AMR-Pat. Nr. 4 ist
18 M nach AMR-Therapie mit einem Verhéltnis von 39,5 % ein extremer Ausreil3er und wurde
nicht in der Abb. 24 B dargestellt.
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Abb. 24: Verhéltnis naive B-Zellen zu Gedéchtnis-B-Zellen; A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt; C_DSA"-,
Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*, Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe Uber eine

Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei NTx-Versagen

3.8.7 Plasmazellen (CD19*CD20 CD27*IgD CD38")
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Abb. 25: Plasmazellen (CD20-CD27*IgD-CD38*) vor und nach AMR-Therapie am Beispiel eines reprasentativen
AMR-Patienten; A, BL; B,M 1; C,M 12; D, M 24
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Die absolute Anzahl der Plasmazellen ist mit Werten zwischen 0,25 und 0,54 Zellen/ul bei allen
drei Gruppen &hnlich gering, wahrend der relative Anteil der Plasmazellen an den B-Zellen bei
den AMR-Patienten vor Therapie (0,09 % mit IQA=0,28 %) signifikant geringer ausféllt als bei
der Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis (0,43 % mit IQA=0,92 %; p=0,016) (Abb. 26 A). 1 und
3 M nach AMR-Therapie ist diese Population auf 0,08/ul bzw. 0,1/ul abgefallen und
unterscheidet sich somit signifikant vom BL-Wert (0,36/pl mit 1QA=0,61/ul; p=0,025 bzw.
p=0,027). Im weiteren Verlauf kommt es jedoch wieder zu einem Anstieg der PZ (Abb. 26 B,
oben). Im Vergleich dazu ist der relative Anteil der Plasmazellen an den B-Zellen nach der AMR-
Therapie tber 24 M signifikant hoher als vor der Therapie (M1: 6,5 % mit IQA=6,8 %, p=0,012;
M12: 3,4 % mit IQA=3,8 %, p=0,012; M24: 1,7 % mit IQA=1,7 %, p=0,043) (Abb. 26 B,
unten). Der AusreifRer Nr. 1 aus der Abb. 26 A wurde aus der Abb. 26 B ausgeschlossen.
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Abb. 26: Absolute Anzahl (oben) und prozentualer Anteil (unten) CD20-CD27*CD38*IgD~ Plasmazellen von B-
Zellen; A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt; C_DSA-, Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*,
Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe (ber eine Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei

NTx-Versagen
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HLA-DR™ und HLA-DR* Plasmazellen (CD20"CD27+CD38"*IgD")
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Abb. 27: HLA-DR- (1) und HLA-DR* (2) Plasmazellen (CD20-CD27* CD38* IgD") vor und nach AMR-Therapie
am Beispiel eines reprasentativen AMR-Patienten; A, BL; B,M 1; C, M 12; D, M 24

Weiterhin wurden die Plasmazellen auf ihre HLA-DR-Expression untersucht. Dabei konnte
festgestellt werden, dass mit 60-80 % die Uberwiegende Mehrheit HLA-DR positiv ist (Abb. 27).

Betrachtet man die absolute Anzahl der beiden Plasmazell-Populationen separat, so kann
festgestellt werden, dass jeweils sowohl bei den HLA-DR* als auch bei den HLA-DR-
Plasmazellen die Medianwerte der drei Gruppen sehr @hnlich sind (Abb. 28 A, oben). Nach
AMR-Therapie beobachtet man einen Abfall der HLA-DR* PZ, welcher nach einem Monat
(0,07/ul mit IQA=0,12/ul; p=0,025) im Vergleich zum BL-Wert (0,28/ul mit IQA=0,42/ul) einen
signifikanten Wert erreicht (Abb. 28 B, oben). Zwei Jahre nach Therapiebeginn ist diese PZ-
Population auf 0,11/pl mit IQA=0,07/ul wieder etwas angestiegen. Der AusreiRer Nr. 1 aus der
Abb. 28 A wurde nicht in die Abb. 28 B eingeschlossen. Bei den HLA-DR~ Plasmazellen
hingegen ist ein signifikanter Abfall nach 1 M (0,02/pl mit 1IQA=0,03/ul; p=0,036), 3 M (0,01/ul
mit 1QA=0,03/ul; p=0,027) und nach einem Jahr (0,03/ul mit IQA=0,03/ul; p=0,034) im
Vergleich zum BL-Zeitpunkt (0,1/ul mit IQA=0,21/ul) zu beobachten. Auch hier ist 24 M nach

Therapiebeginn mit 0,04/ul und einem IQA von 0,07/ul nur eine leichte Repopulation erkennbar.

Bei den relativen Werten kann festgestellt werden, dass die HLA-DR* PZ der AMR-Gruppe vor
der Therapie (0,06 % mit IQA=0,27 %) geringer ausfallen im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne
DSA (0,29 % mit IQA=0,5 %; p=0,043) (Abb. 26 A) (Abb. 28 A, unten). Nach AMR-Therapie
sind sowohl die HLA-DR* als auch die HLA-DR~ Plasmazellen tber 24 M signifikant erhoht
(HLA-DR*: M1: 4,57 % mit IQA=5,8 %, p=0,012; M24: 1,32 % mit IQA=1,98 %, p=0,043)
(HLA-DR™: BL: 0,04 % mit IQA=0,06 % M1: 1,47 % mit IQA=1,9 %, p=0,012; M24: 0,44 %
mit IQA=0,29 %, p=0,043) (Abb. 28 B, unten).

Beim Vergleich der absoluten Werte der HLA-DR* mit den HLA-DR~ Plasmazellen innerhalb
der AMR-Gruppe kann ein signifikanter Unterschied zum BL-Zeitpunkt (p=0,038), 3 M
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(p=0,003) und 12 M (p<0,001) nach Therapiebeginn festgestellt werden. Der relative Anteil

zwischen diesen beiden Subpopulationen unterscheidet sich hingegen im gesamten Zeitraum
nach AMR-Therapie signifikant voneinander (Abb. 28 B).
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Abb. 28: Absolute Anzahl (oben) und prozentualer Anteil (unten) HLA-DR* und HLA-DR- Plasmazellen von B-
Zellen; A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt; C_DSA-, Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA®,

Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe Uber eine Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei

NTx-Versagen

Wie bereits in Abschnitt 2.4.4 erwéhnt, lieferte die Bestimmung der Plasmazellen mittels CD138

keine auswertbaren Ergebnisse. Die Medianwerte der CD138* PZ sind mit unter 0,05/ul bei allen

drei Gruppen sehr niedrig und werden daher nicht néher betrachtet (Abb. 29).
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Abb. 29: Absolute Anzahl CD20-CD27*CD38*CD138~ Plasmazellen; A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt;
C_DSA-, Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis; C_DSA*, Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe Uber

eine Beobachtungszeit von zwei Jahren; Ausschluss bei NTx-Versagen

3.9 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

3.9.1 Der B-Zell aktivierende Faktor (BAFF)

Der Vergleich der Serum-BAFF-Werte der AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt mit denen der
beiden Kontrollgruppen zeigt keine signifikanten Unterschiede (Abb. 30 A). Die Medianwerte
der Kontrollgruppe ohne DSA (937 pg/ml mit IQA=262 pg/ml) und der Kontrollgruppe mit DSA
(959 pg/ml mit IQA=243 pg/ml) fallen etwas hoher aus als der Wert der AMR-Gruppe (683pg/ml
mit IQA=805pg/ml).

Die sBAFF-Konzentrationen der AMR-Patienten vor und nach AMR-Therapie unterscheiden
sich wiederum signifikant (Abb. 30 B). Verglichen mit dem BAFF-Wert zum BL-Zeitpunkt
(683 pg/ml mit IQA=805pg/ml) sind die Werte der AMR-Patienten 3 (2200 pg/ml mit
IQA=1258 pg/ml; p=0,008), 6 (2617 pg/ml mit IQA=1951 pg/ml; p=0,012), 9 (3506 pg/ml mit
IQA=1190 pg/ml; p=0,008) und 12 M (3525 pg/ml mit IQA=1869 pg/ml; p=0,012) nach
Therapiebeginn erhoht. Der BL-Wert von Patient Nr. 3, der 6-M-Wert des Patienten Nr. 10 sowie

der 12-M-Wert der Patientin Nr. 8 konnten nicht bestimmt werden.
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BAFF-Serum-Konzentrationen
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Abb. 30: Serum-BAFF-Konzentrationen; A: AMR, AMR-Gruppe zum BL-Zeitpunkt; C_DSA~, Kontrollgruppe ohne
DSA-Nachweis; C_DSA*, Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis; B: AMR-Gruppe (ber eine Beobachtungszeit von

einem Jahr; Ausschluss bei NTx-Versagen

In der Gegenuberstellung der BAFF-Konzentrationen und der B-Zellen verhdlt sich die BAFF-
Konzentration in den ersten drei Monaten nach Therapie umgekehrt proportional zur B-Zellzahl.
(Abb. 31). So steigt die BAFF-Konzentration zum Zeitpunkt M3 von urspriinglich 0,68 ng/ml
mit 1QA=0,73 ng/ml auf 2,2 ng/ml mit IQA=0,99 ng/ml, wéhrend die B-Zellen von 327/ul mit
IQA=403/ul auf 2,4/ul mit 1QA=4,3/ul sinken. Im weiteren Beobachtungszeitraum kann ein
Konzentrationsanstieg sowohl von BAFF als auch von den CD19'B-Zellen beobachtet werden.
Die sBAFF-Konzentrationen zum Zeitpunkt M9 und M12 sind ann&hernd gleich, wahrend die B-
Zellen nach einem Jahr weiterhin zunehmen. Der Friedman-Test ergab eine Signifikanz von
p<0,001.
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Vergleich B-Zellen (CD19*/CD3") und sBAFF
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Abb. 31: BAFF-Konzentrationen und B-Zellen mit gebrochener y-Achse; * Friedman-Test

3.9.2 Mumps/Masern/Rételn (MMR)

Es konnte festgestellt werden, dass sich die Ak-Werte weder gegen Mumps, noch gegen Masern,
noch gegen Rételn infolge der AMR-Therapie veréndert haben. Bei der Betrachtung der Mumps-
Ak-Titer zum BL-Zeitpunkt (2600 1U/ml mit IQA=2895 IU/ml) und 12 M nach BL (4250 1U/ml
mit IQA=6758 1U/ml), so féllt eine leichte Zunahme der Titer auf (Abb. 32). Die Ak-Werte der
AMR-Gruppe gegen Masern sind weitestgehend stabil geblieben (BL: 950 IU/ml mit
IQA=5363 IU/ml; 1 Jahr: 3400 IU/ml mit IQA=3420 IU/ml) (Abb. 33). Bei Patient Nr. 1 liegt
der Masern-Ak-Titer 9 und 12 M nach BL unterhalb der Nachweisgrenze. Die Ak-Titer gegen
Rateln sind ebenfalls eher ansteigend als abnehmend, jedoch sind auch hier keine signifikanten
Unterschiede zu verzeichnen (BL: 64 1U/ml mit IQA=46 1U/ml; M12: 94 1U/ml mit IQA=215
IU/ml) (Abb. 34).
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Abb. 32: Mumps-Ak-Titer der AMR-Gruppe Uber eine Beobachtungszeit von einem Jahr

Serum-Masern-Titer

1U/ml
12000 ===l 3 Terminales
10000 e Transplantat-
~*-3 X yersagen
8000 -- 4
[ % —a-5
6000 i — 6
4000 TUUUNG e~ -e-7
....................... a8 *
2000 --.'.-.,.—-‘-_--_--“' -9 %
0 e _m","‘)(" ----- PTTTIOE ¥ SRR X 10 %
BL M3 M6 M9 M12

Abb. 33: Masern-Ak-Titer der AMR-Gruppe uber eine Beobachtungszeit von einem Jahr
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Abb. 34: Roteln-Ak-Titer der AMR-Gruppe Uber eine Beobachtungszeit von einem Jahr
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4 Diskussion

Die friihzeitige Diagnostik und Behandlung von TransplantatabstofRungen hat eine wesentliche
Bedeutung bei Patienten nach NTx im Hinblick auf das Transplantatiiberleben. Ein nach wie vor
ungelostes Problem stellen Antikorper-vermittelte AbstoRungen dar, welche zu den
Hauptursachen eines NTx-Versagens gehoren [87][88]. Bisweilen liegt keine eindeutige
Therapie-Leitlinie, sondern nur Therapieempfehlungen der unterschiedlichen Fachgesellschaften
vor. Die internationale Leitlinie der KDIGO empfiehlt zur Behandlung einer akuten AMR den
Einsatz von PPH, IVIg, Rituximab und/oder Lymphozyten-depletierenden Ak mit oder ohne
Kortikosteroide [94]. Eine chronische oder auch spét auftretende Form der AMR wird in den
Empfehlungen bislang noch nicht berticksichtigt, obwohl bzw. weil diese Form der AMR sehr

therapieresistent erscheint.

Die vorliegende Studie evaluiert eine potentiell synergistische AMR-Therapie, die u. a. aus
CD20* depletierenden Antikorpern (Rituximab) und dem Proteasomen-Inhibitor Bortezomib
besteht. Ziel der Studie ist es, neben dem klinischen Verlauf der behandelten zehn Patienten auch
deren DSA-Verlauf sowie die immunph&notypischen Verédnderungen von B-Zellpopulationen —
insbesondere Plasmazellen — prospektiv tber zwei Jahre im Kontext der AMR-Therapie zu

analysieren.

4.1 Klinisches Ergebnis

Ein NTx-Uberleben von nur 60 % (6/10) nach drei Jahren in der AMR-Gruppe trotz intensiver
Immunsuppression ist nicht zufrieden stellend. Weiterhin konnte keine signifikante Verbesserung
der Nierenfunktionswerte nach zwei Jahren festgestellt werden, wobei jedoch die beiden
Kontrollgruppen erwartungsgemél signifikant bessere GFR-Werte aufwiesen als die AMR-
Gruppe (p<0,005). Die schlechte Prognose einer AMR ist leider bekannt. So ist bereits bei
10-50 % der AMR-Patienten ein Transplantat-Versagen nach einem Jahr beschrieben
[75][79][95]. Diese groRRen Schwankungen kommen zum einen durch die Unterschiede in der
angewandten Immunsuppression zustande. Zum anderen sollte der diagnostizierten AMR-Form
Beachtung geschenkt werden. Die spédte Form der AMR geht mit einer schlechteren Prognose

einher als die akute frihe Form [81][121][122], weil letztere besser auf eine Therapie anspricht
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[79][89][91]. So stellten Walsh et al. [37][123] in einer multizentrischen Studie fest, dass eine
Bortezomib-Therapie beztiglich der histologischen Werte, der DSA-Titer und der Nierenfunktion
bessere Ergebnisse bei der friilhen AMR erzielte im Vergleich zur spaten AMR. Da neun von
zehn unserer AMR-Patienten eine spate chronische AMR hatten, ist dieses Ergebnis nicht
uberraschend. Wie erwartet, weist der Patient mit einer friihen akuten AMR auch noch nach zwei
Jahren vergleichsweise gute Nierenfunktionswerte auf. Unsere Patienten der beiden
Kontrollgruppen mit und ohne DSA-Nachweis hatten ein hervorragendes NTx-Uberleben von
100 % nach drei Jahren. Es wurde bereits darauf hingewiesen, dass die schlechte Prognose der
spaten AMR u. a. auf eine eher spate Diagnose zurlickzufuhren ist. Dies liegt zum einen daran,
dass sowohl DSA als auch C4d-Ablagerungen bereits Monate bis Jahre vor einer Klinisch
feststellbaren NTx-\erschlechterung entstehen [16]. Zum anderen kommen diese Patienten
seltener zu ambulanten Kontrollterminen und weisen oftmals eine nur schleichende klinische
NTx-Verschlechterung auf [37][42][81]. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass die spéte
AMR vermehrt mit Incompliance und einer insuffizienten Immunsuppression einhergeht
[37][42][81][91][119][124]. So wurde in unserer Studie bei zwei Patienten eine schlechte
Compliance festgestellt. Junge Patienten werden eher als nicht-therapietreu eingestuft als altere
[81], was bei einer unserer Patienten mit einem Alter von 20 Jahren zum Zeitpunkt der AMR-
Diagnose zutrifft. Noncompliance erhoht das Risiko eines terminalen NTx-Versagens [84] und
sollte deshalb mdglichst frih erkannt werden. Aufgrund der Schwierigkeit, eine Incompliance
festzustellen, ist es umso wichtiger, regelméBig die Medikamentenspiegel zu messen und
insbesondere  junge Patienten auf die groBe Bedeutung einer regelméaligen
Medikamenteneinnahme aufmerksam zu machen. Auf diese Weise konnten humorale
AbstolRungsreaktionen verhindert oder zumindest verzogert werden. Gerade bei einer
langanhaltenden stabilen NTx-Funktion ist es tblich, die Dosis verschiedener Immunsuppressiva
Schritt fur Schritt zu verringern. Dies reduziert das Risiko fur Infektionen, maligne

Erkrankungen sowie Nephrotoxizitat, erhoht jedoch auch die Gefahr einer spaten AMR.

Bei zwei von zehn Patienten wurde eine C4d-Negativitéat histologisch festgestellt. Diese beiden
Patienten weisen gleichzeitig einen hohen cg-Wert von 3 auf und entwickelten im Laufe der
Beobachtungszeit ein  NTx-Versagen. Die C4d-Positivitdt ist ein  Abbild der
Komplementaktivierung und fakultativ in der AMR-Diagnostik. Bei der Diagnose einer AMR
ohne C4d-Nachweis kann von einer komplementunabhéngigen Ak-Aktivierung ausgegangen

werden. Diese C4d-negative AMR weist in unserer Studie eine besondere Therapieresistenz auf.
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Bei unseren vier AMR-Patienten mit NTx-Versagen fielen ein Patientenalter von iber 40 Jahren
zum Zeitpunkt der NTX, eine schwere mikrovaskuldre Entziindung, eine chronische Vakulopathie
und eine chronische Transplantatglumerulopatie auf. Diese ausgepragten histologischen
Transplantatschaden unterscheiden sich nicht signifikant von denen der AMR-Patienten mit
erhaltener NTx-Funktion nach drei Jahren. Jedoch verdeutlichen diese Ergebnisse, dass bereits
ein groller Schaden am NTx entstanden ist und die AMR-Patienten dieser Studie eine besondere
Risikogruppe hinsichtlich eines Transplantatverlustes darstellen. Unsere Ergebnisse decken sich
mit der Annahme von Gupta et al., dass bei der spaten AMR ein hohes Patientenalter und eine
chronische Vakulopathie (cv > 2) mit einer schlechteren Prognose einhergehen [91]. Neun von
zehn unserer AMR-Patienten hatten eine Transplantatglomerulopathie (cg > 1), welche wiederum
neben einer schlechten Prognose auch mit erhohten C4d-Ablagerungen und DSAs einhergeht
[75][80]. Lefaucher et al. [77] verdeutlichten wiederum, dass erweiterte peritubulare Kapillaren
(ptc) und Monozyten-/Makrophageninfiltrate in den Glomeruli (g1-g3) mit einem schlechten
Transplantatliberleben bei Patienten mit AMR einhergehen. Wir konnten jedoch keinen
signifikanten Unterschied zwischen den AMR-Patienten mit und ohne NTx-Uberleben

feststellen.

Die NW-Rate sowie die Notwendigeit von kumulativ 20 stationdren Aufenthalten innerhalb eines
Jahres nach AMR-Therapie sind nicht zu unterschatzen. So wurden in der AMR-Gruppe
signifikant mehr stationare Aufenthalte, SAEs sowie GIT-Stérungen im Vergleich zu den beiden
Kontrollgruppen beobachtet (Tab. 14). Die Diagnose einer infektidsen viralen Meningitis wenige
Tage nach Therapieabschluss zeigte eine sehr ernst zu nehmende Komplikation und spiegelt eine
Uber-Immunsuppression des betroffenen Patienten wider. Dennoch waren alle beobachteten NW
innerhalb der AMR-Gruppe therapierbar und somit reversibel. Ein \Vergleich der identischen
AMR-Therapie mit und ohne Rituximab fuhrte bereits zu der Erkenntnis, dass die zusatzliche
Gabe von Rituximab die Immunsuppression des gesamten Organismus erhoht mit der Folge
vermehrter Infektionen und notwendiger stationarer Aufenthalte [120]. Gleichzeitig konnte keine
Verbesserung des NTx-Uberlebens durch Rituximab festgestellt werden. Eine interessante Studie
von Waiser et al. vergleicht AMR-Patienten, die zwei verschiedene Kombinationstherapien
bestehend aus Rituximab bzw. Bortezomib erhielten. Dabei stellten sie ein besseres NTx-
Uberleben (60 % vs. 11 %) sowie bessere Nierenfunktionswerte in der Bortezomib-Gruppe fest
[125]. Es erfolgte keine Unterscheidung der Patienten mit akuter und chronischer AMR. Diese
Studie verdeutlicht jedoch den Nutzen vom Bortezomib in der AMR-Therapie. Weiterhin

konnten ein besseres NTx-Uberleben, bessere Nierenfunktionswerte und eine stiarkere Reduktion
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der DSA-Werte infolge einer AMR-Therapie mit PPH, Bortezomib und hochdosierter 1VV1g-Gabe
im Vergleich zur AMR-Therapie mit PPH, Rituximab und niedrigdosierter 1VI1g-Gabe sowie
auch mit PPH, Bortezomib und niedrigdosierter 1V1g-Gabe festgestellt werden [126].

Die RITUX-ERAH-Studie ist eine groRe randomisierte kontrollierte Studie zur Untersuchung der
AMR-Behandlung [127]. Alle 38 AMR-Patienten erhielten PPHs, 1VVIg und i.v. Kortikosteroide,
wéhrend zusatzlich eine i.v. Injektion von entweder Rituximab (375mg/m?2) oder eines Placebo-
Préparates erfolgte. Nach einer Beobachtungszeit von einem Jahr wurde zwischen beiden
Gruppen keine signifikanten Unterschiede beziglich der DSAs, Nierenfunktionswerte und
histologischen Verdnderungen festgestellt. Die Rituximab-Gruppe wies jedoch eine stérkere
Verringerung der DSA-Werte und der mikrovaskuldren Inflammation auf im \ergleich zur
Placebogruppe. Ein langerer Untersuchungszeitraum hétte daher wertvolle Hinweise geben

kdnnen.

Die AMR-Gruppe in dieser Studie erhielt eine potente Kombinationstherapie, die keine
langfristige klinische Funktionsverbesserung des NTx erzielen konnte. Stattdessen hatte diese
vielschichtige NW zur Folge und stellte somit eine Gefédhrdung unserer Patienten dar. Vor dem
Hintergrund der o. g. Studien ist daher eine individuelle Risikoanalyse vor Beginn einer AMR-
Therapie empfehlenswert, sodass bei entsprechendem Risikoprofil auf Rituximab verzichtet

werden kdnnte.

4.2 Einfluss der AMR-Therapie auf die B-Zellpopulationen und den B-Zell

aktivierenden Faktor

Signifikante und langanhaltende Reduktion der zirkulierenden CD19* B-Zellen nach
kombinierter AMR-Therapie

Bislang stehen uns nur sehr wenige Studien zur Verfiigung, welche die verschiedenen B-Zell-
Subpopulationen bei gesunden, stabilen nierentransplantierten Patienten und Patienten mit

humoraler AbstoRung vor und nach einer Therapie vergleichen.

In unseren Daten fiel auf, dass sowohl der prozentuale Anteil als auch die absolute Anzahl der
CD19* B-Zellen bei der AMR-Gruppe zum Zeitpunkt der Diagnosestellung signifikant héher

war als bei der Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis. Dies konnte darauf hinweisen, dass eine
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humorale Immunreaktion im Kontext der NTx mit einer vermehrten B-Zellaktivierung mit
nachgeschalteter Produktion von B-Zellen unterschiedlicher Reifungsgrade einhergeht. Da die
Werte bei der Kontrollgruppe mit DSA-Nachweis zwar geringer als die der AMR-Gruppe,
jedoch hdéher als die der stabilen NTx-Gruppe ohne DSA-Nachweis ausfallen, kann bereits von
einer Hochregulierung der B-Zell-Synthese und somit auch einer verstarkten Aktivitat der
humoralen Immunitat ausgegangen werden. Bei gesunden nicht-transplantierten Probanden liegt
mit 150-250 B-Zellen pro ul Blut eine deutlich geringere Anzahl an B-Zellen vor im Vergleich
zu unseren AMR-Patienten vor Therapie (327/ul) [25][39][128].

Es konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass es nach AMR-Therapie zu einer raschen,
signifikanten Reduktion der CD19* B-Zellen kam, welche auch noch zwei Jahre nach BL
andauerte. Diese Ergebnisse stimmen mit einer Studie von Genberg et al. Uberein, bei der
Rituximab zur Anwendung kam [99]. Sidner et al. [38][129] haben Dialyse-Patienten
ausschlieflich Rituximab als Immunsuppressivum verabreicht und festgestellt, dass sogar eine
einmalige Dosis von 50 mg/m2 eine schnelle und signifikante periphere B-Zell-Reduktion
bewirkt. Hohere Rituximab-Dosen ergaben keine signifikanten Unterschiede, was jedoch auf die
geringe Patientenanzahl von drei Teilnehmern je Gruppe oder eine geringe B-Zell-Belastung vor
Therapie — im Vergleich zur AMR — zuriickzufiihren sein konnte. Der Nachweis, dass sowohl
CD19* als auch CD20* Zellen nach Rituximabgabe zytometrisch stark reduziert werden [99],
beweist, dass die CD20-Epitope nicht nur durch Rituximab blockiert, sondern die zirkulierenden

B-Zellen signifikant eliminiert werden [38].

Patienten mit einer bestehenden chronischen AMR weisen im Vergleich zu Kontrollpatienten
quantitativ signifikant mehr CD19* B-Zellen auf. Dieses Ergebnis kann dazu beitragen, Patienten
frihzeitig zu identifizieren, die im weiteren Verlauf ein hohes Risiko fir eine AMR haben.
AuRerdem unterstiitzen die vorliegenden Ergebnisse, dass ein B-Zell-depletierendes

Therapiekonzept flr Patienten mit AMR eine wichtige Therapieséaule darstellt.

Signifikante Zunahme des B-Zell aktivierenden Faktors der TNE-Familie (BAFF) im

peripheren Blut nach kombinierter AMR Therapie

Es fiel kein signifikanter Unterschied der sBAFF-Konzentrationen zwischen beiden
Kontrollgruppen und den AMR-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung auf.
Interessanterweise zeigen sich die sBAFF-Konzentrationen im weiteren Verlauf der Studie

innerhalb der AMR-behandelten Patienten ber 12 M signifikant ansteigend. Wie oben
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beschrieben erfolgt durch Rituximab eine rasche und starke Depletion der CD19* B-Zellen im
peripheren Blut. Dies hat zur Folge, dass zum Ausgleich die Syntheserate zur Produktion neuer
B-Zellen verstarkt ablauft. Damit verbunden erfolgt ein kompensatorischer Anstieg der SBAFF-
Konzentrationen nach der Therapie, der wiederum mit einem allmahlichen Anstieg der
Konzentration an CD19* Zellen im peripheren Blut korelliert. Da die BAFF-Konzentration 9 M
nach Therapiebeginn am hdchsten ausfallt und nach 12 M bereits ein geringfiigiger Abfall zu
beobachten ist, kann vermutet werden, dass diese zu einem spéteren Zeitpunkt nicht weiter
steigen. Vielmehr koénnte es im spateren Verlauf zu einem weiteren Abfall der BAFF-
Konzentrationen kommen, da insbesondere die Wirkung des Medikaments Rituximab abnimmt
und es zu einer allmédhlichen Repopulation der B-Zellen kommt. Zu einem vergleichbaren
Ergebnis kamen Zarkhin et al. [130] bei nierentransplantierten Kindern: So steigt die SBAFF-
Konzentration nach Rituximab-Gabe in Korrelation mit der CD19*-B-Zell-Depletion im
peripheren Blut signifikant an, wobei die hochsten Werte jedoch bereits 3 M nach Rituximab-
Therapie beobachtet wurden. Nach Ruckkehr der B-Zellen 12 M nach Therapiebeginn wiederum
normalisierten sich auch die sSBAFF-Werte. Somit stellten sie fest, dass BAFF zur Repopulation
der zirkulierenden B-Zellen beitrdgt und eine wichtige Rolle in der B-Zell-Homdostase spielt.
Auch bei Patienten mit Thrombotisch-thrombozytopenischer Purpura (TTP) waren die SBAFF-
Werte nach Rituximab-Therapie erhoht und verringerten sich daraufhin wieder infolge der B-
Zell-Ruckkehr [131].

Bei der Untersuchung der Biopsieschnitte von Nierentransplantaten nach Transplantatverlust
infolge einer chronischen AMR haben Thaunat et al. [100] eine sehr interessante Beobachtung
gemacht. Rituximab konnte die zirkulierenden B-Zellen effektiv reduzieren, jedoch nicht die B-
Zellen innerhalb der Transplantate. Gleichzeitig konnten erhthte BAFF-mRNA und BAFF-
Protein-Level in den Transplantaten gemessen werden, sodass es vermehrt Uberlebenssignale fiir
B-Zellen innerhalb des Nierentransplantates gibt. Dies konnte darauf hinweisen, dass zur
Elimination der peripheren zirkulierenden B-Zellen eine einmalige Rituximabgabe
wahrscheinlich ausreichend ist, jedoch die ortsstdndigen B-Zellen eventuell nur mit mehreren
Rituximabzyklen verringert werden kénnten. Da in dieser Studie keine ortsstandigen B-Zellen im
Nierentransplantat und in den sekundéren Lymphorganen gemessen wurden, kann keine Aussage
daruber getroffen werden, inwieweit diese durch die multimodale Therapie mit Rituximab und
Bortezomib beeinflusst wurden. Die hohen Zytokinwerte fir BAFF sprechen fur einen starken

Stimulus, junge B-Zellen nachzubilden und verbleibende B-Zellen verschiedener Reifungsgrade
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in ihrem Uberleben zu unterstiitzen, da dies bekanntermaRen BAFF-abhangig beschrieben wird
[47][51][132].

Wie eingangs bereits erwahnt, kann ein hoher Anteil an léslichem und membrangebundenem
BAFF im peripheren Blut sowie in den lymphatischen Organen das B-Zell-Uberleben, die B-
Zell-Reifung und die Differenzierung in Ak-produzierenden Plasmazellen beginstigen.
Weiterhin konnte eine erhohte Produktion von Ak [48][54] sowie von DSA [52][130] durch
BAFF nachgewiesen werden. Demzufolge kann eine verstarkte Ak-vermittelte Immunreaktion
auf das NTx stattfinden und schlieRlich zu einer verschlechterten Transplantatfunktion fuhren. In
unserer Studie konnte gezeigt werden, dass die multimodale AMR-Therapie mit Rituximab und
Bortezomib die B-Zellen im peripheren Blut signifikant reduziert. Die erhdhte nachgewiesene
Konzentration an sSBAFF im peripheren Blut ist daher nicht tberraschend. Jedoch muss auch
eine entsprechend hohe Anzahl an Rezeptoren zur Verfiigung stehen, an die die BAFF-Molekile
andocken konnen. Interessant ware in diesem Kontext, neben der Konzentration an SBAFF auch
die Konzentration an BAFF-R, BCMA und TACI zu ermitteln. So wurde bereits nachgewiesen,
dass hohe Konzentrationen an membrangebundenem BAFF [48] sowie an BAFF-R [52]
Risikofaktoren fur Nierendysfunktionen nach NTX darstellen. Der rechtzeitige Eingriff in die
immunologischen Funktionen eines Patienten mit nachgewiesener AMR und zugleich hohen
BAFF-Konzentrationen konnte dabei einer Verschlechterung der Transplantatfunktion
entgegenwirken. Da hohe BAFF-Konzentrationen u. a. zur verstarkten Differenzierung von
Gedachtnis-B-Zellen zu Ak-produzierenden Zellen beitragen kénnen [54], kdnnte der Einsatz des
humanen monoklonalen Antikérpers Belimumab (Benlysta®) infolge einer Rituximab-Therapie
erwogen werden. Belimumab bindet an sSBAFF und ist fir die Behandlung des SLE zugelassen.
Bei Patienten mit SLE konnte hierunter die Anzahl von naiven B-Zellen sowie von Plasmazellen
signifikant reduziert und die Auto-Ak-Produktion verringert werden [133]. Neben Belimumab
als Ak gegen BAFF sei an dieser Stelle Atacicept erwéhnt. Letzterer ist ein I6slicher Ak gegen
TACI, welcher BAFF und APRIL neutralisieren und somit Plasmazellen und die Ak-Level

reduzieren kann [132].

Aus den vorliegenden Daten kann zusammengefasst werden, dass eine erhOhte sBAFF-
Konzentration nach AMR-Therapie einen starken Stimulus fur die Produktion von B-Zellen nach
CD20-depletierender Therapie darstellen konnte. Die Korrelation der B-Zell-Depletion zu dem
Anstieg der sBAFF-Konzentrationen kurz nach AMR-Therapie kdnnte ein Parameter sein, der

die Therapieffektivitat widerspiegelt. Da die erhdhte BAFF-Konzentration nach Therapie ein
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positives Uberlebenssignal auf die verschiedenen B-Zellpopulationen ausiibt, kénnte als
Rationale hierfur eine Anti-BAFF-Therapie besonders effektiv in der langanhaltenden
Suppression der zirkulierenden sowie auch der ortstdndigen B-Zell-Populationen bis hin zu

Plasmazellen bei AMR-Patienten sein.

CD19°CD27* Gedachtnis-B-Zellen repopulieren schneller als CD1920*CD27 IsD*CD38§"

naive B-Zellen nach Rituximab- und Bortezomib-Therapie

Zum Studienbeginn konnte quantitativ ein hoherer Anteil an naiven CD20*CD27-1gD*CD38" B-
Zellen im Gegensatz zu CD19*CD27* Gedachtnis-B-Zellen in allen Gruppen nachgewiesen
werden. Mit ca. 60-70 % aller B-Zellen des peripheren Blutes ist der Anteil der naiven B-Zellen
(IgD*IgM*CD27-) bei gesunden nicht transplantierten Probanden &hnlich hoch wie in unserer
AMR-Gruppe vor Therapie. Der Anteil der Gedachtnis-B-Zellen liegt jedoch bei Gesunden
hoher [25][39][43].

Bei der Auswertung des Verhéltnisses zwischen naiven B-Zellen und Geddachtnis-B-Zellen zeigt
sich bereits ein Monat bis hin zu einem Jahr nach AMR-Therapie eine signifikante Abnahme.
Zurtickzufuhren ist dies auf die starke und tber zwei Jahre anhaltende Reduktion vor allem der
naiven B-Zell-Population nach AMR-Therapie. Die Geddachtnis-B-Zellen sind ebenfalls tber
zwei Jahre nach AMR-Therapie signifikant reduziert, jedoch ist deren relativer Anteil an den
CD19* B-Zellen nur tber 3 M im Vergleich zum BL-Wert reduziert. Nach einem Jahr erreicht
dieser fast vollstandig den Ausgangswert vor Therapie. Somit ist auch das Verhéltnis zwischen
naiven B-Zellen und Gedé&chtnis-B-Zellen 24 M nach Therapie nicht mehr signifikant reduziert,
was auf eine zunehmende Repopulation der Gedachtnis-B-Zellen zuriickzufuhren ist. Sidner et
al. [38] zeigten nach alleiniger Rituximabtherapie bei Dialysepatienten ebenfalls eine
signifikante Reduktion der Gedé&chtniszellen tber 24 M nach Therapie. Die wiederkehrenden B-
Zellen nach Therapie waren jedoch phénotypisch vorwiegend CD19*CD5* und exprimierten
kein CD27. So entspricht die Haufigkeit der dort beschriebenen naiven (CD19*CD5*) und
Gedachtnis-B-Zellen (CD19*CD27+) im peripheren Blut ein Jahr nach Rituximab-Therapie in
etwa der eines 10-jahrigen Kindes, sodass die B-Zell-Repopulation wahrscheinlich die fetale
Ontogenese wiederspiegeln konnte [38]. Ahnliche Ergebnisse wurden in einer Studie erzielt, in
der Patienten mit TTP eine Rituximab-Therapie erhielten. Nach vollstandiger B-Zell-Depletion

bildeten sich uber viele Jahre vorwiegend naive B-Zellen im peripheren Blut, wohingegen die
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Frequenz der unswitched und switched Geddachtnis-B-Zellen unterhalb des vorherigen Niveaus
blieb [131].

Wahrend Rituximab in den oben genannten Studien langanhaltende inhibitorische Effekte vor
allem auf die Repopulation der Gedachtnis-B-Zellen zu haben scheint, kann bereits ein Jahr nach
unserer AMR-Kombinationstherapie eine zunehmende Ruckkehr von zirkulierenden Gedachtnis-
B-Zellen beobachtet werden. Es ist jedoch anzumerken, dass sich der weitaus grofiere Anteil an
Gedachtnis-B-Zellen in sekundéren lymphatischen Geweben und im Knochenmark aufhélt
[25][29][38]. Weiterhin ist aufgefallen, dass die absolute Anzahl der zirkulierenden Gedéachtnis-
B-Zellen bei der AMR-Gruppe vor Therapie signifikant hoher als bei der Kontrollgruppe ohne
DSA-Nachweis ist und somit bereits eine erhohte Belastung durch diese Population vorliegt.
Basierend auf unseren vorliegenden Daten scheint eine einmalige Gabe von Rituximab keine
nachhaltige Depletion der Gedéchtniszellen im peripheren Blutbild in Patienten mit AMR
erzielen zu konnen. Hierflir konnen die gewebsstandigen Gedéchtnis-B-Zellen verantwortlich
gemacht werden, die sich einer Therapie entziehen und im Rahmen einer Immunreaktivierung in
das periphere Blut auswandern, wo sie mdoglicherweise in Plasmablasten und
antikorperproduzierende Plasmazellen (bergehen. Hierbei koénnte wiederum eine schnelle
Hochregulierung von B-Zell-aktivierenden Zytokinen wie z. B. BAFF von entscheidender

Bedeutung sein [54].

IsD* non class-switched CD19*CD27+ Gedichtnis-B-Zellen werden deutlich effektiver
durch die AMR-Therapie beeinflusst als IsD~ class-switched Gedéchtnis-B-Zellen

Nach Unterscheidung der Gedachtnis-B-Zellen bezuglich ihrer IgD-Expression, konnte in dieser
Studie eine interessante Beobachtung gemacht werden. Bereits ein Jahr nach AMR-Therapie ist
eine deutliche Repopulation der IgD class-switched Gedachtniszellen zu erkennen, wahrend der
relative Anteil der IgD* non class-switched Gedachtniszellen noch zwei Jahre nach Therapie
signifikant reduziert bleiben. Weiterhin gibt es zwischen sechs und 18 Monaten nach AMR-
Therapie signifikant mehr IgD~ als IgD* Ged&chtniszellen. Dies deutet insgesamt darauf hin,
dass die reiferen IgD~ Gedachtnis-B-Zellen nach Immunglobulin-Klassenwechsel nicht
vollstandig von der multimodalen AMR-Therapie erfasst und im weiteren Verlauf nachgebildet
werden konnen. Weiterhin ist aufgefallen, dass die Kontrollgruppe ohne DSA eine signifikant

niedrigere Anzahl an IgD* Gedéachtnis-B-Zellen aufweist als die AMR-Patienten vor Therapie.
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Die Funktionen der Geddachtnis-B-Zellen beinhalten sowohl die Antikdrperproduktion als auch
Ak-unabhangige Aufgaben wie die Zytokin- und Chemokinsynthese sowie Antigenprésentation
[45]. Es ist jedoch noch ungeklart, inwiefern sich die Gedachtniszellen ohne Klassenwechsel von
denen mit Klassenwechsel in ihrer Funktion unterscheiden. In vitro konnte bereits festgestellt
werden, dass beide Populationen in der Lage sind Antikérper zu bilden [43]. IgD~
Gedachtniszellen konnen nach ihrem Klassenwechsel Immunglobuline unterschiedlicher
Isotypen (IgM, -G und —A [45]) produzieren und somit spezifischer auf die als fremd erkannten
Antigene reagieren. Moglicherweise konnten die zirkulierenden class-switched Gedéchtnis-B-
Zellen verstarkt zum NTx wandern und dort einen grélieren Schaden anrichten als Gedachtnis-B-
Zellen ohne Klassenwechsel. Diese Vermutung kann in Anbetracht unserer nicht zufrieden
stellenden Klinischen Ergebnisse sowie aufgrund der folgenden Studie aufgestellt werden.
Zarkhin et. al. [134] haben nierentransplantierte Kinder nach einer akuten Rejektion mit
Rituximab behandelt. Dabei stellten sie fest, dass Patienten, bei denen im weiteren Verlauf eine
signifikante Reduktion der class-switched (IgD~) Ged&chtnis-B-Zellen sowie ein Anstieg der
naiven B-Zellen festgestellt wurden, tendenziell langere Transplantat-Uberlebensraten haben.
Maoglicherweise stellt insbesondere die relativ schnelle Repopulierung der Gedachtniszellen mit
Klassenwechsel nach Rituximab-Therapie eine besondere Gefahrdung fir das NTx dar.

Doch warum erholen sich in unserer Studie die Gedéachtnis-B-Zellen mit Klassenwechsel
schneller von der multimodalen AMR-Therapie als jene ohne Klassenwechsel? Vermutlich
erfolgt die Reaktivierung und Vermehrung dieser reiferen B-Zell-Population besonders schnell,
weil sich im Rahmen der AMR bereits ein entsprechend grof3er Pool an reifen Gedéchtnis-B-

Zellen in den sekundéren Lymphorganen entwickelt hat.

CD271gD Doppelt negative B-Zellen (DN-Zellen) repopulieren innerhalb von zwei Jahren

nach AMR-Therapie auf ihr Ausgangsniveau

Die Rolle der DN-Zellen sowie deren Ursprung und Beziehung zu den CD27* Gedé&chtnis-B-
Zellen ist bisher nur unzureichend geklart. Wéhrend Gedachtnis-B-Zellen innerhalb der
Keimzentren und mithilfe von T-Zell-B-Zell-Interaktionen eine hohe Rate an somatischen
Hypermutationen durchlaufen, treten diese Mutationen mit einer eher geringen Frequenz in den
DN-Zellen auf [45][46][135]. Aus diesem Grund konnten die DN-Zellen ohne die Hilfe von T-
Zellen oder CD40-CD40L-Interaktionen entstehen [135]. So ist es mdglich, dass sie aus einer

extrafollikuldren Immunantwort hervorgehen oder aber das Produkt einer unvollstandigen
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Keimzentrumsreaktion sind [45][136]. Weiterhin wurde bereits festgestellt, dass die DN-Zellen
1gG, IgA oder IgM exprimieren [135]. Aufgrund der F&higkeit des Isotypenwechsels und der
Antigen-Affinitatssteigerung erscheint eine Einordnung dieser Zellen in die Gruppe der
Gedachtnis-B-Zellen als sinnvoll. Zudem ist der Oberflachen-Phanotyp der DN-Zellen dem der
Gedachtniszellen sehr &hnlich [136]. Bei gesunden Patienten stellen die DN-Zellen ca. < 5 %
aller B-Zellen des peripheren Blutes dar [46], wahrend diese bei SLE-Patienten deutlich héher
liegen [45][136] und somit vermutlich infolge einer anhaltenden Stimulation des Immunsystems
vermehrt auftreten [135]. Mit einer Frequenz von 9 % aller B-Zellen ist der Anteil der DN-Zellen
in unserer AMR-Gruppe vor Therapie relativ hoch. Weiterhin konnte genauso wie bei den
Gedachtniszellen eine signifikant hohere Anzahl an DN-B-Zellen bei der AMR-Gruppe vor
Therapie im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis festgestellt werden, sodass auch
hier eine erhohte Vorbelastung innerhalb der AMR-Gruppe vorliegt. Wird der relative Anteil
betrachtet, konnte dhnlich den class-switched Gedachtnis-B-Zellen nach AMR-Therapieregime
zunachst eine signifikante Reduktion der DN-Population und daraufhin trotz B-Zell-
depletierender Therapie bereits nach einem Jahr eine schnelle Repopulierung beobachtet werden.
Fecteau et al. haben in ihrer Arbeit DN-B-Zellen im menschlichen peripheren Blut untersucht
und stellten die Vermutung auf, dass es sich dabei um kurzlebige Gedachtnis-B-Zellen handeln
konnte [46]. Welche immunologische Funktion diese Population ausiibt und ob sie in der Lage
ist, sich zu Plasmazellen zu differenzieren und zur Ak-Bildung beizutragen, ist jedoch noch
weitgehend ungeklart [45]. Es bleibt die Frage offen, ob diese Zellpopulation insbesondere auf
Antigene des fremden Nierentransplantats reagiert. Mdglicherweise kénnten die DN-Zellen
aufgrund des erfolgten Klassenwechsels und der zumindest schwach ausgeprégten somatischen
Hypermutation eine erste schnelle und gleichzeitig relativ spezifische Reaktion im Rahmen der
humoralen Immunantwort hervorrufen. Somit kdnnte der Frequenzanstieg von DN-Zellen nach
Therapie im peripheren Blutbild aufgrund ihrer niedrigen Aktivierungsschwelle gegeniber
Antigenen mit der Folge einer schnelleren Proliferation begriindet liegen. Im Vergleich dazu
bendtigen die in den Keimzentren entstehenden Gedédchtnis-B-Zellen zundchst eine addquate T-
Zell-Hilfe [137]. Trotz vieler Unklarheiten kann die relativ schnelle Repopulation der DN-Zellen
als kritisch erachtet werden. So wurde in Untersuchungen von Patienten mit SLE festgestellt,
dass das vermehrte Auftreten der DN-Zellen signifikant mit krankheitsspezifischen
Autoantikorpern sowie Nephritis korreliert [136]. Zarkhin et. al. [134] konnten wiederum
Hinweise darauf geben, dass ein hoher Anteil an DN-Zellen nach Rituximab-Therapie mit einer
schlechteren Transplantatfunktion bei Patienten mit akuter NTx-Rejektion einhergeht.
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Weiterhin ist anzumerken, dass eine exaktere Bestimmung der DN-Zellen durch eine 1gG- bzw-
IgA-Positivitat sowie durch die Farbung von Rhodamine 123 oder Farbstoffe zur Detektion von
Mitochondrien moglich ist [45]. Mdglicherweise ist unsere Phénotypisierung der DN-Zellen zu

ungenau, sodass auch andere B-Zell-Arten unerwiinschterweise erfasst wurden.

In unserer Kohorte zeigt sich nach AMR-Therapie ein unbefriedigendes Transplantatiiberleben
von 60 % nach drei Jahren. Vor dem Hintergrund der moglichen negativen Auswirkungen der
DN-Zellen sowie der class-switched Gedachtnis-B-Zellen kdnnte eine Wiederholung der
Rituximab-Therapie von wichtiger Bedeutung flir das Langzeituberleben des Transplantats sein.
Dadurch konnten diese beiden Subpopulationen, die sich zuvor in sekunddren Lymphorganen
und dem NTx aufhielten, effektiver depletiert werden. So erfolgt auch bei autoimmunen
Erkrankungen wie der Granulomatose mit Polyangiitis (GPA) eine mehrfache Rituximabinfusion
in der Induktionstherapie und zuséatzlich wird dieses in der Erhaltungstherapie alle 6 M erneut
verabreicht [138].

CD19*CD20-CD27*CD38* Plasmazellen im peripheren Blut werden nur kurzfristic durch
die AMR-Therapie reduziert

Die Plasmazellen nehmen eine entscheidende Rolle in der Ak-vermittelten Abstol3ung ein, da sie
die fir das Transplantat schadlichen DSA produzieren. Mit weniger als einer Plasmazelle pro pl
Blut handelt es sich bei allen drei Gruppen um sehr niedrige Werte. So konnten im peripheren
Blut gesunder Erwachsener 1 bis 5 Plasmazellen/pl ermittelt werden [25][39], wahrend Patienten
mit aktiver SLE sogar durchschnittlich 6,6 Plasmazellen je pl Blut aufweisen [128]. Auch der
prozentuale Anteil der Plasmazellen von den zirkulierenden B-Zellen ist in dieser Studie bei den
AMR-Patienten zum BL-Zeitpunkt mit 0,09 % deutlich geringer als bei gesunden Erwachsenen
(1-3 %) [25][39]. Die stabile Kontrollgruppe ohne DSA-Nachweis weist interessanterweise einen
signifikant hoheren relativen Anteil an Plasmazellen auf als die AMR-Gruppe vor Therapie. Es

handelt sich jedoch noch immer um sehr niedrige Werte (0,43 % vs. 0,09 %).

Eine signifikante Reduktion der Plasmazellen war 1 und 3 M nach AMR-Therapie erkennbar.
Diese Reduktion der Plasmazellen kann zum einen auf deren direkte Zerstérung zuriickzufiihren
sein. Zum anderen ist jedoch auch bekannt, dass Plasmazellen aus Geddachtnis-B-Zellen oder
naiven B-Zellen entstehen. So kann vermutet werden, dass die verringerte Anzahl der
Plasmazellen in unserer Studie u. a. oder aber v. a. durch die Zerstérung von deren

\orlduferzellen verursacht wurde. Die TherapiemaRnahmen IV1g, PPH, Steroide und Rituximab
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konnen reife Plasmazellen nicht reduzieren [40][42][97][92]. Daher kann eine direkte Zerstérung
der Plasmazellen nur durch Bortezomib erwartet werden. Die Wirkung ist eine Stunde nach
Bortezomibgabe am starksten und hélt drei bis vier Tage an [41]. Danach kommt es zu einer
raschen Repopulation der Plasmazellen [41][139]. Eine Messung der peripheren Plasmazellen
kurz nach der Therapie — z. B. 5, 10 und 15 Tage nach letzter Bortezomibgabe — hétte daher in
der vorliegenden Studie weitere interessante Ergebnisse liefern konnen. Da jedoch eine potente
Kombinationstherapie angewandt wurde, sind wir von einem starkeren Langzeiteffekt bezliglich
der Plasmazell-Reduktion ausgegangen, welcher sich jedoch nicht bestatigt hat. Fur die
verhéltnismaliig schnelle Repopulation der zirkulierenden Plasmazellen spricht auch deren tber
24 M nach AMR-Therapie signifikant erhthte relative Anteil an den CD 19* B-Zellen. Doch
handelt es sich bei den CD19*CD20-CD27°CD38" B-Zellen eher um Plasmablasten oder um
Plasmazellen? Es wird angenommen, dass im peripheren Blut eher neu entstandene
Plasmablasten detektiert werden konnen [25]. Diese Plasmablasten haben spezifische Rezeptoren
fur die Chemokine CXCL9 und CXCL12, um vom sekundaren Lymphgewebe zu den
Uberlebensnischen im Knochenmark, der Milz, im MALT oder in chronisch entziindetes Gewebe
zu wandern [24][34][35]. Dabei stehen die Plasmablasten in Konkurrenz mit den langlebigen
Plasmazellen, die sich bereits in den Uberlebensnischen aufhalten [25]. Die meisten
zirkulierenden Plasmablasten sterben bereits innerhalb einer kurzen Zeit, da sie die langlebigen
Plasmazellen nicht aus ihren Nischen verdrangen kénnen [25]. Wenn dies jedoch gelingt, reifen
die PB zu langlebigen Plasmazellen heran und die verdrangten Plasmazellen zirkulieren im
peripheren Blut, um eine neue Uberlebensnische zu finden [39] oder gehen in die Apoptose iber
[26][31]. So kdnnen reife Plasmazellen vermutlich nur dann im peripheren Blut nachweisbar
sein, wenn sie das Knochenmark, sekundéare Lymphorgane oder die Mukosa aufgrund einer
Aktivierung des Immunsystems verlassen haben [25]. Um die Plasmablasten von den
Plasmazellen zu unterscheiden, wurden diese bezuglich ihrer HLA-DR-Expression untersucht.
Hierbei ist aufgefallen, dass mit 60-80 % die meisten zirkulierenden Plasmablasten bzw.
Plasmazellen HLA-DR* sind. Es wurde bereits berichtet, dass neu entstandene Plasmablasten
eine hohe HLA-DR-Expression haben, wahrend die reifen Plasmazellen des Knochenmarks nur
geringfliigig HLA-DR exprimieren [34][35]. Dies deutet darauf hin, dass es sich bei unserer
HLA-DR* Population vorwiegend um neu entstandene noch teilungsfahige Plasmablasten
handeln kénnte. Daher werden im Folgenden die HLA-DR* Zellen als Plasmablasten (PB) und
die HLA-DR™ Zellen als Plasmazellen (PZ) bezeichet. So weist die AMR-Gruppe zum BL-
Zeitpunkt signifikant mehr HLA-DR* PB als HLA-DR~ PZ auf. Eine signifikante Reduktion der
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PB konnte nur einen Monat nach Therapiebeginn nachgewiesen werden. Die PZ hingegen sind 1,
3 und 12 M nach BL signifikant reduziert, wobei zuséatzlich signifikante Unterschiede zwischen
den PB und PZ 3 und 12 M nach AMR-Therapie vorliegen. So misste unsere AMR-Therapie
eine starkere Wirkung auf die zirkulierenden PZ haben als auf die unreiferen PB. Hierbei muss
jedoch einschrankend erwahnt werden, dass die peripheren Plasmablasten und Plasmazellen
nicht eindeutig allein mithilfe ihrer HLA-Expression unterschieden werden kdnnen, da bereits
festgestellt wurde, dass ca. 60 % der CD138* langlebigen Plasmazellen im Knochenmark HLA-
KI. 11 exprimieren [39]. So konnte auch ein Teil der HLA-DR* Population zu den langlebigen
Plasmazellen gehoren, die sich zuvor in Uberlebensnischen aufgehalten haben und in die

Blutbahn verdrangt wurden.

In dieser Studie wurden ausschlieBlich die HLA_DR* und HLA DR~ Plasmazellen des
peripheren Blutes untersucht, welche jedoch nur einen kleinen Anteil der Plasmazellen des
menschlichen Kdrpers widerspiegeln. Weiterhin ist es mdglich, dass viele dieser zirkulierenden
Plasmazellen aufgrund fehlender Uberlebenssignale keine Uberlebensnischen finden und zeitnah
in die Apoptose eintreten. Eine weitaus grofiere Rolle spielen die langlebigen Plasmazellen, die
sich vorwiegend im Knochenmark aufhalten [10][26][31]. Die anti-HLA-Ak werden am ehesten
von langlebigen ausdifferenzierten Plasmazellen im Knochenmark und der Milz produziert
[140]. Die Untersuchung langlebiger Plasmazellen mittels Knochenmarkaspiration und
nachfolgender immunhistologische CD138-Farbung kdnnte daher aufschlussreiche Ergebnisse
liefern. So konnte sowohl in Tierversuchen [110][113] als auch bei hochsensibilisierten [141]
sowie AMR-Patienten [98] nach Bortezomib-Therapie eine deutliche Abnahme der CD138*

Plasmazellen des Knochenmarks festgestellt werden.

In der vorliegenden Studie stellte sich die CD138-Farbung zur Bestimmung der reifen
Plasmazellen des peripheren Blutes als ungeeignet heraus. Moglicherweise kdnnen die CD138*
zirkulierenden Plasmazellen besser mitttels eines anderen Studiendesigns abgegrenzt werden,

wie eine Studie von Caraux et al. belegt [39].
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4.3 Kurzfristige Reduktion der Spender-spezifischen Antikdrper

Ein wichtiges Ziel der antihumoralen Therapie ist die langanhaltende Verringerung bzw.
Elimination der DSA. Dieses Ziel konnte in der vorliegenden Studie jedoch nicht erreicht
werden. Funf von acht Patienten sind ein Jahr nach AMR-Therapie als DSA-Responder
einzustufen. Weiterhin konnte eine signifikante Verringerung der DSAsum-Werte 3 M nach
Therapiebeginn erreicht werden, die jedoch nicht tiber ein Jahr anhielt. Insgesamt ist der erzielte
DSA-Ruckgang nicht zufrieden stellend. Nur bei einem AMR-Patienten konnte ein Jahr nach
Therapie eine Entfernung seiner DSA unterhalb der Cutoff-Grenze von 500 MFI erreicht werden.
Die spate AMR geht mit einem vermehrten Auftreten von de novo DSA einher
[81][91][119][142]. Die Erkenntnis, dass die spate AMR zumeist mit DSA gegen HLA-KI.-11-
Antigene vergesellschaftet ist [37][80][86][91], konnen wir bestatigen, da alle DSA-positiven
AMR-Patienten eine spate Form der AMR mit de novo DSA der KI. Il hatten. Dies konnte auch
die Ursache fur die schlechten Ergebnisse trotz Bortezomib-Therapie in unserer Studie sein. Ak
gegen die HLA-KIasse Il sprechen schlechter auf eine AMR-Therapie mit Bortezomib an als Ak
gegen die HLA-Klasse 1 [37][91][123]. Auch bei der Betrachtung der DSAmax-Werte ist
aufgefallen, dass diese ausschlieBlich der HLA-KIlasse-11 angehoren. Weiterhin konnte in dieser
Studie nachgewiesen werden, dass generell eine hohe Anzahl an HLA-MM sowie auch ein
Spenderalter von tber 40 Jahren vor NTx das Risiko fur die Entstehung von DSA und somit
auch einer AMR nach NTx erhoht. Die vier AMR-Patienten mit terminalem NTx-Versagen
hatten ein HLA-MM von > 5 und mindestens je zwei verschiedene DSA entwickelt. Bei
Betrachtung der DSA-Werte der AMR-Patienten mit und ohne NTx-Versagen fallen jedoch keine

signifikanten Unterschiede auf.

Zwei AMR-Patienten wurden trotz der fraglichen DSA-Positivitat aufgrund der klaren AMR-
assoziierten Histologie mit C4d-Positivitat als solche eingestuft. Eine Absorption der
zirkulierenden Ak durch das NTx koénnte erkléren, warum C4d-Ablagerungen nachgewiesen,
jedoch nicht ausreichend DSA im peripheren Blut detektiert werden konnten [80][82]. Deshalb
empfehlen wir insbesondere bei grenzwertigen MFI-Konzentrationen eine humorale Rejektion

nicht auszuschliel3en, sondern vielmehr engmaschige Kontrollen durchzufthren.

In mehreren Fallberichten konnte bei zeitgleicher Therapie mit Bortezomib, Rituximab, PPH’s,
IVIg und/oder hochdosierten Kortikosteroiden eine Reduktion der DSA-Level nachgewiesen
werden [92][98][143]. Bei n&herer Betrachtung dieser Berichte ist jedoch aufgefallen, dass die
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behandelten Patienten zumeist eine akute frihe Form der AMR hatten und die Fallzahl nur sehr
gering war. Beim Vergleich der DSA-Werte nach AMR-Therapie mit und ohne Rituximab fuhrte
die zusatzliche Gabe von Rituximab zu keinen besseren Ergebnissen [120]. Es ist jedoch
mdoglich, dass eine mehrfache Bortezomibgabe Uber die Reduktion von Plasmazellen eine
bessere Wirkung auf die DSA-Reduktion entfalten konnte. Anlass zu dieser Theorie gibt eine
Studie von Everly et al. [92], in der sechs NTx-Patienten mit einer gemischten AMR und ACR
untersucht wurden. Nachdem bei diesen Patienten vorangegangene Therapiemaflinahmen
einschlieBlich PPHs, Rituximab, ATG und IVIg keine Besserung erzielen konnten, wurden sie
mit einer viermaligen Bortezomib-Injektion therapiert. Dies resultierte bei allen Patienten in
einer sofortigen Aufhebung der AbstoRungsreaktion, einer signifikanten und langanhaltenden
Reduktion der DSA-Werte sowie einer Verbesserung des histologischen Bildes und der

klinischen NTx-Funktion.

Die AMR-Patienten weisen vor Therapiebeginn eine hohe DSA-Belastung auf, welche nicht
langfristig durch die multimodale AMR-Therapie verringert werden konnte und
mitverantwortlich fiir die geringe NTx-Uberlebensrate von 60 % sein konnte. Die zirkulierenden
peripheren HLA-DR™ PZ sind zwar Uber ein Jahr nach BL signifikant reduziert, jedoch scheinen
beziiglich der DSA-Produktion auch die HLA-DR™ PB sowie die ortsstandigen Plasmazellen
eine wesentliche Rolle zu spielen. Hinsichtlich der Bedeutung Spender-spezifischer Antikorper
bei der Entstehung der AMR sollten alle ambulanten Patienten ein- bis zweimal jahrlich auf die
Entstehung von DSA getestet werden. Es ist bekannt, dass die DSA bereits viele Monate vor
einer histologisch nachweisbaren und klinischen Verschlechterung der NTx-Funktion detektiert
werden konnen [16][144]. Wenn friihzeitig neu aufgetretene DSA festgestellt und im Verlauf
beobachtet werden, so kann mittels Charakterisierung der betroffenen Patienten ein besseres
Verstéandnis Uber die Zusammenhange der AMR aufgebaut werden. Da die AMR-Gruppe dieser
Studie — im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen — demografisch insbesondere durch die
hohe Anzahl an HLA-MM aufgefallen ist, sollte diese bei der Auswahl zwischen Empfénger und
Spender eines Nierentransplantats moglichst gering ausfallen. Es sollte vorbeugend v. a. auf eine
madglichst hohe Ubereinstimmung beziiglich der HLA-KI. 11 geachtet werden. So kénnte man das

Risiko fir eine zukunftige AMR verringern.

103



4.4 Keine Anderung der protektiven Antikorper gegen Mumps, Masern und
Roteln

Neben den zikulierenden Plasmazellen und den DSA stellen die protektiven IgG-Ak gegen
MMR unseren dritten Biomarker zur Beurteilung der Effektivitat unserer AMR-Therapie dar. Die
Halbwertszeit von 1gG-Antikdrpern betrédgt nur einige Wochen, sodass nach einer Impfung
kontinuierlich die Antigen-spezifischen Antikorper von langlebigen Plasmazellen produziert
werden mussen [25][35]. Da sich diese durch unsere AMR-Therapie nicht verringert haben, kann
vermutet werden, dass die langlebigen ortsstandigen Plasmazellen in den Uberlebensnischen,
welche nachweislich fur die kontinuierliche Synthese der o. g. protektiven Ak zustandig sind
[24][32], nicht ausreichend auf die AMR-Therapie ansprechen. Dies kdnnte wiederum erkléren,
weshalb keine Elimination der DSA durch unsere AMR-Therapie, sondern lediglich eine
kurzfristige DSAsum-Reduktion erreicht werden konnte. Vermutlich erfolgt die DSA-Synthese
bei der spaten AMR uberwiegend durch diese reifen langlebigen Plasmazellen, wohingegen die
DSA bei der friihen AMR vor allem von kurzlebigen Plasmablasten produziert werden, welche
sensibler auf die Bortezomib-Therapie reagieren [95]. So scheint die spate Form schlechter auf
Bortezomib anzusprechen als die frihe AMR, weil erstere vermehrt langlebige Plasmazellen
aufweist und damit verbunden fur hohere DSA-Level sorgt [37][91][145]. In einer Studie von
Everly et. al. wurden stabile NTx-Patienten mit einer Lebendspende untersucht, die eine
Kombinationstherapie aus Bortezomib und PPH’s erhielten und deren protektive Ak-Werte

gegen Masern und Tetanus trotz DSA-Reduktion ebenfalls unverandert blieben [146].

Da AMR-Patienten ein chronisch entziindetes NTx in sich tragen, kann vermutet werden, dass
sowohl eine gesteigerte Synthese der Ak-produzierenden Plasmazellen erfolgt als auch ein
gesteigertes Angebot an Uberlebensnischen herrscht. So wurde bereits in anderen Studien darauf
hingewiesen, dass in chronisch entziindetem Gewebe neue zelluldre Nischen entstehen konnten,
die Plasmazellen anlocken [22][26]. Aufgrund der oben formulierten Annahme, dass die spate
AMR oft erst spat diagnostiziert wird, konnen auRerdem viele Monate vergehen, in denen eine
grolRe Anzahl neuer spezifischer langlebiger Plasmazellen entstanden sind und alte Plasmazellen
von ihren Uberlebensnischen verdrangen konnten, bis es zur Einleitung einer
Antirejektionstherapie kommt [37]. Demzufolge kénnen auch vermehrt DSA produziert werden,
sodass eine besonders potente Medikation erforderlich ist [37]. Die Entfernung zirkulierender Ak

durch PPH hat eine gesteigerte Ak-Produktion durch Plasmazellen sowie eine erhohte
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metabolische Aktivitat der Ged&chtnis-B-Zellen zur Folge, woraus wiederum eine erhohte
Sensitivitat fir Proteasom-Inhibition durch Bortezomib resultiert [143][146]. Dieser Effekt kann
jedoch nur kurzfristig vorhanden sein. Wir schlussfolgern, dass unsere angewandte AMR-
Therapie fiir die spate AMR keine ausreichende Wirksamkeit zur langfristigen Reduktion der
DSA-Werte und der Plasmazellen besitzt. Moglicherweise kann der Einsatz von mehreren
Bortezomib-Zyklen zu besseren Ergebnissen fiihren. So wurde bei Patienten mit SLE eine
Reduktion der protektiven Impftiter beobachtet, nachdem diese mit mehreren Bortezomib-
Zyklen behandelt wurden [139]. Everly et al. [92] haben darauf hingewiesen, dass aufgrund der
guten Vertréaglichkeit von Bortezomib mehr als nur ein Bortezomib-Zyklus im Rahmen der
AMR-Therapie verabreicht werden kann, um bessere Therapieergebnisse zu erzielen. So konnte
bereits eine Bortezomib-Gabe von bis zu vier Zyklen in einigen Studien erfolgreich durchgefihrt
werden [37][139]. Weiterhin wurde Uber die erfolgreiche Anwendung einer hochdosierten
Bortezomibgabe von 1,5 mg/m?2 bei einer refraktdren AMR berichtet, bei der eine Therapie mit
der ublichen Bortezomib-Dosis zuvor keinen Erfolg zeigte [92]. Wenn jedoch hdohere
Konzentrationen bzw. mehr Zyklen des Proteasom-Inhibitors Bortezomib verabreicht werden,

muss immer auch die individuelle Toleranz-Schwelle beachtet werden.

Die BORTEJECT-Studie ist eine randomisierte Placebo-kontrollierte Doppelblindstudie, welche
die Auswirkungen einer Bortezomib-Therapie auf Patienten mit spater AMR untersuchte
[97][147]. Hierbei wurden entweder zwei Bortezomib-Zyklen (n=21) oder ein Placebo-Praparat
(n=23) verabreicht. Nach zwei Jahren gab es jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen beziiglich der GFR- und Proteinurie-Werte, des NTx-Uberlebens, der DSA-
Werte und der Biopsie-Ergebnisse. Es wurde weiterhin eine erhohte gastrointestinale und
hamatologische Toxizitat infolge der Bortezomib-Therapie beobachtet. Die Autoren vermuten
daher, dass Patienten mit spater AMR nicht von einer Bortezomib-Therapie profitieren. Hierbeli
ist anzumerken, dass die AMR-Patienten nicht zusatzlich mit z. B. Rituximab, PPH oder 1VIg
behandelt wurden, welche die Wirkung von Bortezomib eventuell hatten verbessern kdnnen.
Dafur konnte jedoch der alleinige klinische Effekt von Bortezomib in diesem Zusammenhang

beschrieben werden [148].

An dieser Stelle soll auch auf die Mdglichkeit einer Therapie mit Proteasom-Inhibitoren der
nachsten Generation (Carfilzomib, Delanzomib, Oprozomib, Ixazomab) eingegangen werden
[95][139].
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Ein anderer interessanter Therapieansatz ist die Behandlung einer akuten AMR mit PPH’s, 1VIg
und Cyclophosphamid, wobei ein NTx-Uberleben von 77 % nach einem Jahr beobachtet wurde
[149]. Die Ergebnisse bezuiglich NTx-Uberleben, Nierenfunktion und DSA-Riickgang scheinen
beim kombinierten Therapieprotokoll bestehend aus Rituximab und Bortezomib anstelle von

Cyclophosphamid ahnlich zu sein.

Nicht unerwéhnt soll eine Studie von Viglietti et al. [150] sein, in der ein bedeutsames
Prognosemodell mit hoher Genauigkeit im Rahmen der Therapie von Patienten mit akuter AMR
entwickelt wurde. Hierbei wurden 278 Patienten mit Steroiden, PPHs, 1VIg und Rituximab
behandelt. Zum Zeitpunkt der Diagnose sind die GFR-Werte, die interstitielle Fibrose/tubulare
Atrophie und auch neu entstandene DSA wichtige Parameter zur Einschétzung der Prognose.
Drei Monate nach Therapie hingegen sind der Anstieg der GFR-Werte sowie die Abnahme der
peritubuldren Kapillaritis und der DSA-Werte entscheidende Pradiktoren fur ein gutes und
langanhaltendes Therapieergebnis. Dieses Vorhersagemodell kann sehr hilfreich in der
individuellen Einschatzung des Therapiebedarfes bei Patienten mit einer AMR sein. So kdnnten
frihzeitig solche Patienten identifiziert werden, welche nicht auf die 0. g. konventionelle AMR-

Therapie ansprechen und daher eine potentere Immunsuppression benétigen [148].

4.5 Grenzen der vorliegenden Studie

Die bislang verfiigbaren Studien zur Therapie der AMR sind gekennzeichnet durch kleine
heterogene Patientengruppen, was wiederum auf das relativ seltene Auftreten dieser
Abstollungsreaktion zuriickzufuhren ist. So ist auch unsere Studie durch eine Kkleine
Patientenzahl von zehn AMR-Patienten gekennzeichnet, sodass statistisch signifikante
Ergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden mussen. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
sollten daher eher deskriptiv sein. Weiterhin fallt sowohl in der Definition der AMR als auch in
der Therapie eine groRe Heterogenitat auf. Der Vergleich mit anderen Studien féllt somit nicht
leicht und muss mit entsprechender Sorgfalt erfolgen. Zur Untersuchung der AMR-Therapie sind

groRere prospektive, randomisierte, standardisierte und kontrollierte Studien erforderlich.

Durch die gleichzeitige Einnahme vieler verschiedener Immunsuppressiva ist es schwierig, die
Wirkung des einzelnen Immunsuppressivums zu analysieren, da es vielseitige Interaktionen

geben konnte. So muss in Erwégung gezogen werden, dass durch Anwendung mehrerer PPHs im
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Rahmen der Therapie einige Medikamente wie z. B. Rituximab und Bortezomib zum Teil
entfernt wurden und diese somit weniger Wirkung entfalten konnten [91]. Eventuell hatte man
diesem Risiko durch grofRere Abstdande zwischen PPH und Rituximab- bzw. Bortezomibgabe

entgegenwirken kénnen.

Bei dem Vergleich zwischen den Untersuchungsergebnissen verschiedener Autoren sollten die
Methoden weitestgehend einheitlich sein. So konnten aus den Protokollen der verdffentlichten
Studien Unterschiede in der Aufbereitung der Lymphozyten festgestellt werden. Auch die
Analysemethoden koénnen in unterschiedlichen Ausmalien variieren. Zur Detektion der
verschiedenen  B-Zell-Populationen  mittels  Durchflusszytometrie ~ werden  zahlreiche
Oberflachenmolekiile herangezogen. Wir haben unsere Studie auf acht Oberflaichenmarker
begrenzt, wobei jedoch andere Marker wie z. B. CD5, CD10, CD23, CD45, CD81 oder CD86
ebenso hilfreich bei der Bestimmung der verschiedenen B-Zell-Populationen sind und andere

Ergebnisse zeigen konnen.

Grundsatzlich kénnen pathologische Zustdnde wie Infektionen, Entziindungen und Tumore einen
Anstieg der Lymphozyten — und somit auch verschiedener B-Zell-Populationen — verursachen.
Umgekehrt kdnnen akute Stresssituationen sowie akute Infektionskrankheiten zu einer
Lymphozytopenie fuhren. Obwohl solche Ereignisse miterfasst wurden, ist es einerseits
schwierig, deren Auswirkungen auf unsere Studienergebnisse zu beschreiben. Andererseits
kdnnen unsere Studienteilnehmer auch an nicht-diagnostizierten, aber durchaus vorhandenen

pathologischen Veranderungen erkrankt sein.

Bei der Wahl der Immunsuppressiva sollten Parameter wie Patientenalter, Zeit zwischen NTXx
und Diagnose der AMR sowie histologischer Grad der Transplantatschadigung beachtet werden.
Bei einer sehr spaten AMR, alten Patienten und einer bereits stark ausgepréagten
Transplantatschadigung konnte der Einsatz von Rituximab und Bortezomib mehr Schaden als
Nutzen mit sich bringen. Eine kombinierte potente Anti-Rejektionstherapie wie in unserer Studie
sollte daher keinesfalls als Standardmalinahme bei AMR-Diagnose empfohlen, sondern auf
erfolgversprechende Patienteneinzelfalle beschrénkt bleiben. In der vorliegenden Studie wurde
nur eine Therapiekombination fur alle AMR-Patienten angewandt, sodass kein \ergleich
verschiedener Therapiemdglichkeiten erfolgen konnte. Daher sind multizentrische Studien
unerlésslich, um aussagekréftige Ergebnisse mit einer hohen Fallzahl zu erzielen. So konnte
durch die Zusammenarbeit mit anderen Kliniken die Wirkung und optimale Dosis verschiedener

— konventioneller sowie neuartiger — AMR-Therapiekombinationen untersucht werden.
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Insbesondere unter Berticksichtigung der finanziellen Aspekte und der schadlichen NW sollte der
Nutzen kostenintensiver Immunsuppressiva reevaluiert werden. Eine Standardisierung des
Studienablaufs stellt hierbei eine grolRe Herausforderung dar, jedoch sollten die Kriterien der
AMR-Diagnose, eine Mindestanzahl an AMR-Patienten und Kontrollpatienten, die
Beobachtungszeit und das Therapie-Regime mdglichst eindeutig definiert und identische

Methoden zur DSA-Bestimmung angewandt werden.

4.6 Zusammenfassung

Die humorale Rejektion — insbesondere die spate chronische AMR — stellt eine schwer
therapierbare  AbstoBungsform dar. Aufgrund ihrer schlechten Prognose ist deren
schnellstmdgliche Diagnose und Therapieumstellung von groRer Bedeutung. Infolge zu groler
Kontrollintervalle und moglicher Incompliance wird eine spate AMR oftmals erst spét erkannt,
obwohl sie bereits Wochen oder gar Monate vorher héatte diagnostiziert werden kénnen. Um
bessere Therapieergebnisse zu erzielen, sollte verstarkt auf die Compliance insbesondere junger
Patienten eingegangen werden. Andererseits sollte eine regelmaRige DSA-Bestimmung bei NTx-
Patienten mit hohem HLA-MM stattfinden. Vorbeugend empfehlen wir zudem, bei der Auswahl
zwischen Empfanger und Spender eines Nierentransplantats auf eine mdglichst hohe

Ubereinstimmung insbesondere der HLA-KI. 11 zu achten.

Da wir Patienten mit einer humoralen AbstoRung untersucht haben, stehen die Plasmazellen und
die von ihnen produzierten spenderspezifischen Antikdrper im Mittelpunkt der Betrachtung. So
bestand die Kombinationstherapie aus dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib, welcher
insbesondere die Plasmazellen in ihrer Anzahl reduzieren soll, sowie Rituximab, welches die B-
Zell-Vorstufen der Plasmazellen angreift. Weiterhin kann mithilfe von Plasmapheresen und 1VIg
eine Reduktion der DSA erfolgen. Aufgrund der Interaktion zwischen B- und T-Zellen sowie
einer haufigen gemischten humoralen und zelluldren Rejektion war auch eine hochdosierte
Steroidgabe in der Kombinationstherapie enthalten. Trotz dieser intensiven Immunsuppression

ist die NTx-Uberlebensrate mit 60% nicht zufrieden stellend.

Unsere umfangreiche durchflusszytometrische Analyse konnte detaillierte Einblicke in die
Wirkung unserer AMR-Therapie auf die verschiedenen B-Zell-Populationen im peripheren Blut

liefern. So konnte die starke und langanhaltende Reduktion der zirkulierenden CD19* B-Zellen
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nach AMR-Therapie nachgewiesen werden, welche kompensatorisch mit erhohten sBAFF-
Werten einhergeht. AMR-Patienten sind durch ein grolRes Reservoir verschiedenartig
spezialisierter B-Zellen gekennzeichnet und bendtigen daher eine besonders potente und
vielseitige AMR-Therapie. In der vorliegenden Studie konnte eine erhdhte Belastung der AMR-
Patienten durch CD19" B-Zellen sowie Gedachtnis-B-Zellen und DN-Zellen festgestellt werden.
Aufgrund der nur kurzfristigen depletierenden Wirkung unserer multimodalen AMR-Therapie
auf die zirkulierenden Class-switched Gedéachtnis-B-Zellen, DN-Zellen und Plasmazellen,
kdnnte eine Untersuchung der entsprechenden gewebsstandigen B-Zell-Populationen zusatzliche
wertvolle Hinweise geben. In Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei neun von zehn AMR-
Patienten um eine spéte chronische AMR handelte und ausgeprégte histologische NTx-Schéden
festgestellt werden konnten, kann vermutet werden, dass vermehrt neue langlebige Plasmazellen
entstanden sind, die sich in den Uberlebensnischen des Knochenmarks, der Milz oder im
Nierentransplantat aufhalten und somit resistenter gegen eine Immunsuppression mit Proteasom-
Inhibitoren sind als kurzlebige und zirkulierende Plasmazellen. Die schlechten
Therapieergebnisse konnten somit auf eine unzureichende Reduktion reifer Plasmazellen
zurlickzufuhren sein, welche anti-HLA-AKk produzieren und somit die Ursache der AMR
darstellen. Da wir weder die DSA noch die Ak gegen MMR langfristig durch unsere AMR-
Therapie beeinflussen konnten, kann dieser Ruckschluss gezogen werden. Dementsprechend
kdnnte die Anwendung von drei oder gar vier Bortezomibzyklen bessere Ergebnisse erzielen als
nur ein Zyklus. Wenn es gelingt, diese langlebigen Plasmazellen effektiver zu eliminieren,
konnte ebenso eine deutlichere Abnahme der schédlichen DSA-Titer erreicht werden, die
ansonsten kontinuierlich von diesen hergestellt werden. Dies wiederum kann eine deutliche
Reduktion der Transplantatschadigung zur Folge haben. Dennoch muss auf die Gefahr einer

Ubertherapie und nachfolgenden schweren Nebenwirkungen hingewiesen werden.

Trotz zahlreicher klinischer Studien stellt die Therapie der humoralen Rejektion die Nephrologen
und Transplantationsmediziner noch immer vor eine grofle Herausforderung. Die
Therapieansétze sind vielfaltig, aber in ihrer Wirkung noch nicht zufriedenstellend. Insbesondere
zur Untersuchung der seltenen spaten chronischen AMR empfehlen wir multizentrische
randomisierte  standardisierte und kontrollierte  Studien, um in  Zukunft bessere

Langzeitergebnisse zu erzielen.
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