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1 EINLEITUNG

1.1 HINTERGRUND ZUR NIERENTRANSPLANTATION

1.1.1. ZAHLEN UND FAKTEN

Als Behandlung der terminalen dialysepflichtigen Niereninsuffizienz bestehen zwei Mdglich-
keiten des Nierenersatzverfahrens: Dialyse (Hdmo- oder Peritonealdialyse) oder Nierentrans-
plantation.

Die Inzidenz von Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz stieg iiber viele Jahrzehnte an,
seit 2008 gehen die Zahlen jedoch sowohl in den USA als auch in Europa zuriick (Europa 2008-
2011 jéhrlich um 2,2%) (1, 2). Dennoch sind die Patienten im Vergleich zu den Anfingen der
Nierenersatztherapie in den 1970iger Jahren durchschnittlich um circa 10 Jahre &lter und mul-
timorbider (3). Grund hierfiir ist zum Einen die Verbesserung der Therapie der chronischen
Niereninsuftfizienz, sodass eine Progression bis zum terminalen Stadium insgesamt seltener
wird (1). AuBBerdem verschob sich in den letzten Jahrzehnten auch der Zeitpunkt, an dem die
Indikation zur Nierenersatztherapie gestellt wird weiter nach hinten. Laut dlterer Studien ergab
sich ein Vorteil, wenn die Dialysetherapie, vor allem bei élteren Patienten und Diabetikern, zu
einem fritheren Zeitpunkt bei noch besserer Nierenfunktion begonnen wird (4, 5). Dies wurde
jedoch spéter u.a. in der IDEAL-Studie 2010 widerlegt (6). Heutzutage wird daher mit dem
Beginn einer Nierenersatztherapie bis zum Erreichen einer insgesamt schlechteren Filtrations-
rate gewartet.

Die Gesamtzahl der Patienten hingegen, die ein Nierenersatzverfahren aufgrund terminaler Nie-
reninsuffizienz bendtigt steigt weiter stetig an. 1985 bendtigten in den USA nur etwa 113000
Patienten Dialyse oder Transplantation (7), wohingegen es bis 2011 zu einem fiinffachen An-
stieg auf etwa 616000 Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz kam (3, 8).

Der wichtigste Grund hierfiir ist das ldngere Gesamtiiberleben der Patienten mit Nierenersatz-
therapie. Obwohl die Patienten insgesamt dlter und krénker sind, stieg in den letzten 40 Jahren
die altersspezifische Lebenserwartung um 8% (fiir einen 50- Jéhrigen von 7,3 Jahre auf 7,8
Jahre) an. In der gleichen Zeit erreichte diese in der Normalbevdlkerung jedoch 12%.
Insgesamt verschlechterte sich die relative Lebenserwartung fiir Patienten mit terminaler Nie-

reninsuffizienz daher (3).

Dennoch: trotz vermehrter Multimorbiditdt des Patientenguts mit terminaler Niereninsuffizienz

verbesserte sich das Uberleben. Einen wichtigen Einflussfaktor hierfiir stellt auch die Wahl des




Nierenersatzverfahrens dar. Wurden 1977 nur 15 % der Dialysepatienten in den USA nieren-
transplaniert, so waren es 2007 bereits 30 % (3).

Zwar verbesserte sich sowohl in Europa als auch den USA im ersten Jahrzehnt des 21. Jahr-
hunderts die Lebenserwartung an der Dialyse (1), allerdings ist die Prognose nach Transplan-
tation weiterhin derer der Dialysepatienten weit {iberlegen. Zwischen 2005 und 2009 war das
Patienteniiberleben nach Transplantation in Europa mit einem postmortalen Organspender im
ersten Jahr 96,1 % und nach 5 Jahren noch 87,9 % (9). Bei Lebendspendern betrug es sogar
98,4% im ersten Jahr und 94,2% nach 5 Jahren. Im ersten Jahr der Dialysetherapie war das
Uberleben mit 81,6% ebenfalls noch hoch, nach 5 Jahren sank es aber auf 48,1% ab (10).
Insgesamt ist die Lebenserwartung nach Transplantation gegeniiber Dialysetherapie etwa 10
Jahre hoher (11, 12). Dieser deutliche Uberlebensvorteil ist in der Metaanalyse von 110 inter-
nationalen Studien durch Tonelli et al (13) aus dem Zeitraum 1960-2006 unabhingig von der
Art der Organspende (Lebend- vs. postmortal). Dariiber hinaus war aber auch eine Unabhén-
gigkeit von anderen Patientenkriterien wie Alter oder Diabetes mellitus gezeigt worden. Des
Weiteren zeigte sich im Vergleich zur Dialyse ein deutlich reduziertes Risiko fiir kardiovasku-
lare Ereignisse (1, 13), und eine bessere Lebensqualitit fiir den Patienten (13—15). Somit ist die

Transplantation Therapie der Wahl bei terminaler dialysepflichtiger Niereninsuffizienz.

Verschiedene Erkrankungen kdnnen schlussendlich zur terminalen Niereninsuffizienz und

Dialysepflichtigkeit fiihren. In Abbildung 1 wird die Verteilung der Grunderkrankungen, die
im Jahr 2014 zur terminalen Niereninsuffizienz mit Notwendigkeit einer Nierenersatztherapie
fiihrten aus dem europdischen ERA-EDTA Register aufgefiihrt (9). Die diabetische Nephropa-
thie sowie die groBBe Gruppe der Glomerulonephritiden fithren die Liste immer noch knapp an,

jedoch zeichnet sich im letzten Jahrzehnt ein Wandel ab.




alle Altersklassen

DM 20,5%
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Abbildung 1 Verteilung der Grunderkrankungen, die 2014 zu Nierenersatztherapie fuhrten.
Alle Altersklassen. Arterielle Hypertonie (HT), Diabetes mellitus (DM), Pyelonephritis (PN),
Renovaskulare Erkrankungen (RVD), Glomerulonephritis /-sklerose (GN), Polyzystische Nie-
renerkrankung d. Erwachsenen (PKD). (Abb. nach ERA-EDTA Registry Annual Report 2014,

(9))

Insgesamt sinkt die Inzidenz fiir die diabetische Nephropathie als Grund fiir die terminale Nie-
reninsuffizienz, obwohl die Inzidenz fiir Diabetes mellitus in der Bevdlkerung jihrlich stetig
steigt. Grund hierfiir ist laut James et al die Verbesserung der Diabetestherapie und daher die
Reduktion des Endorganschadens (16).

Die vaskuldre Nephropathie hingegen, welche im Rahmen des arteriellen Hypertonus auftritt,
spielt eine immer groBere Rolle und 16st vor allem bei dlteren Patienten die diabetischen Ver-
dnderungen in ihrer Bedeutung ab (Abb. 3). Bei jiingeren Patienten fiihren die Glomeruloneph-
ritiden noch deutlich hdufiger zu einer dialysepflichtigen Nierenfunktionseinschrankung (Abb.

2).
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Abbildung 2 Verteilung der Grunderkrankungen, die 2014 zu Nierenersatztherapie fihrten.
Patientenalter < 65 Jahre. Arterielle Hypertonie (HT), Diabetes mellitus (DM),
Pyelonephritis (PN), Renovaskulare Erkrankungen (RVD), Glomerulonephritis /-sklerose (GN),

Polyzystische Nierenerkrankung d. Erwachsenen (PKD). (Abb. nach ERA-EDTA Registry An-
nual Report 2014, (9))

Patientenalter = 65 Jahre

Unbekannt
0,
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Abbildung 3 Verteilung der Grunderkrankungen, die 2014 zu Nierenersatztherapie fihrten.
Patientenalter 2 65 Jahre. Arterielle Hypertonie (HT), Diabetes mellitus (DM), Pyelonephritis
(PN), Renovaskulare Erkrankungen (RVD), Glomerulonephritis /-sklerose (GN), Polyzystische

Nierenerkrankung d. Erwachsenen (PKD). (Abb. nach ERA-EDTA Registry Annual Report
2014, (9))




Die Nierentransplantation ist heute ein Routineverfahren. Laut Eurotransplant wurden im Jahr
2014 deutschlandweit 2079 Nierentransplantationen (kidney-only) durchgefiihrt (645 Lebend-
spenden, 1434 postmortal Spenden) (17).

Abbildung 4 zeigt dem gegeniibergestellt die aktive Warteliste 2014 mit 7961 Patienten. Davon
wurden allein im selben Jahr 3096 Patienten neu registriert. Die Anzahl der Neuanmeldungen
iibersteigt also deutlich die Zahl der durchgefiihrten Eingriffe. Wie in Abbildung 4 zu erkennen
ist, bleibt die Zahl der Wartelistenpatienten in Summe dennoch in den letzten Jahren konstant.
Dies ist auch durch die erhohte Sterblichkeit der Wartelistenpatienten zu erklaren.

Aus dem Jahresbericht 2015 von Eurotransplant geht hervor, dass in Deutschland ca. 43% der
Wartelistenpatienten fiinf und mehr Jahre (seit 1. Tag Dialyse) auf ein Organ warten, wohinge-
gen es in den anderen ET-Léndern nur zwischen 6-12 % sind, die eine so lange Wartezeit haben.
Die meisten warten laut dieser Auflistung zwischen 0-1 Jahr nach Registrierung und 2-4 Jahre

(43 Monate) seit dem 1. Tag der Dialyse (17).

2014 DEUTSCHLAND
Aktive Warteliste und Nierentransplantation
ANZAHL
10.000
9.000 "y, .
aktive
Warteli
8.000 arteliste
7.000
6.000
5.000
4.000
3.000 - — \ Nierentrans-
plantationen
2.000
nach postmortaler Spende
1.000
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Quelle: Eurotransplant

Abbildung 4 Verhaltnis zwischen aktiver Warteliste und Nierentransplantationen in Deutsch-
land in den Jahren 2005 bis 2014 (Deutsche Stiftung Organtransplantation 2015, Quelle Eu-
rotransplant)
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Aktuell nimmt die Diskrepanz zwischen Angebot und Bedarf nach dem sich unldngst ereigne-
ten ,,Organspendeskandal® eher noch zu. Aus dem Jahresbericht 2013 der Deutschen Stiftung
Organtransplantation ist zu entnehmen, dass die genauen Griinde fiir den Riickgang der Spen-
derzahlen jedoch unklar bleiben. ,,Die Ursache liegt nicht allein in der Verunsicherung der Be-
voOlkerung. Auch die positive Entwicklung bei der Behandlung von Schlaganfallpatienten, so-
wie Intensivpatienten im Allgemeinen, die geringe Zahl von Verkehrstoten, das steigende Le-
bensalter und die damit verbundenen mdoglichen Vorerkrankungen der Organspender fithren zu

einem kontinuierlichen Riickgang der Spendermeldungen der Krankenhéuser an die DSO.*

1.1.2. DERZEITIGE PROGNOSE

Im Jahr 1954 fiihrte Joseph E. Murray die erste erfolgreiche Nierentransplantation durch (18).
Die Transplantationsmedizin hat sich seit jener Zeit stetig weiterentwickelt und ist vor allem
dem Hauptgrund des frithen Organverlusts entgegen getreten: der akuten Rejektion. Nachdem
Ciclosporin und Muromonab-CD3 eingefiihrt wurden, verbesserte sich in den frithen 80iger
Jahren das Einjahresiiberleben von etwa 60 % auf 80-90 %. Dennoch sank die Héufigkeit an
akuten Abstoflungen zunéchst nicht, ungefdhr die Halfte aller Empfanger erlebte weiterhin min-
destens eine akute AbstofBung. Zu einem signifikanten Riickgang der AR fiihrte dann erst An-
fang der 1990iger die Einfiihrung weiterer Immunsuppressiva (19, 20). Heutzutage besteht die
Therapie im Allgemeinen aus einer Kombination von Glukokortikoiden, Calcineurininhibito-
ren, antiproliferativen Substanzen und Biologicals.

Im Langzeitverlauf dnderte sich trotzallem bis heute kaum etwas (21, 22). In Abb. 5 werden die
Funktionsraten nach Nierentransplantation in Deutschland und im internationalen Vergleich
dargestellt. Im Jahr 2012 lag die Fiinf-Jahres-Transplantatfunktionsrate in Deutschland insge-
samt bei 74,3 %, international bei 79,9 %.

Die Zahlen fiir die Funktionsrate nach Lebendspende sind traditionell besser. Dies liegt zu ei-
nem groflen Teil an der Verkiirzung der kalten Ischidmiezeit, aber auch an einer insgesamt er-
hohten Organqualitét durch einen planbaren Entnahmezeitpunkt und dem Fehlen vorhergehen-
der Belastungsfaktoren fiir das Organ, welche mit dem Hirntod und eventueller kardiozirkula-
torischer Instabilitdt beim Postmortalspender einhergehen (23-25). Des Weiteren kann eine de-
tailliertere Spenderuntersuchung im Vorfeld im Lebendspende-Setting durchgefiihrt werden
(26, 27). AuBBerdem kann die Wartezeit auf ein Organ durch Finden eines geeigneten Lebend-
spenders deutlich verkiirzt werden, was eine moglichst kurze oder gar keine Dialysetherapie im
Vorfeld ermdglicht. Meier-Kriesche et al konnten 2002 die Wartezeit an der Dialyse als stérks-

ten unabhdngigen Risikofaktor fiir das spétere Transplantatoutcome ausmachen (28).
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Zusatzlich kann bei einer geplanten Lebendtransplantation bereits vor der Operation beim Emp-
fanger mit einer individuell abgestimmten immunsuppressiven Therapie begonnen werden
(29).

All dies verbessert schlussendlich die Prognose.

2003-2012 DEUTSCHLAND IM INTERNATIONALEN VERGLEICH
Funktionsraten* nach Nierentransplantation (CTS-Studie)
PROZENT
100
90 D Lebendspende
(n=3.688)
. Int. gesamt
80 (n=129.642)
\ D gesamt
(n=17.017)
D Postmortale
70 Organspende
(n=13.329)
60
50
1 Jahr 2 Jahre 3 Jahre 4 ]Jahre 5 Jahre
*nach Kaplan-Meier DSO 42

Abbildung 5 Funktionsraten nach Nierentransplantation: 2003 - 2012 Deutschland im inter-
nationalen Vergleich (nach Kaplan-Meier) (CTS-Studie; DSO 2014)

Die Arbeitsgruppe um El-Zoghby (30) ging in ihrer Studie den haufigsten Ursachen des Trans-
plantatverlusts von 330 Patienten auf den Grund. Das Ergebnis bestdtigt in groen Teilen die
in der Literatur bekannten Faktoren: Tod mit funktionierendem Transplantat und Transplantat-

versagen.
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Grunde fur Mransplantatverlust

Primaérer Tod mit
Transplantat- Transplanfet\(/’/ersagen funktionierendem
verlust (ca.12%) (ca. 46 %) Transplantat
(ca. 42 %)

Abbildung 6 Griinde fiir Transplantatverlust (nach (30, 31))

1.2 TRANSPLANTATIONSIMMUNOLOGIE

Bei der Ubertragung von Gewebe eines genetisch nicht-identischen Spenders auf einen Emp-
fanger der selben Spezies spricht man von Allotransplantation (32, 33). Die Konfrontation des
Empfingerimmunsystems mit dem Fremdantigen des Spenders bedingt eine automatisch ab-

laufende Abwehrreaktion, die die Grundlage fiir die TransplantatabstoBung bildet.
1.2.1. HLA-SYSTEM UND HISTOKOMPATIBILITAT

Neben den Blutgruppenantigenen wird bei der Vergabe der Transplantatnieren vor allem das
HLA-System (Human Leucocyte Antigen) berticksichtigt. Dies ist die Bezeichnung der MHC-
Molekiile (Major Histocompatibility Complex) des Menschen. Man unterscheidet HLA-
Klasse-I-Antigene (A, B und C) von HLA-Klasse-II-Antigenen (DR, DP und DQ). Antigene
der Klasse I werden auf allen kernhaltigen Zellen des Organismus exprimiert. Klasse-1I-An-
tigene sind hingegen nur auf dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen und B-Lympho-
zyten zu finden. Die HLA-Klasse-II-Molekiile dienen der Prasentation antigener Peptide, dem-
entsprechend werden die genannten Zellen als APCs (Antigen-priasentierende Zellen) bezeich-
net. Deren Hauptaufgabe besteht in der Aktivierung von
T-Lymphozyten. Aufgrund der immensen Anzahl an Kombinationsmdoglichkeiten, ist eine zu-
fillige Histokompatibilitit, d.h. eine Ubereinstimmung der HLA-Antigene zwischen zwei In-
dividuen extrem unwahrscheinlich.

Je groBer der ,,Mismatch®, d.h. je weniger Gemeinsamkeiten Spender und Empfanger im Be-
reich der HLA-Antigene aufweisen, desto groBer ist die Gefahr eines Transplantatverlusts (34).

Auf diesem Zusammenhang fufit u.a. der Allokationsalgorithmus der Organvergabe im
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Eurotransplant-Raum. Allgemein werden hier jedoch nur die HLA-Antigene A, B und DR be-
riicksichtigt, da bei diesen die Immunantwort besonders aggressiv ausfillt (18, 32, 33, 35).
Nicht-immunologische Faktoren wie u.a. Alter, Geschlecht und kalte Ischimiezeit bleiben bis-
her im Vergabeverfahren nachrangig bewertet. Es gibt jedoch Hinweise, dass dies zu Unrecht
geschieht (36). SchlieBlich war die Uberlebensrate der lebendgespendeten Nieren durch Ehe-
gatten oder andere nicht-verwandte Spender trotz einer im Vergleich hoheren Zahl von HLA-
Mismatches in der Studie von Terasaki et al hoher als diejenige der auf HLA-Ebene besser
kompatiblen Leichenspender (37). Sicher ist zudem auch, dass eine ldngere kalte Ischdmiezeit
direkt mit einem schlechteren Transplantatiiberleben assoziiert ist (38).

Andererseits zeigte sich im ET-Senior-Programm (ESP), einem Allokationsprogramm speziell
zwischen Spendern und Empfingern > 65 Jahre, wo bisher zu Gunsten einer moglichst kurzen
kalten Ischdmiezeit und Verkiirzung der Wartelistenzeit keine HLA-Kriterien berticksichtigt
wurden, dass es abhingig von Alter und HLA-DR-Mismatch zu einer erhohten Rate an Absto-
Bungen und damit einem schlechteren Transplantatiiberleben kommt (39).

Angesichts einer immer effektiver werdenden Immunsuppression sollte daher der Vorteil des
HLA-Matchings gegeniiber anderen Einflussfaktoren abgewogen werden (40), wie beispiels-
weise im ESP geschehen. Somit kénnen iiberproportional lange Transportzeiten von Organen
innerhalb des ET-Raumes und damit lange kalte Ischdmiezeiten insbesondere von marginalen
Organen vermieden werden (38) ohne ein signifikant schlechteres Transplantatiiberleben in

Kauf nehmen zu mussen.

1.2.2. HLA-TYPISIERUNG UND CROSSMATCH

Um eine mdglichst hohe Kompatibilitit zwischen Empfanger und Spender zu erreichen, wird
molekularbiologisch eine HLA-Typisierung durchgefiihrt. Beim Empfanger geschieht dies zum
Zeitpunkt der Aufnahme auf die Transplantationsliste. Der potenzielle Organspender wird un-
mittelbar vor der Organexplantation HLA-typisiert.

Um bereits im Vorfeld das anti-HLA-Antikrper-Profil eines Patienten, der eine Nierentrans-
plantation bendtigt bestimmen zu kénnen, wird das Patientenserum gegen eine grofle Gruppe
verschiedener ,,Panel“-Lymphozyten getestet. Dieses Panel umfasst soweit wie mdglich das
HLA-Profil der jeweiligen Population. Hierbei werden die Panel-Lymphozyten mit dem Emp-
fangerserum inkubiert. Wenn praformierte Antikorper gegen die HLA-Profile der Lymphozy-
ten vorliegen kommt es zur Bindung. Hieriiber wird eine Komplementkaskade initiiert, welche

zum Tod der Lymphozyten und einer Farbreaktion fiihrt.
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Anhand des Prozentsatzes der lysierten Zellen in diesem complement dependent cytotoxicity
assay (CDC) kann der Grad der Sensibilisierung abgelesen werden (41—43). Uberschreitet der
Wert dieser ,,Panel Reactive Antibodies*“(PRA) 85 % gelten die Patienten als hochimmunisiert.
Diese wiesen vor Einfiihrung moderner immunsuppressiver Protokolle iiberproportional hohe
Raten fiir einen Organverlust nach Transplantation infolge von AbstoBBungen auf. Daher war
diese immunologische Konstellation historisch eine Kontraindikation zur Transplantation (44,
45).

Dieses Panel-Antikorper-Screening wird alle 3 Monate mit dem sog. Quartalsserum erhoben
und sollte zusétzlich nach jedem potenziell immunisierenden Ereignis wie z.B. Schwanger-

schaft oder Transfusion erfolgen.

Da bei einem konkreten Organangebot Antikorper des Empfingers gegen die HLA-Antigene
des moglichen Transplantats ausgeschlossen werden miissen, wird dann ein sogenanntes zyto-
toxisches Crossmatch durchgefiihrt. Hierbei werden isolierte Spenderlymphozyten gegen das
Empfingerserum getestet. Es konnen gemischte Lymphozyten des Spenders sowie — meist bei
immunisierten Empfangern mit HLA-Klasse II Antikorpern - T- und B-Zellen aus dem peri-
pheren Blut getrennt voneinander getestet werden. Wenn praformierte zytotoxische Antikorper
gegen den Spender beim Empfanger vorliegen kommt es zur Zelllyse und damit einem positi-
ven Ergebnis.

Ein positiver Crossmatchbefund weist auf eine Alloimmunisierung des Empfangers gegen den
Spender und damit auf ein stark erhohtes Risiko fiir eine therapeutisch nicht beherrschbare hy-

perakute AbstoBung hin. Eine Transplantation ist somit kontraindiziert.

Antikorper entstehen durch Sensibilisierung bei fritherem Antigenkontakt z.B. durch Bluttrans-
fusionen, Schwangerschaften / Abort oder im Rahmen einer vorangegangenen Transplantation
(32, 33).

Patienten mit einem hohen PRA-Wert (85% CDC-PRA) haben auch heutzutage nur eine geringe
Chance auf ein Organangebot im reguldren Allokationsprogramm, was mit sehr langen Warte-
zeiten und demzufolge auch hoher Mortalitdt auf der Warteliste einhergeht. Daher wurde fiir
diese immer weiter wachsende Patientengruppe das eigene Allokationsprogramm ,,Acceptable
Mismatch® im Eurotransplant-Raum entwickelt, durch welches die Chancen auf ein immuno-
logisch passendes Organ signifikant gesteigert und Wartezeiten verkiirzt werden konnten (44,
46).

In Ergénzung hierzu steht die Methode der ,,.Desensibilisierung® fiir eine kleine Anzahl von
Patienten als Option zur Verfiigung. Hier wird versucht den Empfanger von seiner ,,Antikor-

perlast” durch Immunadsorption, Plasmapherese, intravenésem Immunglobulin (IVIg) oder
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Anti-CD20-Antikorper wie Rituximab zu befreien und so eine Transplantation zu ermoglichen.
Rituximab wirkt hierbei indirekt {iber die Reduktion der B-Zellen, wohingegen Plasmapherese

/ Immunadsorption und IVIg die Antikdrper bzw. deren Bindung direkt vermindern (47—49).

Zwar ist das Langzeitresultat nach einer HLA-inkompatiblen Transplantation mit vorangegan-
gener Desensibilisierung bei hochimmunisierten Patienten schlechter als bei vergleichbaren
HLA-kompatiblen Transplantationen (50), jedoch lie sich erst kiirzlich zeigen, dass selbst
diese risikoreichere Form der Lebendspende einem weiteren Verbleib auf der Warteliste {iber-
legen ist (44, 51).

Dennoch: Besonders bei postmortalen aber auch Lebendspenden iiber die HLA-Grenzen hin-
weg zeigen sich erhdhte Raten von Antikorper-vermittelter AbstoBung trotz Desensibilisierung
(52, 53). Dies wird einer Re-Sensibilisierung durch DSA-produzierende Zellklone im spéteren
Verlauf nach Transplantation zugeschrieben.

Angesichts der immer noch unsicheren Langzeitdaten, der oft nicht ausreichenden Effektivitét
der Antikorperunterdriickung, sowie des hohen Risikos die gesunde Niere eines Spenders zu
verlieren sollte auf diese immer noch recht experimentellen Ansétze zu Gunsten einer Trans-

plantation im ,,Acceptable Mismatch*“-Programm wann immer moglich verzichtet werden (54).
1.2.3. ALLOGENETISCHE ERKENNUNG

Das zentrale Problem der Allotransplantation ist die Erkennung des Fremdantigens durch Lym-
phozyten, primir T-Zellen, des Empfangers mit konsekutiver Ausbildung einer Abstoungsre-
aktion (32, 33).

Ganz allgemein werden T-Lymphozyten in verschiedene Subklassen unterteilt. Zu den wich-
tigsten zdhlen dabei CD4" T-Helfer-Zellen und CD8" zytotoxische T-Zellen. Uber die T-Hel-
fer-Zelle werden zwei verschiedene Immunreaktionen ausgelost, die als Th1- (= direkter Weg)
und Th2-Reaktion (= indirekter Weg) bezeichnet werden (sieche Abb.7). Eine APC des Spenders
présentiert der CD4" Th1-Zelle iiber den MHC II-Rezeptor das Fremdantigen. Die T-Helfer-
Zelle aktiviert danach iiber eine Zytokinausschiittung von u.a. Interferon y (IFN-y) die Effektor-
zellen: die zytotoxischen T-Lymphozyten und Makrophagen. Dieser Mechanismus ist entschei-
dend in der Genese der akuten zelluldren AbstoBung (55, 56). Empfiangereigene APCs hingegen
sind es, die das Alloantigen den CD4" Th2-Zellen prisentieren. Dies rekrutiert einerseits Mak-
rophagen und fiihrt zu einer Hypersensitivitatsreaktion vom verzogerten Typ (delayed-type hy-
persensitivity; DTH) mit ausgepréigter Gewebeentziindung. Aullerdem werden B-Lymphozyten

zur Antikorperproduktion angeregt, was die Briicke zur humoralen AbstoBung schldgt. Die

16



indirekte Antigenpriasentation scheint am Erhalt und Fortschreiten der Rejektion beteiligt zu
sein: die permanente Aktivierung einer kleinen Zahl von CD4" Zellen iiber den indirekten Weg

wird immer 6fter mit der Genese der chronischen AbstoBBung in Verbindung gebracht (33, 57).

Alloantigenprasentation 4
e gene &
0/ \4‘1‘
Donor Empfanger
Arc @ APC

| |
»

CD4+ CD4+
Th1-Zelle Th2- Zelle
IFN y
CDg+ B-Zelle

zytotoxische T-Zelle
Akute Chronische )/)/
AbstoBung AbstoBung

Abbildung 7 Signalwege der Alloantigenerkennung nach (58, 59). IFN y = Interferon y

1.2.4. IMMUNSUPPRESSION

Diesem Pathomechanismus entsprechend richten sich die aktuellen immunsuppressiven Stan-
dardtherapien zur AbstoBungspriavention insbesondere gegen T-Lymphozyten bzw. deren Zy-
tokine (33).

Man differenziert hierbei zwischen Erhaltungstherapie, Induktions- und AbstoBungstherapie.
In den ersten Wochen nach Transplantation ist die Bedrohung durch eine AbstoBungsreaktion
besonders hoch, daher umfasst die initiale Induktionstherapie zumeist eine hochdosierte Vier-
fachtherapie mit Glukokortikoiden, einem nicht-depletierenden Interleukin-2-Rezeptor-Anta-
gonisten (Basiliximab) oder depletierenden Antikorper (z.B. Antithymozytenglobulin), einem

Calcineurininhibitor sowie einer antiproliferativen Substanz Mycophenolat (-Mofetil ) (29, 60).
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In den letzten Jahren wurde noch ein weiteres Medikament, welches iiber das Konzept der ,,Ko-
stimulationsblockade* wirkt fiir die Induktionstherapie zugelassen: Belatacept unterbindet die
T-Zellaktivierung iiber die Hemmung von CD 80 und CD 86 auf antigenprisentierenden Zellen
und ist Ciclosporin A in der Induktion bei Transplantierten mit Standardrisko hinsichtlich der
erreichten Nierenfunktion — auch im Langzeitverlauf — iiberlegen (61-64).

Nach dieser initialen Phase wird auf eine Erhaltungstherapie umgestellt, welche zumeist die
gleichen Substanzklassen umfasst, jedoch in reduzierter Dosis und mit geringeren Zieltalspie-
geln als wéhrend der Induktionsphase. Dies hilft dabei, die toxische Wirkung der einzelnen
Medikamente zu minimieren ohne jedoch den erwiinschten Abstoungsschutz zu verlieren
(31). AuBBerdem werden die Substanzkombinationen auch nach individuellem Patientenrisiko,
z.B. der Entwicklung eines Diabetes mellitus (NODAT) oder Malignomen angepasst (29).

Ein mogliches Schema fiir die Erhaltungstherapie besteht somit aus Tacrolimus (Tac) (ggf. auch
in retardierter Form; dies flihrt zu stabileren Wirkspiegeln und besserer Patientenadhdrenz (65))
Mycophenolat-Mofetil und Steroiden. Diese Kombination erhielten auch die in diese Studie

eingeschlossenen Patienten.

Tacrolimus als Calcineurininhibitor, genauso wie die éltere Substanz Ciclosporin A (CsA) ver-
hindert iiber seinen Wirkmechanismus in erster Linie die IL-2-abhingige T-Zellaktivierung
(66, 67). Diese Innovation steigerte die Einjahresiiberlebensrate der Organe maligeblich (68,
69), da diese vorrangig durch das Auftreten von akuter Abstoung limitiert wird. Allerdings
haben Calcineurininhibitoren ungiinstige Nebenwirkungen, auf die unter 1.4.2 nidher eingegan-
gen wird. Dariiber hinaus konnte die Inzidenz der friihen AR durch die Einfiihrung der anti-
lymphozytiren Substanz Mycophenolat-Mofetil noch weiter gesenkt werden (70). Als einziger
monoklonaler Antikdrper in der Erhaltungstherapie von de-novo transplantierten Patienten ist
bisher Belatacept (in der Kombination mit MMF und Kortikoiden) zugelassen (64).

Die letzte Substanzklasse im immunsuppressiven Regime sind Glukokortikoide. Sie sind seit
Beginn des Transplantationszeitalters bis heute Basis der Therapie (31). Sie beeinflussen sehr
erfolgreich die T-Zellfunktion durch u.a. Induktion von Apoptose, Inihibition von Wachstums-
faktoren v.a. Interleukin-1 und -6 und kurzfristige Reduktion zirkulierender Lymphozyten (71—
73). B-Zellen werden weniger beeinflusst (74). Steroide sind unentbehrlich in der Therapie der
akuten Rejektion sowie, bei erhohtem immunologischem Risiko des Patienten, auch in der Er-
haltungstherapie. Aulerdem konnte durch Beibehaltung der Steroid-Therapie eine Rekurrenz
bestimmter Erkrankungen im Transplantat, wie z.B. der IgA-Nephropathie nachhaltig reduziert
werden (75).

Im Falle einer akuten zelluldren AbstoBung wird zunéchst eine Steroidstof3therapie eingeleitet.
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Sollte eine Steroidresistenz eintreten, muss bei zelluldrer AbstoBung die Therapie z.B. durch
Lymphozyten-depletierende Wirkstoffe eskaliert werden. Zur Verfiigung steht hierfiir zum Ei-
nen das polyklonale Antithymozytenglobulin oder Muronomab-CD3 (OKT3).

Bei bioptisch gesicherter Antikorper-induzierter AbstoBung ist die T-Zelle als Angriffspunkt
nicht zielfiihrend. Um B- bzw. Plasmazellen und freie Antikorper zu inhibieren, werden ver-
schiedene Therapieverfahren oder die Kombination derer empfohlen. Hierzu zéhlen zum Einen
Verfahren der Antikorperelimination (Plasmaaustauch, Immunabsorbtion), aber auch der Ver-
such der Inhibition der Antikérperneubildung, u.a. mittels intravendsem IgG, Rituximab oder

Bortezomib (Proteasom-Hemmung) (29).

1.3 FORMEN DER TRANSPLANTATABSTOBUNG UND BANFF-KLASSI-

FIKATION

Die Gemeinsamkeit der verschiedenen Formen einer AbstoBung ist das Erkennen des Nieren-
transplantats als ,,fremd®. Dieser Prozess erfordert Komponenten des systemischen wie auch
des lokalen Immunsystems, was u.a. T-Lymphozyten, NK-Zellen, Makrophagen, B-Zellen und
Zytokinausschiittung einschlie3t, eine lokale Entziindungsreaktion etabliert und letzten Endes
zur Verschlechterung der Nierenfunktion und Nekrose des transplantierten Gewebes fiihren
kann.

Rejektionen wurden lange Zeit in hyperakut, akut und chronisch anhand von vorwiegend kli-
nischen Kriterien unterteilt (76, 77). Mit der Einfiihrung der ,,Banff-Klassifikation* wurde der
Schwerpunkt eher auf &tiologische und histopathologische Unterscheidungsmerkmale gelegt,
daher werden die AbstoBungsreaktionen im Folgenden anhand ihrer Pathophysiologie in ,,hu-
moral“ und ,,zellvermittelt* dargestellt. Die Banff-Klassifikation ist die international giiltige

Einteilung der Pathologien eines Nierenallografts (siche 7.3 im Anhang).

1.3.1. ZELLULARE ABSTOBUNG

Die akute Rejektion stellt die hdufigste Komplikation im ersten Jahr nach Transplantation dar
(32, 33). Sie tritt zwar typischerweise innerhalb der ersten Tage bis drei Monate nach Trans-
plantation auf, jedoch kann es seltener auch zu einer sogenannten late acute rejection

(> 6 Monate) kommen. Diese ist mit einer besonders schlechten Prognose verkniipft und gilt
als Risikofaktor fiir den chronischen Funktionsverlust der Niere (78, 79). Griinde fiir einen spi-

ten Eintritt von AR sind vor allem suboptimale Immunsuppression entweder durch Non-
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Compliance des Patienten oder durch eine drztliche Dosisreduktion, z.B. bei schweren syste-

mischen Infekten oder Unvertriglichkeiten (30) (siehe auch Abb. 15).

Histomorphologisch zeichnet sich die akute zelluldre AbstoBung in der Banff-Klassifikation
durch die beiden Kriterien Tubulitis und Arteriitis aus. Anhand des Schweregrades der Lasio-
nen unterscheidet man Grad I-I1I. Grad I meint eine isolierte Tubulitis, Grad III hingegen eine
transmurale Arteriitis mit Nekrosen. Die Begriffe ,,interstitielle (Grad I) bzw. vaskulére (Grad
II)* AbstoBung sind rein morphologische Bezeichnungen, die zunichst nichts iiber die genaue
Atiologie aussagen.

In der Mehrzahl der Fille eines akuten Funktionsverlusts des Transplantats handelt es sich um
eine zellvermittelte Immunreaktion, welche zumeist {iber den direkten Weg der T-Zellaktivie-
rung (siche Abb.7) verlduft (56). Man spricht von akuter zelluldrer AbstoBung bzw. TCMR (T
Cell-Mediated Rejection).

T-Lymphozyten sind als Ausloser seit Langem bekannt; sie sind auch Zielstruktur der etablier-
ten immunsuppressiven Therapeutika. Immer klarer wird jedoch auch die Rolle anderer Zellty-

pen wie beispielsweise von Makrophagen und B-Lymphozyten (80).

Neben der akuten zellvermittelten AbstoBung wird seit der Revision 2005 der Banff-Klassifi-
kation auch der chronisch aktive Verlauf der TCMR erfasst (siehe 1.4.1 ,, Chronische Trans-
plantatschddigung — Begriffserkldrung®). Das Hauptmerkmal in der Biopsie ist eine chronische
Transplantat-Arteriopathie, was einer arteriellen Intimafibrose mit mononukledrem Zellinfiltrat

und Bildung von Neointima entspricht (81).
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Abbildung 8 Banff 4 |

Akute zellvermittelte AbstoRRung
mit tubulointerstitiellem Muster
(40x).

G = Glomerulum, T = Tubulus.
Interstitielle Infiltration durch mono-
nukleare Zellen (» ), Tubulitis (O).

Abbildung 9 Banff 4 II

Akute zellvermittelte AbstofRung
mit  tubulovaskularem  Muster
(20x).

G = Glomerulum, T = Tubulus,

A = Arterie, V = Vene.

Interstitielle Infiltration durch mono-
nukleare Zellen (» ), Tubulitis (O), En-
dothelialitis (O).

Abbildung 10 Banff 4 I

Akute zellvermittelte AbstofRung
mit vaskuldrem Muster +/- Nek-
rose (© PathoPic, 40x).

=% | A = Arterie.

Fibrinoide Medianekrose (»), hyali-
nes Odem der Intima (O).
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1.3.2. HUMORALE ABSTOBUNG

Man unterscheidet drei verschiedene Antikorper-vermittelte Pathologien am renalen Transplan-
tat:

Die hyperakute AbstoBungsreaktion tritt innerhalb der ersten 24 Stunden, meist jedoch schon
wenige Minuten nach Offnung der GefiBklemmen intraoperativ auf. Es handelt sich hierbei um
eine humorale Immunreaktion durch préformierte, d.h. bereits zum Zeitpunkt der Transplanta-
tion vorhandene, zytotoxische Antikorper gegen das Transplantat. Diese wurden im Rahmen
von vorher stattgehabten Schwangerschaften, Transfusionen oder Transplantationen gebildet.
Histologisch zeigen sich fibrinoide Nekrosen der GefiBwinde, Fibrin- und Plittchenthromben
sowie eingewanderte neutrophile Granulozyten. Hyperakute Rejektionen fithren aufgrund ihrer
fast vollstdndigen Therapieresistenz meist zu einem irreversiblen Transplantatverlust. Durch
die moderne HLA-Typisierung und HLA-Antikérper-Diagnostik (siehe 1.2.2 ,,HLA-Typisie-

rung und Crossmatch“) sind hyperakute Abstoungsreaktionen heute selten geworden (77).

Die akute humorale Abstoung (Antibody-Mediated Rejection; ABMR) tritt zumeist innerhalb
der ersten Wochen nach Transplantation auf. Die Patienten préasentieren sich klinisch mit einem
besonders schweren, akuten Funktionsverlust des Organs. Ob es sich letztendlich um eine hu-
morale oder zellulire Genese handelt, kann allerdings nur bioptisch sicher unterschieden wer-
den (82). Lichtmikroskopisch zeigt sich ein relativ variables Bild, jedoch sind neutrophile Gra-
nulozyten glomeruldr oder in peritubuldren Kapillaren (PTC), Mikrothrombosen, fibrinoide
Nekrose und Arteriitis ein guter Hinweis auf ein Antikdrper-vermitteltes Geschehen (83).
Feucht HE et al beobachten 1993 erstmals, dass eine Ablagerung des Komplementfaktors C4d
an peritubuldren Kapillaren mit einer besonders schlechten Prognose assoziiert ist (84). Es ge-
lang im Verlauf den Zusammenhang zwischen C4d und im Serum zirkulierenden Donor-spe-
zifischen Antikérpern (DSA) herzustellen (82). Der Nachweis von DSA und C4d gehort seit
dem Banff’97 Update zu den Diagnosekriterien der akuten humoralen AbstoBung (85). Seit der
aktuellsten Revision 2013 der Klassifikation werden auch C4d-negative ABMR anerkannt (86).

Die diagnostische Differenzierung der humoralen Rejektion ist zum Einen prognostisch zum
Anderen therapeutisch von hoher Relevanz: Da die herkommliche AbstoBBungstherapie hier un-
wirksam ist, empfiehlt die aktuelle Leitlinie im Falle einer akuten humoralen AbstoBung die

Anwendung von Plasmapherese und/oder Therapie mit intravendsen Immunglobulinen, Anti-
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CD20-Antikérpern oder Lymphozyten-depletierenden Antikdrpern (siehe auch 1.2.4 ,,Immun-
suppression®) (29).

Eine ABMR resultiert hdufig, vor allem durch verzogerte Diagnosestellung und damit verzo-
gerter Therapieeinleitung, in sofortiger und extensiver Schiadigung des Organs und gilt als Ini-
tiator von chronischer Transplantatnephropathie (87). Sie nimmt etwa 10% der akuten Rejekti-
onen ein.

In der jlingeren Vergangenheit gewinnt die chronisch aktive humorale Abstoung zunehmend
an Gewicht. Eigentlich wurde bereits 1970 eine Verbindung zwischen DSA und der Entwick-
lung von chronischen Transplantatschdden hergestellt (88).In Biopsien mit interstitieller Fib-
rose und tubuldrer Atrophie konnte das zusétzliche Auftreten glomerulédrer und vaskuldrer Ver-
dnderungen mit einer humoralen Herkunft in Verbindung gebracht werden. Es bedurfte aller-
dings noch einiger Jahrzehnte bis die Ablagerung von C4d an peritubuldren Kapillaren mit dem
Nachweis von DSA, Transplantatglomerulopathie und chronischen Verdnderungen verkniipft
werden konnten (89). Der Begriff der ,,chronisch humoralen AbstoBung® floss ab 2005 in die
Banft-Klassifikation mit ein (siehe 1.4.1 ,,Chronische Transplantatschdidigung — Begriffserkld-
rung® ). Lichtmikroskopisch sind die wichtigsten Merkmale die Verdopplung der Basalmemb-
ran von Glomerula und PTC sowie eine Intimafibrose der Arterien. Wie schon bei der akuten
ABMR sind der Nachweis von zirkulierenden DSA und C4d auch hier diagnostisch relevant
(81, 90).

. "n,.y.,-! y o WP
Abbildung 11 Banff 2. Akute Antikdrper-vermittelte Abstof3ung

(20x). G = Glomerulum, T = Tubulus. Peritubulére Kapillaritis (O). C4d
nicht gefarbt.
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Zusammenfassung

Sowohl zelluldre als auch humorale Immunitit fiihren klinisch zu AbstoBungsreaktionen und
einem moglichen Funktionsverlust des Transplantats. Dennoch unterscheiden sich die beiden
Entitdten. Einerseits spielt sich die T-zellvermittelte AbstoBBung vornehmlich im Bereich des
Tubulus und der Arterien ab, wohingegen die ABMR peritubuldre und glomeruldre Kapillaren
schidigt (83). Beide kdnnen einen akuten und chronischen Funktionsverlust des Organs verur-

sachen (87).

1.4 CHRONISCHE TRANSPLANTATSCHADIGUNG

1.4.1. BEGRIFFSKLARUNG

Durch die Verldngerung der Lebensdauer der Organe durch geeignete Immunsuppressiva wur-
den die chronischen Pathologien am Nierentransplantat zu einem wichtigen Thema. Die No-
menklatur hat sich im Laufe der Zeit jedoch sehr gewandelt.

Vor der ersten Banff-Konferenz wurde in den 90er Jahren der Begriff ,,chronische AbstoBung*
(chronic rejection; CR) in Abgrenzung zur hyperakuten und akuten AbstoBung verwendet. Un-
ter CR verstand man eine langsam progressive Funktionsminderung der Niere > 3 Monate nach
Transplantation. Es war bekannt, dass die zugrundeliegende Pathophysiologie immunologi-
schen aber auch nicht-immunologischen Ursprungs sein kann, genaue histologische Diagnose-
kriterien fehlten allerdings (90).

Das erste Treffen in Banff 1993 erfiillte diesen Wunsch nach einheitlichen Standards. Dort
fithrte man den Begriff ,,Chronische Allograft Nephropathie* (CAN) als Ersatz fiir CR ein, um
ein histopathologisches Korrelat zur klinisch beobachteten, multifaktoriellen chronischen
Transplantatdysfunktion zu schaffen. Diese mit Banff 5 nummerierte Diagnose umfasste CR,
gen und chronische Infektion. Die histologischen Merkmale interstitielle Fibrose und tubulére
Atrophie (IF/TA) sowie Glomerulo- und Vaskulopathie dienten der Schweregradeinteilung
91).

12 Jahre lang galt diese Klassifikation, jedoch fiihrte es in der Praxis zur Annahme, dass es sich
bei CAN um eine vermeintlich eigenstandige Erkrankung handle, anstatt um einen Sammelbe-
griff flir die gemeinsame Endstrecke verschiedener Schiadigungsprozesse am glomeruléren, tu-

bulointerstitiellen und vaskuldren Kompartiment (90).
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Die Reaktion hierauf waren grundlegende Verdanderungen der gesamten Klassifikation im Jahr

2005. Trennte die bisherige Einteilung akute von chronischer AbstoBung, so riickte die neue

Einteilung die zugrundeliegende Pathophysiologie in den Fokus. Man unterscheidet seither zu-

néchst T-zellvermittelte von Antikdrper-vermittelter AbstoBung (TCMR vs. ABMR), und be-

trachtet dann zusétzlich den akuten oder chronischen Verlauf. Der Begriff ,,chronische Absto-

Bung® ist also nicht mehr der Kategorie Banff 5 untergeordnet sondern meint nur noch rein

alloimmune Vorginge, entweder zelluldr oder humoral (Banff 4 bzw. Banff 2). Auflerdem

wurde die Bezeichnung CAN fiir die Banff 5-Lésionen génzlich abgeschafft und durch ,,chro-

nischen Transplantatschaden® (chronic allograft injury, CAI) bzw. ,,interstitielle Fibrose und

tubulédre Atropie (IF/TA) ersetzt und anhand des erfassten Schweregrades der IF/TA (< 25%,

25-50%, > 50%) weiter unterteilt (siche 7.3 im Anhang).

Abbildung 12 Banff 5 (20x)
Interstitielle Fibrose und tu-
bulare Atrophie

G = Glomerulum,

T = Tubulus. Tubulare Atrophie
(»), interstitielle Fibrose mit erwei-
tertem intertubularem Raum (

). Hier keine

Glomerulopathie.

Abbildung 13 Banff 5 (40x)
Interstitielle Fibrose und tu-
bulare Atrophie

G = Glomerulum, T = Tubulus,

A = Arterie.

Ausgepragte Fibrose von Glome-
rula und Gefallen (Glomerulupa-
thie, Vaskulopathie (A).

Renale Parenchymarchitektur
weitgehend aufgehoben.
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Banff 5 sollte als Diagnose von nun an nur noch vergeben werden, wenn der Versuch scheitere
die genaue Atiologie der chronischen Verinderungen auszumachen (81).
Fassbare nicht-immunologische Griinde, die zu einer chronischen Transplantatdysfunktion fiih-

ren konnen sind:

e Chronische CNI-Nephrotoxizitét

e Chronische Hypertension

e Virus-Infektion , z.B. BK-Nephropathie , CMV

e Chronische Obstruktion der ableitenden Harnwege
e Akute und chronische bakterielle Pyelonephritis

¢ Glomerulonephritis / Vaskulitis (rezidivierend oder de-novo)
Sie alle werden unter der Kategorie Banff 6 subsummiert (siehe 7.3 im Anhang).

Dieser Arbeit liegt dennoch die Banff 97 Klassifikation mit dem Update zur humoralen Ab-
stoBung aus dem Jahr 2003 zu Grunde. Dies liegt zum Einen an der besseren Vergleichbarkeit
mit Ergebnissen aus der Literatur, da diese Klassifikation dort als Standard gilt. Des Weiteren
beriicksichtigen die Kriterien von 1997 bereits die Unterscheidung zwischen zelluldrer und hu-
moraler akuter AbstoBung, auch die Kategorie Banff 5 umfasste schon damals nicht-immuno-
logische und immunologische Faktoren. In den Folgejahren kam es, wie oben erldutert, haupt-
sichlich zu Verdnderung der Nomenklatur, nicht aber der histologischen Kriterien. Die seit
2005 geltende Differenzierung in eine klar immunologische TCMR bzw. ABMR bereitet in der

Praxis durchaus Schwierigkeiten.
1.4.2. EINFLUSSFAKTOREN

Die Genese chronischer Transplantatschdadigung ist multifaktoriell; es konnen ganz allgemein
gesprochen einerseits Alloantigen-abhéngige, andererseits -unabhidngige Ursachen zu IF/TA
und dem konsekutiven Funktionsverlust des Organs fithren (77). Die Ergebnisse von Nankivell
et al. untergliedern den CAI noch weiter. Er wies zwei verschiedene Schadensphasen in unter-
schiedlichen histologischen Kompartimenten nach. Ein frither Schaden nach Transplantation
findet sich demnach am ehesten tubulointerstitiell und ist immunologischen Vorgingen
(schwere akute AbstoBBung und persistierende subklinische AbstoBBung) zuzuschreiben. Spitere
Schiaden werden durch fortschreitende hyaline Verdnderungen der kleinen Arterien und Arte-
riolen, (ischdmische) Glomerulosklerose und fortschreitende interstitielle Fibrose beschrieben

(92).
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Die wichtigsten Einflussfaktoren, die zur Entwicklung einer interstitiellen Fibrose und tubuldren

Atrophie flihren kdnnen zeigt Abbildung 15.

4 ) 4 )

Nicht— immunologisch: Immunologisch:

* I/R und DGF * Rezidivierende AR
* CNI -Toxizitat * Subklinische

* Spender: hohes Alter AbstoRBung

* art. Hypertonie * Chronische

* Hyperlipidamie AbstoBung

* Diabetes mellitus * HLA-Histo-

* BK-Nephropathie inkompatibilitat

* Rez. Pyelonephritis

* Proteinurie

g J - /

Interstitielle Fibrose /
tubulare Atrophie

Abbildung 14 Immunologische und nicht-immunologische Einflussfaktoren fliihren zu IF/TA
(nach (30, 77))

Die immunologischen Ursachen wurden bereits unter 1.3 ,, Formen der Transplantatabstoffung
und Banff-Klassifikation* besprochen. Im Folgenden gehe ich nédher auf die nicht-immunolo-

gischen Faktoren ein.

Nicht-immunologische Einflussfaktoren

Wichtige nicht-immunologische Faktoren, die ein erhdhtes Risiko fiir chronische Schiden nach
sich ziehen sind vielfach erforscht: u.a Ischdmie/Reperfusion (I/R), Hirntod des Spenders, ver-
spétete Transplantatfunktion (delayed graft function; DGF), hohes Spenderalter, junges Emp-
fangeralter (79, 93-95) sowie Hypertension und Hyperlipiddmie des Empfangers (96, 97) und

Calcineurininhibitor-Toxizitét (98). Auf einige mdchte ich ndher eingehen:
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Ischdmie-Reperfusionsschaden

Bei der Organentnahme und -ilibertragung kommt es zur temporédren Trennung des Transplan-
tats von seiner Blutversorgung. Diese Zeitspanne wird als Ischdmiezeit bezeichnet. Zunéchst
wird eine erste warme Ischdmiezeit durch das Abklemmen der Aorta eingeleitet. Mit der Lage-
rung des Organs in gekiihlter Fliissigkeit beginnt danach die kalte Ischdmiezeit, die fiir den
Transport zum Empfanger bendtigt wird. Die zweite warme Ischdmiezeit beginnt wihrend der
Operationsvorbereitung, sobald die Niere wieder ungekiihlt ist und endet mit der Anastomo-
senOffnung und Reperfusion des Organs (33).

Wihrend das Nierentransplantat nicht durchblutet wird, entsteht ein Mangel an ATP und eine
Gewebsazidose. Energieabhingige Transportprozesse, wie z.B. durch die Na'/K"-ATPase feh-
len, es kommt zu einem Einstrom von Wasser in die Endothelzellen und zu einer Viskositéts-
erhohung des Blutes. Die pH-Senkung fiihrt auBerdem zu verminderter Zellverformbarkeit der
Leukozyten, was zu zusétzlicher Stase in den Mikrokapillaren fiihrt (18). Aufgrund der be-
schriebenen Zellschwellung, eingeschriankter Kapillardurchblutung und mikrovaskuldrer
Thrombose kommt es zu einem Perfusionsausfall, der auch nach Beginn der Reperfusionsphase
weiter besteht und zu einer Aggravierung des Ischdmieschadens flihrt

(,,no reflow*-Phinomen) (99). Beim Zusammentreffen der ischdmischen Metabolite mit dem
erneuten Sauerstoffangebot entstehen vermehrt Sauerstoffradikale, die zu toxischer Gewebs-
schddigung fiihren. Diese zunéchst nicht-immunologischen Vorginge setzen dann indirekt im-
munologische Prozesse in Gang. Es kommt zu Leukozytenaktivierung und zur nachfolgenden
Freisetzung von Chemo-und Zytokinen, die insgesamt eine akute Entziindungsreaktion mit Er-
hohung der Kapillarpermeabilitiit (capillary leak) und konsekutivem interstitiellem Odem her-
vorrufen. Diese Verschlimmerung der gewebsschidigenden Vorgéinge anstatt einer Verbesse-
rung durch die Reperfusion wird als ,,Reflow-Paradox‘ bezeichnet (18). Im weiteren Verlauf
kommt es zur Ausbildung einer chronischen Inflammation, die die Entwicklung eines chroni-
schen Transplantatschadens mit Dysfunktion oder gar kompletten Graftverlust zur Folge haben
kann (100).

Der Ischdmie-Reperfusionschadens ist eng mit einem weiteren Problem der frithen Transplan-
tationsnachsorge verknlipft: der ,,verzégerten Funktionsaufnahme des Transplantats* (delayed

graft function; DGF). Das Risiko flir DGF steigt mit der Dauer der kalten Ischdmiezeit (101).
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Delayed graft function

Der Begriff DGF wird uneinheitlich definiert. Eine der gingigsten Definitionen in der Literatur
ist ,,die Notwendigkeit einer Dialysetherapie innerhalb der ersten Woche nach Transplantation®
(102, 103). Der klinische Aspekt reicht von einem verzégerten Serumkreatininabfall und Di-
uresebeginn bis hin zur passageren Anurie (104).

Der verzogerte Funktionseintritt ist ein sehr hdufiges Problem und betrifft, je nach Definition ,
20-50% aller postmortalen Spenden (102). Tritt eine DGF ein, so bedeutet dies automatisch ein
erhohtes Risiko fiir eine akute TransplantatabstoBBung (94, 105). AuBlerdem sind DGF und eine
lange kalte Ischdmiezeit wichtige Pradiktoren fiir ein schlechteres Transplantatiiberleben; das

Risiko fiir einen vorzeitigen Transplantatverlust ist erhoht (103, 106).

Aufgrund der hohen Pravalenz und den prognoselimitierenden Effekten einer DGF ist die Pri-
vention von hdchster klinischer Relevanz.

Die wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer DGF sind (107):

- Lange kalte Ischdmiezeit

- Erhohtes Spenderalter

- Spender : Serumkreatinin

- Empfénger : Body Mass Index

- Induktionstherapie ohne Antithymozytenglobulin

Calcineurininhibitor-Nephropathie

Wie bereits unter 1.2.4 ,, Immunsuppression *“ erlautert sind CNIs eine malB3gebliche therapeuti-
sche Sédule zur Verhinderung der akuten T-zellvermittelten AbstoBung und fiihren damit zu
einer deutlichen Steigerung der Einjahresiiberlebensrate der Organe (68, 69).

Allerdings ist die filhrende Nebenwirkung einer Langzeittherapie mit CNIs, vor allem unter den
historisch verwendeten sehr hohen Serumwirkspiegeln, die Nephrotoxizitit. Neben dieser ist
auch das Auftreten eines Posttransplantations-Diabetes mellitus (NODAT), insbesondere unter
Tacrolimus, mit einem schlechteren Transplantatiiberleben und einer erhohten Mortalitdt asso-
ziiert (108). Auch die Induktion von arterieller Hypertonie, Hyperurikdmie und Hyperlipiddmie
verschlechtern das kardiovaskulére Risikoprofil der Patienten weiter und wirken sich somit in-
direkt negativ auf die Transplantatfunktion aus (109). Dariiber hinaus sind kardiovaskuldre Er-

eignisse die hdufigste Ursache fiir den Tod mit funktionierendem Transplantat (2, 110, 111).

Es gibt zwei Arten der CNI-Nephropathie. Die akute Form prasentiert sich als reversibles, aku-

tes Nierenversagen, das durch eine renale Vasokonstruktion aufgrund eines Missverhéltnisses
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vasoaktiver Substanzen bedingt wird und abhéngig vom Wirkspiegel auftritt. Eine seltenere
aber sehr schwere akute Schédigung ist die Entwicklung einer thrombotischen Mikroangiopa-
thie bzw. eines hamolytisch-urdmischen Syndroms (112). Eine Verengung der kleinen Gefélle
ist auch Komponente der chronischen Form, jedoch entwickeln sich dariiber hinaus irreversible
strukturelle Schiden. Histologisch lassen sich zunehmend Hyalinose der Arteriolen, IF/TA und
fortschreitende ischdmische Glomerulosklerose feststellen (92, 98, 113). Daher muss der Wirk-
spiegel im Rahmen eines Drugmonitoring regelmifBig kontrolliert werden.

2003 stellte eine Langzeitstudie von Nankivell et al die Hypothese auf, dass CNIs wegen dieser
chronischen Schdden Grund fiir die weiterhin eingeschriankte Langzeitprognose der Transplan-
tate sein konnten. Es konnte in dieser Untersuchung nachgewiesen werden, dass fast 100% der
mit CsA oder Tac behandelten Patienten nach 10 Jahren typische histologische Zeichen einer
chronischen CNI-Nephropathie aufweisen (92).

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden eine Vielzahl von Studien (114-116) durchgefiihrt, in de-
nen die Auswirkung einer Reduktion der CNI-Erhaltungstherapie oder der Ersatz durch andere
Substanzklassen untersucht wurden. Abgesehen von wenigen Studien, die in den ersten Mona-
ten nach Transplantation einen Austausch des CNI durch einen mTOR-Inhibitor untersuchten,
konnte kein positiver Effekt auf die Transplantatfunktion gezeigt werden. In jenen Studien
konnten die Erfolge jedoch nur bei einer kleinen Patientenzahl mit niedrigem immunologischen
Gesamtrisiko und guter Ausgangs-GFR gezeigt werden, auBerdem war der Beobachtungszeit-
raum mit maximal drei Jahren zu kurz, um Aussagen iiber das Transplantatiiberleben machen
zu konnen (114, 115). Des Weiteren war die Medikamentencompliance der Patienten aufgrund
der erhohten Nebenwirkungsrate des mTOR-Inhibitor schlechter und es fanden sich z.T. hohe
Abbruchraten (117, 118).

Dartiber hinaus fanden Stegall et al in Protokollbiopsien, welche 5 Jahre nach Nierentransplan-
tation entnommen wurden, dass die Pravalenz von moderater oder schwerer ,,arteriolarer Hya-
linose* als bis dahin typisches histologisches Merkmal der CNI-Toxizitét in 2/3 aller Patienten
vollig unabhingig davon war, ob die Patienten eine CNI-basierte Immunsuppression erhielten
oder iiber Jahre CNI-frei (z.B. mTORi-Regime) behandelt wurden (119).

Nicht zuletzt ausschlaggebend fiir einen Wandel in der Bewertung der Therapie mit Calcineu-
rininhibitoren war schlielich die groBangelegte Langzeit-Beobachtungsstudie DeKAF 2010
(Deterioration of Kidney Allograft Function). Hier wurden Nierenbiopsien von Patienten mit
neuaufgetretener Transplantatdysfunktion vor allem im Hinblick auf Zeichen der immer mehr
in den Fokus riickenden Antikdrper-vermittelten AbstoBung untersucht. 57 % aller Biopsien

zeigten die typischen Merkmale der ABMR. Der alleinige histologische Nachweis ,,typischer*
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CNI-Toxizitdt ohne Nachweis von DSA oder Cd4 hingegen, wies von allen die beste Prognose
und am seltensten einen spdteren Transplantatverlust auf (120).

In Zusammenschau dieser Ergebnisse gilt es als wahrscheinlich, dass die chronische Nephro-
toxizitdt von CsA und Tac einen aber nicht den zentralen negativen Einflussfaktor fiir den Lang-
zeitverlauf einer transplantierten Niere darstellt. Man geht davon aus, dass viele Fille der friiher
angenommenen CNI-Toxizitdt in Wahrheit eine unerkannte chronische humorale AbstofSung

waren (118, 120).

1.5 GRUNDE FUR TRANSPLANTATVERLUST

Gondos et al. demonstrierten erst 2013, dass in Europa ein Transplantatiiberleben im ersten Jahr
von etwa 90 % erreicht wird. Nach 5 Jahren sind es noch 77 %. Diesen sehr guten Zahlen zum
Trotz sind die Hauptgriinde fiir Transplantatverlust der ,,Tod mit funktionierendem Organ* und
die ,,chronische Transplantatnephropathie®. Diese Ereignisse betreffen vornehmlich den Lang-
zeitverlauf, womit sich die schlechte 10-Jahres-Transplantatiiberlebensrate von nur mehr 56 %

erkléren lasst (121).

Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse nach Zoghby et al aus dem Jahr 2009 auf. In einer Langzeit-
studie wurde der Verlauf von 1317 nierentransplantierten Patienten verfolgt und die Griinde fiir
einen Transplantatverlust in 330 Féllen erforscht (30).

Etwa 30 % der Fille des Transplantatversagens gingen auf den gerade besprochenen chroni-
schen Transplantatschaden mit interstitieller Fibrose und tubuldrer Atrophie zuriick. Allerdings
fiihrten auch rezidivierende oder de-novo Glomerulonephritiden mit fast 40 % zum Funktions-
verlust des Organs. Andere Begleiterkrankungen, wie eine bakterielle Pyelonephritis, die héu-
fig durch EBV-Infektion ausgeloste Post-Transplant Lymphoproliferative Disorder (PTLD) o-
der Sepsis mit Hypotension traten vornehmlich im ersten Jahr nach Transplantation auf und
sind zum GroBteil als Nebenwirkungen der immunsuppressiven Therapie zu werten. Auch die
akuten Rejektionen waren eine Problematik der Friithphase; im spéteren Verlauf sind sie zu-
meist auf unzureichende Immunsuppression zuriickzufiihren.

Allerdings nimmt der Tod mit funktionierendem Transplantat ebenfalls fast die Hélfte aller
Fille ein (30, 122). Er trat signifikant hdufiger bei Patienten nach einer postmortalen Spende
ein als bei Patienten, die eine Lebendspende erhielten. Mit Abstand am haufigsten waren kar-
diovaskuldre Erkrankungen dafiir verantwortlich. Dieses Ergebnis wird mehrfach in der Lite-
ratur bestétigt (110, 111). Zwar nimmt die Haufigkeit gegeniiber Patienten mit chronischer Nie-

reninsuffizienz nach Transplantation ab, dennoch bleibt das Risiko gegeniiber der
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Normalbevdlkerung deutlich erhoht.

Andere Griinde fiir den Tod mit funktionierendem Transplantat sind Infektionen und die Ent-

wicklung maligner Erkrankungen.

Griinde fiir Transplantatverlust

\ 4

A 4

v

Tod mit

Primarer
Transplantatverlust Transplantat\zersagen funktionierendem

(ca.12 %) (ca. 46 %) Transplantat

| (42 %)

v v v
Glomerulare Begleit - IE/TA

Erkrankungen erkrankungen
v

ﬁ)e-Novo-
Glomerulonephritis

* Rezidiv der
Glomerulonephritis

* Transplantat-
glomerulopathie

v
\ ﬂa. im 1. Jahr: \

» Sepsis

» Akute

* PTLD

* Hypotension

Pyelonephritis

* Rezidiv einer
nicht -glomerularen
Erkrankung

- AN

/

Abbildung 15 Griinde fir Transplantatverlust nach (30, 31). PTLD = Post-Transplant Lympho-

proliferative Disorder
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1.6 FRAGESTELLUNG

Wie unter 1.4 ,, Chronische Transplantatschddigung * dargestellt, vollzog sich in den letzten
Jahren ein Wandel beziiglich der Nomenklatur der Banff-Kriterien. Dennoch blieben grof3e Er-
rungenschaften, was die Klarung der Pathogenese der IF/TA-Lésionen betrifft, bislang aus. Das
groflte Problemfeld der gegenwértigen Transplantationsmedizin ist die schlechte Langzeitprog-
nose der Transplantate. Um hier eine Verbesserung zu erreichen, ist es zwingend notwendig
zwischen den verschiedenen Pathomechanismen des CAI zu unterscheiden. Nur so kann eine
behandelbare Diagnose gelingen (81).

In der Banft’07 Klassifikation wird auf die Erkenntnisse aus der Studie von Michael Mengel
hingewiesen (123). Demnach sind entziindliche zellulédre Infiltrate in Biopsien negative prog-
nostische Indikatoren fiir die Langzeittransplantatfunktion (124). Auflerdem sind sie zusammen
mit dem Nachweis von IF/TA mit friiherem Transplantatverlust assoziiert (125). Der Einwan-

derung von Entziindungszellen in das Transplantat wird also groe Bedeutung beigemessen.

Die vorliegende Arbeit ermdglicht erstmals eine néhere Betrachtung dieser infiltrierenden Zel-
len und deren Entwicklung im zeitlichen Verlauf. Zielvorstellung war es die vermeintlich ho-

mogene Diagnose ,,Banff 5“ ndher aufzugliedern.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 UBERSICHT VERWENDETER MATERIALIEN UND GERATE

Gerat

Hersteller

Schlittenmicrotom Slide 4003 E
Decloaking Chamber Plus

Axio Observer.Z1

AxioCam ERc 5s

pfm medical, KoIn, Deutschland
Biocare Medical, Concord, USA

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Tabelle 1 Liste verwendeter Gerate

Software Hersteller

HistoQuest 3.0 TissueGnostics GmbH, Wien, Osterreich
Axiovision Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
SPSS Statistics 21 IBM, Chicago, USA

Office Excel 2007

Microsoft, USA

Tabelle 2 Liste verwendeter Software

Kits

Hersteller

ABC-AP Vectastain® AK-5000
Avidin/Biotin Blocking Kit
Permanent AP-Red Kit

Losungen

Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland
Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland

Zytomed Systems inc, Berlin, Deutschland

Ag-Unmasking-Solution
Aqua-dest aus Milipore Anlage

Linaris, Wertheim-Bettingen, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 3 Liste verwendeter Kits und Losungen

2.2 GEWEBEPROBEN/ PATIENTEN

In der Uniklinik Regensburg werden alle Patienten, die eine Nierentransplantation erhielten im
Rahmen der Transplantationsnachsorge nach 2 Wochen und nach 100 Tagen nach Transplan-
tation protokollbiopsiert. Dariiber hinaus erfolgt bei jeglichem klinischen Verdacht auf Trans-

plantatverschlechterung ebenfalls eine Biopsieentnahme (Biopsy by cause). Alle Proben




werden nach der Banff-Klassifikation (126) histopathologisch bewertet und zusammen mit den

klinischen Daten der Patienten archiviert.

Aus dieser Datenbank wihlten wir Patienten mit chronischer Transplantatnephropathie (Banff
5) aus und teilten sie nach nachfolgenden zeitlichen und histopathologischen Kriterien in vier
Gruppen ein.

Diese Studie erhielt ein positives Votum der Ethikkommission und alle Patienten gaben ihr

schriftliches Einverstindnis.

2.2.1. ZEITLICHER VERLAUF

Tage nach NTx

Gruppe <100 Tage < 12 Monate > 12 Monate
ohne AR keine AbstoRBung | LIF/TA
oRjt-f | :
: frihe IF/TA | Banff 1 oder 6 | ! Banff 5
ohne AR keine AbstoRung L IFITA
oRjt-s } : : :
spate IF/TA | Banff 1 oder 6 | | 1 Banff 5
AR AbstolRung Lésung der IF/TA |
Rjt-f Abstof3ung |
frihe IF/TA : !
Banff 41, 411, 411l oder 2 ' Banff 1 1 Banff 5
AR AbstoRung Lésung der IF/TA
Rjt-s . AbstolRung |
spate IF/TA : : :
Banff 41, 411, 411l oder 2 . Banff 1 : . Banff 5

Tabelle 4 Einteilung der Gruppen (vertikal); zeitlicher und histopathologischer Verlauf
(horizontal).

In Fraktion oRjt (ohne Abstoung) wurden jene Patienten eingeteilt, die in den ersten 100 Ta-
gen keine akute zelluldre oder humorale AbstoBung, sondern einen Normalbefund (Banff 1)
oder anderweitige Ldsionen (Banff 6) aufwiesen. Es entwickelte sich dann eine chronische
Transplantatnephropathie (Banff 5), entweder in (oRjt-f) oder nach (oRjt-s) den ersten 12 Mo-
naten nach Transplantation.

Die beiden Gruppen mit AbstoBBung (Rjt) definieren sich iiber die Abfolge:

Zellvermittelte oder humorale AbstoBung (Banff 41, 411, 4111 oder 2) in den ersten 100 Tagen,
zwischenzeitliche Losung der AbstoBung (Banff 1) und schlieBlich friihe (Rjt-f) bzw. spite
(Rjt-s) chronische Transplantatschadigung (Banft 5).
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Der Entnahmezeitpunkt, angegeben in ,,Tagen nach Nierentransplantation* (Tage nach NTx)

spiegelt diesen klinischen Verlauf wieder:

Gruppe Banff Tage nach NTx p

ohne AbstoRBung (oRjt)

oRjt-f: frihe IF/TA 1vs5 20,5+ 14,63 vs. 103,91 + 27,84 < 0,001

oRjt-s: spate IF/TA 1vs5 41,59 + 38,72 vs. 1141,00 + 711,75 < 0,001

mit AbstoBung (Rjt)

Rjt-f: friihe IF/TA 4vs1 27,66 + 24,08 vs. 53,24 + 33,88 0,01
1vs5 53,24 + 33,88 vs. 138,04 £ 94,19 < 0,001
4vs5 27,66 + 24,08 vs. 138,04 £ 94,19 < 0,001
2vs4d 21,13 £ 15,43 vs. 27,66 + 24,08 0,35
2vs1 21,13 +15,43 vs. 53,24 + 33,88 0,003
2vs5 21,13+ 15,43 vs. 138,04 + 94,19 < 0,001

Rjt-s: spate IF/TA 4vs1 59,39 + 131,01 vs.149,20 + 224,69 0,26
1vsd 149,20 + 224,69 vs. 1464,59 + 859,41 < 0,001
4vs5 59,39 + 131,01 vs. 1464,59 + 859,41 < 0,001

Tabelle 5 Vergleich der Zeitpunkte innerhalb der Gruppen

ohne Abstoung (oRjt) Tage nach NTx p

oRjt-f: friihe IF/TA ORjt-s: spate IF/TA
Banff 1 20,50 + 14,63 41,59 £ 38,72 0,07
Banff 5 103,91 + 27,84 1141,00 + 711,75 <0,001
mit AbstoBung (Rjt)

Rjt-f: frihe IF/TA Rjt-s: spate IF/TA
Banff 4 27,66 + 24,08 59,39 + 131,01 0,26
Banff 1 53,24 + 33,88 149,20 + 224,69 0,21
Banff 5 138,04 £ 94,19 1464,59 + 859,41 <0,001

Tabelle 6 Vergleich der Zeitpunkte zwischen den Gruppen
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Zur Einschétzung des zeitlichen Verlaufs ist es notig den frithesten und spétesten Zeitpunkt

innerhalb und zwischen den Gruppen und Fraktionen zu definieren.

Eintritt IF/TA Gruppen Tage nach NTx in Banff 1 (oRjt) und Banff 4 p
(Rit)

frih vs spat oRjt-f vs. oRjt-s 20,5 +14,63 vs. 41,59 + 38,72 0,07

Rjt-f vs. Rjt-s 27,66 + 24,08 vs. 59,39 + 131,01 0,26
frah vs frih oRjt-f vs. Rjt-f 20,5 + 14,63 vs. 27,66 + 24,08 0,34
spat vs spat oRjt-s vs. Rjt-s 41,59 + 38,72 vs. 59,39 + 131,01 0,54
frih vs spat oRjt-f vs. Rjt-s 20,5 + 14,63 vs. 59,39 + 131,01 0,18
spat vs frih ORjt-s vs. Rjt-f 41,59 + 38,72 vs. 27,66 + 24,08 0,19

Tabelle 7 Frihester Enthnahmezeitpunkt

Eintritt IF/TA Gruppen Tage nach NTx in Banff 5 p

frih vs spat oRjt-f vs. oRjt-s 103,91 + 27,84 vs. 1141,00 + 711,75 <0,001
Rjt-f vs. Rjt-s 138,04 + 94,19 vs. 1464,59 + 859,41 <0,001

frah vs frih oRjt-f vs. Rjt-f 103,91 + 27,84 vs. 138,04 £ 94,19 0,11

spat vs spat oRjt-s vs. Rjt-s 1141,00 + 711,75 vs. 1464 ,59 + 859,41 0,27

frih vs spat oRjt-f vs. Rijt-s 103,91 + 27,84 vs. 1464,59 + 859,41 <0,001

frih vs spat Rjt-f vs. oRjt-s 138,04 £ 94,19 vs. 1141,00 £ 711,75 <0,001

Tabelle 8 Spatester Entnahmezeitpunkt

Wie aus Tabelle 7 und 8 ersichtlich, entsprechen die Entnahmezeitpunkte von Banff 1 in den
Gruppen oRjt-f und oRjt-s sowie von Banff 4 in den Gruppen Rjt-f und Rjt-s jeweils dem , ftrii-
hesten Zeitpunkt“. Sie unterscheiden sich untereinander nicht. Gegeniiber allen anderen Banff-
Klassen und Zeitpunkten unterscheiden sie sich allerdings.

Banff 5 entspricht definitionsgeméf dem spétesten Entnahmezeitpunkt innerhalb der Gruppen.
Die frithen Eintritte der chronischen Transplantatnephropathie in den Gruppen oRjt-f und Rjt-
funterscheiden sich statistisch nicht voneinander. Zu den spéaten Gruppen oRjt-s und Rjt-s gibt

es jeweils einen signifikanten Unterschied.

Es wurden 181 formalinfixierte und in Parrafin eingebettete Biopsien von renalen Allotrans-

plantaten in die Analyse miteinbezogen.
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2.2.2. AUSSCHLUSS VON PROBEN

Von den zunichst nach den oben genannten zeitlichen und klinischen Kriterien ausgewéhlten
Biopsien, wurden nicht alle in die Analyse miteinbezogen. Zum Einen wurden alle Proben von
Patienten, die in der Historie eine Banff 6-Histologie hatten, ausgeschlossen. Diese Lasionen
umfassen nicht-immunologische Entziindungsreaktionen wie z.B. eine Pyelonephritis, welche
sowohl die Anzahl positiver Leukozyten als auch die Histopathologie beeinflussen konnen.
AuBerdem lieBen wir zwei Proben mit einer Mischhistologie aus akuter Abstoung und IF/TA
(Banft 5 + 4I) auBen vor (jeweils ein Fall in Gruppe Rjt-f und Rjt-s).

In Gruppe Rjt-s lagen nur zwei Biopsien mit akuter humoraler AbstoBung vor. Da diese insge-
samt nicht fiir eine statistische Aussage ausreichten, schlossen wir diese nicht in die statistische
Auswertung mit ein. Schlielich war bei drei Proben nicht genug Material vorhanden, um auch

eine Farbung mit CD138 durchzufiihren, daher wurden hier nur 178 Proben analysiert.

2.3 HERSTELLUNG VON PARAFFINSCHNITTEN

Die in Paraffinblocken fixierten Gewebeproben wurden iiber Nacht bei -20°C gekiihlt und
konnten im Anschluss daran auf einer Kiihlplatte bei -10°C aushérten.

Mit Hilfe des Schlittenmicrotoms wurden 3um dicke Schnitte hergestellt, die anschlieBend im
Wasserbad gestreckt, auf Objekttrager aufgezogen und bei 37° C {iber Nacht getrocknet wur-

den.

2.4 GEWEBEVORBEREITUNG

2.4.1. ENTPARAFFINIERUNG

Um die Schnitte fiir die weitere Farbung vorzubereiten, wurden diese als ersten Schritt 2x
10min in Xylol entparaffiniert, danach in absteigender Alkoholreihe (2x Smin 100% Ethanol,
2x 5min 96% Ethanol und 1 x 5Smin 70% Ethanol) rehydriert und abschlieBend 2x 5min in PBS-

Puffer gewaschen.

2.4.2. DEMASKIERUNG

Als Nichstes ist eine Demaskierung der Antigenbindestellen erforderlich.
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Die Schnitte wurden hierfiir in die Antigen-Retrieval-Losung gestellt und im Falle von CD20
bei 125° C fiir 30min autoklaviert (Decloaking Chamber™ Plus; Biocare Medical), die Vorbe-
reitung fiir CD138 erfolgte in der Mikrowelle bei 630 W fiir 10min. Nach der Abkiihlung folgte

ein Waschschritt von 2 x 5min in PBS.

Die Schnitte wurden ab jetzt fiir alle weiteren Schritte in einer feuchten Kammer gelagert, um

eine Austrocknung zu verhindern.

2.5 VERWENDETE ANTIKORPER

Zielmolekil  Klon Verdinnung Firma

CD20 L26 1:400 DakoCytomation, Glostrup, Denmark
CD68 KP1 1:600 DakoCytomation, Glostrup, Denmark
CD3 SP7 1:300 Thermo Fisher Scientific, Fremont, USA
CD138 B-A38 1:100 AbD Serotec, Diusseldorf, Germany

Tabelle 9 Primarantikorper

Name Verdinnung Firma
Donkey a-mouse-biotin 1:500 Dianova GmbH Hamburg, Germany
Multimer-AK aus Kit Ultraview Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA

Tabelle 10 Sekundarantikorper

2.6 IMMUNHISTOCHEMIE

Die Methode der Immunhistochemie nutzt das Prinzip der Antigen-Anikorper-Bindung aus, um
spezifische Strukturen durch farbliche Markierung sichtbar zu machen.

Die gesuchte Antigenstruktur wird durch den spezifischen, primédren Antikdrper gebunden.
Dessen Fc-Teil dient nun wiederrum als Bindungsstelle fiir den Sekundéirantikorper. Letzterer
ist farblich markiert. Diese sogenannte indirekte Methode, bei der der Farbstoff an einem zwei-
ten Antikdrper gebunden ist, stellt die Weiterentwicklung zur direkten Methode dar. Hierbei
wird nur ein Antikdrper bendtigt, der sowohl das gesuchte Epitop als auch den Farbstoff bindet.

2.6.1. AVIDIN-BIOTIN-METHODE

Um die Signalintensitdt der indirekten Methode weiter zu steigern, hat sich die Verstirkung

durch den enzymgekoppelten Avidin-Biotin-Complex etabliert. Das aus Hiihnereiweil3
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stammende tetramere Glykoprotein Avidin hat eine extrem hohe Affinitét zu Biotin (Vitamin
H) und stellt diesem vier Bindungsstellen zur Verfiigung. Nachdem der Primédrantikorper das
Antigen gebunden hat, wird der biotinylierte Sekundérantikdrper hinzugefiigt. Im néchsten
Schritt wird Avidin hinzugegeben, welches an das Biotinmolekiil kovalent bindet. Die {ibrigen
drei Bindestellen werden mit enzymbeladenen Biotin besetzt. In diesem Fall handelt es sich bei
dem Enzym um alkalische Phosphatase. Durch die Zugabe eines Chromogens wird die enzym-
katalysierte Farbreaktion ausgelost, welche durch die Bindung an Avidin gleichermaf3en spezi-
fisch wie intensiv ist. Abschlieend erfolgt eine Gegenfiarbung mit Hamalaun, um die histolo-
gischen Strukturen der Umgebung sichtbar zu machen. Diese Methode kam bei der Farbung

von CD20 und CD138 zum Einsatz.

A A A A

Antigen L
A Biotin
* Phosphatase
1° Antik6rperJ\2° Antikorper 4) - |6st Farbreaktion aus
I Avidin
- mit 4 Bindestellen fir Biotin

Abbildung 16 Avidin-Biotin-Reaktion Eigene Abbildung nach (127).
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2.6.2. MULTIMER-METHODE

Als weitere Verstirkermethode gibt es die Mdglichkeit des Einsatzes eines Multimers. Uber
Verbindungsstiicke kommt es pro Sekundéirantikorper zur vielfachen Bindung von Farbreak-
tion-auslosendem Enzym. Die Zugabe des Chromogens fiihrt auch hier zu einem Farbnieder-
schlag, der mikroskopisch auswertbar ist. Der Vorteil liegt im Verzicht auf Biotin, da dieses
durch endogenes Biotin zu Hintergrundférbung fiihren kann.

Diese Methode wurde bei der Farbung von CD68 und CD3 eingesetzt.

Um eine einwandfreie Funktionsfahigkeit der Antikorper sicherstellen zu konnen, wurde eine
Positiv- wie auch eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Die Positivkontrolle des Primér-antikor-
pers wurde an Milz- bzw. Tonsillenpriparaten erstellt. Die Negativkontrolle fand als Test des
Gesamtsystems ohne den Primérantikorper statt, somit kann ein unspezifisches Farben an an-

deren Antigenbindestellen ausgeschlossen werden.
2.6.3. DURCHFUHRUNG DER FARBUNG

Die Priparate werden in der feuchten Kammer je 15 min, unterbrochen von 2x5miniitigen
Waschschritten mit PBS, mit Avidin, Biotin und Proteinblock (Superblock) behandelt. Diese
séttigen unspezifische Antigenbindestellen ab und minimieren so die unerwiinschte Anfarbung

des Hintergrundes.

CD20 und CD138

1. Primédrantikérper in Tabelle 9 angegebener Verdiinnung auftragen, Inkubation iiber
Nacht

2. 2 x5 min in PBS-Puffer waschen

3. Ansetzen der ABC-AP-Ldsung nach Produktbeschreibung

4. Biotinylierten Sekundarantikdrper (Verdiinnung 1:500 mit PBS) auftragen, Inkubation
30min

5. 2x 5min in PBS-Puffer waschen

6. ABC-AP-Losung auftragen, Inkubation fiir 30min

7. 2 x Smin in PBS-Puffer waschen

8. Permanent AP Red Kit nach Produktbeschreibung ansetzen

9. Permanent AP Red Kit auftragen, Inkubation fiir 10min

10. Spiilen fiir 2 min in Aqua dest.

11. Gegenfirbung mit Himalaun nach Mayer (Merck) fiir 10 sec
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12. Blauen unter flieBendem Leitungswasser fiir 5 min

13. Aufsteigende Alkoholreihe (70%-96%-96%-100%-100%) je 1 min
14. 2 x 5 min Dehydrierung in Xylol

15. Eindecken mit Depex und Deckgldschen

CD68 und CD3

Die Farbungen wurden dankenswerter Weise von der hauseigenen Pathologie iibernommen.
Durchgefiihrt wurden diese automatisch am Férbeautomaten BenchMark ULTRA THC/ISH
Staining Module nach der Methode U ultraView DAB (v1.02.0018).

2.7 AUSWERTUNG

2.7.1. SOFTWARE-BASIERTE AUSWERTUNG

Die Marker CD20, CD68 und CD3 wurden mit HistoQuest 3.0, einer Software fiir zytometri-
sche Auswertung von Gewebeproben, analysiert. Diese drei Zellmarker farben sehr spezifisch
nur die infiltrierenden Zellen und keine niereneigenen Strukturen, was eine automatisierte Ana-
lyse ermdglichte.

Um eine Verarbeitung moglich zu machen, wurden die gefarbten Schnitte unter dem Mikroskop
der Firma Zeiss bei 40facher VergroBerung mit der Microskopkamera AxioCam ERc5s mit
Hilfe des Programm AxioVision (Rel. 4.6) fotografiert. Da es sich um jeweils relativ wenig
Material handelte, konnte die gesamte Biopsie aufgenommen werden. Die Anzahl der Gesichts-

felder entspricht der Anzahl der Aufnahmen, die Software errechnet daraus eine Gesamtfliche.

HistoQuest erkennt die Hidmalaun-gefarbten Zellkerne durch einen benutzerdefinierten Blau-
ton, auflerdem konnte u.a. ein minimaler und maximaler Kerndurchmesser genauso wie die
Farbstufe, die als falsch positive Hintergrundfarbung definiert werden soll, voreingestellt wer-
den. Auch der Farbton, der als positive Markerfarbung interpretiert werden soll, wird vom Be-
nutzer vorgegeben. Dariiber hinaus muss eine gewisse raumliche Nidhe zu einem Kern bestehen
um nicht falsch positive Anheftungen des immunhistochemischen Systems in die Analyse mit
einzubeziehen. Nach diesen voreingestellten Standards analysiert die Software alle Gesichts-
felder; sie erstellt einen DotBlot und eine Ergebnistabelle. In letzterer finden sich u.a. die ,,An-
zahl positiver Zellen pro mm*“ der eingepflegten Gewebeprobe. Mit dieser Angabe generiert
HistoQuest eine objektive und vergleichbare Maf3zahl.

Zur internen Kontrolle wurden die Einstellungen noch zusitzlich an jede Biopsie speziell
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angepasst und die Resultate derer der Standardanalyse gegentiibergestellt. Es ergaben sich, wie
auch bereits in einer weiteren Studie unserer Arbeitsgruppe gezeigt (128) vergleichbare Ergeb-

nisse.

2.7.2. MANUELLE AUSWERTUNG

Das Féarbemuster von CD138 war fiir eine automatische Auswertung durch HistoQuest nicht
geeignet, da neben den gesuchten infiltrierenden Plasmazellen auch Tubuluszellen angeférbt
werden. Wir entschieden uns daher fiir eine manuelle Analyse, die zur Objektivierung durch

zwei unabhingige Auswerter durchgefiihrt wurde.

Die Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop bei 20facher VergroBerung ausgezahlt und

nach folgenden Aspekten untersucht:

1. Anzahl der Gesichtsfelder

Anzahl der Glomerula

Anzahl positiver Zellen im Glomerulum
Anzahl Arterien

Anzahl positiver Zellen in den Arterien
Anzahl mittelgroBer bis groer Venen

Anzahl positiver Zellen in den Venen

© N kWD

Anzahl positiver Zellen im Interstitium
,,Vereinzelte® Zellen
,»Im Cluster® £ positiven Zellen umgeben von mindestens 10 weiteren infiltrieren-

den Zellen

Um eine infiltrierende Zelle als positiv zu charakterisieren, definierten wir, dass ein deutlich
pinker, durchgéngiger zytoplasmatischer Ring vorliegen muss. Anfarbungen der Kernstruktur

allein oder Farbtupfer ohne Bezug zu einer Zelle wurden als falsch positiv bewertet.
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Abbildung 17 Farbung von CD138 (Beispiel). T = Tubulus. Positives
Farbeergebnis einer Zelle (»). Falsch positive Farbung einer Zelle (» ).

Angefarbte Tubuluszellen (O)

Abbildung 18 Lokalisation CD138-positiver Zellen (»).a am Glomerulum b an einer Arterie ¢
an einer Vene
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Abbildung 19 CD138 positive, interstitielle Zellen (»).Verteilungsmuster: a,b vereinzelt. ¢,d
im Cluster.
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Des Weiteren wurde folgende Regelung zur Definition der Rdume und der dazugehorigen Zel-

len getroffen:

@‘%@ 90

O%O ® o

Abbildung 20 Manuelles Auswertungsschema fur CD138. Schematische Sicht durch das Mik-
roskop. G = Glomerulum, T = Tubulus, A = Arterie, V = Vene. Infiltrierende Zellen: blau = intra- bzw.
peri-glomerular, -tubular, -arteriell. orange = vereinzelte, interstitielle Zellen. grin = interstitielle Zellen
im Cluster.

Eine angefarbte, intraglomerulédre Zelle, wird als ,,positive Zelle im Glomerulum* gewertet.
Liegt die Zelle periglomerulér, d.h. innerhalb der ersten Zellreihe direkt an der Grenzlinie, be-
werten wir diese ebenfalls als dem Glomerulum zugehorig. Ab der zweiten Zellreihe gilt die
positive Zelle als ,,interstitiell*. Dieses Prinzip libertragen wir auf alle Strukturen: Glomerula,
GefaBle und Tubuli. Besonders bei letzteren ist die Einteilung der Lage in intratubulér, peri-
tubuldr und interstitiell von Bedeutung, da ein GroBteil der Tubuluszellen ebenfalls positiv an-
gefarbt wird und die Abgrenzung von infiltrierenden, interstitiellen Zellen zum Zwecke der

Vergleichbarkeit zwischen den beiden Auswertern einer Standardisierung bedurfte.
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2.7.3. STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte {iber einen Vergleich der Mittelwerte
mit dem studentischen t-Test. Die Angabe der Daten erfolgt in MW + SEM. Als statistisch
signifikant gelten p-Werte < 0,05 (Irrtumswahrscheinlichkeit).

Im Fall von CD68, CD20 und CD3 wurde der Mittelwert liber die von HistoQuest generierte
,LAnzahl der positiven Zellen / mm?* gebildet.

Bei CD138 hingegen wurde zuerst das arithmetische Mittel iiber die Ergebnisse der beiden
Auswerter gebildet, d.h. beispielsweise iiber die ,,Anzahl der positiven Zellen im Cluster* je
von Beobachter 1 und 2. Im néichsten Schritt wurden diese Werte durch den Mittelwert der
Gesichtsfelder fiir die jeweilige Probe dividiert, um analog zur softwaregebundenen Auswer-
tung eine Normierung iiber die GroBe der Fliche zu erhalten. Das Ergebnis entspricht also der

,»Anzahl positiver Zellen pro Gesichtsfeld®.
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3 ERGEBNISSE

In den nachfolgenden Ergebnissen der immunhistochemischen Untersuchung der Nierenbiop-
sien werden alle Angaben als ,,Mittelwert der Anzahl der positiven Zellen* + Standardfehler

(MW + SEM) getitigt.

3.1 MAKROPHAGEN - CD68

m Banff 4 CD68 Banff 1 CD68 Banff 5 CD68 mBanff 2 CD68

1200

1000 I

800

600 T
400 | :
200 I ‘ I

oRjt-f oRjt-s Rjt-f Rijt-s
ohne AR/frihe IF/TA ohne AR/spate IF/TA mit AR/frGhe IF/TA  mit AR/spate IF/TA

Patientengruppen nach klinisch-pathologischem Verlauf

—

—

Mittelwert Anzahl der Makrophagen / mm?

I

(=]

Abbildung 21 Anzahl der Makrophagen im Vergleich

3.1.1. VERLAUF OHNE INITIALE ABSTOBUNG (ORJT)

Frithe IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe oRjt-f

In dieser Untergruppe fallt zum einen die im Vergleich zu den anderen drei Gruppen sehr hohe
Anzahl an Makrophagen in Banff 1 auf, des Weiteren beobachten wir dann einen Riickgang in

Banff 5, dieser ist nicht signifikant. (615,24 + 254,33 vs. 277,19 £+ 73,54; p = 0,25).

Spite IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe oRjt-s

Auch hier findet sich ein, wenn auch weniger ausgepragter, Abfall der Makrophagen von Banff

1 nach Banff 5 (297,49 + 106,07 vs. 215,47 + 69,47; p = 0,52).
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Vergleich von Banff 5 in Gruppe oRjt-f und oRjt-s

Vergleicht man die Biopsien mit chronischen Schidden (Banff 5) im Hinblick auf die Anzahl
der Makrophagen zu den zwei unterschiedlichen Zeitpunkten, so ergibt sich kein statistischer

Zusammenhang (277,19 £+ 73,54 vs. 215,47 £ 69,47; p = 0,55).

Abbildung 22 Ergebnis CD68 Gruppen ohne vorausgehende akute AbstoRung a Banff 1,
frihe IF/TA (Gruppe oRjt-f) b Banff 5, frihe IF/TA (Gruppe oRjt-f) ¢ Banff 1, spate IF/TA
(Gruppe oRjt-s) d Banff 5, spate IF/TA (Gruppe oRjt-s)
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3.1.2. VERLAUF MIT INITIALER ABSTOBUNG (RJT)

Frithe IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe Rjt-f

Zum Zeitpunkt der AbstoBung (Banff 4) zeigen sich sehr hohe CD68-positive Zellen, die nach
Erholung (Banff 1) signifikant absinken (624,71 + 88,97 vs. 190,35+ 42,91; p <0,001). Kommt
es dann zum chronischen Transplantatverlust (Banff 5) zeigt sich in dieser Gruppe, als Aus-
nahme, wieder ein nicht signifikanter Anstieg der Makrophagen (Banff 1 vs. Banff 5: 190,35 +
42,91 vs. 350,38 + 95,28; p=0,14). Der Unterschied zu Banff 4 ist dennoch signifikant (624,71
+ 88,97 vs. 350,38 + 95,28; p = 0,03).

Zusatzlich kann in dieser Gruppe in dem als Banff 2 klassifizierten Gewebe die hdchste Anzahl
an Makrophagen gefunden werden (824,75 + 313,43). Durch den hohen Standardfehler lésst
sich allerdings kein signifikanter Unterschied zu den anderen Banff-Klassen 1, 4 oder 5 (p1 =

0,08, ps = 0,56, ps = 0,18) zeigen.

Spite IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe Rjt-s

Tritt die chronische Nephropathie zum spéten Zeitpunkt auf, so zeigt sich ein kontinuierlicher
Abfall der Makrophagenzahl iiber die drei Stadien. Es kann ein signifikanter Unterschied zwi-
schen Banff 4 und Banff 1 festgestellt werden (533,52 + 118,81 vs. 181,00 £+ 68,43; p = 0,02),
der Abfall von Banff 1 nach Banff 5 (181,00 &= 68,43 vs. 68,47 &+ 14,24; p = 0,14) ist statistisch
nicht unterschiedlich. Jedoch erkennen wir auch hier einen Unterschied mit statistischer Signi-
fikanz zwischen Banff 4 und 5, also zwischen dem frithesten und spitesten Zeitpunkt (533,52

+ 118,81 vs. 68,47 + 14,24; p <0,001).

Vergleich von Banff 5 in Gruppe Rjt-f und Rjt-s

Dartiber hinaus zeigt sich ein signifikanter Unterschied der Zellzahl in Banff 5 zwischen der

friihen und spéten IF/TA (350,38 + 95,28 vs. 68,47 + 14,24; p = 0,007).
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Abbildung 23 Ergebnis CD68 Vorausgehende akute Abstofung, Losung der Absto3ung, frihe
chronische Transplantatnephropathie (Rjt-f) a akute zellulare AbstoRung (Banff 4, Gruppe Rjt-
f). b akute humorale AbstoBung (Banff 2, Gruppe Rjt-f). ¢ Losung der Abstoliung (Banff 1,
Gruppe Rjt-f) d IF/TA < 1 Jahr (Banff 5, Gruppe Rjt-f)
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Abbildung 24 Ergebnis CD 68 Vorausgehende akute Abstof3ung, Lésung der Abstof3ung, spate
Transplantatnephropathie (Rjt-s). a Akute zellulare Abstofiung (Banff 4, Gruppe Rijt-s)
b Lésung der AbstoRung (Banff 1, Gruppe Rjt-s) ¢ IF/TA > 1 Jahr (Banff 5, Gruppe Rjt-s)
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3.2 B-LYMPHOZYTEN — CD20
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Abbildung 25 Anzahl der B-Lymphozyten im Vergleich

3.2.1. VERLAUF OHNE INITIALE ABSTOBUNG (ORJT)

Frithe IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe oRjt-f

Die Zahl der CD20-positiven Zellen verdoppelte sich von Banff 1 auf Banff 5, allerdings nicht
signifikant (14,18 + 12,53 vs. 23,69 + 23,21; p = 0,72).

Spite IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe oRjt-s

Es findet sich ein signifikanter Anstieg der B-Zellen (37,44 + 23,89 vs. 236,23 + 84,67;
p = 0,04) zwischen Banff 1 und Banff 5.

Vergleich von Banff 5 in Gruppe oRjt-f und oRjt-s

Dartiber hinaus ist auch der Unterschied zwischen Banft 5 bei frither gegeniiber spater IF/TA
signifikant (23,69 + 23,21 vs. 236,23 + 84,67; p = 0,03).
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Abbildung 26 Ergebnis CD20 Gruppen ohne vorausgehende akute Abstol3ung (oR;jt).

a Banff 1, friihe IF/TA (Gruppe oRjt-f). b Banff 5, frihe IF/TA (Gruppe oRjt-f) ¢ Banff 1, spate
IF/TA (Gruppe oRjt-s) d Banff 5, spate IF/TA (Gruppe oRjt-s)

3.2.2. VERLAUF MIT INITIALER ABSTOBUNG (RJT)

Allgemein lésst sich eine hohe Anzahl an B-Lymphozyten wéhrend akuter AbstoBung (Banff
4) verzeichnen. Diese geht in beiden Gruppen in Banff 1 klar zuriick. Die nachfolgende Erho-

hung in Banff 5 tritt analog zu den Beobachtungen in den Gruppen ohne akute Abstofung auf.

Frithe IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe Rjt-f

Hier findet sich ein signifikanter Riickgang der B-Zellen von Banff 4 nach Banff 1 (113,31 +
32,80 vs. 14,88 = 10,73; p = 0,007), sogar unter das Niveau von Banff 1 in der Gruppe ohne
vorangegangene Abstofung (oRjt-f).

Die Zellzahl steigt dann in Banff 5 um das 4,8-fache, allerdings ohne statistischen Zusammen-
hang (14,88 = 10,73 vs. 70,38 + 32,03; p = 0,12).

Zur Beurteilung des zeitlichen Verlaufs wurde der friiheste dem spétesten Zeitpunkt innerhalb

der Gruppe gegeniiber gestellt, dies entspricht Banff 4 versus Banff 5. Es zeigt sich ein
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Riickgang der B-Lymphozyten, welcher nicht signifikant ist (113,31 & 32,80 vs. 70,38 +32,03;
p = 0,35). In Banff 2-klassifizierten Biopsien (humorale AbstoBung) befinden sich kaum B-
Lymphozyten, signifikant weniger als in der akuten zelluliren AbstoBung (Banff 4) (2,88 +
1,37 vs. 113,31 £ 32,80; p=0,002) und auch weniger als in Banff 1, also Proben ohne jeglichen
Hinweis auf akute oder chronische Verdnderungen (2,88 + 1,37 vs. 14,88 + 10,73;
p=10,28).

Spite IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe Rjt-s

In dieser Gruppe zeigt sich ebenfalls eine Verminderung der CD20-positiven Zellen von Banff
4 nach Banff 1 (85,65 £ 30,99 vs. 61,20 = 45,57; p = 0,66). In Banff 5 erh6hen sich die B-
Lymphozyten, analog zur Gruppe Rjt-f, wieder um einen vergleichbaren Faktor (x 3) (61,20 +
45,57 vs. 197,47 + 84,75; p = 0,17). Im Hinblick auf den zeitlichen Verlauf innerhalb der
Gruppe zeigen Banff 4 gegeniiber Banff 5-Biopsien einen Anstieg der CD20-positiven Zellen.
(85,65 £30,99 vs. 197,47 + 84,75 ; p=10,23).

Vergleich von Banff 5 in Gruppe Rjt-f und Rjt-s

Stellt man die Zahl der B-Zellen der frithen der spét eingetretenen chronischen Allograftne-
phropathie (Banff 5) gegeniiber (Rjt-f vs. Rjt-s), so zeigt sich eine 2,7-fache Erh6hung (70,38
+ 32,03 vs. 197,47 + 84,75; p=0,18).

55



Abbildung 27 Ergebnis CD20 Vorausgehende akute AbstoRung, Losung der Absto3ung,
frGhe chronische Transplantatnephropathie (Rjt-f) a akute zellulare AbstoBung (Banff 4IA,
Gruppe Rjt-f). b akute humorale AbstoRung (Banff 2, Gruppe Rjt-f). ¢ Losung der AbstoRung
(Banff 1, Gruppe Rjt-f) d IF/TA < 1 Jahr (Banff 5, Gruppe Rjt-f)
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Abbildung 28 Ergebnis CD20 Vorausgehende akute Abstolung, Losung der AbstoRung,
spate Transplantatnephropathie (Rjt-s) a Akute zellulare AbstoRung (Banff 41IA, Gruppe
Rjt-s) b Lésung der AbstoRung (Banff 1, Gruppe Rjt-s) ¢ IF/TA > 1 Jahr (Banff 5, Gruppe Rjt-
s)
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3.3 T-LYMPHOZYTEN — CD3
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Abbildung 29: Anzahl der T-Lymphozyten im Vergleich

3.3.1. VERLAUF OHNE INITIALE ABSTOBUNG (ORJT)

Frithe IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe oRjt-f

In dieser Untergruppe kann man eine Verdopplung der CD3-positiven Zellen von Banff 1 nach
Banff 5 vermerken, diese ist allerdings nicht signifikant (193,7 + 83,36 vs. 413,44 + 116,74;
p=0,15).

Spite IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe oRjt-s

Auch hier kommt es zu einer Verdopplung der T-Zellen, es zeigt sich zusétzlich eine starke

Tendenz mit einem p = 0,07 (286,20 + 110,72 vs. 592,33 £ 117,17).

Vergleich von Banff 5 in Gruppe oRjt-f und oRjt-s

Betrachtet man die Anzahl der Zellen in Banff 5 zum frithen und spéten Zeitpunkt (oRjt-f vs.
oRjt-s), so findet sich kein signifikanter Unterschied (413,44 + 116,74 vs. 592,33 + 117,17,
p=10,29).
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Abbildung 30 Ergebnis CD3 Gruppen ohne vorausgehende akute AbstoRung (oRjt)
a Banff 1, friihe IF/TA (Gruppe oRjt-f). b Banff 5, friihe IF/TA (Gruppe oRjt-f) ¢ Banff 1, spate
IF/TA (Gruppe oRjt-s) d Banff 5, spate IF/TA (Gruppe oRjt-s)

3.3.2. VERLAUF MIT INITIALER ABSTOBUNG (RJT)

Frithe IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe Rjt-f

Zum einen beobachtet man eine hohe Zahl an T-Zellen wihrend der akuten AbstoBung (Banff
4). Analog zu den B-Zellen zeigt sich dann ein starker Trend zum signifikanten Riickgang der
Zellzahl in Banff 1 (473,17 &+ 63,64 vs. 288,53 + 65,99; p = 0,0504). Kommt es frith zu Verin-
derungen, die einer Banff 5-Klassifikation entsprechen, steigen die T-Zellen wieder an (288,53
+ 65,99 vs. 368,65 + 77,66; p = 0,44). Zwischen dem ersten Zeitpunkt der Biopsieentnahme,
der akuten AbstoBung (Banff 4) und dem letzten Zeitpunkt dieser Gruppe, dem chronischen
Allograftschaden (Banff 5), gibt es allerdings keinen signifikanten Unterschied (473,17 + 63,64
vs. 368,65 = 77,66; p = 0,30).

AuBerdem verhalten sich T-Lymphozyten bei humoraler AbstoBung (532,13 + 233,23) nicht
signifikant unterschiedlich zu den anderen Banff-Klassen (p1 = 0,34, p4 = 0,81, ps =0,52).
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Spite IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe Rjt-s

In dieser Gruppe wird eine sehr hohe Anzahl von Lymphozyten in der akuten AbstoBungsreak-
tion gemessen, die dann mit der Losung der AbstoBung in Banff 1 signifikant fallt (601,26 +
105,33 vs. 289,90 + 83,84; p = 0,03). In Nieren, die zum spiten Zeitpunkt eine IF/TA erfahren,
findet man einen erneuten deutlichen Anstieg der T-Lymphozyten, dieser ist nicht signifikant
(289,90 + 83,84 vs. 514,82 + 129,96; p = 0,16). Die Zahl CD3-positiver Zellen in Banff 4 (erster
Entnahmezeitpunkt) und 5 (letzter Entnahmezeitpunkt) ist statistisch gleich (601,26 + 505,15
vs. 514,82 +£129,96; p=0,61).

Vergleich von Banftf 5 in Gruppe Rjt-f und Rjt-s

AuBerdem ldsst sich kein signifikanter Unterschied zwischen frither und spiter IF/TA (Rjt-f vs
Rjt-s) zeigen (368,65 £ 77,66 vs. 514,82 + 129,96; p = 0,34).

Abbildung 31 Ergebnis CD3 Vorausgehende akute AbstoRung, Lésung der AbstoRung, frihe
chronische Transplantatnephropathie (Rjt-f) a akute zellulare AbstoRung (Banff 41, Gruppe
Rjt-f). b akute humorale AbstoRung (Banff 2, Gruppe Rjt-f). ¢ Lésung der AbstoRung (Banff 1,
Gruppe Rjt-f) d IF/TA < 1 Jahr (Banff 5, Gruppe Rjt-f)
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Abbildung 32 Ergebnis CD3 Vorausgehende akute AbstoRung, Lésung der AbstolRung,
spate Transplantatnephropathie (Rjt-s) a Akute zellulare AbstoRung (Banff 41B, Gruppe Rjt-s)
b Losung der AbstoRung (Banff 1, Gruppe Rjt-s) ¢ IF/TA > 1 Jahr (Banff 5, Gruppe Rjt-s)
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3.4 PLASMAZELLEN — CD138

Die folgende Auswertung bezieht sich auf interstitielle Plasmazellen, welche durch manuelle
Auszédhlung durch zwei Auswerter ermittelt wurden. Es wird in ,,vereinzelte, positive Zellen*
und ,,positive Zellen im Cluster aufgeschliisselt. Die Einheit lautet ,,Anzahl der positiven Zel-

len pro Gesichtsfeld*.

Die Ergebnisse der Auszdhlung der periglomeruléren, -arteriellen und -vendsen Plasmazellen

verfolgten wir bei insgesamt kleiner Zahl und nicht aussagekréftigen Ergebnissen nicht weiter.
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Abbildung 33: Anzahl der vereinzelten interstitiellen Plasmazellen im Vergleich
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Abbildung 34 Anzahl der interstitiellen Plasmazellen im Cluster im Vergleich

3.4.1. VERLAUF OHNE INITIALE ABSTOBUNG (ORJT)

Frithe IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe oRjt-f

Zwischen der Anzahl der CD138-positiven Zellen in Gewebeproben mit Banff 1 und Banff 5
findet sich weder bei den vereinzelten Zellen (1,33 £+ 0,89 vs. 1,21 + 0,34; p = 0,90) noch im
Cluster (0,50 £ 0,44 vs. 0,32 + 0,25; p = 0,73) ein signifikanter Unterschied.

Spite IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe oRjt-s

Zum spéten Zeitpunkt zeigt sich jedoch ein deutlicher Anstieg der Plasmazellen. Es handelt
sich um einen signifikanten Unterschied zwischen Banff 1 und Banff 5, sowohl bei den verein-
zelten Zellen (0,62 = 0,26 vs. 5,02 + 1,48; p=0,01) als auch im Cluster (0,08 + 0,04 vs. 1,69 +
0,61; p=0,02).

Vergleich von Banff 5 in Gruppe oRjt-f und oRjt-s

Vergleicht man die Gewebeproben mit dem histopathologischen Befund ,,Banff 5 zum frithen
und spiten Zeitpunkt so ldsst sich einzeln (1,21 + 0,34 vs. 5,02 + 1,48; p = 0,03) eine Signifi-
kanz, im Cluster (0,32 = 0,25 vs. 1,69 = 0,61; p = 0,054) ein starker Trend vermerken.
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Abbildung 35 Ergebnis CD138 Gruppen ohne vorausgehende akute Abstoflung (ORijt)
a Banff 1, friihe IF/TA (Gruppe oRjt-f). b Banff 5, friihe IF/TA (Gruppe oRjt-f) ¢ Banff 1, spate
IF/TA (Gruppe oRjt-s) d Banff 5, spate IF/TA (Gruppe oRjt-s)

3.4.2. VERLAUF MIT INITITALER ABSTOBUNG (RJT)

Frithe IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe Rjt-f

Die im Moment der akuten AbstoBung (Banff 4) vorhandenen interstitiellen Plasmazellen ge-
hen nach Losung der AbstoBungsreaktion (Banff 1) im Cluster (1,40 £ 0,55 vs. 0,17 £0,11; p
= 0,04) signifikant, bei den vereinzelten Zellen (1,99 £ 0,85 vs. 0,89 + 0,29; p = 0,23) ohne
statistischen Zusammenhang zuriick. In Nieren mit chronischem Transplantatschaden (Banff 5)
steigen die CD138-positiven wieder an: bei den vereinzelten Zellen (0,89 + 0,29 vs. 2,35 +
0,76; p = 0,08) zeigt sich ein Trend, im Cluster (0,17 £ 0,11 vs. 0,47 £ 0,15; p=0,11) gibt es
keinen signifikanten Unterschied zwischen Banff 1 und Banff 5.

Obwohl die Plasmazellen im Mittel am haufigsten in Banff 2 vorkommen (vereinzelt 5,49 +
2,21; im Cluster 5,06 + 3,86) zeigt sich aufgrund des sehr hohen Standardfehlers kein statisti-

scher Zusammenhang zwischen der Zellzahl in der akuten humoralen AbstoBung und den
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anderen Banff-Klassen. (p1_vercinz = 0,08, p1_clust= 0,25, p4_vercinz = 0,17, p4_clust = 0,38, Ps_vercinz
= 0,21, Ps5 Clust= 0927)

Innerhalb der Gruppe zeigt der fritheste (Banff 4) im Vergleich zum spétesten (Banff 5) Biop-
siezeitpunkt weder im Cluster (1,40 + 0,55 vs. 0,47 +0,15; p=0,11) noch unter den vereinzel-
ten Plasmazellen (1,99 £ 0,85 vs. 2,35 £ 0,76; p = 0,75) einen Unterschied. Die Zellen im Clus-

ter sinken absolut auf ein Drittel ab, die vereinzelten Plasmazellen steigen leicht an.

Spite IF/TA — Vergleich innerhalb Gruppe Rjt-s

Hier ldsst sich sowohl bei den vereinzelten, interstitiellen Plasmazellen (5,21 + 1,96 vs. 2,12 +
0,80; p=0,15) als auch bei jenen im Cluster (2,37 £ 1,45 vs. 0,21+ 0,14; p=0,15) ein Riickgang
der Zellzahl von Banff 4 zu Banff 1 verzeichnen, dieser ist jedoch nicht signifikant. Aus der
Situation der gelosten AbstoBung heraus (Banff 1) beobachtet man dann bei einem Eintritt der
IF/TA nach > 1 Jahr eine deutliche Erh6hung der CD138-postiven Zellen in Banff 5-Biopsien.
Vereinzelte (2,12 = 0,80 vs. 7,10 = 1,74; p = 0,02) und Zellen im Cluster (0,21+ 0,14 vs. 1,51
+ 0,36; p = 0,003) steigen signifikant.

Ein signifikanter Unterschied innerhalb dieser Gruppe lésst sich beim Vergleich des friihesten
gegeniiber dem spitesten Zeitpunkt (Banff 4 versus Banff 5) nicht beobachten: Im Cluster ge-
hen die Plasmazellen zuriick (2,37 = 1,45 vs. 1,51 £ 0,36; p = 0,57), die vereinzelten infiltrie-

renden Zellen steigen im Mittel an (5,21 = 1,96 vs. 7,10 = 1,74; p =0,47).

Vergleich von Banff 5 in Gruppe Rjt-f und Rjt-s

Eine hohe Signifikanz beobachtet man auch beim Vergleich der Banff 5-klassifizierten Biop-
sien zum frithen bzw. spiten Eintritt des Transplantatschadens. Die vereinzelten (2,35 + 0,76
vs. 7,10 = 1,74; p = 0,02), aber auch die interstitiellen Plasmazellen im Cluster (0,47 + 0,15 vs.
1,51 £0,36; p = 0,01) sind zum spédten Zeitpunkt signifikant hoher.
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Abbildung 36 Ergebnis CD138 Vorausgehende akute AbstolRung, Lésung der AbstoRung,
frihe chronische Transplantatnephropathie (Rjt-f) a akute zellulare Abstof3ung (Banff 4l,
Gruppe Rjt-f). b akute humorale AbstoRung (Banff 2, Gruppe Rjt-f). ¢ Losung der Absto3ung
(Banff 1, Gruppe Rjt-f) d IF/TA < 1 Jahr (Banff 5, Gruppe Rjt-f)
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Abbildung 37 Ergebnis CD138 Vorausgehende akute AbstoRung, Lésung der AbstoRung,
spate Transplantatnephropathie (Rjt-s) a Akute zellulare AbstoRung (Banff 4IIA,

Gruppe Rjt-s) b Lésung der Abstoldung (Banff 1, Gruppe Rjt-s) ¢ IF/TA > 1 Jahr (Banff 5,
Gruppe Rjt-s)
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Gruppe Banff CD138-positive. Zellen / GF + SEM p
interstitiell vereinzelt

oRjt ohne AbstoBung

oRjt-f frihe IF/TA 1vs5 1,33+0,89 vs. 1,21 £ 0,34 0,90

oRjt-s spate IF/TA 1vs 5 0,62+ 0,26 vs. 5,02+ 1,48 0,01

oRjt-f vs. oRjt-s friih vs. spat 5vs5 1,21+0,34 vs. 5,02 + 1,48 0,03

Rjt mit AbstoBung

Rjt-f frihe IF/TA 4vs1 1,99+0,84 vs.0,89+0,30 0,23
1vs5 0,89+0,30vs.2,35+0,77 0,08
4vs5 1,99+0,84vs.2,35+0,77 0,75
2vs1 549+221vs.0,89+0,30 0,08
2vs4 549+221vs. 1,99 +0,84 0,17
2vs5 549+221vs.2,35+0,77 0,21

Rjt-s spate IF/TA 4vs1 521+1,96vs. 2,12+ 0,80 0,15
1vs5 2,12+ 0,80vs. 7,10 £ 1,74 0,02
4vs5 521+196vs. 7,10+ 1,74 0,47

Rjt-f vs. Rjt-s friih vs. spat 5vs5 2,35+0,77vs. 7,10+ 1,74 0,02

Tabelle 11 Ergebnislibersicht CD138 positive, interstitielle Zellen: vereinzelt
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Gruppe Banff CD138-positive. Zellen / GF + SEM p

interstitiell im Cluster

oRjt ohne AbstoBung

oRjt-f frihe IF/TA 1vs5 0,50+0,44 vs. 0,32 £ 0,25 0,73

oRjt-s spate IF/TA 1vs5 0,08 +0,04vs.1,69+0,61 0,02

oRjt-f vs. oRjt-s friih vs. spat 5vs5 0,32+0,25vs. 1,69+ 0,61 0,055

Rjt mit AbstoBung

Rjt-f frihe IF/TA 4vs1 1,40+0,55vs.0,17 £ 0,11 0,04
1vs5 0,17+£0,11vs. 0,47 £ 0,15 0,11
4vs5 1,40+0,55vs.0,47 £0,15 0,11
2vs1 506+3,86vs0,17 £ 0,11 0,25
2vs4 5,06+ 3,86 vs 1,40 £0,55 0,38
2vs5 5,06+ 3,86vs 0,47 £0,15 0,27

Rjt-s spate IF/TA 4vs1 2,37 £1,45vs.0,21£ 0,15 0,15
1vs5 0,21£0,15vs. 1,51 £ 0,36 0,003
4vs5 2,37 £6,93 vs. 1,51 £ 0,36 0,57

Rjt-f vs. Rjt-s  frlih vs. spat 5vs5 0,47 £0,15vs. 1,51 £ 0,36 0,01

Tabelle 12 Ergebnislibersicht CD138 positive, interstitielle Zellen: im Cluster
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Frihe IF/TA Spate IF/TA
oRjt-f I | | oRjt-s | |
Banff 1 Banff 5 Banff 1 Banff 5
CD68
Rjt-f | | | ﬁ Rjt-s | | —
Banff4 Banff1 Banff 5 Banff 4 Banff 1 Banff 5
oRjt-f — —/ oRjt-s — |
Banff 1 Banff 5 Banff 1 Banff 5
CD20
Rjt-f | | Rjt-s | | |
—1 — —
Banff4 Banff 1 Banff 5 Banff 4 Banff 1 Banff 5
oRjt-f oRjt-s I
— — —
Banff 1 Banff 5 Banff 1 Banff 5
CD138
Rjt-f | | Rjt-s | | '
— — —
Banff4 Banff1 Banff 5 Banff 4 Banff 1 Banff 5
oRjt-f | | | oRjt-s | | |
Banff 1 Banff 5 Banff 1 Banff 5
CD3
Rjt-f I | | Rjt-s | | '
Banff4 Banff 1 Banff 5 Banff 4 Banff 1 Banff 5

Tabelle 13 Schematische Zusammenfassung aller Ergebnisse Die Anordnung von links nach
rechts deutet den zeitlichen Verlauf an, die PfeilgréRe entspricht der Héhe der Zellzahl. z.B. CD68,
Gruppe Rjt-f: zunachst eine hohe Zellzahl in Banff 4 -Biopsien, dann ein stetiger Abfall der Zellen tber
Banff 1 bis Banff 5.
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4 DISKUSSION

In dieser Arbeit werden die Rollen der wichtigsten inflammatorischen Zelltypen und das Aus-
malf ihrer Immigration ins Transplantat im Rahmen der Entwicklung eines chronischen Trans-
plantatschadens untersucht. Durch die standardisierte Gewinnung von Protokoll- und Indikati-
onsbiospien in der Nachsorge nierentransplantierter Patienten in Regensburg war es zum Einen
moglich die Bedeutung der immigrierenden Immunzellen in histologisch und klinisch ,,gesun-
den Transplantaten wie auch in der Situation der akuten Abstoung zu analysieren.

Zusétzlich ergab sich daraus die Moglichkeit die vermeintlich homogene Gruppe ,,IF/TA* nach
einem zeitlichen Kriterium ndher zu untergliedern. Neben der Betrachtung des zeitlichen Ver-
laufs ermoglicht die Unterscheidung der Gruppen anhand von An- oder Abwesenheit einer vo-
rausgehenden akuten zelluldren AbstoBung einen Riickschluss auf die Auswirkung von immu-
nologischen und nicht-immunologischen Faktoren auf die Genese des chronischen Transplan-

tatschadens.

4.1 B-LYMPHOZYTEN UND PLASMAZELLEN

Wie bereits unter 1.4.2. ,,Einflussfaktoren “ erlautert, filhren sowohl Alloantigen-abhiangige als
auch -unabhinge Vorgidnge zum histopathologischen Befund einer IF/TA (77). Im Folgenden
betrachten wir zunédchst die Ergebnisse der B-Lymphozyten und Plasmazellen dieser Arbeit in
Fraktion Rjt, d.h. in den beiden Gruppen mit stattgehabter akuter AbstoBung, die dann im zeit-
lichen Verlauf innerhalb (Rjt-f) bzw. nach einem Jahr (Rjt-s) Verdnderungen geméil einer
IF/TA entwickeln. Durch die vorausgehende akute AbstoBung kann angenommen werden, dass
immunologische Prozesse im Transplantat angestoen wurden. Im zweiten Abschnitt wird dann

Fraktion oRjt besprochen. Hier kam es im Vorfeld zu keiner Abstofung.

4.1.1. VORANGEGANGENE AKUTE ABSTOBUNG UND IF/TA-ENTWICKLUNG
(RIT)

B-Lymphozyten in akuter Abstoffung

In den Biopsien mit akuter zelluldrer AbstoBung (Banff 4) fanden wir eine deutlich erhdhte
B-Zell-Immigration. In der Gruppe Rjt-fist dieser Anteil signifikant héher als nach Losung der
AbstofBung (Banff 1) (p = 0,007). Fanden B-Lymphozyten lange Zeit keine Beachtung im Rah-
men der Entwicklung einer akuten zelluldren AbstoBung (129), so arbeiteten Sarwal et al (130)

erstmals die Bedeutung dieser Zellen heraus.
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Dies wurde seither mehrfach bestétigt, (128, 131, 132). Eine Mdglichkeit der Einflussnahme
auf die Entstehung einer AbstoBungsreaktion ist u.a. die Féhigkeit zur Antigenprasentation. Die
aktivierte B-Zelle stimuliert hieriiber die Proliferation der CD4" T-Lymphozyten und spielt da-
her eine Schliisselrolle in der Genese der akuten zelluldren AbstoBung (133). Dariiber hinaus
konnte sogar ein ganz erheblicher Einfluss der B-Zellen auf Steroidresistenz und insgesamt
schlechteres klinisches Outcome nachgewiesen werden (130, 134, 135).

Ungeachtet dessen wird dieses Ergebnis in anderen Studien widerlegt (80), neuere Arbeiten

weisen gar auf einen protektiven Effekt der B-Zellen auf das Transplantat hin (136, 137).

Plasmazelle in akuter Abstoffung

Des Weiteren untersuchten wir die Biopsien mit akuter zelluldrer AbstoBung (Banff 4) auf die
Anwesenheit CD138"-Zellen. Anhand der Verteilung der Plasmazellen im Interstitium legten

wir eine Unterscheidung in ,,vereinzelte Zellen* und ,,Zellen im Cluster” ( > 10 Zellen) fest.

In den als Banff 4 klassifizierten Proben, fand sich in beiden Gruppen (Rjt-f und Rjt-s) als auch
in beiden Verteilungsmustern (vereinzelt/geclustert) eine hohere Zahl an Plasmazellen als in
gesunden Nieren (Banff 1). In Gruppe Rjt-f war dieser Unterschied in der Clusteranordnung
signifikant (p = 0,04).

Das vermehrte Vorkommen von metabolisch aktiven Plasmazellen in AR demonstriert auch die
Arbeitsgruppe um Tsai und assoziierte damit eine besonders schlechte Graftfunktion (138).
Hauptséchlich wird ihr Vorkommen jedoch mit der akuten humoralen AbstoBung (ABMR) as-
soziiert. Die Plasmazellen fiihren dort lokal zu einer Antikorperproduktion (139). In unseren
Resultaten bestdtigt sich dies: In den Biopsien mit akuter Antikorper-vermittelter AbstoBung
(Banff 2), die wir nur fiir Gruppe Rjt-f untersuchen konnten, zeigt sich eine dulerst hohe Plas-
mazellzahl, etwa dreimal hoher als in der Situation einer akuten zelluldren AbstoBung (Banff
4). Dieser Zusammenhang ist nicht signifikant, was aber vor allem auf die limitierte Zahl der
untersuchten Biopsien zuriickzufiihren sein diirfte.

Episoden akuter AbstoBung und dabei vor allem die spétauftretende (je nach Autor >3, > 6
Monate oder > 1 Jahr nach NTx) stellen einen der wichtigsten Risikofaktoren fiir eine nachfol-
gende chronische AbstoBungsreaktion dar (140, 141). Dennoch - in einer groBangelegten, ret-
rospektiven Studie verdnderte sich die Gesamtzahl an Fallen von IF/TA ungeachtet einer stark
rickldufigen Rate an AR kaum (142); die akute Rejektion scheint demnach nicht der einzige

Einflussfaktor auf die Entwicklung eines chronischen Transplantatverlustes zu sein.
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B-Zelle in IF/TA mit vorangegangener AR

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der ndheren Betrachtung der infiltrierenden Zellen im
Rahmen der Entwicklung eines chronischen Transplantatschadens. Wir untergliederten die Pro-
ben mit dem Nachweis einer IF/TA weiter in eine friihe und eine spét-aufgetretene Schiadigung.
In beiden Gruppen (Rjt-f und Rjt-s) konnten wir einen Nachweis von erh6hten B-Zellen (und
auch Plasmazellen) erbringen. Dies wird (fiir CD20) in fritheren Arbeiten bestitigt (131, 132),
wobei bei diesen Autoren die B-Lymphozyten in der AR einen hoheren Stellenwert einnehmen
als in der chronischen AbstoBung. Dies untermauern die Resultate dieser Arbeit fiir den CAI
innerhalb des ersten Jahres (Rjt-f). Hier finden wir zwar ein Auftreten von CD20-Positivitit,
allerdings ist dieses relativ gering. Anders steht es jedoch um den spét auftretenden chronischen
Funktionsverlust: In den Proben, die mehr als ein Jahr nach Transplantation eine IF/TA zeigen,
konnten wir einen massiven Anstieg der B-Zellen nachweisen. Aber auf welche Weise beein-

flussen B-Lymphozyten die Entwicklung einer chronischen Transplantatschadigung?

Chronisch humorale Abstoffung

Erst seit der 8. Banff-Konferenz im Jahr 2005 wird der Befund ,,Chronische Rejektion* in eine
chronisch aktive T-Zell-vermittelte und eine chronisch aktive Antikorper-vermittelte Abstoung
unterteilt (81).

Nachdem schon in den 70iger Jahren der Zusammenhang zwischen Donor-spezifischen Anti-
korpern (DSA) und chronischer Allograftnephropathie vermutet wurde (88), gelang es zum
Jahrtausendwechsel schlieSlich den Beweis fiir eine humorale Genese der IF/TA-Veridnderun-
gen zu erbringen (89, 143). Die immense, auch prognostische Bedeutung von Antikorpern
wurde spétestens durch die Langzeitstudie von Mao, Terasaki et al. und Terasaki, Ozawa et al.
2007 bescheinigt. Transplantatversagen und chronische AbstoBung sind demnach eng mit dem
serologischen Nachweis von DSA verbunden (144, 145). Die Rolle der B-Lymphozyten er-
schlieit sich nun iiber ihre Féahigkeit sich weiter zu Plasmazellen zu differenzieren. Dement-
sprechend bilden sie durch die Mdglichkeit der Antikdrperproduktion eine Briicke zur ,,chro-
nisch humoralen AbstoBung™ (CAMR) (133).

Neben dieser systemischen, humoralen Immunreaktion gegen die Transplantatalloantigene be-
schreiben Thaunat et al. lokale Vorgédnge in der transplantierten Niere. Die Arbeitsgruppe beo-
bachtet die Organisation von entziindlichem Infiltrat, vor allem B-Zell-Clustern, zu Lymphfol-
likeln in chronisch abgestofenen Nierentransplantaten. Dieses sog. ,.tertidre lymphatische Ge-
webe® (TLT), angelehnt an die Morphologie des sekundiren lymphatischen Gewebes, wie es

beispielsweise in der Milz vorliegt, entwickelt sich in chronisch entziindetem Gewebe. Anders
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als gewohnliche lymphatische Organe hat es keinen Anschluss zu LymphgefaB3en und agiert
damit unabhéngig von der systemischen Antigen-Prasentation. Der Stimulus, der zum Aufbau
und Erhalt des Lymphfollikels notig ist entsteht im Milieu der chronischen Inflammation durch
verschiedene Mediatoren, u.a. BAFF (146). Zusammengesetzt ist es aus einem B-lymphozyta-
ren Keimzentrum gemischt mit follikuldr-dendritischen Zellen sowie einer Mantelzone aus T-
Zellen und reifen dendritischen Zellen. Bemerkenswert ist dabei, dass sich der Fund rein auf
chronisch abgesto3ene Nieren beschrinkt, frith entfernte Kontrollorgane mit Ischdmie-Reper-
fusionsschaden, AR oder malignen Verdnderungen zeigten diese Umbauvorginge nicht. Die
genannten Keimzentren sind dariiber hinaus funktionsfahig, bilden also Alloantikérper. Dies
ermdoglicht einen lokalen humoralen Prozess, der das Transplantat von innen schéddigen kann
(147). Weiterhin scheint der Reifegrad des TLT einen Einfluss auf die Dynamik der chroni-
schen Rejektion zu haben. Nieren mit Lymphfollikel, die voll funktionsfahig sind, das heif3t
Gedichtniszellen und Antikdrper ausbilden, zeigen in einer Studie mit explantierten Organen
eine besonders kurze Uberlebenszeit (148). Bisherige Studien zeigen folglich eine Schliissel-
rolle von humoraler Immunitit in der Genese der chronischen Schéddigung allogen-transplan-
tierter Nieren. Die B-Lymphozyten sind hierbei gemeinsam mit den Plasmazellen als funktio-

nelle Einheit zu bewerten.

Plasmazellen in IF/TA

Wie unter 4.1.1 ,,B-Zelle in IF/TA mit vorangegangener AR* dargestellt, zeigen Proben mit
spatem Eintritt von chronischen Verdnderungen eine deutlich stirkere CD20-Positivitdt als Bi-
opsien mit frith aufgetretener IF/TA. Zwar ist diese Bewegung innerhalb der B-Lymphozyten,
vermutlich aufgrund zu geringer Fallzahl, nicht signifikant. Bemerkenswerterweise verhalten
sich aber die Plasmazellen in unseren Ergebnissen dazu nicht nur vollkommen analog, sondern
zeigen dariiber hinaus deutlich signifikante Unterschiede: Unabhéngig vom Verteilungsmuster
sind die Plasmazellen in Biopsien aus Banff-5-Nieren, die sich nach einem Jahr nach Trans-
plantation entwickelt haben, signifikant zahlreicher als in Banff-5-Nieren aus dem ersten Jahr

(CD 1 3 8 . pRjt-sieinzeln = 0,02, pRjt-57Cluster = 090 1 )-

In unserer Untersuchung zeigt sich keine besondere Stellung der Plasmazellen im Cluster (im
Vergleich zu vereinzelten Zellen). Rein quantitativ sind sie in der Unterzahl und steigen in
Banff 5 zum friithen und spéten Zeitpunkt in den Gruppen mit vorangegangener AbstofSung
absolut weniger an, wie es die vereinzelten in den entsprechenden Gruppen tun. Die Dynamik

insgesamt ist jedoch identisch.
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Als Zwischenbilanz aus den vorliegenden Ergebnissen in Zusammenschau mit den Erkenntnis-
sen aus der Fachliteratur ldsst sich daher ziehen, dass zum Einen B- gemeinsam mit Plasmazel-
len als funktionelle Einheit gewertet werden konnen, vor allem mit Blick auf die chronisch
humorale Transplantatschiddigung. Zum Anderen nehmen beiden Zellarten offenbar in der frii-
hen Ausbildung von IF/TA-Verinderungen mit vorausgehender Episode von akuter AbstofSung

einen deutlich geringeren Stellenwert ein als es in der spiten Form der Fall ist.
4.1.2. NICHT-IMMUNOLOGISCHE FAKTOREN UND IF/TA-ENTWICKLUNG (ORJT)

Gruppe oRjt-f und oRjt-s der vorliegenden Arbeit sind durch das Fehlen einer akuten zelluldren
oder humoralen AbstoBung vor der Entwicklung der IF/TA-Verdnderungen gekennzeichnet.
Folglich nahmen keine Alloantigen-abhingigen, durchaus aber Alloantigen-unabhingige Fak-
toren Einfluss auf den posttransplantdren Verlauf. Wir beobachten, dass in der friih eingetrete-
nen Banff 5-Situation sowohl B- als auch Plasmazellen vernachléssigbar gering auftreten. Ganz
im Gegensatz dazu verhilt es sich beim spiten Eintritt der IF/TA: Die B- und Plasmazellwerte
steigen im Vergleich zum Ausgangswert der gesunden Banff 1-Nieren massiv an. (CD20: p =
0,04; CD138: peinzein = 0,01, pciuster = 0,02). Ferner ist der Unterschied zwischen dem frithen
gegeniiber dem spéten Eintritt von IF/TA in beiden Zellarten deutlich signifikant (CD20: p =
0,03; CD138: peinzeln = 0,03, pciuster = 0,055). Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, woher all

diese B-Lymphozyten stammen, wo doch kein immunologischer Trigger vorausgeht.

Wichtige nicht-immunologische Faktoren, die Risikofaktoren fiir nachfolgende chronische
Schiden darstellen sind vielfach erforscht (siehe 1.4.2 ,, Einflussfaktoren “): u.a Ischimie/Re-
perfusion (I/R), Hirntod des Spenders, verspitete Transplantatfunktion (delayed graft function;
DGF), hohes Spenderalter, junges Empfingeralter (79, 93-95) sowie Hypertension und Hyper-
lipiddmie des Empfangers (96, 97).

Wie unter 1.4.2 ,Einflussfaktoren” besprochen, besteht ein Zusammenhang zwischen den
nicht-immunologischen Einfliissen, wie Ischdmie-Reperfusion und immunologischen Vorgén-
gen. Der durch I/R vermittelte Gewebeschaden flihrt im Endothel zur Freisetzung freier Radi-
kale und Chemokine, welche wiederrum immunologische Prozesse, wie das Einwandern von
Immunzellen, begiinstigen (149). Die Zytokinsekretion kann sogar schon vor der Transplanta-
tion im hirntoten Spender stattfinden (95). Diese proinflammatorischen Faktoren kénnen im
Verlauf zu einer Chronifizierung der Entziindung fiihren und damit Grundlage fiir eine chroni-
sche Transplantatschdadigung sein (100). Andererseits wird die immunologische Komponente

des Ischdmiereizes auch dadurch untermauert, dass I/R eng mit DGF und dies wiederrum mit
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erhohtem Risiko fiir akute AbstoBung vergesellschaftet ist (94). Eine akute Rejektion und hier-
bei vor allem die spite AR wiederrum, stellt einen wichtigen Risikofaktor fiir die chronische
Allograftdysfunktion dar (78, 79).

Das Auslosen immunologischer Kaskaden durch z.B. Ischdmie-Reperfusion konnte also einen
potenziellen Ursprung der B-Zellinfiltration darstellen. Dazu passen die Erkenntnisse von So-
lini und Kollegen: Im Rattenmodell zeigen sie, dass eine verldngerte Ischamiezeit in den Allot-
ransplantaten eine erhohte B-Zellaktivitit mit darauf folgender fritherer Entwicklung von typi-
schen Zeichen einer chronisch-humoralen AbstoBBung auslost. Daneben geben erhohte T-Zellen
auch Hinweise auf beschleunigte zelluldre Abstoung (150). Die B-Zellen formten dabei Clus-
ter, was laut Solini et al. in Verbindung mit der Ausbildung von ,.tertidr lymphatischem Ge-

webe stehen konnte (147).

Was durch diesen Zusammenhang jedoch noch nicht erklart wird ist, warum sich die Menge an
infiltrierenden B- und Plasmazellen zum friihen und spéten Zeitpunkt unterscheiden, obwohl
von gleichméfBigen Bedingungen bei der Transplantation etc. auszugehen ist und somit alle
Transplantate den gleichen nicht-immunologischen Risikofaktoren ausgesetzt sind. Zum An-
deren zeigen auch die Transplantate mit akuter AbstoBung in der Vorgeschichte exakt die glei-
che Diskrepanz zwischen friither und spiter IF/TA. Handelt es sich also beim friih- bzw. spét-
eintretenden chronischen Transplantatschaden um zwei komplett verschiedene Entitdten? Die

Untersuchung von Makrophagen und T-Lymphozyten geben darauf ndhere Hinweise.

4.2 T-LYMPHOZYTEN

Im Folgenden werden zunéchst die nicht-immunologischen Faktoren im Zusammenhang mit
T-Lymphozyten beleuchtet. Danach gehe ich auf die Wirkung der gdngigen Immunsuppressiva
auf die T-Zellimmunitét ein, um am Ende mit den Ergebnissen aus der CD3-Messung dieser

Arbeit einen Zusammenhang herzustellen.
4.2.1. NICHT-IMMUNOLOGISCHE FAKTOREN UND IF/TA-ENTWICKLUNG (ORJT)

In Gruppe oRjt-f und oRjt-s fanden sich in histologisch gesunden Nieren (Banff 1) viele T-
Lymphozyten. Da keinerlei AbstoBungsreaktion in der Vorgeschichte in Fraktion oRjt ablief,
sind andere Faktoren anzunehmen, die zu dieser Infiltration fiihren. So schildern verschiedene
Quellen den Zusammenhang zwischen T-Zellinfiltration und nicht-immunologischen Einfliis-
sen wie Ischdmie-Reperfusion (128, 151). Renale Zellen, vor allem Tubulus- und Endothelzel-

len exprimieren im Anschluss an den Ischdmiereiz MHC II-Molekiile, was sie empféanglicher
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fiir Alloantigenerkennung und demzufolge auch T-Zell-Aktivierung macht (152). Laut Ascon
et al handelt es sich bei der Einwanderung von T-Lymphozyten nach I/R um keinen kurzfristi-
gen Effekt. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass diese lange Zeit bestehen bleibt und die
damit verbundene Zyto- und Chemokinausschiittung zu strukturellen Verdnderungen fiihrt
(153), die im Sinne einer beginnenden IF/TA gewertet werden konnen. SchlieBlich ist der Scha-
den durch Ischdmie-Reperfusion ein bekannter Risikofaktor fiir chronische Transplantatne-
phropathie (154).

Wenngleich alloantigen-unabhingige Faktoren nicht unerheblich fiir die Entwicklung von
chronischen Schidden an der Transplantatniere sind, gilt der Fokus dennoch der immunologi-
schen Genese. Obata et al. finden in ihren Untersuchungen eine ausgepréigte und gleichwertige
T-Zellinfiltration in CAI und AR (56). Auch in der vorliegenden Studie konnten wir hohe Zell-
zahlen beobachten, die sich in den entsprechenden Biopsien (Banff 4 und Banff 5) nicht signi-
fikanten unterscheiden. T-Lymphozyten scheinen in beiden Formen der AbstoBung eine we-

sentliche Funktion einzunehmen.

4.2.2. VORANGEGANGENE AKUTE ABSTOBUNG UND [F/TA-ENTWICKLUNG
(RIT)

Wie unter 1.2.3 ,,Allogenetische Erkennung “ erldutert, gibt es zwei Signalwege der T-Zellim-
munitit, den direkten und den indirekten. Uber den direkten CD4" Th1-vermittelten Weg wer-
den zytotoxische T-Lymphozyten und Makrophagen aktiviert; es entsteht eine akute T-zellver-
mittelte AbstoBung (55, 56). Dagegen fordern die CD4" Th2-Zellen die Proliferation und Dif-
ferenzierung von B-Zellen zu Antikérper-produzierenden Plasmazellen und bilden dariiber die
Verbindung zur humoralen Immunantwort. Ob der indirekte Weg eine wesentliche Bedeutung
fiir die Entstehung einer chronischen Transplantatnephropathie hat, ist umstritten. Viele Arbei-
ten bestétigen diese These (55, 155, 156), nur wenige Untersuchungen kamen zu dem Schluss,

dass auch hier die direkte Reaktion und damit die zelluldre Immunitét entscheidend sei (56).

Akute Abstofsung

Vorliegende Ergebnisse lassen erwartungsgemif (123) eine hohe T-Zellinfiltration in der akut-
zelluldren AbstoBung (Banff 4) erkennen. Allerdings weist auch die akute humorale AbstoBung
(Banff 2) in Gruppe Rjt-f dieses Ergebnis auf. Dieser Fund stimmt mit der Annahme iiberein,
dass die aktuellen Banff-Kriterien die akute Antikdrper-vermittelte AbstoBung nur unvollstén-

dig wiederspiegeln. Es wurde nachgewiesen, dass ein erheblicher Anteil der ABMR durchaus

77



eine zellulire Komponente aufweisen, wodurch sich eher die Bezeichnung ,,mixed AMR* an-

bietet (157, 158).

Immunsuppressive Therapie

Die in unsere Studie eingeschlossenen Patienten wurden leitliniengeméall immunsuppressiv be-
handelt (siehe 1.2.4 ,,Immunsuppression ), im Falle einer akuten TCMR (Banff 4) erhielten sie
also eine SteroidstoBtherapie +/- depletierende Therapie, mittels ATG-Fresenius. Die Wirksam-
keit dieser Therapie ldsst sich im Anschluss an die AR in einem signifikanten Zellzahlabfall in
Banff 1 (Rjt-f p = 0,0504; Rjt-s p = 0,03) abbilden. Dennoch bildet sich der T-Zellanteil hier
nach Losung der AbstoBung nicht unter das Niveau der Banff 1-Proben aus Gruppe oRjt-f und
oRjt-s zuriick, was der langfristigen Einwanderung ausgeldst durch u.a. Ischdmie-Reperfusion
entspricht (siehe 4.2.1 ,, Nicht-immunologische Faktoren und IF/TA-Entwicklung ).

Ferner wurde die Erhaltungstherapie mit Tacrolimus, MMF und Steroiden durchgefiihrt. Wie
unter 1.2.4 , . Immunsuppression“ beschrieben wirken diese Medikamente stark T-zellsuppres-
siv. Dennoch gelingt die erwiinschte T-Zellhemmung in der Erhaltungsphase allem Anschein
nach nur unzureichend: Weder vermag die Therapie im Einzelfall eine TCMR, noch die sub-
klinisch stetig ansteigende T-Zellinfiltration zu verhindern. Letzteres manifestiert sich in den
chronisch geschiadigten Organen (Banft'5). Wie schon andernorts gezeigt (131), kommt es auch
bei uns zu einer Vermehrung CD3-positiver Zellen in der Situation der chronischen Transplan-
tatnephropathie. Dabei ist die Zunahme der T-Zellen zum frithen Zeitpunkt noch relativ gering,
jedoch beobachten wir in der spéten IF/TA der Fraktionen oRjt und Rjt eine deutliche Steige-
rung (oRjt-f: p = 0,15; oRjt-s: p = 0,07; Rjt-f: p = 0,44; Rjt-s: p = 0,16). Eben diese Dynamik
beobachten wir auch in der Kategorie der B- und Plasmazellen (siehe 4.1 ,, B-Lymphozyten und
Plasmazellen ).

Vor diesem Hintergrund stellt sich nun die Frage, ob moglicherweise ein Zusammenhang zwi-

schen dem Grad der T-Zellsuppression und der B-Zellaktivitét besteht.

Hierfiir konnte in den 90iger Jahren in verschiedenen Arbeitsgruppen der Nachweis am Tier-
modell und auch an humanen Nieren erbracht werden (159-162). Die etablierten Medikamente
sind demnach effektiv in der Vorbeugung und Behandlung der akuten zelluliren Abstofung,
da sie bevorzugt die direkte Th1-vermittelte Immunreaktion hemmen. Die Th2-Reaktion wird
demgegeniiber jedoch nicht nur unzureichend unterdriickt, sondern gar geférdert. Folglich sti-
mulieren die gdngigen Immunsuppressiva die humorale Immunantwort iiber die Aktivierung
der B-Lymphozyten und damit die Entstehung von chronischer AbstoBung. Mit Hilfe einer

vollstindigen Inhibierung der T-Lymphozyten durch Blockade der Costimulation, konnte die
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Entstehung einer IF/TA im Tiermodell allerdings verhindert werden (Azuma 1996). Die unzu-
reichende T-Zellunterdriickung scheint also Schliissel zum Verstindnis der chronischen Trans-

plantatschidigung zu sein.
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Abbildung 38 Direkte und indirekte Alloantigenprasentation. Wirkung von Immunsuppressiva.
Eigene Abbildung nach (58, 59)

Unsere Daten stiitzen diese These. B-, T- und Plasmazellen verhalten sich in unseren Ergebnis-
sen analog. Die Zellzahlen in den Nieren mit frither IF/TA sind deutlich niedriger als in spéter
IF/TA und das unabhédngig davon, ob vorher ein immunologisches Ereignis in Form einer
akuten Rejektion stattfand oder nicht. Dies untermauert die Annahme, dass die bekannten Ri-
sikofaktoren flir Banff-5-Lasionen zwar initial unterschiedliche Effekte im Transplantat erzeu-
gen. Ungeachtet ihrer Alloantigenabhingigkeit haben sie dann jedoch eine gemeinsame, im-

munologische Endstrecke (57).

Die im ersten Jahr nach Transplantation entwickelte chronische Transplantatnephropathie
scheint sich dennoch auf zelluldrer Ebene von der spét-entwickelten zu unterscheiden. Wie eben
erlautert fiihrt mangelnde medikamentdse T-Zellsuppression zu indirekter B-Zellaktivierung

und damit zu humoraler Immunantwort und chronischer AbstoBung. Wir stellen auf Grundlage
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der vorliegenden Resultate die Vermutung an, dass die immunsuppressive Therapie und damit
die Blockade des Th2-Wegs in den Gruppen mit spit-eingetretener IF/TA (oRjt-s und Rjt-s)
relativ ineffektiv war. Der indirekte Signalweg wurde somit freigegeben und es kam zu ausge-
pragter B-Zellaktivierung und Plasmazellbildung. Diese 16ste nach mehr als einem Jahr nach
Transplantation die chronische AbstoBung aus. Bei den Patienten aus den Gruppen oRjt-f und
Rjt-f hingegen wirkten die Medikamente gut T-zellsuppressiv, sodass eine B-zellvermittelte
Immunreaktion ausblieb. Offenbar handelt es sich, wie unsere Daten zur B- und Plasmazelle
schon vermuten lieflen, bei der frithen IF/TA nicht um einen B-zellvermittelten Prozess. Es
stellt sich dementsprechend die Frage, welche anderen Mechanismen innerhalb des ersten Jah-
res fur die Entstehung der frithen chronischen Transplantatschadigung entscheidend sind.

Um diese Theorie zu {iberpriifen, miissten weitere Untersuchungen angestellt werden, die in
den Gruppen des frithen bzw. spdten CAl die T-Zellaktivitdt im Th1- und Th2-Signalweg quan-

tifizieren.

4.3 MAKROPHAGEN

4.3.1. MAKROPHAGEN UND AKUTE ABSTOBUNG (RJT)

Bereits vor 40 Jahren wurde die Rolle der Makrophagen fiir die akute zelluldre AbstoBung in
der Literatur bekannt (163). Seither lieB sich mehrfach der Nachweis fiir eine grofle Zahl an
infiltrierenden Makrophagen in der TCMR erbringen (128, 164, 165) (Hoffmann 2013, Zhang
2005, Burkhardt 1990). Auch unsere Ergebnisse zeigen in den Banff 4-Proben aus Gruppe Rjt-
fund Rjt-s eine sehr hohe CD68-Positivitit. Makrophagen kommt neben der rein quantitativen
vor allem eine prognostische Bedeutung zu. Sie stellen einerseits einen hoheren Risikofaktor
als T-Zellen fiir die Entwicklung einer Transplantatdysfunktion in akuter zelluldrer AbstoBung
dar (166), zum Anderen gelten glomeruldre Monozyteninfiltrate als unabhangiger Vorhersage-
parameter fiir einen schlechten posttransplantdren Verlauf (167).

Dariiber hinaus fallt in den Ergebnissen aus der CD68-Messung die im Mittel hochste Makro-
phagenzahl in der Situation der akuten humoralen AbstoBBung (Banff 2) auf. Eine Erklarung
hierfiir findet sich in der Literatur. In mehreren Studien lieBen sich deutlich erhdhte Makropha-
geninfiltration in der humoralen Abstoung nachweisen. Diese sind vor allem glomerulédr und
peritubulér lokalisiert (168, 169). Dieses, als ,,Transplantat-Glomerulitis* bezeichnete Phéno-
men kommt in humoraler, typischerweise aber nicht in zellvermittelter AbstoBung vor und wird

als ,,Surrogat-Parameter* fiir akute, antikOrpervermittelte AbstoBung gehandelt (168—170).
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Aufgrund zu weniger Gewebeproben mit Banff 2 konnten diese bei uns nur sinnvoll in Gruppe

Rjt-f untersucht werden.
4.3.2. NICHT-IMMUNOLOGISCHE FAKTOREN UND IF/TA-ENTWICKLUNG (ORJT)

Zunichst fillt in den vorliegenden Ergebnissen auf, dass Makrophagen in histologisch ,,gesun-
den‘ Nieren (Banff 1) der Gruppen oRjt-f und oRjt-s deutlich erhoht sind. Makrophagen befin-
den sich auch in anderen Studien bereits wenige Minuten postoperativ in der Transplantatniere
(151, 171). Da dies auch in isogenetisch transplantierten Nieren gezeigt werden konnte (128),
ist davon auszugehen, dass vorwiegend nicht-immunologische Faktoren wie Ischdmie-Reper-
fusion zum Einwandern der Zellen fiihren. Makrophagen wirken hierbei vermutlich als Initiator
der Transplantatschiadigung, schlieBlich fiihrt eine komplette Depletion von Makrophagen im
Rattenmodel zu einer Minimierung der normalerweise mit I/R einhergehenden Inflammation
und Zytokinausschiittung (172). Jang et al. hingegen konnten einen protektiven Effekt der ein-
gewanderten Makrophagen feststellen; durch Phagozytose wiirde der durch I/R entstandene
Zelldetritus abgerdumt, eine Erholung des Organs somit gefordert (173). Demnach scheint der

Einfluss der Makrophagen nach Reperfusion auf das Spenderorgan variabel zu sein.

M1 und M2 Subtypen

Makrophagen bilden einen essentiellen Teil des angeborenen Immunsystems. Ihre Hauptauf-
gaben umfassen einerseits Phagozytose von u.a. Erregern, nekrotischem Material oder Zell-
detritus und andererseits die Antigenprdsentation. AuBlerdem gehort die Ausschiittung von
Wachstumsfaktoren, Zytokinen, etc. genauso zu ihrem Funktionsspektrum wie antimikrobielle
und zytotoxische Eigenschaften (174).

Sie gehen aus Monozyten hervor und lassen sich immunhistochemisch mit dem Marker CD68
identifizieren (175). Trotzdem ist die Klasse der Makrophagen keineswegs homogen. Eine der
bekanntesten Einteilungen ist jene in ,Xklassisch-aktivierte“ (M1) und ,alternativ-akti-
vierte*(M2) Makrophagen.

Wihrend M1 Makrophagen proinflammatorisch und destruktiv wirken, sekretieren M2 Makro-
phagen antiinflammatorische Zytokine und begiinstigen somit die Reparation geschadigten Ge-
webes (176). In dem durch u.a. Mantovani et al. vorgeschlagenen Modell grenzen sich die bei-
den Subtypen durch den Stimulus, der die Ausgangszelle zur Differenzierung anregt voneinan-
der ab. Interferon-y und Lipopolysaccharide (LPS) oder Tumornekrosefaktor (TNF) fiihren zu
M1-Zellen. M2-Zellen werden hingegen noch weiter unterteilt: Interleukin-4 (IL-4) fiihrt zu
M?2a, Kontakt mit Immunkomplexen und Toll-like-Rezeptor Liganden zu M2b und IL-10 bzw.
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Glukokortikoide zu M2c (177).

In Nieren mit Ischdmie-Reperfusionsschaden entwickelt sich, wie bereits unter 4.3.2 erwihnt,
zeitnah ein makrozytdres Infiltrat. Dieses umfasst in den ersten 24 Stunden hauptsichlich den
MI1-Typ, welcher demzufolge eine Entziindung hervorruft. Nach 5-7 Tagen verdndert sich das
Profil jedoch vorwiegend zum M2-Typ, welcher das tubuldre Epithel dann wiederherstellt
(178). Diese Resultate demonstrieren, dass Makrophagen kurzfristig schadigend auf das Trans-
plantat einwirken, sich dann aber ein Wandel zu Gunsten eines regenerierenden Phénotyps voll-

zieht.

4.3.3. MAKROPHAGEN UND CHRONISCHER TRANSPLANTATSCHADEN

Wie anhand der bisherigen Ausfiihrungen verdeutlicht, ist die Bedeutung der Makrophagen fiir
die akute AbstoBungsreaktion sehr gut erforscht. Ganz anders ist dies beim chronischen Trans-
plantatschaden (179). Betrachtet man in den vorliegenden Daten zunéchst Fraktion oRjt (ohne
vorangehende akute AbstoBung), so sieht man eine erhohte CD68-Positivitit zum frithen Zeit-
punkt nach Transplantation in Banff 1, die, wie in 4.3.2 besprochen, als Attribut der Ischédmie-
Reperfusion gewertet werden kann. Danach ergibt sich bei oRjt-f und oRjt-s ein Abfall der
Makrophagen in den Biopsien mit chronischer Transplantatnephropathie. Dieser ist aufgrund
der hohen Standardfehler nicht signifikant unterschiedlich zwischen dem frithen und spiten
Zeitpunkt.

Deutlicher wird es jedoch in Fraktion Rjt (vorangehende akute AbstoBung). Hier lduft in der
frithen Phase nach Transplantation eine akute zelluldre AbstoBung ab, die die hierfiir typische
starke Erhohung der Makrophagenzahl bedingt (siehe 4.3.1 ,, Makrophagen und akute Absto-
Sung (Rjt) ). Der sich nun anschlieBende signifikante Abfall der Makrophageninfiltration in
Banff 1 (Rjt-f p < 0,001; Rjt-s p = 0,02) ist vordergriindig u.a. der SteroidstoBtherapie der
TCMR zuzuschreiben (180).

Eindrucksvoll ist dann allerdings das weitere Absinken der Makrophagenzahlen, obwohl sich
eine chronische Transplantatschiddigung (Banff 5) entwickelt. Gruppe Rjt-f beinhaltet die Pati-
enten mit frith eingetretener IF/TA. Hier zeigt sich ein signifikanter Riickgang zwischen dem
frithesten und dem spétesten Zeitpunkt (Banff 4 vs. Banff 5; p = 0,03). Treten die chronischen
Verdnderungen im Sinne einer IF/TA aber spét nach Transplantation auf (Rjt-s), so sind kaum
mehr Makrophagen in Banff 5 nachweisbar (Banff 4 vs Banft 5; p < 0,001). Der Abfall der
Makrophagen wird umso stérker, je spéter sich die chronischen Verdanderungen einstellen. Ver-
gleicht man Banff 5 gruppeniibergreifend, so bestitigt sich dies erneut: CD68 ist zum spiten
Zeitpunkt signifikant niedriger als zum frithen (Rjt-f vs. Rjt-s p = 0,007).
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In der Literatur zum Thema ,,Makrophagen in IF/TA* finden sich nur wenige Studien. Diese
zeigen im Gegensatz zu den hier erhobenen Daten hohe Makrophagenzahlen in chronischer
Allograftnephropathie (181, 182). Die IF/TA-Biopsien im Rattenmodell wurden nach maximal
16 Wochen erhoben, sodass hier von einer zu kurzen Beobachtungszeit auszugehen ist, in der
die zeitliche Kinetik der Makrophagen noch nicht erfasst werden kann. Au3erdem ist unklar in
wieweit das Tiermodell hierbei mit der humanen Abstoungsbiologie vergleichbar ist.

Frank et al untersuchten humane Nierenbiopsien ebenfalls auf CD68"-Zellen. Auch er findet
im Gegensatz zu unseren Ergebnissen eine erhohte Makrophagenpositivitdt (CD68) in den Pro-
ben mit chronischer Transplantatnephropathie. Da die Proben im Durchschnitt 51 Monate nach
Transplantation gewonnen wurden liegt der Zeitpunkt also noch spéter als es bei uns der Fall
ist (Gruppe oRjt-s 38 Monate und Gruppe Rjt-s 48 Monate). Wie in unseren Ergebnissen iiber-
steigt die Makrophageninfiltration in akuter AbstoBung die Infiltration in CAN (131).

Wie im Kapitel 4.3.2 ,,Nicht-immunologische Faktoren und IF/TA-Entwicklung* beschrieben
wird, nehmen Makrophagen sowohl in akuter AbstoBung als auch nach I/R-Schaden zwar ei-
nerseits eine destruktive hauptsédchlich aber eine regenerative Funktion im Transplantat ein.
Ferner sind bei uns Makrophagen in chronisch geschiddigten Nieren nur in kleiner Zahl vertre-
ten und nehmen mit der Zeit sogar noch weiter ab. Diese Verédnderung kann unabhidngig von
einer vorangehenden AbstoBung in allen vier Gruppen beobachtet werden und ist demzufolge
kein rein alloantigen-abhingiges Phanomen. Immunologische Vorginge sind sicherlich nicht
voOllig auszuklammern, dennoch iiberwiegt wohl der Faktor der zeitlichen Kinetik.

Es ist in Zusammenschau all dessen wahrscheinlich, dass Makrophagen als Antwort auf akute
immunologische und nicht-immunologische Inflammationsvorgidnge kurz nach der Transplan-
tation in das Organ einwandern und diesen nach Beendigung des Abrdumvorganges des ent-
ziindeten und zerstorten Gewebes wieder verlassen (151, 173).

Man konnte nun zu dem Schluss kommen, dass Makrophagen in keinem Zusammenhang mit
der Genese der chronischen Transplantatschdadigung stehen. Untersuchungen von Azuma et al.
im Rattenmodell zeigen aber unter vollstdndiger Makrophagenhemmung eine deutliche Reduk-
tion von interstitieller Fibrose, Glomerulosklerose und Proteinurie gegeniiber der Kontroll-
gruppe. Wurde die Hemmung nach kiirzerer Zeit wieder aufgehoben, so bildeten sich die ge-
nannten chronischen Verédnderungen erneut aus (183). Makrophagen sind demnach sogar ganz
entscheidend an der Entwicklung von IF/TA beteiligt. Dennoch sind sie laut unseren Erhebun-
gen rein physisch nicht mehr im Organ vorhanden. Wir gehen also davon aus, dass Makropha-
gen zu einem frithen Zeitpunkt nach Transplantation aufgrund eines unspezifischen Entziin-

dungsgeschehens einwandern und dort einen Prozess in Gang setzen, der iiber kurz oder lang
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einen chronischen Transplantatschaden hervorruft. Dies wére beispielsweise iiber Zytokine
moglich, welche B- und T-Lymphozyten im Hintergrund aktivieren. Die Makrophagen selbst
verlassen, wie bereits erwdhnt, nach erfolgreicher Phagozytose und Abklingen der Inflamma-
tion das Organ. Ein erster Hinweis darauf findet sich bei Pilmore et al., die als pradiktiven
Faktor fiir eine spéte chronische Transplantatnephropathie eine signifikant erhéhte Makropha-

genzahl in der AR benannten (184).

Friihe chronische Transplantatschéidigung

Wie aus der Diskussion der Ergebnisse der B- und T-Zellen (siehe 4.1 und 4.2) ersichtlich wird,
entwickeln sich frith bzw. spét eintretende IF/TA auf grundlegend unterschiedliche Weise. Zum
spiten Zeitpunkt scheinen vornehmlich B-Zellmechanismen zu wirken, die u.a. iiber Plasma-
zelldifferenzierung und Antikorperbildung zu einer chronisch humoralen AbstoBung fiihren
konnen. Zum frithen Zeitpunkt hingegen sieht es so aus, als ob B-Zellen keine gewichtige Rolle
spielen. Geht man von obiger These aus, wonach Makrophagen zu einem frithen Zeitpunkt den
Trigger fiir eine sich spiter ausbildende chronische AbstoBung darstellen, so konnte auf Grund-
lage der Erkenntnisse aus der B- und T-Zellanalyse eine weitere Schlussfolgerung gezogen
werden: entstehen zu einem frithen Zeitpunkt nach Transplantation chronische Verdnderungen
im Transplantat, so konnten fiir diesen Verlauf eben Makrophagen entscheidend sein.

In Einklang mit dieser Hypothese steht eine Beobachtung, die wir in Gruppe oRjt-f machen
konnten. Hier finden sich zum frithen Zeitpunkt (Banff 1) aulerordentlich viele Makrophagen,
die dann, wie eben ausgefiihrt, in der frithen chronischen Transplantatnephropathie (Banff 5)
deutlich zuriickgehen. In Gruppe oRjt-s, bei der sich die [F/TA nach mehr als einem Jahr nach
Transplantation entwickelt, sehen wir diese sehr hohen Makrophagenzahlen nicht. In beiden
Fillen lief keine akute AbstoBung 0.A. im Vorfeld ab, sodass hier kein Unterschied beziiglich
der Voraussetzungen besteht. Es wire also durchaus mdéglich, dass sich die chronischen Ver-
dnderungen unter dem Einfluss des erheblichen Makrophageninfiltrats bereits sehr schnell,
ndmlich innerhalb des ersten Jahres ausgebildet haben. Wir konnen dieser Theorie nur unzu-
reichend auf den Grund gehen, da wir in den korrespondierenden Gruppen Rjt-f und Rjt-s die
Makrophagen vor Eintritt der ersten akuten AbstoBBung nicht erfassen konnten. Fande sich hier
eine vergleichbar hohe Makrophagenimmigration, so konnte dies als weiterer Hinweis erachtet

werden.
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S ZUSAMMENFASSUNG

Seit den ersten Nierentransplantationen vor etwa 60 Jahren konnten grof3e Erfolge hinsichtlich
der Uberlebensrate im ersten Jahr verzeichnet werden. Das Langzeitiiberleben hingegen konnte
bisher weiterhin nicht wesentlich verbessert werden.

In der Banff-Klassifikation werden die Nierentransplantate anhand histologischer Merkmale in
Gruppen eingeteilt. Im Bereich der akuten AbstoBung kann bereits seit langerer Zeit niher in
zelluldr- und humoral-vermittelte AbstoBung unterteilt werden. Der chronische Transplantat-
schaden hingegen, nach seinem histopathologischen Bild kurz IF/TA genannt (interstitial fib-
rosis and tubular atrophy), wurde bisher weitestgehend als homogene Gruppe bewertet. Ziel
dieser Arbeit war es, diese nidher zu analysieren und ggf. Untergruppen nach einem zeitlichen
Kriterium ausfindig zu machen. Neben den genannten immunologischen Faktoren (akute zel-
luldre und humorale Abstoung mit infiltrierenden Immunzellen) spielen auch nicht-immuno-
logische Phdnomene wie Ischdmie / Reperfusion eine grofle Rolle in der Entwicklung der

akuten Abstofung und der chronischen Allograftnephropathie.

In dieser Arbeit werden die Rollen der wichtigsten inflammatorischen Zelltypen — Makropha-
gen, T- und B-Lymphozyten sowie Plasmazellen — und das Ausmal} ihrer Immigration ins
Transplantat immunhistochemisch untersucht. Durch die standardisierte Gewinnung von Pro-
tokoll- und Indikationsbiospien in der Nachsorge nierentransplantierter Patienten in Regens-
burg war es moglich, die Bedeutung der immigrierenden Immunzellen in histologisch und kli-
nisch ,,gesunden Transplantaten, in der Situation der akuten Abstoung und in IF/TA zu ana-
lysieren. Trat der IF/TA-Schaden im ersten Jahr nach der Transplantation auf, so wurde diese
Probe der friihen Untergruppe zugeordnet, trat er erst nach Ablauf des ersten Jahres auf, wurde
sie in die spite Gruppe eingeteilt. Neben der Betrachtung des zeitlichen Verlaufs wurden die
Gruppen nach An- oder Abwesenheit einer vorausgehenden akuten Abstoung (in den ersten
100 Tagen nach NTX) aufgegliedert; dies erlaubt einen Riickschluss auf die Auswirkung von
immunologischen und nicht-immunologischen Faktoren auf die Genese des chronischen Trans-

plantatschadens.

In Ubereinstimmung mit ilteren Studien konnte gezeigt werden, dass das AusmaB der Makro-
phageninfiltration entlang einer zeitlichen Kinetik abnimmt. Makrophagen scheinen friih nach
der Transplantation aufgrund eines Entziindungsgeschehens (immunologisch oder nicht-immu-
nologisch ausgeldst) ins Transplantat einzuwandern und dort das geschédigte Gewebe zu pha-

gozytieren. Nach erfolgreichem Abrdumvorgang und Abklingen der Inflammation verlassen sie
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das Organ und sind somit zum spéten Zeitpunkt in keiner der Gruppen mehr in relevanter Zahl

nachweisbar. Dies entspricht dem reparativ wirkenden Subtyp M2.

Dariiber hinaus nimmt die Anzahl der infiltrierenden T-, B- und Plasmazellen in den jeweiligen
Gruppen einen gleichartigen Verlauf. Dies ldsst einige Riickschliisse zu: Zum Einen sind die
Zellzahlen in den Nieren mit frither IF/TA deutlich niedriger als in spater IF/TA, was unabhén-
gig davon ist, ob ein immunologisches Ereignis in Form einer akuten AbstoBung voranging
oder nicht. Dies zeigt, dass die bekannten Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer chronischen
Allograftnephropathie (u.a. rezidivierende akute AbstoBung, Ischdmie / Reperfusionsschaden)
zwar initial unterschiedliche Effekte im Transplantat erzeugen. Unabhéngig von ihrer Alloan-
tigenabhéngigkeit folgt dann jedoch eine gemeinsame, immunologische Endstrecke. Zum An-
deren bestehen starke Hinweise, dass es sich bei der frithen bzw. spét eintretenden IF/TA um
zwei unterschiedliche Entitdten handelt. Zum spiten Zeitpunkt befinden sich sehr viele B-Lym-
phozyten im Transplantat, sodass sich u. a. iiber die Differenzierung zur Plasmazelle mit Anti-
korperbildung eine chronisch-humorale AbstoBung entwickelt. Mdglicherweise tragt hierzu die
unzureichende T-Zell-Suppression der uns zur Verfiigung stehenden immunsuppressiven The-
rapie erheblich bei; der direkte T-Zell-Signalweg tiber CD4" Th2-Zellen und somit die B-Zell-
Proliferation und Differenzierung zur Plasmazelle scheint medikamentos sogar gefordert an-
statt unterdriickt zu werden. Zum frithen Zeitpunkt hingegen spielen die B-Zellen keine ent-
scheidende Rolle. Unsere Resultate ergeben jedoch den Hinweis, dass Makrophagen kurz nach
der Transplantation als entscheidender Trigger z.B. durch Zytokinausschiittung B- und T-Lym-
phozyten aktivieren und somit eine frithe IF/TA auslésen konnten. Es handelt sich dabei am
ehesten um den eher destruktiv wirkenden Makrophagen-Subytp M1.

Zusammenfassend gehen wir daher davon aus, dass sich friih- und spéteintretende chronische
Allograftnephropathie hinsichtlich ihrer Genese vollstindig unterscheiden und somit zwei un-
terschiedliche Entitdten mit ggf. auch der Chance auf unterschiedliche und damit effektivere

Therapieansitze darstellen.
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7.3 BANFF’97 KLASSIFIKATION, UPDATE 2005

Banff 1

Normalbefund

Banff 2

Antikérper vermittelte Rejektion (Uberschneidung mit Banff 3-6 mdglich)

2a

Akute Antikérper-vermittelte Rejektion

Typ

Histopathologischer Befund

Tubulusschaden, Cd4 positiv, minimale Ent-
zindung

Kapillare Adharenz und/oder Thrombosierung,
C4d positiv

Schwere arterielle Veranderungen

(Nekrose /transmural. Arteritis), C4d positiv

2b

Chronisch aktive Antikérper-vermitt. Rejektion

Histopathologischer Befund

Doppelkonturierung der Glomerula und / oder
interstitielle Fibrosierung / tubulare Atrophie
und / oder fibrése Intimaverdickung der Arte-
rien; C4d positiv

Banff 3

Borderline Changes : ,Verdachtig“fur akute T-zell vermittelte Rejektion

Histopathologischer Befund
Kein Anhalt fir Arteritis, jedoch Tubulitis

(nicht alle Diagnosekriterien fir Rejektion er-
fullt)

Banff 4

T-Zell vermittelte Rejektion (Uberschneidung mit Banff 2, 5 und 6 még-
lich)

Akute T-Zell vermittelte Rejektion

Histopathologischer Befund

Signifikante interstitielle Infiltration (>25% des
Parenchyms) und Foci moderater Tubulitis

Signifikante interstitielle Infiltration (>25% des
Parenchyms) und Foci schwerer Tubulitis

A

1B

Milde bis moderate Arteritis

Schwere Arteritis mit Beeintrachtigung des Lu-
mens von > 25%

Transmurale Arteritis und / oder fibrinoide Ver-
anderungen und Nekrosen glatter Muskelzel-
len der Media mit begleitender lymphozyti-
scher Entziindung

Tabelle 14 Banff'97 Klassifikation, Update 2005 (81)
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Banff 4 T-Zell vermittelte Rejektion (Uberschneidung mit Banff 2, 5 und 6 méglich)
4b  Chron. aktive T-Zell vermittelte Rejektion
Histopathologischer Befund
,Chronische Allograft Arteriopathie” (art. Intima-
fibrosierung mit Infiltration mononuklearer Zel-
len, Bildung einer Neointima)
Banff 5 Interstitielle Fibrose und tubulare Atrophie ohne Hinweis auf eine spezifi-
sche Atiologie (IF/TA)
Typ Histopathologischer Befund
| Milde interstitielle Fibrose und tubulare Atro-
phie (<25% des Kortex)
I Moderate interstitielle Fibrose und tubulare
Atrophie (26-50% des Kortex)
I Schwere interstitielle Fibrose und tubulare
Atrophie/Verlust (>50% des Kortex)
Banff 6 Sonstige Veranderungen, nicht durch Rejektion hervorgerufen

Diagnose

Histopathologischer Befund

Chronische Hyperten-
sion

Fibrotische Intimaverdickung mit Duplikation
der Elastika

Calcineurin Toxizitat

Arterielle Hyalinose mit peripheren Hyalinkno-
ten. Beeintrachtigung der Tubuluszellen mit
isometrischer Vakuolisation

Chronische Obstruktion

Tubulare Dilatation. Ausgepragte Ummauerung
mit Tamm-Horsfall Protein, Extravasation in
das Interstitium und / oder das Lymphsystem

Bakt. Pyelonephritis

Intra- und peritubuldre Ansammlung von
Neutrophilen, Formation von Lymphfollikeln

Virale Infektion

Histologisch sichtbare virale Einschlisse

Tabelle 15 Banff'97 Klassifikation, Update 2005 (Fortsetzung)
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