AUS DER ABTEILUNG
FUR NEPHROLOGIE
ABTEILUNGSLEITER: PROF. DR. BERNHARD BANAS
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

DIE INTERAKTION VON B-ZELL-PROLIFERATIONSFAKTOREN
MIT DEM MUSTER IMMIGRIERENDER ZELLPOPULATIONEN
IM KONTEXT AKUTER UND CHRONISCHER
TRANSPLANTATVERANDERUNGEN

Inaugural — Dissertation zur
Erlangung des Doktorgrades
der Zahnmedizin

der
Fakultéat fiir Medizin
der Universitat Regensburg

vorgelegt von
Claudia Christoph

2022






AUS DER ABTEILUNG
FUR NEPHROLOGIE
ABTEILUNGSLEITER: PROF. DR. BERNHARD BANAS
DER FAKULTAT FUR MEDIZIN
DER UNIVERSITAT REGENSBURG

DIE INTERAKTION VON B-ZELL-PROLIFERATIONSFAKTOREN
MIT DEM MUSTER IMMIGRIERENDER ZELLPOPULATIONEN
IM KONTEXT AKUTER UND CHRONISCHER
TRANSPLANTATVERANDERUNGEN

Inaugural — Dissertation zur
Erlangung des Doktorgrades
der Zahnmedizin

der
Fakultéat fiir Medizin
der Universitat Regensburg

vorgelegt von
Claudia Christoph

2022



Dekan: Prof. Dr. Dirk Hellwig

1. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Tobias Bergler
2. Berichterstatter: Prof. Dr. med. Jens Werner
Tag der miindlichen Priiffung: 23.09.2022



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung
1.1 Nierentransplantation . . . . . . . ..
1.2 Immunabwehr . . . . . ... ... ..
1.2.1  Angeborene Immunabwehr . .
1.2.2  Adaptive Immunabwehr . . .
1.3 TNF-/TNFR-Superfamilie . . . . . .
1.3.1 BAFF . ... ... ... ...
1.32 APRIL. ... ... ......
1.4 Abstolungsreaktionen . . . . .. ..

1.4.1 Perakute/Hyperakute Abstoung . . . . . . ... ... ...

1.4.2  Akute Abstoung . . . . . ..
1.4.3  Chronische Abstoung . . . .
1.5 Transplantationsimmunologie . . . .
1.5.1 Donor-spezifische Antikérper .

1.5.2  HLA-Typisierung/HLA-(Mis)Match . . . . . ... ... ...

1.5.3 HLA-Antikérpersuche . . . .
1.5.4  Crossmatch/Kreuzprobe . . .
1.5.5 Immunsuppression . . .. . .

2 Zielsetzung und Aufbau der Arbeit

3 Material und Methoden
3.1 Patientenkollektiv . . . . . .. .. ..
3.2 Beobachtungszeitraum . . . . . . ..
3.3 Histologie . . . . ... ... .. ...
3.4 Immunhistochemie . . ... ... ..
3.5 Antikorperdetektion . . . .. .. ..
3.6 Auswertung . .. ... .. ... ...

4 Ergebnisse
4.1 Charakteristika der Studienpopulation
4.1.1 Kohortenstratifizierung . . . .
4.1.2 Spenderdaten . . .. ... ..
4.1.3 Empfangerdaten . . .. . ..
4.1.4 Transplantationsbedingungen

N o ot

15
19
21
21
22
23
24
24
25
26
27
28

32

34
34
34
35
36
38
40

43
43
43
43
45
46



INHALTSVERZEICHNIS

4.1.5 Nachbeobachtungszeitraum . . . .. ..
4.2 Infiltrierende Zellen . . . . . . . ... .. .. ..
4.2.1 Makrophagen (CD68"-Zellen) . . . . . .
4.2.2  T-Lymphozyten (CD3"-Zellen) . . . ..
4.2.3 B-Lymphozyten (CD20"-Zellen) . . . . .
4.2.4 Plasmazellen (CD138%-Zellen) . . . . . .
4.3 Vergleich infiltrierender Zellen . . . . . . . . ..
4.3.1 B-Zell-/Makrophagenverhéltnis . . . . .
4.3.2 B-Zell-/T-Zellverhéltnis . . . . . .. ..
4.3.3 B-Zell-/Plasmazellverhaltnis . . . . . . .
4.4 Verteilung der HLA-Mismatches . . . . . . . ..
4.5 Vorimmunisierungen . . . . . .. ... .. ...

4.6 Auftreten von Donor-spezifischen Antikérpern

4.7 'Transplantatiiberleben . . . . . . ... ... ..
4.8 Transplantatfunktion . . . . . ... .. ... ..
4.9 Intrarenale BAFF-Expression . . . ... . ...
4.10 Intrarenale APRIL-Expression . . . . . . .. ..

5 Diskussion
6 Zusammenfassung
Literaturverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

115



1 Einleitung

1.1 Nierentransplantation

Fiir dialysepflichtige Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz bietet die Nie-
rentransplantation eine effektive, anerkannte und zuverlédssige Behandlungsoption,
welche mit einer signifikanten Verbesserung des Patienteniiberlebens und der Le-
bensqualitdt verbunden ist. Auf lange Sicht ist auch der sozio6konomische Aspekt
zu beachten, da eine regelméflige Dialysebehandlung nicht nur sehr zeitintensiv fiir
die Patienten, sondern auch sehr kostenintensiv fiir die Kostentrager ist.

In der Transplantationsmedizin wird der Immunantwort gegen die Alloreaktivitét
des Spenders grofle Beachtung gewidmet, da diese fiir eine erfolgreiche Transplanta-
tion ausschlaggebend ist. Kann die Immunantwort nicht ausreichend kontrolliert
werden, sind die Kosten, Krankheitsraten und Zahlen der Todesfélle trotz effektivem
Therapiekonzept deutlich erhéht [1]. Zu den grundlegenden Voraussetzungen einer
arrivierten Nierentransplantation zéhlen auf medizinischer Seite: patientenindividuel-
le, immunsuppressive Therapiekonzepte, welche optimal auf das jeweilige personliche
(nicht-) immunologische Risikoprofil des Patienten abgestimmt sind, sowie ein ge-
wissenhaftes und engmaschiges Nachsorgekonzept. Seitens der zu behandelnden
Patienten ist eine gute Adhérenz obligat.

In circa 60 Jahren seit der ersten, dauerhaft arrivierten Nierentransplantation, sind
rasante Fortschritte sowohl in der Optimierung und Weiterentwicklung immunsup-
pressiver Therapien, als auch im Posttransplantationsmanagement zu verzeichnen.
Hierdurch konnten insbesondere die Abundanz und der Schweregrad von akuten
T-Zell-vermittelten Abstoungen signifikant reduziert werden. Jedoch betreffen
diese Erfolge hauptsichlich die kurzfristigen Ergebnisse (1-Jahres-Transplantat-
Uberlebensraten), nicht jedoch die Langzeitresultate [2, 3]. Der Grund hierfiir diirfte
vor allem in der spdten Antikorper-vermittelten Abstoung (ABMR; antibody me-
diated rejection) und der chronisch-aktiven Antikorper-vermittelten Abstofung
(cABMR; chronic antibody mediated rejection) liegen. In den vergangenen Jah-
ren wurde zunehmend klarer, dass neben nicht-immunologischen Faktoren wie
medikamentose Nebenwirkungen, Ischdmie-Reperfusions-Verletzungen und ein kar-
diovaskuléares Risikoprofil, vor allem anhaltende, subakute und inflammatorische
Prozesse einen signifikanten Einfluss auf die zunehmenden Funktionsbeeintrachtigun-
gen und Funktionsverluste transplantierter Organe haben [4]. Ebenfalls erkennbar,
ist ein Zusammenhang zwischen chronischen Entziindungsmechanismen, dem Vor-
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handensein von de novo Donor-spezifischen Antikérpern (dnDSA; de novo donor
specific antibodies) und vorzeitig auftretenden Transplantatverlusten [5].
Histologisch lassen sich charakteristische Merkmale einer chronischen Zerstorung
des Nierentransplantatgewebes identifizieren. Dazu gehoren: interstitielle Fibro-
se/tubuldre Atrophie (IFTA), Vaskulopathie und Glomerulopathie [6, 7]. Immer mehr
Aufmerksamkeit sollte daher besonders dem humoralen Anteil des Immunsystems
gewidmet werden, welcher durch gezielte Therapiekonzepte suffizient kontrolliert
werden konnte, um einen langen Erhalt der Transplantatfunktion zu ermdéglichen
8, 9].

Obwohl seitens der Medizin immer mehr Diagnostik betrieben wird, wie die Be-
stimmung von Donor-spezifischen Antikérpern (DSA; donor specific antibodies),
die Verwendung charakteristischer histopathologischer Einteilungen und im experi-
mentellen Setting: die Anwendung spezieller molekularer Mikroskope, fehlt es noch
immer vornehmlich an dazugehorigen, effektiven Therapiekonzepten [10]. Natiirlich
sind auch Misserfolge in erwarteten Therapiekonzepten zu verzeichnen [11] und
andere, bereits bestehende, sollten priméar erneut bewertet werden [12]. Eindeutig
fehlen in erster Linie wirksame und aktuelle Biomarker /Instrumente, um die cABMR
vorhersagen zu konnen. Filigt man abschliefend den Aspekt hinzu, dass es sich bei
Spendernieren um mangelnde Transplantationsorgane handelt, wird die Dringlich-
keit praventiver Ansitze und spezieller Behandlungsschemata besonders deutlich.
Eine Identifizierung, Verdnderung oder Unterdriickung der ursédchlichen immunolo-
gischen Mechanismen sollte daher hochste Prioritdat haben, um eine Verbesserung
der langfristigen Transplantationsergebnisse erzielen zu konnen [13].

1.2 Immunabwehr

Die Immunabwehr dient dem Schutz des Koérpers vor Antigenen. Antigene sind
kérperfremde Organismen/Substanzen, welche in der Lage sind, die Korperzellen zu
schadigen. Zu der Hauptaufgabe des Immunsystems zahlen die Antigenerkennung
und -eliminierung.

Aufbau des Immunsystems

Das Immunsystem besteht aus dem angeborenen (ungepriagten, natiirlichen, unspezi-
fischen) und aus dem erworbenen (adaptiven, gepriagten, spezifischen) Abwehrsystem.
Letzteres beinhaltet sowohl eine zellulare, als auch eine humorale Komponente. Die
fundamentale Immunreaktion eines jeden Organismus bildet dabei die angebore-
ne Immunabwehr, welche innerhalb weniger Minuten bis Stunden aktiv wird. Die
adaptive Immunabwehr hingegen, entwickelt sich mit einer gewissen zeitlichen Ver-
zogerung und zeichnet sich dafiir durch eine hohe Spezifitat und Effektivitat aus
[14].
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1.2.1 Angeborene Immunabwehr

Das angeborene Abwehrsystem richtet sich gegen korperfremde Strukturen und Sub-
stanzen und ist von Geburt an vorhanden und sofort einsatzbereit. Zu den zellularen
Komponenten zahlen: Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, Mastzellen und die
natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und zu den humoralen Komponenten: Zytokine,
Akute-Phase-Proteine, Lysozym und das Komplementsystem.

Makrophagen

Das angeborene Immunsystem wird aktiv, sobald ein Pathogen die chemisch-
physikalische Barriere des Korpers iiberwindet. Zu den ersten aktivierten Zellen
zdahlen phagozytierende Leukozyten: Makrophagen, Granulozyten und dendritische
Zellen [14]. Monozyten/Makrophagen machen etwa 4-10% der Blutleukozyten aus
und bilden das mononukledare Phagozytensystem. Wenige Tage nach ihrer Zirkulation
im Blut wandern die Monozyten in das umliegende Gewebe ein. Unter dem Einfluss
von Zytokinen, Zell-Zell-Kontakten und Bestandteilen von Mikroorganismen kommt
es zu einer Differenzierung: ortsstandige Makrophagen entstehen. Charakterisiert
werden die Makrophagen durch die Expression des Oberflichenmolekiils CD68 (CD;
cluster of differentiation).

Anhand pathogenassoziierter, molekularer Muster (PAMPs; pathogen-associated
molecular patterns), welche zahlreiche Krankheitserreger aufweisen, erfolgt die Pa-
thogenerkennung. Eine Bindung der PAMPs von den Mustererkennungsrezeptoren
(PRR; pattern recognition receptors) der Phagozyten, fiihrt zu einer Aktivierung
der Zellen [15]. Die Eliminierung der Pathogene erfolgt anschliefend durch die
aktivierten Zellen mithilfe von Phagozytose. Zusétzlich werden Chemokine und
Interferone sezerniert, wodurch neben direkten Zellinteraktionen, die Aktivierung
der adaptiven Immunantwort erfolgt [16].

Zusammengefasst zédhlen zu den Hauptaufgaben des mononukledren Phagozytensys-
tems: die Oberflachenerkennung pathogener Mikroorganismen, die Abtétung und
Phagozytose von Mikroorganismen, die Unterstiitzung lokaler Entziindungen durch
Zytokinfreisetzung und die Aktivierung von T-Helferzellen (TH-Zellen) durch Anti-
genprésentation. Somit wird deutlich, dass Makrophagen eine wichtige Verbindung
zwischen dem angeborenen und erworbenen Abwehrsystem bilden [17].

Natiurliche Killerzellen

Durch die Signalproteine der Phagozyten werden die NK-Zellen, welche eine weite-
re Komponente des angeborenen Immunsystems bilden, aktiviert [18]. Sie dienen
der Erkennung virusinfizierter und mutierter Zellen und fithren durch eine Frei-
setzung zytotoxischer Granula zu einer Induktion des programmierten Zelltods
(Apoptose) der Zielzelle [19]. Damit ist eine Einddmmung von Virusinfektionen
und eine Abtétung von Tumorzellen ohne vorherige Sensibilisierung moglich [20].



1.2. IMMUNABWEHR

Die NK-Zellen sind in der Lage, immunregulatorische Zytokine wie Interferon-vy
(IFN-v) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-«) zu sezernieren und damit die antikor-
perabhéingige, zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC; antibody dependent cellular
cytotoxity) zu vermitteln. Charakterisiert werden nattirliche Killerzellen durch das
Vorhandensein eines T-Zell-Rezeptors (TCR; T-cell receptor) und der Expression
der Oberflachenmolekiile CD56 und CD16 [21].

1.2.2 Adaptive Immunabwehr

Sobald ein Pathogen in der Lage ist, die angeborene Immunabwehr zu tiberwinden,
findet eine Aktivierung des adaptiven/erworbenen Immunsystems im Rahmen der
gemeinsamen Abwehr statt. Diese entwickelt sich deutlich langsamer, weist aber eine
hohere Spezifitat auf. Infektionen und immunologische Prozesse konnen effektiver
bekdmpft werden. Zu den zellularen Komponenten zéhlen: B-Lymphozyten (die
Begriffe B-Lymphozyten und B-Zellen werden in dieser Arbeit synonym verwendet)
und T-Lymphozyten (die Begriffe T-Lymphozyten und T-Zellen werden in dieser
Arbeit synonym verwendet) als Effektorzellen und als humorale Komponenten:
Antikorper und Zytokine [17, 19].

Lymphozyten

Lymphozyten zahlen zu den zelluldren Blutbestandteilen des Immunsystems. Zu
den funktionell 3 wichtigsten Vertretern der reifen Lymphozyten gehoren die B-
und T-Lymphozyten, sowie die NK-Zellen. Jeder Lymphozyt ist in der Lage ein
einzelnes Antigen spezifisch zu erkennen, indem er eine sehr charakteristische Va-
riante eines Antigenrezeptorprototyps auf seiner Zelloberflache triagt, um mithilfe
humoraler und zellvermittelter Mechanismen auf diese zu reagieren [14, 22]. Mithilfe
somatischer Rekombinationen kann eine Lymphozytenpopulation unendlich viele
Rezeptorvarianten ausbilden, wodurch unendlich viele Antigene erkannt werden
konnen [23]. Tritt ein Lymphozyt in Kontakt mit einem Antigen, kommt es zu einer
Differenzierung zu einem funktionell reifen T-Lymphozyten. Dieser Reifungsvorgang
kann bis zu vier Tage in Anspruch nehmen.

Ist ein erfolgreicher Ablauf der adaptiven Immunantwort erfolgt, wurde das Pathogen
beseitigt, stellt die Ausbildung eines immunologischen Gedéchtnisses die wichtigste
Konsequenz daraus dar. Ein gewisser Anteil der aktivierten B-Lymphozyten geht
nicht aufgrund apoptotischer Vorgange zugrunde, sondern entwickelt sich zu Ge-
déachtniszellen. Sollte es erneut zu einem Kontakt mit dem spezifischen Antigen
kommen, erfolgt eine signifikant schnellere Differenzierung der Gedéchtniszellen zu
Effektorlymphozyten. Somit wird eine zeitnahe Reaktion bei einer Zweitinfektion
mit dem Pathogen gewéhrleistet [14].
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T-Lymphozyten

T-Lymphozyten sind charakterisiert durch die Expression des Oberflichenmolekiils
CD3, sie bilden die zellvermittelte Komponente der adaptiven Immunabwehr und
erlangen ihre immunologische Kompetenz im Thymus [22].

Aufgrund verschiedener Funktionen und Zelloberflichenproteine, welche T-Lympho-
zyten wahrend ihrer Entwicklung erhalten, lassen sie sich in zwei Hauptklassen
unterteilen: CD4% TH-Zellen und zytotoxische CD8" T-Killerzellen. Eine weitere
Art stellen die regulatorischen T-Zellen (Tregs) dar [24].

T-Lymphozyten sind nur in der Lage ein spezifisches Antigen zu erkennen, wenn
dieses gebunden an der Oberfliche eines Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC;
major histocompatibility complex) von Antigen-prasentierenden Zellen (APCs;
antigen presenting cells) dargestellt wird. MHC-Molekiile werden bei den Menschen
auch als humane Leukozytenantigene (HLA; human leucocyte antigen) bezeichnet,
konnen als Multi-Protein-Komplexe angesehen werden und stammen aus dem rauen
endoplasmatischen Retikulum, wo eine permanente Synthese dieser polymorphen
Glykoproteine stattfindet. Sie prasentieren dem Immunsystem Peptidfragmente der
Zellumgebung. Zwei sich strukturell ahnelnde aber in unterschiedlichen Geweben
expressierte Arten von MHC-Molekiilen lassen sich hierbei unterscheiden: MHC-I-
und MHC-II-Molekiile. MHC-I-Molekiile sind auf fast allen kernhaltigen Zellen und
Thrombozyten lokalisiert und dienen der Prisentation von Antigenen, welche durch
Proteinabbau im Zytosol der Zelle entstehen. Zytotoxische CD8" T-Killerzellen
sind hierbei die Zielzellen der Antigenprasentation. MHC-II-Molekiile hingegen,
befinden sich ausschlieBlich auf dendritischen Zellen (APCs) und présentieren den
CD4" TH-Zellen von extrazellular aufgenommene und in Vesikeln prozessierte
Antigenfragmente. Nur mithilfe der Korezeptoren CD4 und CD8 kann eine effektive
Bindung zwischen TCR und Peptid-MHC-Komplex entstehen, wodurch es zu einer
Aktivierung des TCRs kommt [14, 25]. An dem Ort des Zellkontakts bildet sich
eine immunologische Synapse durch die Aggregation des TCRs, der Korezeptoren
und weiterer Zelloberflichenmolekiile aus. Es kommt zu einer Polarisierung des
Zytoskeletts des T-Lymphozyten, wodurch ausschliefllich an der Kontaktstelle mit der
Zielzelle eine Sezernierung von Effektormolekiilen erfolgt [14]. Weitere Signale, wie
kostimulierende Zellkontakte und freigesetzte Zytokine der APCs sind notwendig, um
den T-Lymphozyten endgiiltig zu aktivieren [26]. Ist der T-Lymphozyt vollstandig
aktiviert, fiilhrt das zu einer Proliferation und Differenzierung der verschiedenen
Effektor-T-Zellen. Die zytotoxischen CD8" T-Killerzellen dienen der Eliminierung
virusinfizierter oder pathologisch entarteter Zellen. CD4" T-Helferzellen entwickeln
sich, abhédngig von den zuvor sezernierten Zytokinen, in verschiedene Effektorzellen
(TH1-, TH2-, TH17-Zellen, Tregs). Diese sind in der Lage, weitere Zellen zu aktivieren
oder zu regulieren [27, 28].

Letztlich bestimmen MHC-Molekiile im Wesentlichen die Vertraglichkeit/Histokom-
patibilitéit eines allogenen Transplantats [14, 17, 29, 30].
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Zytotoxische T-Lymphozyten

Durch das Freisetzen zytotoxischer Granula an dem Ort der entstandenen immunolo-
gischen Synapse sind CD8' T-Killerzellen dazu in der Lage, ihre Zielzelle abzutoten.
Freigesetzt werden unter anderem Stoffe, welche in der Zielzelle eine Apoptosein-
duktion bewirken. Dazu zdhlen Granzyme, Perforin, Granulysin und der Fas-Ligand.
Auch IFN-vy oder TNF-a werden freigesetzt [14, 27, 31].

Nach abgelaufener Immunreaktion kommt es bei 5-10% der zytotoxischen Effektor-
T-Zellen zu einer Entwicklung von CD8% T-Gedéachtniszellen. Die restlichen 90-95%
sterben durch apoptotische Prozesse ab [32].

T-Helferzellen

Um eine Differenzierung der naiven CD4% TH-Zellen (THO-Zellen) zu verschiede-
nen Effektorzelltypen auszulosen, werden verschiedene Zytokine benotigt, welche
von den APCs sezerniert werden. Eine Entwicklung zu TH1-Zellen erfolgt, wenn
vornehmlich IFN-y und Interleukin 12 (IL12) sezerniert werden. TH1-Zellen sezer-
nieren ebenfalls IFN-~, zum Teil auch TNF-«, Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierender-Faktor (GM-CSF; granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
und CD4-Ligand. Neben der Aktivierung von Makrophagen, sorgen die TH1-Zellen
fiir eine effektive Bekampfung intrazellular vorkommender Mikroorganismen durch
eine Starkung der zelluldren Immunantwort und tragen zu einer Koordination
der B-Lymphozyten-Aktivitdt bei. Des Weiteren sind sie an der Hemmung der
TH2-Antwort beteiligt. Allgemein ist dieser TH-Zelltyp vornehmlich an Entziin-
dungsreaktionen beteiligt.

Erfolgt von den APCs vornehmlich eine Sezernierung von IL4, entwickeln sich
TH2-Zellen. Diese sind in der Lage, B-Lymphozyten zu aktivieren und den Isoty-
penwechsel anzuregen, indem sie Effektormolekiile wie 1.4, IL5, 1L13, CD40-Ligand
und GM-CSF sezernieren. Sie fordern die Antikérpersynthese und hemmen die
TH1-Antwort. Damit wird deutlich, dass dieser TH-Zelltyp eine wichtige Rolle
bei der Induktion der humoralen Immunantwort, bei der Abwehr extrazellularer
Parasiten und bei der Entwicklung von Allergien spielt [14, 33-35].

TH17-Zellen entstehen, wenn IL6 und transformierender Wachstumsfaktor (TGF-/;
transforming growth factor ) das Zytokinmuster bei der T-Zell-Aktivierung préagen.
Das geschieht vornehmlich in der frithen Phase einer Immunantwort, welche sich
gegen extrazellular vorkommende Mikroorganismen (Pilze, Bakterien) richtet. Mit
der Produktion von IL17, 1,22 und 1L6 ermdéglichen TH17-Zellen eine Forderung
akuter Entziindungen durch das Rekrutieren von neutrophilen Granulozyten. Sie
sind aber vor allem an chronisch-latenten Immunreaktionen beteiligt [33, 36].
Wurde der Erreger eliminiert, geht die Mehrheit der pathogenspezifischen T-Zell-
Population durch apoptotische Prozesse zugrunde und nur ein kleiner Anteil bleibt
als T-Gedachtniszellen erhalten. Diese konnen bei erneuter Reizeinwirkung durch

10
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das spezifische Antigen reaktiviert werden und deutlich schneller und effektiver
reagieren, sodass eine erneute Erkrankung daran verhindert werden kann [14].

IFN-y
Effektor-T-Zelle, starkung der

zellularen Immunantwort,
Hemmung der TH2-Antwort

w IL-17

/ Effektor-T-Zelle [v.a. bei chronisch/

@ latenten Immunreaktionen)
\ IL-4

Forderung der Antikorpersynthese,
Hemmung der TH1-Antwort

@ IL-10

Indikation und Erhaltung
der Immuntoleranz

€

Abbildung 1.1: T-Helferzelltypen

Vereinfachtes Schema zur Darstellung der einzelnen T-Helferzelltypen und ihre Wir-
kung uber die jeweiligen ausgesendeten Zytokine.

TH-Zelle: T-Helferzelle; IL: Interleukin; IFN: Interferon; Treg: regulatorische T-Zelle
[37]

Regulatorische T-Zellen

Tregs dienen der Unterdriickung von Immunreaktionen und sind vor allem an der Ent-
wicklung von Autoimmunerkrankungen beteiligt. Sie erhalten ihre Immuntoleranz
durch die Sezernierung von IL10 und kénnen anhand ihres Ursprungs unterschieden
werden: es gibt natiirliche und adaptive Tregs [38-40].

Die natiirlichen Tregs (CD4%, CD25%) erhalten ihre regulatorische Funktion bereits
wahrend sie sich im Thymus entwickeln. Peripher findet ihre Ausdifferenzierung
unter dem Einfluss von TGF-/ statt. Sie exprimieren das Forkhead-Box-Protein P3
(FoxP3) [38, 41-43]. Die Entwicklung der adaptiven Tregs findet peripher unter dem
Einfluss von IL10 aus noch ungepragten, naiven CD4% TH-Zellen statt [14, 40].
Bei den Funktionen der natiirlichen und adaptiven Tregs kommt es zu Uberschneidun-
gen und Erginzungen. Aufgrund verschiedener Mechanismen entstehen suppressive
Auswirkungen. Zu ihren Aufgaben zéhlen die Sezernierung inhibitorischer Zytoki-
ne (IL35, IL10 und TGF-$) und Granzyme, mit welchen sie ihre Zielzelle direkt
zytolytisch abtéten kénnen [44-46]. Sie sind auflerdem in der Lage, im teilweise
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direkten Zellkontakt die Funktion der APCs zu modulieren und durch eine gestei-
gerte CD25-Expression (ein Bestandteil des IL2-Rezeptors) eine Konkurrenz um
IL2 mit den Effektor-T-Zellen einzugehen, was zu einer Inhibition der Aktivierung
und Proliferation der Effektor-T-Zellen fithrt [14, 44, 47].

Die Abbildung 1.1 stellt vereinfacht die einzelnen TH-Zelltypen und ihre Wirkung
iiber die spezifischen Zytokine dar.

B-Lymphozyten/Plasmazellen

B-Lymphozyten reifen beim Erwachsenen im Knochenmark aus hamatopoetischen
Stammzellen heran. Mit etwa 5-15% aller Lymphozyten zédhlen sie zu den wichtigsten
Vertretern der adaptiven Immunitat. Durch ihre regulatorischen Funktionen sind
sie als Vermittler der humoralen Immunantwort und als Antikorper-produzierende
Zellen bekannt [48].

Antikérper /Immunglobuline sind gegen ein spezifisches Antigen gerichtet und erken-
nen und binden dieses. Ein Antikorper weist optisch die Form eines Ypsilons (Y) auf
und besteht aus zwei Regionen: einer variablen und fiir jeden Antikorper spezifischen
Region, welche die Antigene binden kann (V-Region/Antigenbindungsstelle) und aus
einer konstanten C-Region, welche in 5 Hauptgruppen unterteilt werden kann: IgG,
IgM, IgA, IgD & IgE. Jede dieser 5 Gruppen iibt dabei eine andere Effektorfunktion
aus. Beispielsweise ist der IgM Antikérper der erste, welcher nach Antigenkontakt
gebildet wird. Aufgrund verschiedener Mechanismen, wie den Immunglobulinklas-
senwechsel, ist die Vielfalt nahezu unendlich. Zu den wichtigsten Funktionen der
Antikorper zahlen: die Virus- und Bakterienabwehr, die Toxin-Neutralisierung, die
Komplementkaskaden-Aktivierung und das Erleichtern der Phagozytose eines Erre-
gers durch Opsonierung.

Gemeinsam mit anderen Untereinheiten bilden membransténdige Immunglobuline
den B-Zell-Rezeptor (BCR; B-cell receptor). Die Spezifitat dieses Rezeptors entsteht
durch die somatische Rekombination, bei welcher es zu zufélligen Umlagerungen der
vielen Ig-Gensegmente kommt. Alle Immunglobuline weisen die gleiche Spezifitit wie
der membrangebundene BCR auf. Uber mehrere Differenzierungsschritte entstehen
reife B-Lymphozyten mit einem funktionierenden, nicht selbstreaktiven BCR auf der
Zelloberflache [49-51]. Vornehmlich im frithen Entwicklungsabschnitt bestimmen die
Schritte der somatischen Rekombination die einzelnen B-Zell-Stadien. Beginnend bei
der Pro-B-Zelle entsteht iiber Zwischenschritte die unreife B-Zelle, welche erstmals
ein IgM-Molekiil als BCR auf ihrer Zelloberfliche tragt. Dieser Antigenrezeptor
wird nun auf Selbsttoleranz tiberpriift. Hierbei werden die B-Lymphozyten kor-
pereigenen Antigenen ausgesetzt. Es kommt zu einer sofortigen Apoptose, falls
sie diese falschlicherweise erkennen sollten. So gehen im Laufe ihrer Entwicklung
circa 75% durch diesen programmierten Zelltod zugrunde [14, 17]. Die tiberlebenden
25% sind die naiven, unreifen B-Lymphozyten. Diese verlassen das Knochenmark
und werden nachfolgend als Transitional B-Zellen (TB-Zellen) bezeichnet. Diese
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Ubergangsform wandert in die Milz ein, ist aber nur sehr kurzlebig. Es folgt ein
weiterer genetischer Umbau, worauthin die TB-Zellen zusétzlich zu IgM auch IgD
exprimieren. Abhédngig von der Dichte dieser exprimierten Oberflichenimmunglo-
buline, lassen sie sich in die Transitional 1 B-Zellen (T1 B-Zellen), welche weniger
IgD exprimieren, und in die Transitional 2 B-Zellen (T2 B-Zellen) unterscheiden.
Sowohl T1 als auch T2 B-Zellen zeigen jedoch eine erhohte Expression von IgM
und tragen das Oberflachenmolekiil CD20. Eine Weiterentwicklung zu naiven, reifen
B-Lymphozyten, welche ebenfalls CD20 exprimieren, erfolgt mithilfe bestimmter
Signale tiber den BCR und den B-Zell-Aktivierungsfaktor-Rezeptor (BAFF-R; B-cell
activating factor receptor) [52-56]. Im naiven, reifen und inaktiven Zustand der
B-Lymphozyten findet eine permanente Zirkulation zwischen dem Blut und den
lymphatischen Organen statt. In den Lymphknoten oder in der Milz, welche zu
den sekundéar lymphatischen Organen zéhlen, erfolgt die Antigenerkennung und
B-Zell-Aktivierung. Erst daraufhin ist der B-Lymphozyt in der Lage, sich entweder
zu einer frithen Antikorper-produzierenden Plasmazelle (IgM), zu einer Gedécht-
niszelle (Memory-B-Zelle) oder zu einer langlebigen Plasmazelle zu entwickeln. Im
Zuge dessen verlieren die meisten B-Lymphozyten ihr CD20 Oberflachenmolekiil
(14, 54, 57-59].

Plasmazellen haben die hochste Differenzierung erreicht. Sie sind als finale Effektor-
zellen nicht mehr weiter teilungsfihig und dienen der Sezernierung von Antikorpern,
welche der akuten Beseitigung von Pathogenen dienen. Der grofite Anteil der Plas-
mazellen stirbt wenige Wochen nach der Pathogenbekampfung ab. Der kleinere
Anteil, welchen die langlebigen Plasmazellen bilden, ldsst sich in Knochenmarks-
nischen nieder. Von dort aus werden weiterhin hochaffine Antikérper produziert.
Damit wird gewéhrleistet, dass auch ein nachhaltiger Schutz gegen spezifische
Pathogene vorhanden ist [60]. Die Gedéchtniszellen dienen der Speicherung der
Antigeninformation und tragen dazu bei, dass bei einem erneuten Antigenkontakt
eine schnellere Immunantwort ablaufen kann. Folglich wiirde eine Vermehrung und
Ausdifferenzierung zu Plasmazellen, sowie eine Antikorperproduktion in kiirzester
Zeit erfolgen. Kommt es wahrend diesem Zweitkontakt mit dem spezifischen Anti-
gen zu einem Antikorper-Klassenwechsel, werden die B-Lymphozyten als Switched
B-Gedéchtniszellen bezeichnet [19, 61-63].

Die Abbildung 1.2 veranschaulicht die unterschiedlichen Entwicklungsstadien und
Subtypen der B-Lymphozyten mit ihren spezifischen Oberflichenmarkern.

Fast alle Reaktionen der B-Lymphozyten, wie die effiziente Antikérperproduktion,
sind abhéngig von T-Lymphozyten. Dafiir phagozytiert der B-Lymphozyt ein gebun-
denes Antigen und présentiert dessen lysierte Bestandteile tiber die MHC-II-Molekiile
auf seiner Zelloberflache. Dieser exprimierte Komplex kann von einer passenden
TH-Zelle erkannt und gebunden werden, welche folglich Zytokine produziert und
aussendet. Die Zytokine fithren dann zu einer Aktivierung des B-Lymphozyten und
es kommt zu einer Proliferation und Differenzierung [14, 57, 64, 65].

Auch eine T-Zell unabhéngige B-Zell-Aktivierung ist moglich. Diese ist jedoch nur
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relativ schwach ausgepragt und wird direkt durch die Bindung des Antigens an den
BCR erzeugt.

Knochenmark Peripherie
Langlebige
Plasmazelle Plasmazelle
| - |
Naive Naive-
Unreife- Unreife-  Transitional- Transitional- Reife- IgM - [ +
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‘ r \ r CcD20 -
- - - d | = | — | CD45 +
Switched-
] - dchtnis-
g - Ig - 1M+ IgM + IgM + oM + 1gM + oot Sechchints
€D20 - CD20 + IgD - IgD - 19D + gD + 19D + \ = s
CD45 + CD45 + IgG/AIE-  1gG/AIE-  1gG/A/E- I1gG/A/E- IgG/A/E- A Pl
cD20 + CD20 + CD20 + CD20 + CD20 + ( - |
CD45 + CD45 + CD45 + CD45 + CDA45 + ' ./
IgM -/ + Ighd -
IgD -/ + IgD -
I9GATE-/+ IgGIAIE+
cD20 + cD20 +
CD45 + CD45 +

Abbildung 1.2: B-Zell-Entwicklung

Vereinfachtes Schema fiir die Darstellung der B-Zell-Entwicklung mit spezifischen
Oberflachenmolekiilen der einzelnen Subtypen.

+: Marker wird exprimiert; -: Marker wird nicht exprimiert; -/+: Marker kann, aber
muss nicht exprimiert werden, CD: cluster of differentiation, Ig: Immunglobulin [66]

Regulatorische B-Lymphozyten

Auch bei den B-Lymphozyten gibt es regulatorische Zellpopulationen: die Bregs. Sie
beeinflussen das Immunsystem, indem sie Zytokine sezernieren. Sie exprimieren 1110,
wodurch eine Inhibition proinflammatorischer Prozesse erfolgt und eine Férderung
der Treg-Produktion induziert wird. Es ist bekannt, dass die regulatorischen B-
Lymphozyten auch an der Inhibition von IFN-y und TNF-« beteiligt sind [61, 67].

1.3 TNF-/TNFR-Superfamilie

Den B-Lymphozyten und Plasmazellen des Immunsystems wird neben der Syn-
these von DSA eine bedeutende Rolle in Verbindung mit ABMR und frithzeiti-
gem Transplantatversagen/-verlust zugeschrieben [68]. Beachtet man zusétzlich den
Aspekt, dass intragraftire B- und Plasmazellen nicht zwingend in Korrelation mit hu-
moraler AbstoBung stehen, wird deutlich, dass weitere Mechanismen daran beteiligt
sein miissen [69]. In Anbetracht dessen riickt eine interessante Tumornekrosefaktor-
/Tumornekrosefaktor-Rezeptor-(TNF-/TNFR-)Superfamilie immer weiter in den
Vordergrund aktueller Forschungen. Bestehend aus mehreren Liganden und Rezep-
toren scheint diese an zahlreichen immunologischen Prozessen beteiligt zu sein und
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beeinflusst unter anderem die Zellproliferation, das Zelliiberleben, die Zelldifferen-
zierung, sowie die Zellapoptose.

Ein besonderer Fokus sollte hierbei auf zwei dieser Liganden und deren dazugeho-
rige Rezeptoren gelegt werden: BAFF und der Proliferation-induzierende-Ligand
(APRIL; a proliferation inducing ligand), sowie deren Rezeptoren: der BAFF-R,
das B-Zell-Reifungsantigen (BCMA; B-cell maturation antigen) und der Transmem-
branaktivator und Calcium-Modulator- und Cyclophilin-Ligand-(CAML)Interaktor
(TACI; transmembrane activator and CAML interactor)[70].

1.3.1 BAFF

BAFF wird von den B-Lymphozyten fiir eine normale Entwicklung benotigt. Er
kann an die drei Rezeptoren BAFF-R, BCMA oder TACI mit unterschiedlicher
Affinitdt binden (an BAFF-R am stérksten, an TACI stark und an BCMA am
schwiichsten) und beeinflusst somit die Proliferation, die Reifung und das Uberleben
von B-Lymphozyten. Aulerdem ist er an der Regulierung des Immunglobulinklas-
senwechsels und der Antikérperproduktion beteiligt [71-73].

Als Mitglied der TNF-Superfamilie ist er auch bekannt als: B-Lymphozyten Stimu-
lator (BLyS; B-lymphocyte stimulator), TALL-1, THANK, zTNF4, CD257-Antigen
oder TNFSF13B. Die Produktion und Sezernierung von BAFF erfolgt hauptsach-
lich von myeloischen Zellen: Makrophagen/Monozyten und dendritischen Zellen.
Zum Teil aber auch von nicht-lymphoiden Zellen, wie Astrozyten, Epithelzellen der
Speicheldriisen und fibroblastenartigen Synoviozyten, sowie von den Nasen- und
Bronchialepithelzellen [74-76].

Synthetisiert wird BAFF als membrangebundenes Typ-II-Transmembranprotein,
welches nach proteolytischer Spaltung durch eine Furinprotease ebenfalls in einer
16slichen Form (BAFF-s; B-cell activating factor soluble) vorliegen kann [77, 78].
Uber die Bindung an die spezifischen BAFF-Rezeptoren vermittelt BAFF seine
verschiedenen, biologischen Funktionen im Immunsystem.

Die Abbildung 1.3 zeigt vereinfacht die Interaktion/Wirkung von BAFF und APRIL
mit den einzelnen Rezeptoren.
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Abbildung 1.3: BAFF- und APRIL-Rezeptoren

Schematische Darstellung der spezifischen Rezeptoren des B-Zell-Aktivierungsfaktors
BAFF und des Proliferation-induzierenden-Liganden APRIL. BAFF ist in der Lage
an die Rezeptoren BAFF-R, BCMA und TACI zu binden und damit das Uberleben
und die Reifung unreifer B-Lymphozyten, das Uberleben von Plasmazellen und das
Uberleben und die Proliferation von B-Zellen zu beeinflussen. APRIL bindet nur
an BCMA und TACI und fiihrt damit zum Uberleben von Plasmazellen und zum
Uberleben und Proliferieren von B-Zellen.

BAFF: B-Zell-Aktivierungsfaktor; APRIL: Proliferation-induzierender-Ligand;
BAFF-R: BAFF-Rezeptor; BCMA: B-Zell-Reifungsantigen; TACI: Transmembran-
Aktivator und Calcium-Modulator und Cyclophilin-Ligand-Interaktor [79]

TACI

Zu den biologischen Funktionen im Immunsystem zéhlt unter anderem die Ak-
tivierung des IgG-, IgA- und IgE-Klassen-/Isotypenwechsels (CSR; class switch
recombination) in B-Lymphozyten. Aufgrund dieses Mechanismus sind aktivierte
B-Zellen (Plasmazellen) in der Lage, ihre Antikorperproduktion von einem Isotyp
(beispielsweise IgM) auf einen anderen (beispielsweise IgG) umzuwandeln. Sowohl
IgM als auch IgD werden von naiven, reifen B-Lymphozyten gebildet. Um einen
neuen Antikorperisotyp durch CSR auszubilden, brauchen B-Lymphozyten zwei
Signale. Ublicherweise stammt das erste davon von den T-Lymphozyten. Genauer
gesagt, von den von ihnen sezernierten Zytokinen IL4, IL10, IL13 und TGF-g. Das
zweite Signal stammt von dem Einsatz des B-Zell-Oberflaichenmolekiils CD40.

Auch einer der BAFF-spezifischen Rezeptoren zeigt hier seine biologische Wirkung:
TACI. Dieser Transmembran-Aktivator und CAML-Interaktor befindet sich als
Transmembranprotein auf der Zelloberflache aller B-Zell-Arten und auf aktivierten
T-Zellen und ist primér fiir die CSR- und IgA-Produktion beim Menschen zusténdig.

16



1.3. TNF-/TNFR-SUPERFAMILIE

Durch eine gestorte Hochregulierung wird ihm gleichzeitig eine wichtige Rolle bei
der B-Zell-Hyperaktivitat und Krebsentwicklung zugeschrieben [76, 80-84].

BAFF-R

Der hochaffine Rezeptor BAFF-R befindet sich vornehmlich auf Effektor-T-Zell-
und auf allen peripheren B-Zell-Oberflichen. Er reguliert stark das Uberleben
und die Reifung unreifer B-Lymphozyten und beeinflusst die Produktion von Igk
und T-Zell-Antworten. Kommt es zu einer Bindung von BAFF an BAFF-R auf
THO-Zelloberflachen, tritt eine Verstédrkung der TH1-Zellaktivitét ein (vermehrte
Sezernierung von IFN-v), was wiederum zu Uberempfindlichkeitsreaktionen vom
verzogerten Typ fiihrt. Nebenbei kommt es zu einer Hemmung der durch TH2-Zellen
(IL4, TL5) vermittelten allergischen Entziindung. Auch die Funktion und Produkti-
on von TH17-Zellen wird von BAFF beeinflusst. Diese TH-Zelltypen produzieren
IL17, welches in Korrelation mit Entziindungen und Knochenzerstérung bei Au-
toimmunerkrankungen steht. Ganz allgemein fordert BAFF also TH1-assoziierte
Entziindungsreaktionen, indem er die TH1- und TH17-Signalwege antreibt [56, 85—
89].

Die Expression von BAFF-R beginnt bereits in neu gebildeten B-Lymphozyten,
welche anschlieBend das Knochenmark verlassen. Das konnte ein wichtiger Hinweis
darauf sein, dass die frithzeitige B-Zell-Differenzierung, beispielsweise die Pra-B-
Zell-Entwicklung und IgM-Zell-Produktion, nicht durch BAFF beeinflusst wird.
Essentiell scheint die BAFF-R-Expression aber fiir das Uberleben und Reifen von
naiven, unreifen B-Lymphozyten zu sein und wird deshalb in der Reifungsphase der
Ubergangs-B-Zellen zu T1 oder T2 B-Zellen benétigt.

BCMA

Bei dem Rezeptor mit der niedrigsten BAFF-Affinitdt handelt es sich um BCMA.
Dieser befindet sich vornehmlich auf Plasmazellen und Plasmablasten, wird aber bei-
spielsweise auch von den malignen Plasmazellen des Multiplen Myeloms exprimiert.
8, 90]. Zu der wichtigsten Funktion zihlt die Férderung des Uberlebens langlebi-
ger Plasmazellen im Knochenmark. Studien konnten zeigen, dass diese Funktion
vornehmlich von APRIL abhéngt, welcher mit einer héheren Affinitdt an BCMA
binden kann. Man fand heraus, dass es zu einer Hochregulierung des BAFF-Spiegels
wahrend chronischen Infektionen und/oder Entziindungen durch IFN-+, IL 10 und
CD40-Ligand kommt [91]. BAFF konnte mit verschiedenen Krankheiten in Ver-
bindung gebracht werden. Ein Nachweis erhohter BAFF-Serumspiegel fand man
bei Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus erythematodes (SLE),
der rheumatoiden Arthritis, der IgA-Nephropathie, dem Sjégren-Syndrom oder
bei interstitiellen Lungenerkrankungen [86, 92-94]. Die BAFF-Expression ist also
nachweislich eng mit Autoimmunitét verbunden und kann durch Virusinfektionen
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und genetische Verinderungen zusitzlich verstirkt werden. Eine Uberexpression wie
sie beim SLE vorkommt, ist enorm an der Pathogenese dieser Autoimmunkrankheit
beteiligt. Eine ganze Reihe gegen BAFF-gerichteter Wirkstoffe wurden in den letzen
Jahren fiir die Therapie des SLE untersucht. Das bislang jedoch einzige Medikament,
welches fiir die SLE-Therapie seit 2011 zugelassen ist, heifit Belimumab. Hierbei
handelt es sich um einen monoklonalen Anti-BAFF Antikorper, welcher an den
l6slichen BAFF-s-Teil bindet und dessen Aktivitat inhibiert, indem eine Bindung
an die einzelnen Rezeptoren blockiert wird [95, 96].

Die Abbildung 1.4 stellt vereinfacht den Angriffsort des humanen monoklonalen
Anti-BAFF Antikorpers Belimumab dar.

Auch im Bereich der Nierentransplantation gibt es Hinweise darauf, dass erhohte
BAFF-Werte pré transplantationem mit einem erhohten Risiko einer akuten ABMR
und einer HLA-Antikérper-Immunisierung einhergehen [97, 98]. Es besteht ebenfalls
eine Korrelation zwischen dem BAFF-Serumspiegel und der Entwicklung von DSA
post transplantationem [99]. In einer weiteren Studie fand man heraus, dass sich der
Vorsensibilisierungsstatus bei Nierentransplantatempféingern in dem BAFF-Niveau
widerspiegeln liel. Die sensibilisierten Patienten litten deutlich hdufiger an einer
frihen ABMR und hatten nachweislich hohere BAFF-Werte. Im Follow-up konn-
te man Patienten mit einem erhéhten Risiko fiir ABMR und einer schlechteren
Nierenfunktion anhand steigender BAFF-Serumspiegel identifizieren. Der B-Zell-
Aktivierungsfaktor konnte daher, als wichtiger Biomarker in der Nierentransplantati-
on, das immunologische Risikoprofil von Patienten wiederspiegeln und eventuell auch
als Prédiktor dienen [100]. Lokal produzierter B-Zell-Aktivierungsfaktor scheint
durch seine Regulierung der humoralen Immunantwort auch an der Entwicklung von
Transplantatverlusten beteiligt zu sein und beeinflusst als Zytokin damit vermutlich
aktiv die Langzeitergebnisse von Nieren-Allotransplantaten [101]. Damit wird die
immense klinische Relevanz und das enorme Potenzial von BAFF in der Diagnostik
deutlich. Nicht nur bei organspezifischen und systemischen Autoimmunerkrankun-
gen, sondern vermutlich auch bei einer Vielzahl allergischer, infektioser und maligner
Erkrankungen. Mit gemessenen BAFF-Konzentrationen konnte man Krankheitsver-
laufe tiberwachen und Krankheitsaktivitdten anzeigen. BAFF-Targeting-Therapien
waren erfolgversprechende, neue Therapeutika um die Langzeiterfolge der Nieren-
transplantatfunktion fiir den Patienten deutlich zu verbessern [86].
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Abbildung 1.4: Therapeutische Angriffspunkte von Belimumab
Schematische Darstellung der therapeutischen Angriffspunkte von Belimumab. Dieser
hemmt die Bindung von BAFF an dessen Rezeptoren (BAFF-R, BCMA und TACI).
APRIL hingegen behélt seine Bindungsmoglichkeiten an BCMA und TACT [79].

1.3.2 APRIL

Wihrend BAFF als Uberlebens- und Fitnessfaktor zur Aufrechterhaltung der
B-Lymphozyten-Homoostase dient, indem er in der Ubergangsphase der B-Zell-
Entwicklung wirksam wird, moduliert APRIL eher das Uberleben und die Funktion
antigenerfahrener B-Lymphozyten [102].

APRIL, auch bekannt als: TALL-2, TRDL-1, CD256-Antigen oder TNFSF13A,
gehort ebenfalls der TNF-Superfamilie an und wird von Makrophagen/Monozyten,
dendritischen Zellen, aktivierten T- und B-Lymphozyten und von verschiedenen
Tumorzellarten hauptsachlich in l6slicher Form produziert [87].

BAFF und APRIL weisen strukturelle Analogien auf und stimmen in ihren charak-
teristischen Rezeptoren iiberein. TACI (TNFRSF13B) und BCMA (TNFRSF17)
sind Rezeptoren, an welche BAFF und APRIL gleichermafien binden kénnen, wo-
bei APRIL fiir den BCMA-Rezeptor den bevorzugten Liganden darstellt [72, 73,
103]. Nur an BAFF-R (BR3/TNFRSF13C) kann einzig und allein BAFF koppeln
[104, 105]. Man fand heraus, dass BAFF- und APRIL-Rezeptoren in unterschied-
licher Weise wahrend der B-Lymphozyten-Entwicklung exprimiert werden. Auf
den Zelloberflichen intakter B-Zellen ist nur die BAFF-R-Expression beobachtet
worden. Eine BAFF-R- und TACI-Expression fand man auf den Oberflichen von
Marginalzonen- und Gedéchtnis-B-Lymphozyten und auf Plasmazellen beobachtete
man eine Expression von TACI und BCMA [106].

APRIL trégt ebenfalls zu einer Auspriagung der humoralen Immunantwort bei,
indem es den Immunglobulinklassenwechsel stimuliert und an der Etablierung und
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dem Uberleben langlebiger Plasmazellen beteiligt ist und damit der Aufrechter-
haltung des Plasmazell-Pools dient.[102]. Auch dieses Zytokin scheint laut einigen
Studien an Erkrankungen im Bereich der Nieren beteiligt zu sein. Es konnten er-
hohte Serum-Werte mit einer rezidivierenden Immunglobulin-A-Nephropathie in
Verbindung gebracht werden. In den Gewebeproben von Nierentransplantaten mit
ABMR (ABMR-Gewebe) wurden ebenfalls erhohte APRIL-Werte beobachtet, und
in Verbindung mit BAFF, mit einer Beteiligung an einem Fortschreiten der ABMR
assoziiert. Das lasst darauf hoffen, dass mit weiteren Kenntnissen und Forschungen
auch APRIL als moglicher Pradiktor verwendet werden konnte, um sowohl das lang-
fristige Nierentransplantatiiberleben als auch die Nierentransplantatfunktion fiir den
Patienten zu verbessern, indem Therapiekonzepte optimiert und zugrundeliegende
Pathomechanismen noch besser verstanden werden [107-109].

Fazit

Bei APRIL und BAFF handelt es sich um kritische Uberlebensfaktoren fiir B-
Lymphozyten und Plasmazellen. APRIL ist aktiv an dem Uberleben von Plasma-
blasten und Plasmazellen beteiligt. BAFF {ibt seine Funktion als Stimulator fiir das
Uberleben und die Proliferation von B-Lymphozyten aus.

Als Effektorzellen fungieren Plasmazellen und reife B-Lymphozyten bei der Aktivie-
rung von T-Lymphozyten, was letzten Endes zu einer zelluldren Abstofung fithren
kann. Durch die Produktion von DSA sind sie zuséitzlich an der Entwicklung einer
ABMR beteiligt [110-114]. Nach wie vor zahlt diese zu den haufigsten Ursachen fiir
ein spates Nierentransplantatversagen. Zu den aktuellen Behandlungsstrategien einer
ABMR gehoren: die Antikorperentfernung durch Plasmapherese und intravenose
Immunglobulingabe, sowie auf Plasmazellen gerichtete Proteasom-Inhibitoren und
Anti-CD20 Antikérper (Rituximab). Dennoch bleibt die cABMR ein bedeutsames
Hindernis im Hinblick auf langfristige Erfolge in der Nierentransplantation und
es fehlen effektive Behandlungsstrategien dagegen. B-Lymphozyten sollten gezielt
in ihren verschiedenen Entwicklungsstadien angesprochen werden, um eine DSA-
Produktion und AbstoBungsreaktionen zu verhindern [114-122].

Die Zytokine der TNF-Superfamilie haben verschiedene und sich tiberschneidende
Aufgaben in der humoralen Immunitét. Es scheint eindeutig zu sein, dass sowohl
BAFF als auch APRIL eine Schliisselrolle in der Pathogenese von Krankheiten
spielen, welche eine Beteiligung von autoreaktiven B-Lymphozyten aufweisen. Dieser
Aspekt machte sie, beispielsweise beim SLE, bereits zu grandiosen Zielstrukturen fiir
neue etablierte Therapien. Es gibt Hinweise, dass eine gemeinsame BAFF-/APRIL-
Blockade zu einer vollstdndigen Hemmung der Prozesse fithren konnte, welche an
der Autoantikorperproduktion beteiligt sind. Weitere Studien sind aber auch hier
noch zwingend notwendig [102].
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1.4 AbstoBungsreaktionen

Bei der Nierentransplantation handelt es sich um eine allogene Transplantation.
Das heifit, es wird ein Organ (die Niere) von einem Spender zu einem Empfénger
tibertragen, welche derselben Spezies (Mensch) angehoren. Spender und Empfanger
stellen jedoch meist genetisch unterschiedliche Individuen dar. Die grofite Heraus-
forderung ist daher die Immunantwort des Empfingers gegen die Alloantigene des
Spenders. Werden die immunologischen Prozesse nicht ausreichend kontrolliert und
therapiert, kommt es zu einer Alloreaktivitat gegen das Transplantat. Die Folge ist
eine Transplantatabstofung. Diese kann entweder durch eine Immunantwort und
ein direktes Erkennen durch zytotoxische CD8' T-Killerzellen und préaformierte
Antikérper moglich sein, oder aber durch eine Immunantwort und ein indirektes
Erkennen durch CD4" TH-Zellen und produzierte Antikorper [123].

AbstoBungsformen

Kommt es zu einer Reaktion des Empfangerimmunsystems auf das transplantierte
Gewebe, spricht man von einer Abstoungsreaktion. Ohne eine Behandlung fiihrt
diese frither oder spéter zu einem Funktionsverlust des transplantierten Organs. An-
hand des zeitlichen Verlaufs/Vorkommens und der urspriinglichen Pathophysiologie
lassen sich 3 AbstoBungsreaktionen unterscheiden: die per-/hyperakute, die akute
und die chronische Abstoung.

1.4.1 Perakute/Hyperakute AbstoBung

Bei der per-/hyperakuten Abstofung handelt es sich um eine sofortige Reaktion
(innerhalb kiirzester Zeit nach der Reperfusion des Transplantats) gegen das Spender-
endothel. Zu den klinischen Kennzeichen zéahlen: eine blduliche Verfarbung der Niere
binnen Minuten bis Stunden nach der Transplantation und ein Unterschreiten der
physiologischen Urinmenge (Anurie). Urséchlich fiir eine solche Reaktion sind bereits
vor der Transplantation vorhandene Antikorper (préaformierte Antikérper) beim
Empfinger gegen die allogenen Blutgruppen- und MHC-Antigene. Préformierte
Antikérper konnen aufgrund unterschiedlicher ABO-Systeme bereits vorhanden sein,
oder als Antwort auf eine vorangegangene Bluttransfusionen, Transplantation oder
im Rahmen einer Schwangerschaft neu entstanden sein. Nach erfolgter Wiederher-
stellung des Blutflusses, der Reperfusion des Transplantats, kommt es dann zu
einer Reaktion der Alloantikorper auf die Antigene des Spenderendothels und damit
zu einer Aktivierung der Gerinnungskaskade und des Komplementsystems. Die
Folge ist die Bildung von Thromben, welche zu einer Ischdmie und damit zu einer
Gewebszerstorung fiihren konnen. Diese Reaktion ist in der Transplantationsmedizin
am meisten gefiirchtet, da ein sofortiges Entfernen des Transplantats (Nephrek-
tomie) fiir den Patienten die Folge wére, da es sich hierbei um eine potenzielle
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Lebensbedrohung handelt. Aufgrund moderner und zahlreicher praventiver Dia-
gnostik (Crossmatch/Kreuzprobe) kann diese Abstofiungsform mittlerweile effektiv
vermieden werden. Bei der Kreuzprobe erfolgt préa transplantationem eine Detektion
praformierter Antikérper in dem Empfangerserum. Das ermdglicht eine Optimierung
bei der Zuordnung zwischen Transplantat und Empfanger [14, 124].

1.4.2 Akute AbstoBung

Einige Tage bis Wochen nach der Nierentransplantation kann es durch eine von T-
Lymphozyten vermittelte Endothelschidigung zu einer akuten Abstoffung kommen.
Klinisch wiirde sich diese durch das Auftreten von Fieber, Flussigkeitsretentionen,
Druckschmerzhaftigkeit iber dem Transplantat, sowie mit Oligourie und einer Pro-
teinausscheidung (Proteinurie) auflern. Da die Spezifitdt dieser klinischen Symptome
eher gering ist, geht man differentialdiagnostisch von einer akuten Abstolung aus,
wenn ein Anstieg des Plasma-Kreatinin-Wertes, und damit einhergehend, eine akute
Transplantatdysfunktion erkennbar wird. Fiir die Sicherung dieser Diagnose sollte
jedoch zuséatzlich eine Biopsie durchgefiihrt werden.

Pathologisch lassen sich zwei Formen der akuten AbstofSung unterscheiden: die akute
zelluldre und die akute humorale Abstoflungsreaktion. Dank fortschrittlicher Im-
munsuppressiva konnen akute AbstofSungsreaktionen heutzutage deutlich reduziert
werden [124, 125].

Akute zelluldre AbstoBung

Bei dieser Form der akuten Abstofungsreaktion kommt es aufgrund der Erkennung
fremder MHC-I- und MHC-II-Molekiile zu einer interstitiellen Akkumulation von
mononukledren Zellen (CD4" und CD8" T-Lymphozyten) und Makrophagen. Die
Sekretion von zytotoxischen Granula (Granzym A und B, Perforin), Zytokinen (IFN-
v, TNF-$) und Chemokinen (CCL5 und CCL3), aber auch eine Hochregulierung
zytotoxischer Liganden fordern das Entstehen einer Tubulitis/ Tubulopathie. Beglei-
tet wird diese Entziindung meist zusétzlich von einer Endotheliitis, sowie von einer
Glomerulitis [125]. Ein Therapieansatz bei einer akuten zelluléren Abstofiung erfolgt
mithilfe einer parenteral verabreichten Kortikosteroid-Bolustherapie. Zuséatzlich soll-
te eine Anpassung der Basis-Immunsuppression erfolgen. Es kann beispielsweise
ein T-Zell-depletierender Antikorper verabreicht werden, wenn es zu einem Auftre-
ten Steroid-refraktiarer AbstoBungsreaktionen kommen sollte, sich also aufgrund
der dauerhaft hohen Glukokortikoid-Zufuhr kein signifikanter Therapieerfolg mehr
erzielen lésst [126, 127).
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Akute humorale AbstoBung

Wesentlich seltener tritt diese Form der akuten Abstoflung auf. Fine akute humorale
Abstolung kann mit oder ohne T-Zell-Beteiligung vorkommen. Hierbei kommt es
durch DSA, welche sich gegen die verschiedenen Antigene auf den Spenderzellober-
flachen richten, zu einer Aktivierung des Komplementsystems in den peritubuléren
und glomerularen Kapillaren. Daraus resultiert eine Chemotaxis von Monozyten und
neutrophilen Granulozyten. Durch bestimmte Effektorproteine dieser Entziindungs-
zellen kommt es schliellich zu einer Verringerung der Kapillarfensterung, zu einem
Ablosen der Basalmembran und schlieflich zu einer Entstehung von Mikrothromben.
DSA sind auBerdem in der Lage, gemeinsam mit den NK-Zellen, eine Endothel-
zelllyse zu bewirken. So kann es bei besonders schwerwiegenden Fallen sogar zu
Blutungen, Nekrosen der arteriellen Gefafiwénde und Infektionen kommen [116, 125].
Ein moglicher Therapieansatz ist auch in diesem Fall eine parenteral verabreichte
Kortikosteroid-Bolustherapie, sowie zusétzliche Mafinahmen welche auf die DSA-
Produktion und -Eliminierung durch Plasmazellen abzielen. Zu solchen Mafinahmen,
zahlen beispielsweise die intravenose Verabreichung von Immunglobulinen um die
Antikérperproduktion zu modulieren und zu unterdriicken, Plasmapherese oder
das Verabreichen von gegen Lymphozyten gerichteten Antikérpern (Rituximab)
(127, 128].

1.4.3 Chronische AbstoBung

Es kann auch zu einer spéten zellularen Reaktion durch Antikérper kommen. Hier-
bei handelt es sich um einen langsam fortschreitenden Prozess iiber Monate oder
Jahre nach der Transplantation. Klinisch kann eine Reduktion der glomerularen
Filtrationsrate (GFR) in Kombination mit Proteinurie und arterieller Hypertension
Hinweise auf eine chronische Abstoflungsreaktion geben. Diese ist das Resultat einer
nicht addquaten Aufrechterhaltung der immunsuppressiven Therapie und stellt die
gemeinsame Endstrecke multipler Pathologien dar.

Es kann eine Einteilung der Pathologien in alloreaktive und nicht alloreaktive
Mechanismen erfolgen. Alloreaktive Mechanismen entsprechen pathophysiologisch
denen der akuten Abstoffung mit dem Unterschied, dass sich hier ein subklinischer
Verlauf abzeichnet, welcher zu einem eher langsam voranschreitenden Funktionsver-
lust des transplantierten Organs fithrt. Zu den nicht alloreaktiven Mechanismen,
welche das Organ ebenfalls langfristig schédigen, gehéren unter anderem Ischémie-
Reperfusionsschaden, Infektionen oder die Calcineurininhibitor-Toxizitét. Letzten
Endes fiihrt das Zusammenspiel beider Mechanismen zu der Entstehung einer chro-
nischen Entziindung. Histopathologisch sind Fibrosierungen und Vernarbungen,
arteriosklerotische Ablagerungen in den Gefdflen und Atrophie von Glomeruli und
Tubuli erkennbar. Das Resultat ist eine Transplantatentziindung und Minderdurch-
blutung mit subklinisch voranschreitender Fibrosierung und Vernarbung, bis hin zu
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einem volligen, irreversiblen Transplantatverlust. Therapeutisch erfolgt eine Opti-
mierung der Immunsuppression mit weniger nephrotoxischen Medikamenten und
der Einsatz von ACE-Hemmern oder AT-1-Rezeptor-Inhibitoren, um die Proteinurie
zu reduzieren [14, 123-125, 129].

1.5 Transplantationsimmunologie

Immunologische Basisdiagnostik

Eine Nierentransplantation erfordert aufgrund der immunologischen Gegebenheiten
eine ganze Reihe an Voriiberlegungen, um nicht nur kurzfristig, sondern auch
auf lange Sicht eine solide Transplantatfunktion fiir den Patienten gewéhrleisten
zu konnen. Wiirde man eine autologe oder syngene Transplantation durchfiihren,
ware dieser Eingriff aus immunologischer Sicht weniger problematisch. Hierbei
wéaren entweder Spender und Empfénger identisch (autolog), oder sogar genetisch
identisch (syngen), wie es etwa bei eineiigen Zwillingen der Fall wére. Da die
haufigste Organtransplantationsform jedoch die allogene ist, muss vorab eine gewisse
Basisdiagnostik durchgefiihrt werden, denn hier gehéren Spender und Empfanger
lediglich der gleichen Spezies (Mensch) an [123, 130].

1.5.1 Donor-spezifische Antikorper

Ein Organtransplantat triagt fiir ein Gewebe des Spenders typische HLA auf der
Oberfliche. Werden diese von dem jeweiligen Empféanger als nicht eigen sondern
korperfremd erkannt, beginnt das Empfingerimmunsystem Antikorper dagegen
zu produzieren [131]. Im Rahmen der immunologischen Basisdiagnostik sind die
Spender-HLA durch Gewebetypisierung bereits pra transplantationem bekannt.
Kommt es zu einem Auftreten von Antikoérpern in den Untersuchungen nach der
Transplantation, welche exakt gegen diese bekannten HLA des Spenders gerichtet
sind, handelt es sich um DSA. Diese richten sich charakteristisch gegen HLA der
Spenderzellen und somit gegen die Zellen des Organtransplantats.

Praformierte und de novo DSA

DSA, welche erst post transplantationem und somit neu auftreten, werden als dnDSA
bezeichnet. Eine Prognose zu ihrer Entstehung ist zum Teil noch sehr schwer [132].
Sind bereits pra transplantationem Antikorper vorhanden, beispielsweise durch ein
immunisierendes Ereignis, spricht man von préaformierten DSA. Die Wirkung beider
DSA-Varianten auf das Transplantatiiberleben und die Transplantatfunktion ist
oftmals negativ [133, 134].
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Relevanz von DSA fiir die Nierentransplantation

Bereits gegen Mitte der 60iger Jahre kam es zu der Erlangung wichtiger Erkenntnisse
iiber die Bedeutung der DSA-Diagnostik in dem Bereich der Nierentransplantation
und man beschrieb relevante Verkniipfungen zwischen dem Vorkommen dieser Anti-
korper und ablaufenden Abstoflungsreaktionen [135]. Mittlerweile gibt es zahlreiche
Studien die sich mit diesem Thema befassen, denn es ldsst sich eine klare Assoziation
von DSA mit einem schlechteren mittel- und langfristigen Transplantatiiberleben,
sowie frithzeitig post transplantationem auftretenden Organtransplantatversagen /-
verlusten und sogar erhéhten Mortalitétsrisiken nachweisen [132, 136-139]. Donor-
spezifische Antikérper nehmen somit einen immer weiter steigenden Stellenwert in
der klinischen Forschung ein, denn aufgrund der beschriebenen Kausalitaten scheint
eine genaue Detektion fiir Erfolge in der Transplantationsmedizin unerlasslich zu
sein [140].

1.5.2 HLA-Typisierung/HLA-(Mis)Match

Bei der Vergabe von Spendernieren wird neben der Berticksichtigung der Blut-
gruppenantigene vor allem auch dem HLA-System grofie Beachtung gewidmet. Der
Stellenwert der Histokompatibilitdt der HLA-Molekiile fiir die Transplantatfunktion
ist immens. HLA-I- und HLA-II-Proteine sind Alloantigene und Genprodukte des
MHC-Komplexes, welcher sich als grofier Genort auf dem Chromosom 6 befindet.
Dieser zeichnet sich dadurch aus, dass er enorm polymorphe Gene enthalt und
eine starke Verantwortung fiir allogene Gewebeunvertriglichkeiten tragt. Aufgrund
der auerordentlichen Anzahl an Kombinationsmoglichkeiten, stellt eine zufallige
Histokompatibilitit, also eine Ubereinstimmung der HLA zwischen Empfinger und
Spender, ein sehr unwahrscheinliches Szenario dar. Dieser Aspekt benétigt bei der
Nierenallokation in jedem Fall grofle Aufmerksamkeit.

Die Bestimmung der humanen Leukozytenantigene kann durch eine serologische Cha-
rakterisierung mithilfe eines Lymphozytotoxizitéitstests (LCT; lymphocyte toxicity
test) oder molekulargenetisch durch direkte Sequenzierung mithilfe der Polymerasen-
Kettenreaktion (PCR; polymerase chain reaction) erfolgen [123]. Aufgrund der
enormen Relevanz wird der Ubereinstimmungsgrad der HLA auf dem HLA-A,
HLA-B (HL-Klasse-I-Antigene) und HLA-DR-Locus (HL-Klasse-II-Antigene) bei
der Spender- und Empfangerzuordnung bestimmt. Diese drei HLA-Loci sind die
in der Organtransplantation am Relevantesten. Jedoch werden mittlerweile auch
die HLA-C (Klasse-I-) und HLA-DQ (Klasse-1I-) Antigene bestimmt. Hier gilt der
Grundsatz: weniger ist mehr. Denn je weniger HLA-Fehlanpassungen (HLA-MM;
human leucocyte antigen mismatches) zwischen Empféanger und Spender herrschen,
desto hoher liegt die Prioritat im Organvergabeverfahren und damit auch im Trans-
plantationserfolg [141]. Insgesamt sind zwischen 0 und 6 Mismatches moglich. Ein
Mismatch von 0 fiir HLA-A, HLA-B und HLA-DR wiirde den Idealfall wiederspie-
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geln und der groftmoglichen Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfinger
entsprechen. Die schlechteste Konstellation wéren demzufolge jeweils 2 Mismatches
fir die drei HLA-Loci. Daraus wiirden insgesamt 6 Mismatches resultieren: eine
komplette Diskrepanz in allen untersuchten Allelen [123].

1.5.3 HLA-Antikorpersuche

Die Prasenz von HLA-Antikérpern in dem Empféangerserum stellt ein weiteres
Problem fiir den Transplantationserfolg dar und erhoht deutlich das Risiko einer Ab-
stofBungsreaktion. Daher soll eine Alloantikérperbestimmung bei einem Empfanger
ein mogliches Vorhandensein praformierter Antikorper detektieren: man bestimmt
den Immunisierungsgrad. Es gibt verschiedene Quellen einer Immunisierung: voran-
gegangene Bluttransfusionen, Transplantationen, aber auch eine Schwangerschaft.
Demzufolge sollte vor allem die Anzahl an Retransplantationen moglichst gering
gehalten werden [123, 142].

Um bereits vorab Kenntnisse tiber das Anti-HLA Antikorper-Profil eines Empfingers
zu erlangen, findet eine Serumuntersuchung gegen eine groflie Gruppe verschiedener
Panel-Lymphozyten statt. Das Panel beinhaltet moglichst das HLA-Profil der jewei-
ligen Population. Es erfolgt hierbei eine Inkubation dieser Lymphozyten mit dem
Empfingerserum. Liegen praformierte Antikorper gegen die HLA-Profile der Lym-
phozyten vor, entsteht eine Bindung, wodurch eine Komplementkaskade ausgelost
wird. Die Folge sind Zelllyse und Zelltod, nachweisbar anhand einer ablaufenden
Farbreaktion. Mithilfe eines LCTs kann der Sensibilisierungsgrad anhand des Pro-
zentsatzes der lysierten Zellen abgelesen werden [143-145]. Patienten gelten als
hochimmunisiert, wenn der Wert der Panel-reaktiven-Antikérper (PRA; panel reac-
tive antibodies) 85% iiberschreitet.

Bevor es zu der Einfithrung moderner immunsuppressiver Therapien kam, zeigten
hochimmunisierte Patienten aufgrund von Abstofungsreaktionen enorm hohe Raten
fiir einen Organverlust nach der Transplantation. Es galt demzufolge generell eine
klare Kontraindikation zu einer Transplantation. Ein PRA-Screening erfolgt daher
regelméaBig alle 3 Monate mit dem Quartalsserum. Zusétzlich sollte es nach jedem
auftretenden immunisierenden Ereignis erhoben werden [146, 147].

Auch heutzutage haben hochimmunisierte Patienten mit einem PRA tiber 85% auf
den Wartelisten fiir ein passendes Spenderorgan nur eine sehr geringe Chance auf
ein Organangebot, verbunden mit sehr langen Wartezeiten und damit einhergehend
erhohter Mortalitat. Da diese Patientengruppe jedoch immer weiter zunimmt, wurde
ein eigenes Allokationsprogramm entwickelt: Acceptable Mismatch (AM). Dadurch
konnte eine signifikante Steigerung der Chancen auf ein immunologisch passendes
Organ und eine deutliche Verkiirzung der Wartezeiten erreicht werden [146, 148].
Neben diesem AM-Programm besteht fiir eine kleine Patientenanzahl eine weitere
Option: die Desensibilisierungs-Methode. Dabei wird durch Immunadsorption, die
Gabe von intravenésen Immunglobulinen (IVIG), Plasmapherese oder die Gabe von
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Anti-CD20 Antikorpern (Rituximab) versucht, bei dem Empfanger die Antikorper-
last zu senken und eine Transplantation zu ermdéglichen. Unter Zuhilfenahme von
Rituximab erfolgt eine indirekte Wirkung durch Reduktion der B-Lymphozyten.
Eine direkte Verminderung der Antikérper/deren Bindung erzielen Plasmaphere-
se/Immunadsorption und die Gabe von IVIG [120, 149, 150]. Eine Alternative zu
dem monoklonalen Antikérper Rituximab stellt die Imlifidase IdeS dar. Hierbei
handelt es sich um eine Endopeptidase, welche aus Streptococcus pyogenes stammt.
Diese fithrt bei intravenoser Gabe durch ihre Spezifitit zu einer raschen Spaltung
von menschlichem IgG [151].

Bei hochimmunisierten Patienten ist ein deutlich schlechteres Lanzeittransplantatre-
sultat zu erzielen, wenn eine HLA-inkompatible Transplantation mit vorangegan-
gener Desensibilisierung erfolgte [152]. Jedoch stellt diese risikoreichere Form der
Nierentransplantation einen fiir den Patienten giinstigeren Verlauf dar, im Vergleich
zu einem langen Verbleiben auf der Warteliste [146, 153]. Dennoch lassen sich trotz
Desensibilisierung erhohte Raten einer ABMR nachweisen. Sowohl bei postmortalen,
als auch bei Lebendspenden, welche iiber die HLA-Grenzen hinaus durchgefiihrt
werden [154, 155]. Man geht hierbei von einer Resensibilisierung, ausgelost durch
DSA-produzierende Zellklone aus, welche vor allem im spéteren Verlauf post trans-
plantationem auftreten. Schlussendlich sollte, wann immer moglich, aufgrund der
noch immer unsicheren Daten zu Langzeitresultaten, der oftmals ungeniigenden
Antikorperunterdriickung und des damit verbundenen erhéhten Verlustrisikos einer
gesunden Spenderniere, von experimentellen Ansétzen zugunsten einer Transplanta-
tion im AM-Programm abgesehen werden [156].

1.5.4 Crossmatch/Kreuzprobe

Kommt es zu einem konkreten Organangebot, miissen die Empfangerantikorper
gegen die HLA des potenziellen Spenderorgans ausgeschlossen werden. Hierfiir wird
eine Kreuzprobe (zytotoxisches Crossmatch) durchgefiihrt, welches zur Préavention
einer hyperakuten Abstoffung dient.

Bereits seit den 70iger Jahren wird damit die immunologische Vertréglichkeit vor
einer Nierentransplantation gepriift. Hierbei wird mithilfe eines LCTs das Empfan-
gerserum mit isolierten Spenderlymphozyten versehen und damit auf komplement-
abhéngige, lymphozytotoxische Antikorper getestet. Dabei ist es moglich, sowohl
gemischte Spenderlymphozyten, als auch (meist bei immunisierten Empféngern mit
HLA-Klasse-II-Antikérpern) T- und B-Lymphozyten des peripheren Blutes und
der Milz getrennt voneinander zu testen. Liegen praformierte Antikorper bei dem
Empfanger gegen den Spender vor, kommt es zu einer Zelllyse. Kann eine Zelllyse
von tber 25% nachgewiesen werden, ist die Kreuzprobe positiv. [123, 130, 157].
Ein positiver Crossmatchbefund stellt eindeutig eine Kontraindikation fiir eine Nie-
rentransplantation dar, da dieser auf eine Empféngeralloimmunisierung gegen den
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Spender hinweist. Es herrscht ein erhohtes Risiko fiir eine hyperakute Abstolung
des Transplantats, welche therapeutisch nur schlecht beherrschbar ist. [147].

1.5.5 Immunsuppression

Nach erfolgter Transplantation wird fiir den Erhalt der Organfunktion eine immun-
suppressive Therapie durchgefiithrt. Damit soll therapeutisch eine Unterdriickung
der Abwehrreaktion des Empfangers gegen das fremde Spenderorgan erzielt werden.
Unabdingbar ist daher eine lebenslange medikamentdse Abstoffungsprophylaxe.
Diese besteht klassischerweise aus einer beginnenden Induktionstherapie und einer
darauffolgenden Erhaltungstherapie. Jegliche hierbei eingesetzen Medikamente brin-
gen jedoch auch Nebenwirkungen mit sich. Diese entstehen vornehmlich durch die
wiinschenswerte Wirkung: die Unterdriickung des korpereigenen Abwehrsystems.
Hierzu zahlt zum Beispiel das Begiinstigen eines erhohten Risikos fiir das Auftreten
von Infektionskrankheiten und das Entstehen von malignen Erkrankungen [123].

Induktionstherapie

Da das Risiko fiir eine TransplantatabstoSung kurz vor der Reperfusion des Organs
am hochsten ist, erfolgt eine Induktionstherapie. Hierbei handelt es sich um eine
hoch intensive Form der Immunsuppression, welche den Patienten meist vor, wéah-
rend oder direkt nach der Transplantation verabreicht wird.

Nach exakt durchgefithrter Risiko-Nutzen-Abwégung erfolgt die Auswahl des indi-
viduellen Induktionsschemas fiir den jeweiligen Patienten. Zum Einsatz kommen
insbesondere Glukokortikoide, Antithymozytenglobulin-Antikérper und Anti-CD25
Antikorper. Ziel ist es, frithe akute Abstofungsreaktionen zu vermeiden und eventu-
ell auftretende Immunreaktionen in ihrer Intensitdt abzumildern und damit eine
Verlangerung des Transplantatiiberlebens zu gewéhrleisten [158-160].

Erhaltungstherapie

Die Erhaltungstherapie ist die lebenslange Basistherapie transplantierter Patien-
ten. Ziel ist es, spater auftretende akute Abstoungsreaktionen zu vermeiden und
ebenfalls ein langes Transplantatiiberleben zu ermoéglichen. Begonnen wird diese
Form der immunsuppressiven Therapie bereits zu dem Zeitpunkt der Operation,
wobei die jeweiligen Medikamentendosen im Laufe der Zeit neu eingestellt und re-
duziert werden. Gewiinscht ist ein optimales Gleichgewicht zwischen dem Auftreten
moglicher Nebenwirkungen und einer ausreichenden therapeutischen, immunsup-
pressiven Wirkung. Bewahrt haben sich hierbei Medikamente mit verschiedenen
Wirkmechanismen, welche in Form von einer Kombinationstherapie verabreicht
werden. Damit ist es moglich, die jeweiligen Einzeldosen moglichst gering zu hal-
ten und eventuell auftretende Nebenwirkungen zu reduzieren und gleichzeitig eine
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Wirkungsmaximierung zu erzielen. Das hierbei am héufigsten in der Transplantati-
onsmedizin verwendete Therapieschema besteht aus einer Dreifachkombination aus
einem Calcineurininhibitor, einem Antimetaboliten und Prednisolon [127, 158, 161].

Glukokortikoide

Glukokortikoide gehoéren zu den Steroidhormonen, sind therapeutisch seit knapp
iiber 50 Jahren im Einsatz und dienen der Inhibition des intrazellularen Transkripti-
onsfaktors NF-xkB (nuclear factor ’kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells).
Damit sind Glukokortikoide in der Lage, zahlreiche Entziindungs- und Immunmedia-
toren zu hemmen und somit eine Herunterregulierung der humoralen und zellularen
Immunantwort zu erzielen. Glukokortikoide weisen eine generell antientziindliche
und immunsuppressive Wirkungsweise auf.

Bekannte Wirkstoffe sind hierbei: Prednisolon (Decortin H®) oder Methylpred-
nisolon (Urbason®). Zu den héufigsten Nebenwirkungen dieser Praparate zéhlen:
Hypertonie, Osteoporose, Diabetes mellitus und Magen-Darm-Ulzera. Aufgrund
dessen wird versucht, eine moglichst geringe Dosis im Rahmen der Glukokortikoid-
therapie anzustreben. Umstritten ist hierbei ein allméhliches Ausschleichenlassen
der Steroide im Rahmen der Erhaltungstherapie bei vornehmlich stabilen Patienten
[123, 158, 161, 162].

Calcineurininhibitoren (CNI)

Calcineurininhibitoren zédhlen seit etwa 25 Jahren zu dem wichtigsten Bestandteil
im Bereich der Immunsuppression nach einer erfolgten Transplantation. Zu den be-
kannten Wirkstoffen zéhlen: Cyclosporin A (Sandimmun optoral®) und Tacrolismus
(Prograf®, Advagraf®). Sie wirken, indem sie eine Inhibition des Enzyms Calcineurin,
eine Proteinphosphatase und Schliisselenzym bei der T-Zell-Aktivierung, bewirken.
Dadurch kommt es zu einer Hemmung von immunstimulierenden Zytokinen (IL2,
IL3, TNF-a, IFN-v) und zu einer Drosselung der T-Zell-Aktivierung und T-Zell-
Proliferation: die zellulire Immunantwort wird heruntergefahren.

Auch hier sind schwere Nebenwirkungen bekannt: die akute oder chronische Nephro-
toxizitat, Neurotoxizitat (Schwindel, Depressionen, Tremor) und Diabetes mellitus.
Zu den spezifischen Nebenwirkungen des Cyclosporins zédhlen vor allem eine starkere
Hypertonieneigung und Gingivahyperplasien. Unter einer Tacrolismus-Therapie
treten vermehrt neurologische Probleme auf. Damit diese Nebenwirkungen so gering
wie moglich gehalten werden, erfolgt in regelméfliigen Abstdnden eine Kontrolle
des Wirkstoffspiegels, um bei Bedarf die Dosierung weiter individuell anpassen zu
konnen. Klinisch wird bevorzugt der Wirkstoff Tacrolismus verwendet, da dieser
bei einer groferen immunsuppressiven Potenz ein giinstigeres Nebenwirkungsprofil
aufweist [123, 158, 161, 163].
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Antimetabolite

Zu den Antimetaboliten zahlen die Wirkstoffe Azathioprin (Imurek®), Mycophe-
nolat (MPA)/Mycophenolat-Mofetil (MMF, CellCept®) und mikroverkapseltes
Mycophenolat-Natrium (EC-MPS, Myfortic®). Diese dienen der Inhibierung der
zellularen und humoralen Immunantwort. Hierbei bewirkt Azathioprin als Purin-
analogon eine Inhibition der DNA-Synthese. MMF/MMP hemmt die Neusynthese
von Purinbasen, welche obligat fiir die B- und T-Zell-Proliferation sind. Einige
Studien konnten zeigen, dass unter MMF-Therapie ein geringeres Auftreten von
AbstoBungsreaktionen zu beobachten war. Aufgrunddessen zahlt dieser Wirkstoff in
vielen Kliniken zu der Standard-Immunsuppression.

Zu den moglichen Nebenwirkungen zahlen: gastrointestinale Symptome, Pankreatitis,
Hepatitis, maligne Hauttumore und Leukopenie (hervorgerufen durch Azathioprin).
Es kann unter einer Antimetabolit-Therapie zu einer dosisabhédngigen Knochen-
marksdepression kommen, weshalb vor allem zu Beginn einer solchen Therapie
regelméaBige Kontrollen des Blutbilds erfolgen sollten [123, 158, 161, 164].

mTOR-Inhibitoren

Zu den mTOR-(mammalian Target Of Rapamycin/mechanistic Target Of Rapa-
mycin) Inhibitoren zdhlen die Wirkstoffe Sirolimus (Rapamune®) und Everolimus
(Certican®). Diese werden als Alternative zu den Antimetaboliten und Calcineurin-
inhibitoren, oder aber auch in Kombination mit Calcineurininhibitoren eingesetzt.
Sie bewirken eine Hemmung des mTOR-Komplexes und damit die Hemmung der
Wachstumsfaktor-abhéngigen Proliferation fast aller Zellen (aktivierte immunkom-
petente und mesenchymale Zellen). Eine Therapie mit mTOR-Inhibitoren weist
geringere Risiken fir das Auftreten von Zytomegalievirus-(CMV; Cytomegalie-
virus) Infektionen auf, hat aber ebenfalls Nebenwirkungen wie: Hyperlipidamie,
Thrombozytopenie und Myelosuppression [123, 158, 161, 165].

Antikorper

Soll wiahrend der Induktionstherapie die Glukokortikoid-Dosis reduziert werden,
oder konnen Calcineurininhibitoren erst zu einem spateren Zeitpunkt eingesetzt
werden, kann die Anwendung von Antikérpern in Betracht gezogen werden. Einige
Antikorper (T-Zell-depletierende Antikorper) finden Verwendung bei der Therapie
von Abstofungsreaktionen. Der eindeutige Vorteil einer solchen Antikorpertherapie
liegt in der geringeren Inzidenz von akuten AbstoBlungen. Jedoch sind damit auch
Nachteile, wie erh6hte Therapiekosten und ein gesteigertes Risiko fiir die Entstehung
von Infektionskrankheiten und malignen Erkrankungen verbunden.

Es gibt T-Zell-depletierende und nicht-T-Zell-depletierende Antikérper. Zu den
zuerst genannten Antikérpern zéhlen das Antithymozytenglobulin (Thymoglobu-
lin®, ATG Fresenius®), Muromonab (Orthoclone OKT 3®), ein Anti-CD3 An-
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tikorper und Alemtuzumab (MabCampath®), ein Anti-CD52 Antikérper. Diese
depletieren neben T-Zellen teilweise auch andere Immunzellen. Zu den nicht-T-
Zell-depletierenden Antikérpern zdhlt Basiliximab (Simulect®), ein Anti-CD25
(IL-2-Rezeptor) Antikorper, welcher an den IL2-Rezeptor aktivierter T-Zellen bin-
det und diesen damit antagonisiert. Auflerdem kommt Belatacept (Nulojix®) als
Antikérper wihrend der Erhaltungstherapie zum Einsatz. Dieser blockiert die Ober-
flichenmolekiile CD80 und CD86 auf APCs, wodurch diese nicht mehr mit den
T-Lymphozyten interagieren kénnen. Folglich entsteht eine Inhibierung der T-Zell-
Aktivierung [123, 158, 159, 161, 166].
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2 Zielsetzung und Aufbau der Arbeit

Da die Phédnomene, welche bei chronischem Nierentransplantatversagen auftreten,
leider noch immer unzureichend verstanden sind, aber immer mehr Belege darauf
hindeuten, dass sowohl dnDSA als auch die ABMR einen bedeutsamen Effekt auf
das fortschreitende Allontransplantatversagen haben, befasst sich die aktuelle Arbeit
mit der intragraftiaren Einwanderung von immunologisch relevanten Zellen in einer
Kohorte von Nierentransplantatempfangern (n=69) mit bioptisch nachgewiesener
IFTA. Anhand klinischer Merkmale, wie IFTA-Zeitpunkt/Zeitpunkt der akuten
AbstoBung, wurden die Patienten in 4 Gruppen stratifiziert. Es erfolgte eine Analyse
von nacheinander angefertigten Nierenbiopsien eines jeden Patienten post trans-
plantationem. Ziel war es, eine mogliche Korrelation zwischen dem Vorkommen
von intrarenalen Makrophagen (CD68"-Zellen), T-Lymphozyten (CD3%-Zellen), B-
Lymphozyten (CD20"-Zellen), Plasmazellen (CD138%-Zellen) und der Entwicklung
von chronischen Transplantatverdnderungen zu priifen.

Wir suchten nach einem moglichen Indikator fiir das frithe Autreten einer IFTA, dem
Auftreten von dnDSA und dem damit verbundenen verkiirzten Transplantatiiberle-
ben. Dafiir korrelierten wir unsere experimentellen Ergebnisse mit den klinischen.
Da vor allem eine deutliche Dominanz von B-Lymphozyten und Plasmazellen in
der spaten IFTA Gruppe zu erkennen war, versuchten wir eine mogliche Ursache
dafiir zu identifizieren und untersuchten zusétzlich die intragraftare Expression der
Zytokine BAFF und APRIL. Dazu verglichen wir die durchschnittliche Anzahl
der einzelnen Immunzellen pro mm? und die Verhiltnisse von CD68%-, CD3*-,
CD20%-, sowie CD138"-Zellen innerhalb der einzelnen 4 Gruppen. Wir tiberpriften
die Korrelation der durchschnittlichen Anzahl der Immunzellen pro mm? mit der
Anzahl der HLA-MM, dem Auftreten von dnDSA, dem Transplantatiiberleben und
der Transplantatfunktion. Aulerdem untersuchten wir eine mogliche Korrelation
zwischen der durchschnittlichen Anzahl an CD20"- und CD138"-Zellen in den
Transplantaten und der Expression von BAFF und APRIL sowohl glomerulér als
auch interstitiell. Auch das Vorkommen von CD20"- und CD138"-Zellen in Trans-
plantaten mit verschiedenen HLA-MM und Vorimmunisierungsgraden schauten wir
uns genauer an.

Wir erhofften uns mit den daraus gewonnen Erkenntnissen eine Aussage dariiber
treffen zu konnen, wie sich der langfristige Erhalt der Nierentransplantatfunktion
und der Schutz vor Abstolungsreaktionen realisieren lasst. Auflerdem sollte geklért
werden, ob BAFF und APRIL als moégliche Pradiktoren fiir das Entstehen von
chronischen Allotransplantatabstofungsreaktionen angesehen werden kénnten. Wir
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gingen abschliefend der Frage nach, wie man sich die BAFF-/APRIL-Diagnostik
weiter zu Nutze machen konnte, um eine langfristige Prognoseeinschatzung fiir
das transplantierte Organ zu erlangen und welche moglichen Konsequenzen sich
eventuell in Zukunft fiir die derzeitigen Behandlungsschemata/-strategien daraus
ergeben konnten.
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3 Material und Methoden

3.1 Patientenkollektiv

Fir die Analyse und Auswertung durchsuchten wir die Nierentransplantationsdaten-
bank der Universitatsklinik Regensburg (UKR) auf Patienten, bei welchen bioptisch
eine chronische Allotransplantat-Nephropathie (IFTA) nachgewiesen wurde. Wir
konnten von insgesamt 975 Patienten 69 identifizieren, bei denen eine bioptisch gesi-
cherte IFTA vorlag, welche sich als Nachweis einer interstitiellen Fibrose/tubuldren
Atrophie mit Glomerulopathie und/oder Vaskulopathie definiert.

In unserem beobachteten Patientenkollektiv befanden sich insgesamt 35 méannliche
und 34 weibliche Patienten. Zu dem Zeitpunkt der Transplantation lag das durch-
schnittliche Alter bei 57 Jahren. Der élteste, am UKR nierentransplantierte Patient
war 80 Jahre und der jiingste 17 Jahre alt. Die Analyse des menschlichen Gewebes
fand nach einer giiltigen Genehmigung der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Universitiat Regensburg statt. Es mussten Serienbiopsien von allen Pa-
tienten verfiigbar sein, wobei die erste Biopsie noch keinerlei Hinweise auf eine IFTA
geben durfte. Anschliefend wurden routineméfiig 2 Wochen und 3 Monate nach der
Nierentransplantation Protokollbiopsien entnommen. Falls eine Funktionsstorung
des Nieren-Allotransplantats klinisch offensichtlich war, wurden zuséatzliche Biopsien
mit Indikationsstellung durchgefiihrt. Eine Einstufung aller entnommenen Biopsien
erfolgte von einem einzigen Pathologen geméaf der Banff “97-Klassifikation [7]. Kom-
plett von unserer Analyse ausgeschlossen wurden Biopsien, bei denen grenzwertige
oder subklinische Abstoflungen vorlagen. Es fand fiir mindestens 3 Monate post
transplantationem eine Behandlung aller Patienten mit einer immunsuppressiven
Therapie statt. Diese bestand aus: Prednisolon, einem Calcineurin-Inhibitor (Tacro-
lismus oder Cyclosporin A) und einem Proliferationshemmer (Mycophenolatmofetil
oder Mycophenolsdure)[13].

3.2 Beobachtungszeitraum

Eingeschlossen in unsere retrospektive Auswertung wurden alle prospektiv erhobenen
Befunde von Patienten, die im Zeitraum von 1998 bis 2012 am UKR transplantiert
wurden und anschlieBend ein regelmafliges Nachsorge-Screening erhielten. Die zu
der Analyse angefertigten seriellen Nierenbiopsien eines jeden Patienten, deckten
einen Zeitraum von 4 bis 5266 Tage post transplantationem ab. Im Rahmen des
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engmaschigen Nachsorgeprogramms wurden die Kreatininwerte, sowie die GFR
innerhalb eines Zeitraums von 14 Tagen bis zu 15 Jahren nach der Nierentransplan-
tation untersucht und aufgezeichnet. Das erfolgte in folgenden Zeitabstdnden: nach
14 Tagen, nach einem Monat, nach 3 Monaten, nach 6 Monaten, nach einem Jahr
und danach weiterfithrend immer einmal jéhrlich. Fiir die Vergleichbarkeit, und
ebenfalls im Rahmen der Nachsorge fiir die Uberpriifung der Transplantatfunktion,
wurden alle weiteren klinischen und pathologischen (Labor-)Parameter ebenfalls zu
den genannten Zeitpunkten erhoben [13].

3.3 Histologie

Formalinfixierung

Die Standardfixationslosung fiir Biopsien stellt gepuffertes Formalin dar. Eine ausrei-
chende Formalinfixierung erfolgt im Mengenverhéaltnis Gewebe zu Formalin von etwa
1:10 vor der Paraffineinbettung. Die Zusammensetzung von 4% neutral gepuffertem
Formalin ist: 40% Formaldehyd (circa 100 ml), Aqua destillata (circa 900 ml), Na-
triumdihydrogenphosphat (circa 4 g) und wasserfreies Dinatriumhydrogenphosphat
(circa 6,5g) [167].

Paraffinschnittherstellung

Die Gewebeproben wurden nach erfolgter Formalinfixierung in Form von Paraffin-
blockchen fixiert und bei —20 °C iiber Nacht gekiihlt. Anschlielend hérteten diese
bei —10°C auf einer Kiihlplatte aus. Es erfolgte die Herstellung von 3 pum dicken
Schnitten mithilfe eines Schlittenmikrotoms. Abschliefend wurden die hergestellten
Schnitte in einem Wasserbad gestreckt, auf Objekttriger aufgebracht und tiber
Nacht bei 37°C getrocknet [168].

Entparaffinierung

Fiir die Vorbereitung der Schnitte fiir weitere Féarbungen, erfolgte die Entparaffinie-
rung fir 2x 10 min in Xylol. Danach die Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe:
2x5min in 100% Ethanol, 2x5 min in 96% Ethanol und 1x5min in 70% Ethanol
und abschlieend eine Waschung fiir 2x5 min in Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS-Puffer; phosphate buffered saline) [168].

Demaskierung

Es folgte eine Demaskierung der Antigenbindestellen. Dazu wurden die Schnitte in
eine Antigen-Retrieval-Losung gestellt und anschlielend je nach Zelloberflichenmar-
ker weiterverarbeitet: fiir CD20 erfolgte eine Autoklavierung (Decloaking Chamber™
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Plus; Biocare Medical) fiir 30 min bei 125 °C, fiir CD138 erfolgte die Vorbereitung
in der Mikrowelle fiir 10 min bei 630 W. Nachdem die Schnitte abgekiihlt waren,
erfolgte ein Waschvorgang in PBS-Puffer fiir 2x5 min. Fiir alle weiteren Schritte
erfolgte abschliefend die Lagerung der Schnitte in einer feuchten Kammer um ein
Austrocknen zu verhindern [168].

3.4 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung erfolgte an den 3 pm Schnitten von in Formalin
fixierten und in Paraffin eingebetteten Nierenbiopsien. Hierbei wurde das Prinzip
der Antigen-Antikérper-Bindung ausgenutzt, um ein Sichtbarmachen spezifischer
Strukturen durch farbliche Markierung zu ermoéglichen.

Durch einen spezifischen priméren Antikérper erfolgte zunéchst die Bindung der
gesuchten Antigenstruktur. Das Fe-Fragment (fragment crystallizable) dieses Anti-
korpers fungierte als Bindungsstelle fir den sekundédren Antikorper, welcher farblich
markiert wurde. Hierbei handelte es sich um eine indirekte Methode, bei welcher der
Farbstoff an einem zweiten Antikorper fixiert wurde. Bei einer direkten Methode
hingegen, wiirde man nur einen Antikérper benotigen, welcher in der Lage wére
sowohl das gesuchte Epitop als auch den Farbstoff fiir eine Markierung zu binden
[168].

Verwendete Antikorper

Verwendet wurden folgende Primérantikorper: ein monoklonaler Maus-Anti-Human-
CD68 (Klon KP-1, M0814, DAKO), ein monoklonaler Maus-Anti-Human-CD20
(Klon L26, M0755, DAKO), ein monoklonaler Maus-Anti-Human-CD138 (MCA2459-
GA, Serotec), ein monoklonales Kaninchen-Anti-Human-CD3 (Klon RM-9107-S,
Neo-Marker) und ein monoklonales Ratten-Anti-Human-BAFF (Klon Buffy-1, LS-
B2375, LSBio) [13]. Als Sekundarantikérper diente ein Donkey Anti-Mouse I[gG H&L
(Biotin) 1:500 (Dianova GmbH Hamburg, Germany) und ein Multimer-Antikérper
aus dem Ultraview Kit (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, USA) [168].

Avidin-Biotin-Komplex-Technik

Fiir die Signalintensitétssteigerung der indirekten Methode hat sich die Verstarkung
durch die enzymgekoppelte Avidin-Biotin-Komplex-Technik (ABC-Technik) bewahrt.
Bei Avidin handelt es sich um ein aus Hithnereiweif§ stammendes, tetrameres Glyko-
protein. Dieses zeigt eine sehr hohe Affinitét zu Biotin (Vitamin H), indem es diesem
4 Bindungsstellen zur Verfiigung stellt. Nach erfolgter Antigenbindung durch den
Priméarantikorper, erfolgt ein Hinzufiigen des biotinylierten Sekundarantikorpers,
gefolgt von Avidin. Letzteres geht eine kovalente Bindung zu dem Biotinmolekiil
ein. Die verbliebenen 3 Bindungsstellen werden mit enzymbeladenem Biotin besetzt.
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Bei dem Enzym handelt es sich um eine alkalische Phosphatase. Zum Auslosen
der enzymkatalysierten Farbreaktion, welche durch das Binden an Avidin entspre-
chend spezifisch und intensiv ist, kommt es anschlieBend durch das Hinzufiigen
eines Chromogens. Abschlielend erfolgt eine Gegenfirbung mit Hématoxylin-Eosin
(Hamalaun), um die umgebenden histologischen Strukturen sichtbar zu machen.
Diese ABC-Technik wurde von uns bei der immunhistochemischen Farbung der Zell-
oberflachenmarker CD20 (B-Lymphozyten) und CD138 (Plasmazellen) verwendet
[168]. Die Abbildung 3.1 veranschaulicht vereinfacht den Ablauf der Avidin-Biotin-
Komplex-Reaktion.

A A A A

Antigen .
A Biotin
* Phosphatase
1° Antikarper,I_\Z" Antikérper .J - |6st Farbreaktion aus
I Avidin
- mit 4 Bindestellen fiir Biotin

Abbildung 3.1: Avidin-Biotin-Reaktion
Vereinfachtes Schema zur Darstellung der Avidin-Biotin-Reaktion nach [169].

Multimer-Antikorper-Technik

Eine weitere Moglichkeit fiir die Signalintensitétssteigerung der indirekten Methode,
bietet der Einsatz eines Multimers. Mithilfe von Verbindungsstiicken kommt es
pro verwendetem Sekundarantikorper zu einer vielfachen Bindung von dem Enzym,
welches eine Farbreaktion auslost. Das Hinzufligen eines Chromogens ermoglicht
auch in diesem Fall das Erzeugen eines Farbniederschlags, welcher anschlieSend
unter Zuhilfenahme eines Mikroskops optisch auswertbar ist. Der eindeutige Vorteil
dieser Methode stellt der Verzicht auf Biotin dar, da dieses aufgrund von endogenem
Biotin auch zu einer Féarbung des Hintergrundes fithren kann.
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Diese Multimer-Antikorper-Methode wurde von uns bei der immunhistochemi-
schen Farbung der Zelloberflichenmarker CD68 (Makrophagen) und CD3 (T-
Lymphozyten) verwendet. Damit eine einwandfreie Funktionsfiahigkeit der An-
tikorper sichergestellt werden konnte, fithrten wir sowohl eine Positiv- als auch eine
Negativkontrolle durch. Eine Erstellung der Positivkontrolle des Primarantikorpers
erfolgte an Milz- oder Tonsillenpriaparaten. Die Negativkontrolle fand ohne den
Primérantikorper als Test des Gesamtsystems statt, um ein unspezifisches Anfarben
an anderen Antigenbindestellen ausschlieen zu kénnen [168].

Farbevorgang

Es erfolgte eine Behandlung der Praparate in einer feuchten Kammer fiir jeweils
15 min, unterbrochen von einem jeweils 2x5 min dauernden Waschvorgang mit PBS-
Puffer, Avidin, Biotin und Proteinblock (Superblock). Damit wurde eine Abséttigung
der unspezifischen Antigenbindestellen und eine Minimierung unerwiinschter Hinter-
grundfarbungen erzielt. Fur die Zelloberflichenmarker CD20 (B-Lymphozyten) und
CD138 (Plasmazellen) wurde zuerst der Primérantikorper verdiinnt aufgetragen
und tiber Nacht inkubiert. Es folgte eine Waschung mit PBS-Puffer fiir 2x5 min.
Anschlieflend erfolgte, geméfl der vorgegebenen Produktbeschreibung, das Ansetzen
der ABC-AP-Lésung und ein anschlieBendes Auftragen des biotinylierten Sekun-
déarantikorpers (mit PBS-Puffer verdiinnt), sowie eine Inkubation fiir 30 min. Es fand
ein erneuter Waschvorgang mit PBS-Puffer fiir 2x5 min statt. Die zuvor angesetzte
ABC-AP-Losung wurde aufgetragen und ebenfalls fiir 30 min inkubiert, worauf
ein erneuter Waschvorgang mit PBS-Puffer fiir 2x5min folgte. Danach wurde das
permanent AP Red Kit geméfl Produktbeschreibung angesetzt, aufgetragen und fiir
10 min inkubiert. Nach einem Spiilvorgang mit Aqua dest. fiir 2min, erfolgte die
Gegenfiarbung mit Hamalaun nach Mayer (Merck) fir 10s. Unter flieendem Lei-
tungswasser fiir 5 min erfolgte das Blauen. Anschliefend wurde fiir jeweils 1 min eine
aufsteigende Alkoholreihe verwendet (70%-96%-96%-100%-100%). In dem vorletzten
Schritt wurde fiir 2x5 min mit Xylol dehydriert und zuletzt erfolgte eine Eindeckung
mit Depex und Deckgléschen. Fiir die Zelloberflichenmarker CD68 (Makrophagen)
und CD3 (T-Lymphozyten) wurden die Farbungen von der hauseigenen Pathologie
an einem Farbeautomaten (BenchMark ULTRA ITHC/ISH Staining Module) nach
der Methode U ultraView DAB durchgefiihrt [168].

3.5 Antikorperdetektion

Luminex-Technologie

Das neueste Verfahren, und die derzeit am haufigsten verwendete Methode fiir die
Diagnostik von HLA-Antikérpern im Bereich der Festphasen-Assays, ist die Luminex-
Technologie. Hierbei wird eine durchflusszytometrische Technik verwendet. Aufgrund
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der hohen Sensitivitat und Differenzierungskapazitit wird diese Technologie fiir die
HLA-Antikorperdetektion bei vorsensibilisierten Patienten pré transplantationem
eingesetzt, da man damit in der Lage ist, ein individuelles Antikérperprofil fiir
den Patienten zu erstellen [170]. Auch post transplantationem bietet Luminex die
Moglichkeit, wertvolle Informationen zu dnDSA und deren Spezifitiat zu liefern.
Das komplette Verfahren basiert auf der Mikropartikeldurchflusszytometrie. Hierbei
kommen anstelle von Zellen, Beads (Mikropartikel) mit einem Durchmesser von 3
bis 6 pm zum Einsatz. Fiir die Differenzierung sind die einzelnen Beads farbkodiert
und zuséatzlich mit gereinigten HLA beladen. Mithilfe von Fluorophor markierten
Anti-Human-IgG Sekundérantikérpern erfolgt die Detektion der Mikropartikelbin-
dung der Anti-HLA Antikoérper des Testserums [171].

Das Luminex-Messgerat besitzt 2 Laser. Einer davon dient der Erkennung der farb-
kodierten Beads und der andere der Erkennung der darauf gebundenen Sekundéran-
tikorper mit Fluorophor-Phycoerythrin. Mit dem Festphasen-Test durch Luminex ist
ein Nachweis von Antikorpern aller IgG-Subklassen moglich. Eine Unterscheidung,
ob diese eine zytotoxische Wirkung besitzen, ist jedoch nicht erreichbar. Jedoch ist
insgesamt eine Kombination von bis zu 100 verschiedenen Beads in einer Beadpopula-
tion realisierbar. In einer solchen Suspension sind neben den spezifischen Beads auch
eine Positiv- und eine Negativkontrolle vorhanden. Wahrend die Positivkontrollen
mit gereinigtem Human-IgG beladen sind und immer reagieren, sind die Negativ-
kontrollen nicht mit HLA beladen. Nach erfolgter Inkubation der Beads mit dem
Testserum, erfolgt die Zugabe von Antikérper-Fluorochrom-Konjugaten, gefolgt von
weiteren Waschschritten und der Detektion im Doppel-Laser-Durchflusszytometer
Luminex [172].

Die Auswertung orientiert sich an den Kontrollen und ermoéglicht eine Positiv-
/Negativ-Differenzierung. Zur Verfiigung stehen verschiedene Ansatzmoglichkeiten,
wobei sich innerhalb dieser das Auflésungsniveau signifikant unterscheidet. Ein
solcher Screening-Test verwendet Beadpopulationen, welche mit HLA der Klasse
I (HLA-A, -B, -C) und/oder der Klasse II (HLA-DQBI1, -DRB1, -DQA) versehen
sind. Vor allem im Rahmen der Routine-Diagnostik findet Luminex Anwendung und
ermoglicht generell eine Aussage dartiber, ob HLA-Antikorper vorhanden sind oder
nicht [173]. Soll anschliefend noch genauer differenziert werden, kann dies unter
Zuhilfenahme von Single-Antigen-Bead-Systemen (Einzelantigen-Tests) erfolgen, bei
welchen eine Beadpopulation exakt einem Antigen entspricht. Diese Form macht die
Luminex-Technologie diagnostisch sehr wertvoll, da damit eine exakte Spezifizierung
der HLA-Antikorper moglich ist [174].

Anwendung

An dem Tag der Nierentransplantation, und zu definierten Zeitpunkten post trans-
plantationem (beispielsweise nach jedem vollendeten Jahr), wurden die EDTA-
Plasmaproben der Patienten gesammelt und bei 80 °C gelagert. Untersucht wurde
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die zuletzt verfiigbare Probe. Als Erstes erfolgte eine Analyse der Proben mithilfe des
LABScreen™ Mixed Kit (One Lambda Inc., BmT GmbH) auf das Vorkommen von
HLA-Antikérpern der Klasse I (HLA-A, -B, -C) und der Klasse II (HLA-DR). Dafiir
wurden die Patientenseren mit gemischten Mikrosphéaren, welche vorab mit HLA
Klasse I und II beschichtet wurden, fiir 30 min in Dunkelheit und unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Es folgte eine Waschung der Proben mit nachfolgender Inkuba-
tion mit Anti-Human-IgG konjugiertem Fluorophor-Phycoerythrin. AnschlieBend
wurde eine Analyse der Proben mit einem Luminex 200 Durchflussanalysator (Lu-
minex, Austin, TX, USA) durchgefithrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der
Software HLA Fusion 3.2 (One Lambda). Die von dem Durchflussanalysator gene-
rierte Ausgabedatei diente dabei der Ermittlung des MFI der Anti-HLA Antikorper.
Zusatzlich, zum Bereinigen des Hintergrundsignals, wurde die Formel: Proben-Beads
minus negative Kontroll-Beads verwendet. Proben mit einem MFI > 500 wurden
zusitzlich mit einem LABScreen™ Single Antigen Beads Kit (LABScreen™ SAB,
One Lambda Inc., BmT GmbH) auf die Spezifitat des Antikorpers getestet. Hierbei
erfolgte ebenfalls eine Bereinigung des MFI um das Hintergrundsignal anhand der
oben genannten Formel. Routinemaflig wurden die Patienten und Spender einer
HLA-Allel-Typisierung von mindestens den A-; B- und DRBI1-Loci unterzogen [175].

3.6 Auswertung

Softwarebasierte histologische Auswertung

Die Analyse der Zelloberflachenmarker CD20 (B-Lymphozyten), CD3 (T-Lympho-
zyten), CD68 (Makrophagen), sowie fir BAFF und APRIL wurden mithilfe der
Histoquest®-Software, einer Software fiir die zytometrische Auswertung von Gewe-
beproben, durchgefihrt. Aufgrund der nur fir die jeweiligen infiltrierenden Zellen
spezifischen Farbung dieser Zellmarker (und keiner weiteren Farbung von Nieren-
strukturen), war eine automatisierte Analyse moglich.

Von den angefarbten Schnitten wurden zunachst digitale Bilder angefertigt. Das
erfolgte unter einem Mikroskop der Firma Zeiss bei einer 40-fachen Vergrofierung
mit der Mikroskopkamera AxioCam ERc5s unter der Zuhilfenahme des Programms
AxioVision. Zum Teil handelte es sich um sehr wenig Material, was wiederum eine
Aufnahme der gesamten Biopsie ermoglichte. Die Anzahl der Gesichtsfelder ent-
spricht in diesem Fall der Anzahl der Aufnahmen. Hieraus wurde anschliefend von
der Software eine Gesamtflache errechnet. Anschliefend erfolgte die Untersuchung
von 10 Hochleistungsfeldern (HPF) pro Probe jeder Biopsie (Original x400, mit
einer Fliche von 296 pm x 222 pm). Es wurde nur eine Analyse von Bereichen im Nie-
renkortex durchgefithrt. Die Histoquest®-Software erkennt die in einem spezifischen
Blauton vorliegenden Zellkerne, welche mithilfe der Himatoxylin-Eosin-Farbung
(HE-Féarbung) sichtbar gemacht wurden. Vorab kann benutzerspezifisch vorgegeben
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werden, welcher Farbton als positiv gewertet werden soll. Auch die Kerndurchmesser
(minimal und maximal) und Farbstufen der Hintergrundfarbung (welche als falsch
positiv gewertet werden kénnten), konnten so vorher definiert werden. Eine gewisse
rdumliche Beziehung zu einem Kern musste bestehen, um nicht als falsch positives
Ergebnis angesehen zu werden. Die eigentliche Analyse aller Gesichtsfelder durch
die Software erfolgte nach der Voreinstellung der genannten Standards.
Histoquest® erstellte einen DotBlot und eine Tabelle anhand der Ergebnisse. In
der Tabelle befindet sich die Anzahl positiver Zellen/mm? der vorab eingepflegten
Gewebeproben. Dadurch wurde eine objektive und vergleichbare Mafizahl erstellt.
Um eine interne Kontrolle zu ermoglichen, wurden die Einstellungen zuséatzlich
speziell an jede Biopsie angepasst. Abschlielend erfolgte eine Gegeniiberstellung der
Ergebnisse mit einer Standardanalyse [168].

Manuelle histologische Auswertung

Es erfolgte neben der softwarebasierten histologischen Analyse eine manuelle, bei
welcher die Objekttrager unter dem Lichtmikroskop bei 20-facher Vergroflerung
ausgewertet wurden. Ursédchlich war ein fiir die automatische Auswertung durch
Histoquest® nicht geeignetes Farbemuster der Plasmazellen, da neben den gesuchten
einwandernden CD138"-Zellen auch eine Anfarbung der Tubuluszellen erfolgte. Die
Analyse der positiven CD138"- und BAFF-Farbung infiltrierender und tubularer
Zellen erfolgte durch 2 voneinander unabhéngigen Untersuchern in dem gesamten
menschlichen Biopsiegewebe. Wie zuvor beschrieben [176], erfolgte die Untersuchung
in mindestens 10 HPF von 2 verschiedenen Bereichen (5 benachbarte HPF in jedem
Bereich) innerhalb des kortikalen Nierengewebes. Die einzelnen Schnitte wurden
nach folgenden Kriterien untersucht: 1. Anzahl der Gesichtsfelder, 2. Anzahl der
Glomeruli, 3. Anzahl der positiven Zellen in einem Glomerulum, 4. Anzahl der
Arterien, 5. Anzahl der positiven Zellen in den Arterien, 6. Anzahl der Venen, 7.
Anzahl der positiven Zellen in den Venen, 8. Anzahl der positiven Zellen in dem
Interstitium (einzeln und im Cluster vorkommend). Als positive Zellen im Cluster
wurden die positiven Zellen, umgeben von mindestens 10 weiteren infiltrierenden
Zellen, gewertet. Damit eine einwandernde Zelle als positiv gewertet wurde, legten wir
fest, dass ein eindeutig pinker und durchgangiger zytoplasmatischer Ring vorhanden
sein musste. Eine alleinige Anfarbung der Kernstruktur, oder einzelne Farbtupfer
ohne einen Bezug zu der Zelle, wurden als falsch positiv angesehen [168].

Statistische Auswertung

Die statistische Analyse wurde mit dem Programm Microsoft® Excel® fiir Microsoft
365 MSO durchgefiihrt. Es erfolgte zumeist eine Berechnung von Mittelwerten. Fiir
die Abschatzung der mittleren Abweichung wurde zuséatzlich der Standardfehler
berechnet und angegeben. Die Ergebnisse wurden vornehmlich graphisch in Form
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von Saulen-, Balken- oder Kreisdiagrammen dargestellt. Eine Ubersicht der Kohorte
wurde tabellarisch angefertigt. Die Bestimmung des Transplantatiiberlebens erfolgte
nach der Kaplan-Meier-Methode auf der Grundlage von Uberlebenskurven und
wurde, wie auch bei der Darstellung der Transplantatfunktion, anhand von GFR-
Werten in Form von Liniendiagrammen visualisiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristika der Studienpopulation

4.1.1 Kohortenstratifizierung

In die Analyse wurden insgesamt 69 Patienten eingeschlossen, bei welchen bioptisch
gesichert, eine chronische Nieren-Allotransplantat-Nephropathie (IFTA) festgestellt
wurde. Wir identifizierten nach dem Zeitpunkt der IFTA-Diagnose insgesamt 36
Patienten, bei denen binnen des ersten Jahres post transplantationem die Diagnose
IFTA gestellt wurde. Bei den iibrigen 33 Patienten wurde eine IFTA erst in den
Indikationsbiopsien, welche aufgrund von Transplantatfunktionsstorungen oder gro-
ber Proteinurie genommen wurden, einige Jahre nach der Nierentransplantation
diagnostiziert. Nur wenn in den frithen Kontroll- und Indikationsbiopsien keine
IFTA festgestellt wurde, fand eine Einbeziehung in die Analyse statt.

Wir gingen davon aus, dass sich die [FTA-Pathogenese nach ihrem Zeitpunkt in
eine frithe und spéate IFTA unterteilen lasst. Aufgrund dessen fithrten wir eine
Stratifizierung unserer Kohorte durch. Dabei wahlten wir 1 Jahr nach der Nieren-
transplantation als Cutoff. Aulerdem stratifizierten wir nach Hinweisen auf eine
akute Abstoflung, wobei hierfiir eine Zeitspanne von 3 Monaten nach der Transplan-
tation gewéhlt wurde. Daraus resultierten insgesamt 4 grofle Gruppen, welche fiir die
weiteren Analysen wie folgt definiert wurden: Gruppe 1 mit Patienten (n=11), die
keine akute AbstoBung hatten, aber bei welchen eine frithe IFTA auftrat (NREIL; no
rejection early IFTA); Gruppe 2 mit Patienten (n=15), die keine Abstofung hatten
und bei welchen eine spate IFTA auftrat (NRLI; no rejection late IFTA); Gruppe 3
mit Patienten (n=25), die eine akute Abstofung hatten und bei welchen eine frithe
I[FTA auftrat (REI; rejection early IFTA) und Gruppe 4 bestand aus Patienten
(n=18) mit einer akuten AbstoBung und einer spaten IFTA (RLI; rejection late
IFTA).

4.1.2 Spenderdaten

Aus der Ubersichtstabelle 4.1 wird ersichtlich, dass Spender aus den Gruppen mit
der Diagnose spite IFTA etwas jiinger waren (RLI: 55 Jahre (21-74 Jahre) & NRLI:
56 Jahre (40-79 Jahre) versus REIL: 58 Jahre (17-79 Jahre) & NREI: 60 Jahre (19-80
Jahre)). Bei der Geschlechterverteilung dominierten in den Gruppen mit keiner
Abstoflung die weiblichen Spender (NREI: 64% (7 von 11) & NRLI: 67% (10 von 15)
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versus REI: 44% (11 von 25) & RLI: 33% (6 von 18)), wohingegen in den Gruppen
mit AbstoBung eher die méannlichen Spender dominierten (REI: 56% (14 von 25)
& RLI: 67% (12 von 18) versus NREI: 36% (4 von 11) & NRLI: 33% (5 von 15)).
Spender der Kategorie NREI und NRLI waren im Schnitt etwa gleich grof§ (NREI:
167 cm (156-178 cm) & NRLI: 167 cm (153-175 c¢m)), aber kleiner als Spender
der Kategorie REI und RLI (REI: 172 ¢m (159-185 cm) & RLI: 171 cm (150-186
cm)). Das Korpergewicht war nur in der NREI Gruppe signifikant hoher als in den
anderen 3 Gruppen (NREI: 88 kg (50-190 kg) versus NRLI: 78 kg (50-120 kg), REI:
77 kg (55-100 kg), RLI: 79 kg (52-100 kg)). Prozentual zeigten Spender aus Gruppen
mit AbstofSung signifikant haufigere CMV-Infektionen, als Spender der Gruppen
ohne AbstoBung (REIL: 64% (16 von 25) & RLI: 61% (11 von 18) versus NREI: 46%
(5 von 11) & NRLI: 53% (8 von 15)). Es lag eine eindeutig erkennbare Dominanz
der Blutgruppe 07 (NREI: 36% (4 von 11), NRLI: 47% (7 von 15), REI: 40% (10
von 25), RLI (44% (8 von 18)), gefolgt von der Blutgruppe A™ (NREIL: 27% (3 von
11), NRLI: 33% (5 von 15), REIL: 28% (7 von 25), RLI: 33% (6 von 18)) in allen 4
Gruppen vor. Die Todesursachen der Spender waren gemischt. Jedoch dominierte
prozentual in der spaten IFTA der Apoplex/Schlaganfall (CVA; cerebro vascular
accident) mit NRLI: 20% (3 von 15) & RLI: 28% (5 von 18). Spender der Kategorie
NREI verstarben deutlich haufiger (55% (6 von 11)) an intrazerebralen Blutungen
(ICB; intracerebral hemorrhage) und Spender die der REI Gruppe angehéorten, 6fter
(32% (8 von 25)) an einer Subarachnoidalblutung (SAB; subarachnoid hemorrhage).
Abschlieflend lasst sich bei der Betrachtung der Transplantationsart eine weitere,
signifikante Tendenz in allen 4 stratifizierten Gruppen erkennen: bei der Mehrheit
handelte es sich um postmortale (NREIL: 91% (10 von 11), NRLI: 87% (13 von
15), REL 88% (22 von 25), RLI: 78% (14 von 18)), statt lebende (NREI: 9%
(1 von 11), NRLI: 13% (2 von 15), REL: 12% (3 von 25), RLI: 22% (4 von 18))
Nierentransplantatspenden. Am haufigsten erfolgten dabei Spenden von Spendern
im Alter von 18 bis 64 Jahren (NREIL 36% (4 von 11), NRLI: 60% (9 von 15),
REL 64% (16 von 25), RLI: 61% (11 von 18)), geméfl dem Euro-Transplant Kidney
Allocation System (ETKAS), gefolgt von Allotransplantatspenden geméaf dem
Européischen Seniorentransplantationsprogramm (ESP) von Spendern iiber 65
Jahren an Empfanger tiber 65 Jahre (NREIL: 64% (7 von 11), NRLI: 33% (5 von
15), REI: 32% (8 von 25), RLI: 22% (4 von 18)). Mit nur 0% bis 17% (NREI: 0%,
NRLI: 7% (1 von 15), REL 4% (1 von 25), RLIL: 17% (3 von 18)) waren kombinierte
Nieren-Pankreas-Transplantationen (NPTX) am seltensten.
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keine AbstoBung - frilhe IFTA (keine AbstoRung - spéte IFTA g - frihe IFTA - spate IFTA
Spenderdaten
NREI (n=11) NRLI (n=15) REI (n=25) RLI (n=18)

Wliter (Jahre) 60 (19-80) 56 (40-79) 58 (17-79) 55 (21-74)
Geschlecht (mannlich/weiblich); n (%) 4(36)/7 (84) 5(33)/10 (67) 14 (56) / 11 (44) 12 (67) /6 (33)
lGrane (cm) 167 (156-178) 167 (153-175) 172 (159-185) 171 (150-186)
Gewicht (kg) 88 (50-190) 78 (50-120) 77 (55-100) 79 (52-100)
ICMV-Infektion; n (%) 5 (46) 8 (53) 16 (64) 11 (61)
Blutgruppe; n (%]

A+ 3(27) 5(33) 7(28) 6(33)

A- 0 1(7) 3(12) 2(11)

B+ 3(27) 1(7) 1(4) 1(6)

B- 1(9) 0 2(8) 0

0+ 4(38) 7 (47) 10 (40) 8 (44)

o- 0 1(7) 2(8) 1(6)
[Todesursache; n (%

IcB 6 (55) 2(13) 5 (20) 2(11)

SHT 1(9) 2(13) 0 2(11)

SAB 0 2(13) 8(32) 0

SDH 0 1(7) 1(4) 1(6)

HHS 1(9) 2(13) 2(8) 2(11)

CVA 0 3 (20) 3(12) 5(28)

Hirnstamminfarkt 0 0 1(4) 0

Hirnstammblutung 0 0 1(4) 0

Basilaristhrombose 0 0 1(4) 1(6)

Mediainfarkt 2 (18) 1(7) 0 1(6)
At der Transplantation; n (%

postmortal 10(91) 13 (87) 22 (88) 14 (78)

Lebendspender 1(9) 2(13) 3(12) 4(22)

ET (ESP) 7 (64) 5(33) 8(32) 4(22)

ET (ETKAS) 4 (36) 9 (60) 16 (64) 11 (1)

NPTX 0 1(7) 1(4) 3(17)

Abbildung 4.1: Spenderdaten

Ubersicht iiber die Spenderdaten, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen.

CMYV: Zytomegalievirus; ICB: intrazerebrale Blutung; SHT: Schidel-Hirn-Trauma;
SAB: Subarachnoidalblutung; SDH: Subduralhimatom; HHS: Hypoxischer Hirnscha-
den nach Reanimation; CVA: Apoplex, Schlaganfall;

ET (ESP): Eurotransplant (Européisches Seniorentransplantationsprogramm >65):
ET (ETKAS): Eurotransplant (Eurotransplant-Nieren-Zuweisungs-System 18-64);
NPTX: Nieren-Pankreas-Transplantat

4.1.3 Empfangerdaten

Das durchschnittliche Alter der Empfanger, innerhalb der stratifizierten Gruppen,
unterschied sich nicht signifikant voneinander (NREI: 61 Jahre (41-71 Jahre), NRLI:
59 Jahre (22-70 Jahre), REI: 57 Jahre (31-69 Jahre)), mit Ausnhame der Gruppe
RLI: 45 Jahre (23-67 Jahre). Es dominierte ganzheitlich in der Geschlechtervertei-
lung das méannliche Geschlecht gegentiber dem weiblichen (NREIL: 64% (7 von 11),
NRLI: 73% (11 von 15), REIL: 84% (21 von 25), RLI: 83% (15 von 18) versus NREI:
36% (4 von 11), NRLI: 27% (4 von 15), REL: 16% (4 von 25), RLI: 17% (3 von 18)).
Die Ursachen fiir die Niereninsuffizienz waren gemischt. Wéhrend in der NREI und
RLI Gruppe die diabetische Nephropathie (NREI: 36% (4 von 11) & RLI: 39% (7 von
18)) ausschlaggebend fiir eine Nierentransplantation war, war in der NRLI und REI
Gruppe (NRLI: 20% (3 von 15) & REIL: 24% (6 von 25)) vor allem die hypertensive
Nephropathie hauptursichlich, neben der interstitiellen Nephropathie/Tubulopathie
(NRLI: 20% (3 von 15) und der chronischen Glomerulopathie (REI: 24% (6 von 25).
Fir die Vorbereitung auf die Nierentransplantation erfolgte prozentual zu annahernd
gleichen Teilen eine Induktionstherapie (mit Basiliximab oder T-Zell-depletierenden
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Antikorpern) innerhalb der einzelnen Gruppen (NREI: 27% (3 von 11), NRLI:
7% (1 von 15), REI: 24% (6 von 25), RLL: 22% (4 von 18)). Ebenfalls erhielten
alle Nierentransplantatempfinger eine initiale, immunsuppressive Dreifachtherapie
entsprechend dem Goldstandard, bestehend aus einem Calcineurin-Inhibitor, Ste-
roiden und Mycophenolat. Ein erhohter Nachweis des Komplementspaltprodukts
C4d, welches nachweislich auf eine ABMR hinweist, konnte in der frithen IFTA
festgestellt werden (NREI: 9% (1 von 11) & REI: 12% (3 von 25) versus RLI: 6% (1
von 18) & NRLI: 7% (1 von 15)). Der Nachweis von PRA zeigte keine signifikanten
Unterschiede in den einzelnen Gruppen (NREI: 27% (3 von 11), NRLI: 27% (4 von
15), REI: 36% (9 von 25), RLI: 28% (5 von 18)). DSA konnten in der spiten IFTA
(NRLI & RLI) deutlich haufiger nachgeweisen werden (NRLI: 33% (5 von 15) &
RLI: 33% (6 von 18) versus NREL: 27% (3 von 11) & REIL 24% (6 von 25)), wobei
hier signifikant dnDSA dominierten (NRLI: 20% (3 von 15) & RLI: 33% (6 von
18) versus NREI: 9% (1 von 11) & REIL 8% (2 von 25)). DSA aus einer bereits
vorangegangenen Transplantation waren nur bei der NRLI und REI Gruppe zu
detektieren (NRLI: 13% (2 von 15) & REI: 12% (3 von 25) versus NREI: 0% & RLI:
0%) und nonDSA préa transplantationem wiederum nur in der frithen IFTA Gruppe
(NREIL 18% (2 von 11) & REL 4% (1 von 25) versus NRLI: 0% & RLI: 0%). Eine
Wiederholung der Transplantation musste, wenn auch nicht deutlich, haufiger in
der NRLI und REI Gruppe erfolgen (NRLI: 27% (4 von 15) & REI: 36% (9 von 25)
versus NREI: 18% (2 von 11) & RLI: 17% (3 von 18)).

Die Abbildung 4.2 veranschaulicht die Ergebnisse.

4.1.4 Transplantationsbedingungen

Bei dem Betrachten der Transplantationsbedingungen in Abbildung 4.3 wird deutlich,
dass eine verzogerte Nierentransplantatfunktion signifikant haufiger in den Gruppen
mit friher IFTA vorkam (NREI: 64% (7 von 11) & REI: 36% (9 von 25) versus
NRLI: 13% (2 von 15) & RLI: 17% (3 von 18)), ohne erhebliche Unterschiede in der
kalten (NREI: 800 min (61-1380 min) & REIL: 795 min (147-2280 min) versus NRLI:
728 min (157-1055 min) & RLI: 589 min (41-1320 min)) und der warmen (NREI: 41
min (30-60 min) & REI: 49 min (30-78 min) versus NRLI: 42 min (19-64 min) &
RLI: 40 min (18-74 min)) Ischamiezeit, sowie in der Haufigkeit von CMV- (NREI:
36% (4 von 11), NRLI: 27% (4 von 15), REIL: 36% (9 von 25), RLI: 39% (7 von 18))
und Polyomavirus-(BKV) (NREIL: 9% (1 von 11), NRLI: 7% (1 von 15), REIL: 8%
(2 von 25), RLI: 0%) Infektionen nach der Transplantation. Zu akuten zelluldren
AbstoBlungen kam es signifikant haufiger in den Gruppen REI und RLI (REI: 96%
(24 von 25) & RLI: 78% (14 von 18) versus NREI: 9% (1 von 11) & NRLI: 20% (3
von 15)). Patienten aus diesen beiden Gruppen wiesen gleichzeitig eine wesentlich
hohere Anzahl an HLA-MM fiir die HLA-A-, HLA-B- und HLA-DR-Loci auf (REL:
3,8 (2-6) & RLI: 3,4 (0-6) versus NREL 3,1 (0-6) & NRLL: 2,5 (0-4)).
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keine AbstoRung - frilhe IFTA |keine - spéte IFTA - frithe IFTA |AbstoBung - spéte IFTA
Empféngerdaten
NREI (n=11) NRLI (n=15) REI (n=25) RLI (n=18)
Alter (Jahre) 61 (41-71) 59 (22-70) 57 (31-69) 45 (23-67)
Geschlecht (mannlich/weiblich); n (%) 7 (64)/4 (36) 11(73)/4 (27) 21(84)/4 (16) 15 (83)/3 (17)
Ursache der Niereninsuffizienz; n (%
diabetische Nephropathie 4 (36) 2(13) 3(12) 7(39)
ische G pathie, nicht anders 0 2(13) 6(24) 1(8)
phropathi 2(18) 3(20) 1(4) 4(22)
Glomerulopathie, spezifiziert 2(18) 2(13) 3(12) 2(11)
hyptertensive Nephropathie 2(18) 3(20) 6 (24) 1(6)
IgA-Nephropathie 1(9) 2(13) 3(12) 1(6)
Polyzystische Nierenerkrankung 0 0 2(8) 1(6)
unbekannt 0 1(7) 1(4) 1(8)
Transplantation wiederholen; n (%) 2(18) 4(27) 9(36) 3(17)
Cdd; n (%) 1(9) 1(7) 3(12) 1(6)
Induktionstherapie; n (%) 3(27) 1(7) 6(24) 4(22)
PRA: N (%) 3(27) 4(27) 9 (36) 5(28)
Haéchstwert 16 (21-87) 15 (9-95) 22 (25-95) 15 (8-100)
aktuell 10 (18-86) 4(12-20) 14 (16-72) 6(11-62)
DSA: n (%) 3(27) 5(33) 6(24) 6(33)
nonDSA preTX 2(18) 0 1(4) 0
DSAaus 1. TX 0 2(13) 3(12) 0
dnDSA postTX 1(9) 3(20) 2(8) 6(33)
n (%)
Advagraf/MMF/SDH 1(9) 0 1(4) 0
CSAMPA/SDH 1(9) 0 0 0
CSA/MMF/SDH 0 0 2(8) 0
CSA/FTY720/SDH 0 1(7) 0 0
CSA/Everolimus/SDH 0 0 0 1(6)
Prograf/Myfortic/SDH (18) 2(13) 4 (16) 2(11)
Prograf/CellCept/SDH 3(27) 4(27) 6(24) 7(39)
Prograf/Aza/SDH 0 1(7) 0 2(11)
Prograf/FK778/SDH 0 0 1(4) 0
Prograf/Rapamune/SDH 0 0 1(4) 0
Rapamune/CSA/MMF/SDH 0 1(7) 0 0
Sandimmun/FTY720/SDH 1(9) 0 0 0
Sandimmun/CellCept/SDH 0 1(7) 0 1(6)
Sandimmun/Certican/SDH 0 1(7) 0 0
Sandimmun/Aza/SDH 0 0 1(4) 0
Tac/MMF/SDH 3(27) 1(7) 9(36) 1(6)
Tac/MPA/SDH 0 3(20) 0 1(8)
Tac/Aza/SDH 0 0 1(4) 0
Tac/CellCept/SDH 0 0 1(4) 0
Tac/Rapamune/SDH 0 0 1(4) 0

Abbildung 4.2: Empfiangerdaten

Ubersicht iiber die Empfingerdaten, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen.

C4d: Komplementspaltprodukt, Marker im Transplantat fiir eine Antikérper ver-
mittelte AbstoBungsreaktion; PRA: Panel Reaktive Antikérper; PRA-Hochstwert:
jemals gemessener Hochstwert; aktueller PRA-Wert: im Screening im Quartal vor der
Nierentransplantation gemessen;
DSA: Donor-spezifische-Antikérper; nonDSA: nicht Donor-spezifische- Antikérper;
dnDSA: de novo Donor-spezifische-Antikorper; FTY720: Fingolimod (Sphingosin-1-
Phosphat-Rezeptorantagonist); FK778: synthetisches Malononitrilamid

keine AbstoRlung - frithe IFTA [keine AbstoRung - spate IFTA |Al - friihe IFTA |Al - spate IFTA
Transplantationsbedingungen

NREI (n=11) NRLI (n=15) REI (n=25) RLI (n=18)
warme Ischamiezeit (min) 41 (30-60) 42 (19-64) 49 (30-78) 40 (18-74)
kalte Ischamiezeit (min) 800 (61-1380) 728 (157-1055) 795 (147-2280) 589 (41-1320)
HLA-MM 3,1(0-6) 2,5 (0-4) 3,8 (2-6) 3,4 (0-6)
verzbgerte Transplantatfunktion; n (%) 7 (64) 2(13) 9(36) 3(17)
CMV-Infektion nach TX; n (%) 4(36) 4(27) 9(36) 7 (39)
BKV-Infektion nach TX; n (%) 1(9) 1(7) 2(8) 0
Abstofiungen; n (%) 1(9) 3(20) 24 (96) 14 (78)

Abbildung 4.3: Transplantationsbedingungen
Ubersicht iiber die Transplantationsbedingungen, quantifiziert nach stratifizierten

Gruppen.

HLA-MM: Fehlanpassung der humanen Leukozytenantigene; BKV: Polyomavirus
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4.1.5 Nachbeobachtungszeitraum

Aus Abbildung 4.4 wird ersichtlich, dass ein signifikanter Unterschied im Bereich des
Follow-ups zwischen den einzelnen Gruppen vorlag. Fiir die Gruppen mit frither IFTA
war der Nachbeobachtungszeitraum deutlich kiirzer als fiir die Gruppen mit spater
IFTA (NREIL 78 Monate & REI: 89 Monate versus NRLI: 139 Monate & RLI: 127
Monate). Geméafl der vorgenommenen Stratifizierung ergaben sich dementsprechend
die Werte fiir die Zeit bis zu der [FTA-Diagnose nach der Transplantation. Fiir die
Gruppen mit frither IFTA war dieser Zeitraum deutlich kiirzer als fiir die spaten
IFTA Gruppen (NREI: 104 Tage (77-182 Tage) & REI: 164 Tage (35-964 Tage)
versus NRLI: 1201 Tage (369-2502 Tage) & RLI: 1555 Tage (381-3063 Tage)). Das
Urin-Protein-Kreatinin-Verhéltnis (UPCR in g/g Kreatinin) war in den spéten IFTA
Gruppen signifikant erhoht (NRLI: 2,1 (0,065-3,88) & RLI: 1,4 (0,04-5,4) versus
NREI: 0,2 (0,04-0,52) & REI: 0,5 (0,02-1,07)). Die Gesamttransplantatiiberlebensrate
war bei Patienten aus den frithen IFTA Gruppen deutlich geringer (NREI: 52 Monate
(3-133 Monate) & REI: 59 Monate (3-168 Monate) versus NRLI: 76 Monate (19-180
Monate) & RLI: 77 Monate (22-144 Monate)), ebenso wie die Zeit bis zu einem
Versagen des Transplantats (NREIL: 35 Monate (3-133 Monate) & REIL: 17 Monate
(3-51 Monate) versus NRLI: 44 Monate (19-94 Monate) & RLI: 66 Monate (24-104
Monate)). Jedoch kam es bei den spéaten IFTA Gruppen signifikant haufiger zu
einem Transplantatversagen innerhalb der Nachbeobachtungszeit (NRLI: 67% (10
von 15) & RLIL: 61% (11 von 18) versus NREI: 46% (5 von 11) & REI: 33% (8 von
25)).

keine AbstoBung - frithe IFTA

NREI (n=11)

keine AbstoBung - spate IFTA

NRLI (n=15)

(AbstoBung - friihe IFTA

REI (n=25)

AbstoBung - spate IFTA

RLI (n=18)

(Monate)

U

i

PCR (g/g Kreatinin)

Zeit bis IFTA (d post TX)

insgesamt (Monate)

78
104 (77-182)
0,2 (0,04-0,52)

52 (3-133)

139
1201 (369-2502)
2,1(0,065-3,88)

76 (19-180)

89
164 (35-964)
0,5 (0,02-1,07)

59 (3-168)

127
1555 (381-3063)
1,4 (0,04-54)

77 (22-144)

5 (46)
35 (3-133)

10 (67)
44 (19-94)

8(33)
17 (351)

11 (61)
66 (24-104)

(
Transplantatversagen innerhalb der Nachbeobachtung; n (%)
Zeit bis zum Versagen des Transplantats (Monate)

Abbildung 4.4: Nachbeobachtungszeitraum

Ubersicht iiber den Nachbeobachtungszeitraum, quantifiziert nach stratifizierten
Gruppen.

IFTA: interstitielle Fibrose/tubulére Atrophie; d post TX: Tage nach der Transplan-
tation; UPCR: Urin-Protein-Kreatinin-Verhéltnis

Fazit

Zusammenfassend konnten wir feststellen, dass die Spender in den spaten IFTA
Gruppen (NRLI & RLI) etwas jinger waren und sich das Alter der Empfanger
(mit Ausnahme der RLI Gruppe) nicht deutlich zwischen den einzelnen Gruppen
unterschied. Bei Patienten, bei denen eine akute zelluldre Abstoung vorlag (REI &
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4.2. INFILTRIERENDE ZELLEN

RLI), konnte eine priagnant hohere Anzahl an HLA-MM fiir die HLA-A-, HLA-B-
und HLA-DR-Loci nachgewiesen werden. Eine verzogerte Transplantatfunktion lag
deutlich haufiger in den frithen IFTA Gruppen (NREI & REI) vor (NREIL: 64% (7
von 11) & REI: 36% (9 von 25) versus NRLI: 13% (2 von 15) & RLI: 17% (3 von
18)), ohne nennenswerte Unterschiede in der kalten Ischamiezeit. Es gab keinerlei
kennzeichnende Unterschiede in der Haufigkeit von PRA pré transplantationem, der
Transplantationswiederholungsrate, der Ursache des Nierenversagens, auftretende
Virusinfektionen (CMV, BKV) post transplantationem oder der Art der Transplan-
tation (postmortal oder Lebendspende). Signifikant unterschied sich das Follow-up
zwischen den einzelnen Gruppen (NREI: 78 Monate & REI: 89 Monate in den frithen
IFTA Gruppen versus NRLI: 139 Monate & RLI: 127 Monate in den spaten I[FTA
Gruppen). Wie erwartet diskriminierte die Zeit bis zu der [FTA-Diagnose in den
Gruppen aufgrund unserer Kohortenstratifizierung (NREI: 104 Tage (77-182 Tage)
& REIL 164 Tage (35-964 Tage) versus NRLI: 1201 Tage (369-2502 Tage) & RLI:
1555 Tage (381-3063 Tage)). Innerhalb der Nachbeobachtungszeit entwickelten 46%
(NREI), 67% (NRLI), 33% (REI) und 61% (RLI) der Patienten ein Transplantat-
versagen, welches folglich mit der Notwendigkeit einer Re-Dialyse verbunden war.
Das betraf vornehmlich Patienten aus den spaten IFTA Gruppen (NRLI: 67% (10
von 15) & RLI: 61% (11 von 18). Das Gesamttransplantatiiberleben war jedoch in
den frithen IFTA Gruppen signifikant kiirzer (NREI: 52 Monate (3-133 Monate)
& REIL: 59 Monate (3-168 Monate) gegentiber NRLI: 76 Monate (19-180 Monate)
& RLI: 77 Monate (22-144 Monate)). Bei den Patienten, bei denen ein definitives
Transplantatversagen verbunden mit der Notwendigkeit zu einer Re-Dialyse auftrat,
war der Zeitraum bis zu dem Versagen des Nierentransplantats in den frithen IFTA
Gruppen ebenfalls deutlich kiirzer (NREI: 35 Monate (3-133 Monate) & REIL: 17
Monate (3-51 Monate) gegeniiber NRLI: 44 Monate (19-94 Monate) & RLI: 66
Monate (24-104 Monate)).

4.2 Infiltrierende Zellen

Insgesamt erfolgte eine Analyse von rund 228 Nierenbiopsien (2-6 Biopsien pro
Patient). Wir analysierten diese innerhalb der 4 Gruppen (NREI, NRLI, REI, RLI)
auf infiltrierende Makrophagen (CD68"-Zellen), T-Lymphozyten (CD3%-Zellen),
B-Lymphozyten (CD20"-Zellen) und Plasmazellen (CD138%-Zellen). Dabei erfolg-
te durch eine histopathologische Einstufung eine zusétzliche Stratifizierung nach:
normaler Histologie [NH], T-Zell-vermittelter Abstoung [TCMR; T-cell mediated
rejection] und interstitieller Fibrose/tubularer Atrophie [IFTA]. Bei der Analyse
der Plasmazellen differenzierten wir zusétzlich nach ihrem Vorkommen als einzelne
Zellen oder als Zellcluster.
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4.2. INFILTRIERENDE ZELLEN

4.2.1 Makrophagen (CD68%-Zellen)

Erkennbar wurde, dass Makrophagen insgesamt eine relevante Menge an infiltrie-
renden Zellen bildeten. Diese konnten vermehrt in der frithen IFTA Gruppe in
der normalen Histologie nachgewiesen werden (NREI NH). Vor allem detektierten
wir sie, zusammen mit den T-Zellen, am héufigsten in Verbindung mit der T-Zell-
vermittelten Abstofung (REI TCMR & RLI TCMR), wobei hier eine besonders
signifikante Erhohung in der frithen IFTA Gruppe zu erkennen war (REI TCMR).
Die Abbildung 4.5 veranschaulicht die Ergebnisse.
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300 I I I I I I
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100
0

NREI NREI NRLI NRLI REI REI REI RLI RLI RLI
NH IFTA NH [IFTA NH TCMR IFTA NH TCMR IFTA

CD68+ Makrophagen/mm?

Abbildung 4.5: Infiltrierende CD681 Makrophagen

Durchschnittliche Anzahl infiltrierender CD68% Makrophagen, quantifiziert nach
stratifizierten Gruppen und histologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert
dargestellt. Fiir die Abschétzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler
angegeben. Dunkelgrau hervorgehoben sind die signifikant erhéhten Infiltratmengen
an Makrophagen.

NREI: keine Abstoung, frithe IFTA; NRLI: keine Abstolung, spate IFTA;

REI: Abstoflung, frithe IFTA; RLI: AbstofSung, spite IFTA; NH: normale Histologie;
TCMR: T-Zell-vermittelte Abstofung; IFTA: interstitielle Fibrose/tubuldre Atrophie

4.2.2 T-Lymphozyten (CD3*-Zellen)

Unsere Analyse ergab, dass T-Lymphozyten ebenfalls eine relevante Menge an
infiltrierenden Zellen bildeten und vor allem bei der T-Zell-vermittelten Abstofung
(REI TCMR & RLI TCMR) eine wesentliche Rolle spielten. Zusatzlich detektierten
wir eine erhohte Anzahl in den spéaten IFTA Gruppen (NRLI IFTA & RLI IFTA),
unabhéngig von der vorherigen Abstoflung.

Die Abbildung 4.6 veranschaulicht die Ergebnisse.
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Abbildung 4.6: Infiltrierende CD31 T-Lymphozyten

Durchschnittliche Anzahl infiltrierender CD3% T-Lymphozyten, quantifiziert nach
stratifizierten Gruppen und histologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert
dargestellt. Fiir die Abschédtzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler
angegeben. Dunkelgrau hervorgehoben sind die signifikant erhéhten Infiltratmengen
an T-Lymphozyten.

4.2.3 B-Lymphozyten (CD207"-Zellen)

Ahnlich dem Vorkommen von Makrophagen und T-Lymphozyten, wurden auch B-
Lymphozyten wihrend der T-Zell-vermittelten Abstoung haufig nachgewiesen (REI
TCMR & RLI TCMR). Eine starker induzierte Einwanderung der B-Lymphozyten
konnte in den spédten IFTA Gruppen, unabhéngig von vorheriger AbstoBung, beo-
bachtet werden (NRLI IFTA & RLI IFTA).

Die Abbildung 4.7 veranschaulicht die Ergebnisse.

4.2.4 Plasmazellen (CD138%-Zellen)

einzeln

Den seltensten infiltrierenden Zelltyp stellten die Plasmazellen dar. Eine signifikante
Einwanderung einzelner CD138%-Zellen detektierten wir vor allem in den spaten
IFTA Gruppen (NRLI IFTA & RLI IFTA), wiederum unabhéngig von vorheriger
AbstoBung. Auch hier traten erhebliche Mengen im Bereich der T-Zell-vermittelten
Abstofiung auf (REI TCMR & RLI TCMR). Hierbei dominierte signifikant die spate
IFTA Gruppe (RLI IFTA).

Die Abbildung 4.8 veranschaulicht die Ergebnisse.

o1



4.2. INFILTRIERENDE ZELLEN

400
350
300
250

200
150
100 i I i
5 1 I
o I

NREI NREI NRLI NRLI REI REI REI RLI RLI RLI
NH IFTA NH IFTA NH TCMR IFTA NH TCMR IFTA

CD20+ B-Zellen/mm?

o

Abbildung 4.7: Infiltrierende CD201 B-Lymphozyten

Durchschnittliche Anzahl infiltrierender CD20" B-Lymphozyten, quantifiziert nach
stratifizierten Gruppen und histologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert
dargestellt. Fir die Abschéatzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler
angegeben. Dunkelgrau hervorgehoben sind die signifikant erhéhten Infiltratmengen
an B-Lymphozyten
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Abbildung 4.8: Infiltrierende CD138" Plasmazellen (einzeln)
Durchschnittliche Anzahl infiltrierender CD138% Plasmazellen (einzeln), quantifiziert
nach stratifizierten Gruppen und histologischen Graden. Die Daten werden als Mittel-
wert dargestellt. Fiir die Abschitzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler
angegeben. Dunkelgrau hervorgehoben sind die signifikant erhéhten Infiltratmengen
an einzelnen Plasmazellen.
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geclustert

Das Vorkommen geclusterter Plasmazellen konnten wir vor allem in der T-Zell-
vermittelten AbstoBung beobachten (REI TCMR & RLI TCMR). Eine eindeutige
Dominanz herrschte erneut in den spaten IFTA Gruppen (NRLI IFTA & RLI IFTA),
unabhéngig von vorheriger AbstofSung.

Die Abbildung 4.9 veranschaulicht die Ergebnisse.
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Abbildung 4.9: Infiltrierende CD1381 Plasmazellen (geclustert)
Durchschnittlichen Anzahl infiltrierender CD138% Plasmazellen (geclustert), quan-
tifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologischen Graden. Die Daten werden
als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschétzung der mittleren Abweichung ist der
Standardfehler angegeben. Dunkelgrau hervorgehoben sind die signifikant erhéhten
Infiltratmengen an geclusterten Plasmazellen.

4.3 Vergleich infiltrierender Zellen

Vor allem in den spaten IFTA Gruppen (NRLI IFTA & RLI IFTA) herrschte
eine ausgepréigte Induktion von Zellen der adaptiven Immunantwort (B-, T- und
Plasmazellen). T-Lymphozyten sind eindeutig die Effektoren von Zytotoxizitéit bei
akuten zellularen Abstoungen (TCMR). Auch Makrophagen, als typische Vertreter
des angeborenen Immunsystems, stellten eine relevante Menge an infiltrierenden
Zellen dar. Den seltensten Zelltyp von allen infiltrierenden Zellen, bildeten die
Plasmazellen. IThr Vorkommen liefl sich vornehmlich in den spdten IFTA Biopsien,
sowohl in Auto- als auch in Heteroaggregaten, nachweisen.
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4.3.1 B-Zell-/Makrophagenverhaltnis

Als Nichstes verglichen wir die Ratio aus CD20"- und CD681-Zellen. Dabei wurde
vor allem in den spaten IFTA Gruppen (NRLI IFTA & RLI IFTA) eine signifikante
Dominanz der Makrophagen gegeniiber den B-Lymphozyten deutlich. Aber auch
bei Patienten mit frithen Abstofungen und frith-chronischem Verhalten (REI IFTA)
waren die Werte der Makrophagen deutlich hoher als die Werte der B-Zellen.

Die Abbildung 4.10 veranschaulicht die Ergebnisse.
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Abbildung 4.10: B-Zell-/Makrophagenverhéltnis

Verhiltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an infiltrierenden CD20" B-Zellen
und CD68" Makrophagen, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologi-
schen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau hervorgehoben
sind die signifikant erhohten Infiltratmengen an Makrophagen gegeniiber den B-Zellen.
NREI: keine Abstoflung, frithe IFTA; NRLI: keine AbstofSung, spiate IFTA;

REI: Abstoflung, frithe IFTA; RLI: Abstoung, spate IFTA; NH: normale Histologie;
TCMR: T-Zell-vermittelte Abstofung; IFTA: interstitielle Fibrose/tubuldre Atrophie

4.3.2 B-Zell-/T-Zellverhaltnis

Bei dem Vergleich der Ratio aus CD20"- und CD3"-Zellen wurde eine Dominanz
der T-Lymphozyten gegeniiber der B-Lymphozyten vor allem in den spaten IFTA
Gruppen (NRLI IFTA & RLI IFTA), aber auch bei akuten zelluldren AbstoBungen
(REI TCMR & RLI TCMR) deutlich. Deutlich erhéhte Werte fiir T-Lymphozyten
konnten wir auch in der frithen IFTA mit vorangegangener Abstofung (REI IFTA)
erkennen.

Die Abbildung 4.11 veranschaulicht die Ergebnisse.
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Abbildung 4.11: B-Zell-/T-Zellverhiltnis

Verhéltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an infiltrierenden CD20" B- und
CD3* T-Zellen, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologischen Graden.
Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau hervorgehoben sind die
signifikant erh6éhten Infiltratmengen an T-Zellen gegeniiber B-Zellen.

4.3.3 B-Zell-/Plasmazellverhiltnis
einzeln

Wir verglichen ebenfalls die Ratio aus CD20"- und CD138"-Zellen und stellten
fest, dass B-Zellen vornehmlich in den IFTA Gruppen gegentiiber den einzelnen
Plasmazellen dominierten, unabhéngig von vorangegangener Abstofung (NRLI
IFTA, REI IFTA, RLI IFTA). Vor allem in den Biopsien mit normaler Histologie
(NRLI NH) und der frithen IFTA mit vorangegangener Abstoflung (REI TCMR)
waren die B-Zell-Werte gegentiber den Plasmazell-Werten deutlich erhoht.

Die Abbildung 4.12 veranschaulicht die Ergebnisse.

geclustert

Das Vorkommen von B-Zellen gegeniiber dem Vorkommen von geclusterten Plasma-
zellen in Form von Heteroaggregaten dominierte besonders deutlich in der frithen
[FTA Gruppe mit vorangegangener AbstoBung (REI IFTA) und in normalen Histolo-
giebefunden der spaten IFTA Gruppe (RLI NH). Eine ebenfalls deutliche Dominanz
von B-Zellen gegeniiber geclusterten Plasmazellen lag in den spaten IFTA Gruppen
unabhéngig von vorangegangener Abstofiung vor (NRLI IFTA & RLI IFTA, NRLI
NH). Die Abbildung 4.13 veranschaulicht die Ergebnisse.
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Abbildung 4.12: B-Zell- /Plasmazellverhiltnis (einzeln)

Verhéltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an infiltrierenden CD20" B- und
einzelnen CD138" Plasmazellen, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und his-
tologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau her-
vorgehoben sind die signifikant erhéhten Infiltratmengen an B-Zellen gegeniiber den
einzelnen Plasmazellen.
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Abbildung 4.13: B-Zell/Plasmazellverhiltnis (geclustert)

Verhéltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an infiltrierenden CD20" B- und
geclusterten CD138" Plasmazellen, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und
histologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau
hervorgehoben sind die signifikant erhéhten Infiltratmengen an B-Zellen gegeniiber
den geclusterten Plasmazellen.
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4.4 Verteilung der HLA-Mismatches

Wir analysierten zuerst die durchschnittliche Anzahl der HLA-MM innerhalb der
4 Gruppen. Wie in Abbildung 4.14 zu erkennen ist, zeigten Patienten mit akuten
zelluldren Abstofungen im Schnitt eine deutlich héhere Anzahl an HLA-MM (REI:
3,8 & RLI: 3,4 HLA-MM versus NREI: 3,1 & NRLI: 2,5 HLA-MM). Anschliefend
teilten wir zusétzlich die Matchgrade in 2 Untergruppen auf: HLA-MM 0-3 stellten
die geringsten und fiir eine Transplantation giinstigsten Matchgrade dar und HLA-
MM 4-6 symbolisierten die héchsten und fiir eine Transplantation ungiinstigsten
Matchgrade. Die Abbildung 4.15 veranschaulicht die Ergebnisse.

Deutlich wird, dass die hochste Anzahl an HLA-MM (4-6) bei Patienten mit akuten
zelluldren Abstofungen (REI & RLI, vor allem aber REI) vorlagen: REI: 15 & RLI:
8 Patienten mit HLA-MM 4-6 versus NREI: 4 & NRLI: 4 Patienten mit HLA-MM
4-6. Die niedrigste Anzahl an HLA-MM (0-3) zeigten Patienten aus spaten IFTA
Gruppen (NRLI & RLI, vor allem aber NRLI): NRLI: 11 & RLI: 9 Patienten mit
HLA-MM 0-3 versus REIL: 8 & NREI: 7 Patienten mit HLA-MM 0-3.
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Abbildung 4.14: Anzahl an HLA-MM

Durchschnittliche Anzahl an HLA-MM 0-6, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen.
Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Flr die Abschitzung der mittleren
Abweichung ist der Standardfehler angegeben.

NREI: keine Abstolung, frithe IFTA; NRLI: keine Abstolung, spate IFTA;

REI: Abstoflung, frithe IFTA; RLI: Abstoflung, spate IFTA; NH: normale Histologie;
TCMR: T-Zell-vermittelte AbstoSung; IFTA: interstitielle Fibrose/tubulére Atrophie;
HLA-MM: Fehlanpassung der humanen Leukozytenantigene
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Abbildung 4.15: Anzahl an HLA-MM (0-3 und 4-6)
Anzahl an HLA-MM 0-3 und 4-6, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen.

Korrelation mit CD20+ B-Zellen

AbschlieBend korrelierten wir die durchschnittliche Anzahl an CD20" B-Zellen/mm?
mit den einzelnen Anzahlen an HLA-MM (0-6), wobei 0 erneut den fiir eine Trans-
plantation giinstigsten und 6 den fiir eine Transplantation ungiinstigsten Matchgrad
darstellten. Aus der Abbildung 4.16 wird deutlich, dass Patienten mit HLA-MM
0 bis 3 eine wesentlich geringere Anzahl an durchschnittlichen B-Zellen/mm? zeig-
ten, als Patienten mit HLA-MM 4 bis 6 (49,75 versus 124 CD20" B-Zellen/mm?).
Signifikant erhoht waren die B-Lymphozyten beim Matchgrad 6.
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4.5. VORIMMUNISIERUNGEN

450
400
350
300
250
200
150

100 { {
?;__-ﬁ

Anzahl HLA-MM 0-6

Anzahl an CD20+ B-Zellen/mm?

0 m1l 2 3 W4 ®m5 N6

Abbildung 4.16: CD201 B-Zellen und HLA-MM 0-6
Durchschnittliche Anzahl an CD20" B-Zellen/mm? in Korrelation mit der Anzahl
der HLA-MM 0-6. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschétzung
der mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.

4.5 Vorimmunisierungen

Wir schauten uns innerhalb der 4 stratifizierten Gruppen die Vorimmunisierungen an-
hand vorkommender Panel-reaktiver Antikérper (PRA in %) an. Damit konnten wir
die Immunreaktion der einzelnen Patienten auf die Spenderniere pra transplantatio-
nem priifen und eine grobe Risikoeinschéitzung beziiglich einer Abstoflungsreaktion
geben. Pro Gruppe unterschieden wir nochmals in einen PRA-Hochstwert und in
einen aktuellen PRA-Wert. Der PRA-Hd6chstwert gab dabei den hochsten, jemals
gemessenen PRA-Wert an. Der aktuelle PRA-Wert gab den wihrend des letzten
Screenings im Quartal vor der Transplantation gemessenen PRA-Wert an. Abschlie-
Bend unterteilten wir den PRA-Wert nochmals in PRA 0% und PRA >1%. Wobei
ein PRA von 0% bedeutete, dass das Empfangerserum mit keiner Spenderprobe
reagiert hat.

PRA-Hochstwert

In Abbildung 4.17 sind die Ergebnisse fiir die durchschnittlichen PRA-H6chstwerte
dargestellt. Sichtbar ist, dass in den frithen IFTA Gruppen (NREI & REI), vor
allem aber in der frithen IFTA Gruppe mit vorheriger Abstoung (REI) deutlich
hohere jemals gemessene Hochstwerte dokumentiert wurden (REI: 22% & NREI:
16% gegentiber NRLI: 15% & RLI: 15%).

Die Abbildung 4.18 stellt zusétzlich die Einteilung nach PRA 0% & PRA >1%
dar und zeigt die Anzahl an Patienten mit einer entsprechenden Vorimmunisierung.
Hieraus konnten wir entnehmen, dass zwar héufiger Patienten mit akut zelluldren
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Abstofiungen (REI & RLI) einen PRA von 0% hatten (REI: 16 & RLI: 13 Patienten
versus NRLI: 11 & NREI: 8 Patienten), aber gleichzeitig auch die hochsten PRA-
Werte fiir eine Vorimmunisierung zeigten (PRA >1%): REL: 9 & RLI: 5 Patienten
versus NRLI: 4 & NREI: 3 Patienten. Besonders sensibilisiert waren Patienten der
frithen IFTA Gruppe mit vorangegangener Abstoung (REI).

30%

25%
20%
15%
10%
5%
0%

NREI NRLI REI RLI

PRAin %

Abbildung 4.17: Vorimmunisierung (PRA-Ho6chstwert)

Vorimmunisierung anhand von durchschnittlichen PRA-H&chstwerten, quantifiziert
nach stratifizierten Gruppen. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die
Abschitzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.

NREI: keine Abstolung, frithe IFTA; NRLI: keine Abstoflung, spate IFTA;

REIL: Abstoflung, frithe IFTA; RLI: Abstoung, spate IFTA; IFTA: interstitielle
Fibrose/tubuldre Atrophie; PRA: Panel-reaktive Antikorper
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Abbildung 4.18: Vorimmunisierung (PRA-H6chstwert: 0% und >1%)
Anzahl an Patienten mit einer Vorimmunisierung anhand von PRA-H6chstwerten,
quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und unterteilt in PRA 0% und PRA >1%.

Aktueller PRA-Wert

In Abbildung 4.19 sind die Ergebnisse fiir die durchschnittlichen aktuellen PRA-
Werte dargestellt. Sichtbar ist, dass auch hier in den frithen IFTA Gruppen (NREI
& REI), vor allem aber in der frithen IFTA Gruppe mit vorheriger Abstoung (REI)
deutlich hohere Werte im letzten Screening im Quartal vor der Nierentransplantation
gemessen wurden (REI: 14% & NREIL: 10% gegeniiber RLI: 6% & NRLI: 4%).

Die Abbildung 4.20 stellt zusétzlich die Einteilung nach PRA 0% & PRA >1%
dar und zeigt die Anzahl an Patienten mit einer entsprechenden Vorimmunisierung.
Hieraus konnten wir entnehmen, dass zwar héaufiger Patienten mit akut zelluldren
AbstoBlungen (REI & RLI) einen PRA von 0% hatten (REIL: 17 & RLI: 15 Patienten
versus NRLI: 12 & NREI: 8 Patienten), aber gleichzeitig auch die hochsten PRA-
Werte fiir eine Vorimmunisierung zeigten (PRA >1%): REI: 8 & RLI: 3 Patienten
versus NRLI: 3 & NREI: 2 Patienten. Besonders sensibilisiert waren hierbei Patienten
der frithen IFTA Gruppe mit vorangegangener Abstoflung (REI).

Korrelation mit CD20*" B-Zellen

Abschlielend betrachteten wir erneut eine mogliche Korrelation zwischen dem Vor-
kommen von B-Zellen in Transplantaten und einer Vorimmunisierung der Patienten
und stellten fest, dass erhohte Mengen an CD20" B-Zellen/mm? vornehmlich in
der spaten IFTA Gruppe (RLI), gemeinsam mit einer erhéhten Vorimmunisierung
(PRA >1%), detektiert wurden.

Die Abbildungen 4.21 und 4.22 veranschaulichen die Ergebnisse.
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Abbildung 4.19: Vorimmunisierung (aktueller PRA-Wert)
Vorimmunisierung anhand von durchschnittlichen aktuellen PRA-Werten, quantifiziert
nach stratifizierten Gruppen. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die
Abschatzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.20: Vorimmunisierung (aktueller PRA-Wert: 0% und >1%)
Anzahl an Patienten mit einer Vorimmunisierung anhand von aktuellen PRA-Werten,
quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und unterteilt in PRA 0% und PRA >1%.
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Abbildung 4.21: CD20% B-Zellen und Vorimmunisierung
(PRA-Hochstwert)

Korrelation zwischen einer Vorimmunisierung anhand von PRA-Héchstwerten und der
durchschnittlichen Anzahl an CD20" B-Zellen/mm?, quantifiziert nach stratifizierten
Gruppen und unterteilt in PRA 0% und PRA >1%. Die Daten werden als Mittelwert
dargestellt. Fiir die Abschitzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler
angegeben.
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Abbildung 4.22: CD20% B-Zellen und Vorimmunisierung

(aktueller PRA-Wert)

Korrelation zwischen einer Vorimmunisierung anhand von aktuellen PRA-Werten
und der durchschnittlichen Anzahl an CD20" B-Zellen/mm?, quantifiziert nach stra-
tifizierten Gruppen und unterteilt in PRA 0% und PRA >1%. Die Daten werden
als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschitzung der mittleren Abweichung ist der
Standardfehler angegeben.

63



4.6. AUFTRETEN VON DONOR-SPEZIFISCHEN ANTIKORPERN

4.6 Auftreten von Donor-spezifischen Antikorpern

Die Abbildung 4.23 veranschaulicht, dass innerhalb der 4 stratifizierten Gruppen mit
insgesamt 69 Patienten fiir nur 20 Patienten geeignetes Material zur Verfiigung stand.
Bei 49 Patienten (71%) gab es keinen Hinweis auf DSA (kein DSA). 3 Patienten
(4%) hatten bereits vor der Transplantation nicht Donor-spezifische Antikorper
(nonDSA preTX), 5 Patienten (7%) zeigten DSA aus einer bereits vorangegangenen
Transplantation (DSA aus 1.TX) und 12 Patienten (18%) entwickelten dnDSA
post transplantationem (dnDSA postTX). Bei dem genaueren Betrachten der 20
geeigneten Patienten ergab sich, wie in der Abbildung 4.24 zu erkennen ist, dass 3
davon (15%) nonDSA bereits vor der Transplantation zeigten, 5 davon (25%) DSA
aus einer vorherigen Transplantation hatten und ganze 12 Patienten (60%) dnDSA
erst nach der Nierentransplantation entwickelten.

Die spezifische DSA-Verteilung innerhalb der einzelnen Gruppen ist in der Abbildung
4.25 dargestellt.

nonDSA preTX DSA aus 1.TX  m dnDSA postTX kein DSA

Abbildung 4.23: Patientenverteilung mit/ohne DSA

Verteilung der Patienten mit/ohne DSA innerhalb der stratifizierten Gruppen. Die
Daten sind in % dargestellt.

DSA: Donor-spezifische Antikérper; nonDSA: nicht Donor-spezifische Antikorper;
dnDSA: de novo Donor-spezifische Antikorper; TX: Transplantation; postTX: nach
der Transplantation; preTX: vor der Transplantation
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nonDSA preTX mDSA aus 1.TX B dnDSA postTX

Abbildung 4.24: Patientenverteilung mit DSA
Verteilung der Patienten mit DSA innerhalb der stratifizierten Gruppen. Die Daten
sind in % dargestellt.

NREI

Innerhalb der frithen IFTA Gruppe, ohne vorangegangene Abstolung, entwickelten
8 Patienten (73%) kein DSA, kein Patient (0%) brachte DSA aus einer vorherigen
Transplantation mit, 2 Patienten (18%) hatten bereits nonDSA vor der Transplan-
tation und nur ein Patient (9%) entwickelte dnDSA nach der Transplantation.

NRLI

Innerhalb der spiaten IFTA Gruppe, ohne vorangegangene Abstoflung, entwickelten
10 Patienten (67%) kein DSA, 2 Patienten (13%) brachten DSA aus einer vorherigen
Transplantation mit, kein Patient (0%) hatte bereits nonDSA vor der Transplantation
und 3 Patienten (20%) entwickelten dnDSA nach der Transplantation.

REI

Innerhalb der frithen IFTA Gruppe, mit vorangegangener AbstofSung, entwickelten
ganze 19 Patienten (76%) kein DSA, 3 Patienten (12%) brachten DSA aus einer
vorherigen Transplantation mit, 1 Patient (4%) hatte bereits nonDSA vor der Trans-
plantation und nur 2 Patienten (8%) entwickelten dnDSA nach der Transplantation.

RLI

Innerhalb der spaten IFTA Gruppe, mit vorangegangener Abstofung, entwickelten
ganze 12 Patienten (67%) kein DSA, kein Patient (0%) brachte DSA aus einer
vorherigen Transplantation mit, kein Patient (0%) hatte bereits nonDSA vor der
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Transplantation und ganze 6 Patienten (33%) entwickelten dnDSA nach der Trans-
plantation.
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Abbildung 4.25: Spezifische DSA-Verteilung

Spezifische DSA-Verteilung anhand der Patientenanzahl, quantifiziert nach stratifi-
zierten Gruppen.

NREI: keine Abstoflung, frithe IFTA; NRLI: keine Abstoffung, spiate IFTA;

REIL: Abstoflung, frithe IFTA; RLI: Abstoung, spate IFTA; IFTA: interstitielle
Fibrose/tubuldre Atrophie

Korrelation mit CD20*" B-Zellen

In einer letzten Analyse korrelierten wir erneut die durchschnittliche Anzahl der
CD20" B-Zellen/mm? in Transplantaten in den 4 stratifizierten Gruppen mit dem
Auftreten von DSA. Die Abbildung 4.26 zeigt, dass der Nachweis von dnDSA nach
der Transplantation in den spéaten IFTA Gruppen (NRLI & RLI) mit signifikant
erh6hten Mengen infiltrierender B-Lymphozyten assoziiert war (NRLI: 122 & RLI:
83 CD20™ B-Zellen/mm? versus NREIL: 0 & REIL: 3 CD20" B-Zellen/mm?).
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Abbildung 4.26: CD201" B-Zellen und DSA

Durchschnittliche Anzahl an CD20% B-Zellen/mm? in Korrelation mit der spezifi-
schen DSA-Verteilung, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen. Die Daten werden
als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschétzung der mittleren Abweichung ist der
Standardfehler angegeben.

4.7 Transplantatiiberleben

Wir untersuchten das Transplantatiiberleben nach der Transplantation. In der
Abbildung 4.27 ist der Anteil der funktionierenden Organe in den einzelnen Gruppen
iber einen Zeitraum von bis zu 16 Jahren nach der Nierentransplantation aufgefiihrt.
Deutlich erkennbar ist, dass Patienten der frithen IFTA Gruppen (NREI & REI) ein
deutlich geringeres Transplantatiiberleben zeigten als Patienten der spaten IFTA
Gruppen (NRLI & RLI). Dieser Aspekt wird in der Abbildung 4.28 noch weiter
verdeutlicht: das durchschnittliche Gesamttransplantatiiberleben war in den spaten
IFTA Gruppen deutlich hoher (NRLI: 76 & RLI: 77 Monate gegeniiber REI: 59 &
NREI: 52 Monate).
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Abbildung 4.27: Transplantatiiberleben

Transplantatiiberleben, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen. Die Daten werden
als Mittelwert dargestellt.

NREI: keine Abstolung, frithe IFTA; NRLI: keine AbstofSung, spite IFTA;

REIL: Abstoflung, frihe IFTA; RLI: Abstolung, spate IFTA; IFTA: interstitielle
Fibrose/tubulédre Atrophie; postTX: nach der Transplantation
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Abbildung 4.28: Gesamttransplantatiiberleben

Durchschnittliches Gesamttransplantatiiberleben, quantifiziert nach stratifizierten
Gruppen. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschéitzung der
mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.
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Innerhalb der Nachbeobachtungszeit

Innerhalb der Nachbeobachtungszeit entwickelten 46% (NREI), 67% (NRLI), 32%
(REI) und 67% (RLI) ein Transplantatversagen mit der damit verbundenen Notwen-
digkeit einer Re-Dialyse: also vornehmlich Patienten aus den spaten IFTA Gruppen
(NRLI & RLI). Die Abbildung 4.29 stellt diesen Aspekt grafisch dar.

Des Weiteren wird ersichtlich, dass 18% (NREI), 0% (NRLI), 12% (REI) und 0%
(RLI), also hauptsédchlich Patienten der frithen IFTA Gruppen (NREI & REI),
bereits eine primire Nonfunktion des Transplantats zeigten. 18% (NREI), 33%
(NRLI), 48% (REI) und 11% (RLI) hatten innerhalb des gesamten Nachbeobach-
tungszeitraums ein funktionierendes Organ und 18% (NREI), 0% (NRLI), 8% (REI)
und 22% (RLI) verstarben wahrenddessen mit einem funktionierenden Organ.
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M primdre Nonfunktion Dialyse
funktionierendes Organ Tod mit funktionierendem Organ

Abbildung 4.29: Transplantatentwicklung
Transplantatentwicklung innerhalb der Nachbeobachtungszeit, quantifiziert nach stra-
tifizierten Gruppen. Die Daten sind in % dargestellt.

Bei Notwendigkeit einer Re-Dialyse

Wir analysierten zusatzlich genauer das Transplantatiiberleben innerhalb der stra-
tifizierten Gruppen bei Patienten mit Dialysepflicht innerhalb der Nachbeobach-
tungszeit. Die Abbildungen 4.30 und 4.31 veranschaulichen die Ergebnisse. Es wird
deutlich, dass bei Patienten mit definitivem Transplantatversagen (und Notwen-
digkeit einer Re-Dialyse) das Transplantatiiberleben bis zu einem Versagen in den
frithen IFTA Gruppen (NREI & REI) durchschnittlich signifikant kiirzer war als
in den spéten IFTA Gruppen (NREIL: 35 & REIL: 16 Monate gegeniiber RLI: 66 &
NRLI: 44 Monate).
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Abbildung 4.30: Transplantatiiberleben (Re-Dialyse)
Transplantatiiberleben bei Patienten mit Notwendigkeit zu einer Re-Dialyse, quantifi-
ziert nach stratifizierten Gruppen. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt.
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Abbildung 4.31: Gesamttransplantatiiberleben (Re-Dialyse)
Durchschnittliches Gesamttransplantatiiberleben bei Notwendigkeit zu einer Re-
Dialyse, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen. Die Daten werden als Mittelwert
dargestellt. Fiir die Abschétzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler
angegeben.
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Korrelation mit CD20*" B-Zellen

In einer letzten Analyse korrelierten wir die durchschnittliche Anzahl der B-Lympho-
zyten/mm? in Transplantaten innerhalb der 4 stratifizierten Gruppen mit unseren
Ergebnissen beziiglich des Transplantatiiberlebens. Wie wir bereits wussten, ka-
men signifikant erhohte Mengen infiltrierender B-Zellen vor allem in den spéaten
IFTA Gruppen (NRLI & RLI) vor. Diese korrelierten anhand unserer Ergebnisse
erstaunlicherweise mit einem hohreren durchschnittlichen Gesamttransplantatiiber-
leben. Gleichzeitig aber auch mit einer durchschnittlich haufigeren Entwicklung
eines Transplantatversagens innerhalb der Nachbeobachtungszeit und einer damit
verbundenen Notwendigkeit zu einer Re-Dialyse. Bei Patienten mit einem definitiven
Transplantatversagen und der Notwendigkeit zu einer Re-Dialyse, korrelierte eine
erhohte Menge an B-Zellen wiederum nicht mit einem frithzeitigen Versagen.

4.8 Transplantatfunktion

Wir dokumentierten und interpretierten bei unseren Patienten die Funktion des
Allotransplantats nach der Nierentransplantation anhand der vorhandenen GFR. In
der Abbildung 4.32 sind die durchschnittlichen GFR-Werte in ml/min der einzelnen
Gruppen iiber einen Zeitraum von bis zu 15 Jahren nach der Nierentransplantation
dargestellt. In den Abbildungen 4.33 und 4.34 sind die GFR-slopes zusétzlich iiber-
sichtshalber getrennt nach spaten und frithen IFTA Gruppen dargestellt. Deutlich
erkennbar wird hierbei, dass Patienten der frithen IFTA Gruppen (NREI & REI)
nicht nur ein deutlich geringeres Transplantatiiberleben, sondern damit verbunden,
auch eine signifikant schlechtere Nierentransplantatfunktion zeigten. Dieser Aspekt
wird besonders deutlich, wenn man die angegebenen GFR-Werte 6 Monate post
transplantationem miteinander vergleicht. Diese waren in den frithen IFTA Gruppen
(NREI & REI) signifikant schlechter als in den spaten IFTA Gruppen (NRLI &
RLI): NREIL: 28 & REI: 27 ml/min versus NRLI: 30 & RLI: 41 ml/min.

Verzogerte Transplantatfunktion

Des Weiteren schauten wir, ob eine Verzogerung der Transplantatfunktion festgestellt
wurde. Die Abbildung 4.35 veranschaulicht unsere Ergebnisse: eine verzogerte Nie-
rentransplantatfunktion trat vor allem bei Patienten aus den frithen IFTA Gruppen

(NREI & REI) auf (NREI: 64% & REI: 36% versus NRLI: 13% & RLI: 17%).
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Abbildung 4.32: Transplantatfunktion

Durchschnittliche Transplantatfunktion anhand von GFR-Werten in ml/min, quantifi-
ziert nach stratifizierten Gruppen. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt.
NREI: keine Abstoung, frithe IFTA; NRLI: keine Abstofung, spite IFTA;

REIL: Abstoflung, frihe IFTA; RLI: Abstolung, spate IFTA; IFTA: interstitielle
Fibrose/tubulédre Atrophie; GFR: glomerulare Filtrationsrate
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Abbildung 4.33: Transplantatfunktion (NREI und REI)
Durchschnittliche Transplantatfunktion anhand von GFR-Werten in ml/min (NREI
& REI), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen. Die Daten werden als Mittelwert

dargestellt.

72



4.8. TRANSPLANTATFUNKTION

70
60
50
40

od i S e

10
0

GFR (ml/min)

0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180
Beobachtungszeitraum in Monate

—— NRLI RLI

Abbildung 4.34: Transplantatfunktion (NRLI und RLI)

Durchschnittliche Transplantatfunktion anhand von GFR-Werten in ml/min (NRLI
& RLI), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen. Die Daten werden als Mittelwert
dargestellt.
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Abbildung 4.35: Verzogerte Transplantatfunktion

Verzogerte Transplantatfunktion, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen. Die Daten
sind in % dargestellt.
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4.9. INTRARENALE BAFF-EXPRESSION

Korrelation mit CD20*" B-Zellen

In einer letzten Analyse korrelierten wir die durchschnittliche Anzahl der B-Lympho-
zyten/mm? in Transplantaten mit unseren Ergebnissen beziiglich der Transplantat-
funktion. Auch hier korrelierten erstaunlicherweise die signifikant erhohten Mengen
infiltrierender B-Zellen in den spaten IFTA Gruppen (NRLI & RLI) mit einer
besseren durchschnittlichen Nierentransplantatfunktion, gleichzeitig aber auch mit
einer deutlich seltener auftretenden Verzogerung der Transplantatfunktion.

4.9 Intrarenale BAFF-Expression

Wir stellten in unseren vorangegangenen Analysen fest, dass eine signifikante Domi-
nanz von B- und Plasmazellen in den spiten IFTA Biopsien zu erkennen war. Auf-
grunddessen suchten wir kontrar zu der alleinigen Lymphozyteneinwanderung nach
einem moglichen Ausloser. Hierbei konzentrierten wir uns auf die BAFF-Expression
im Nierentransplantat, da der B-Zell-Aktivierungsfaktor bekanntermaflen als Schliis-
selfaktor im Rahmen der B-Zell-Differenzierung und -Proliferation fungiert.

Wir untersuchten zunéchst die BAFF-Expressionswerte innerhalb der stratifizierten
Gruppen in den einzelnen Nierengeweben: in den Glomeruli, auf den tubuldren
Zellen, interstitiell einzeln und interstitiell in den Tubuli. Dabei entdeckten wir
BAFF auf den tubulidren Zellen, interstitiell einzeln und interstitiell in den Tubuli
vorkommend und insbesondere in Biopsien, welche innerhalb der ersten 3 Monate
nach der Transplantation entnommen wurden. Die BAFF-Expression war vor allem
auf tubuldren Epithelzellen (tubuldre Zellen) und gering auch auf Zellen, die in
das Tubulusinterstitium einwandern (interstitiell in Tubuli) ausgepragt. Glomerular
hingegen konnten wir keinerlei BAFF-Expression detektieren und interstitiell einzeln
nur sehr wenig. Die hochsten BAFF-Expressionswerte fanden wir in Biopsien mit
normaler Histologie in den frithen IFTA Gruppen (NREI NH: 64 & REI NH: 28
BAFF-positive, tubuldre Zellen) und, wenn auch deutlich weniger, ebenfalls in
den spaten IFTA Gruppen (NRLI NH: 22 & RLI NH: 9 BAFF-positive, tubulére
Zellen). Auch in Biopsien mit akuter T-Zell-vermittelter Abstofung (REI TCMR &
RLI TCMR), sowohl in den frithen als auch in den spaten IFTA Gruppen, wurde
BAFF vermehrt exprimiert. Die niedrigsten BAFF-Expressionswerte konnten wir
in den IFTA Biopsien nachweisen (NREI IFTA: 0 & NRLI IFTA: 3 & REI IFTA:
5 BAFF-positive, tubulére Zellen), wobei hierbei in der spaten IFTA Gruppe mit
vorheriger Abstofiung (RLI IFTA: 12 BAFF-positive, tubulire Zellen) die hochsten
BAFF-Werte gemessen werden konnten.

Die Abbildungen 4.36 und 4.37 veranschaulichen die Ergebnisse.
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Abbildung 4.36: BAFF-Expression (tubulidre Zellen)

BAFF-Expression in tubuldren Zellen, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen
und histologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die
Abschitzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.

NREI: keine Abstolung, frithe IFTA; NRLI: keine Abstoflung, spite IFTA;

REI: Abstoflung, frithe IFTA; RLI: AbstofSung, spiate IFTA; NH: normale Histologie;
TCMR: T-Zell-vermittelte Abstofiung; IFTA: interstitielle Fibrose/tubulére Atrophie;
BAFF: B-Zell-Aktivierungsfaktor
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Abbildung 4.37: BAFF-Expression

(in Glomeruli, interstitiell einzeln, interstitiell in Tubuli)

BAFF-Expression in Glomeruli, interstitiell einzeln und interstitiell in Tubuli, quan-
tifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologischen Graden. Die Daten werden
als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschétzung der mittleren Abweichung ist der
Standardfehler angegeben.
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4.9. INTRARENALE BAFF-EXPRESSION

Korrelation mit CD20*" B-Zellen

In der Abbildung 4.38 wird die Korrelation zwischen der durchschnittlichen Anzahl an
B-Zellen in Transplantaten und der Expression von BAFF auf tubuléren Zellen darge-
stellt. Zu erkennen ist hier, dass BAFF eine hohe Affinitét zu B-Lymphozyten zeigte,
was wiederum mit dem Aspekt vereinbar ist, dass der B-Zell-Aktivierungsfaktor fiir
eine normale B-Zell-Entwicklung benotigt wird. Eine signifikante Hochregulierung
der BAFF-Serumspiegel konnten wir wahrend den frith-chronischen Veranderungen
feststellen (NREI & REI). Beachtet man zusatzlich, dass BAFF unter anderem von
Makrophagen produziert wird und diese ebenfalls vornehmlich (wie in der Abbildung
4.5 erkennbar ist) in Biopsien mit NH und TCMR nachgewiesen werden konnten,
so wird verstdndlich warum auch die BAFF-Expressionswerte in diesen Biopsien
signifikant erhoht waren.
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Abbildung 4.38: CD201 B-Zellen und BAFF-Expression (tubuliire Zellen)
BAFF-Expression (auf tubuldren Zellen) in Korrelation mit der durchschnittlichen
Anzahl an CD20" B-Zellen, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologi-
schen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschétzung der
mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.

Korrelation mit CD138* Plasmazellen

In den Abbildungen 4.39 und 4.40 sind die Korrelationen zwischen der durchschnitt-
lichen Anzahl an Plasmazellen in Transplantaten und der Expression von BAFF in
den einzelnen Kompartimenten (glomerular und interstitiell) dargestellt. Zu erken-
nen ist hier, dass BAFF eine deutlich geringere Affinitdt zu den Plasmazellen zeigte
als zu den B-Zellen.
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Abbildung 4.39: CD138% Plasmazellen und BAFF-Expression
(in Glomeruli)

BAFF-Expression in Korrelation mit der durchschnittlichen Anzahl an CD138% Plas-
mazellen (in Glomeruli), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologischen
Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschidtzung der mitt-
leren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.40: CD138% Plasmazellen und BAFF-Expression
(interstitiell gesamt)

BAFF-Expression in Korrelation mit der durchschnittlichen Anzahl an CD138" Plas-
mazellen (interstitiell gesamt), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histolo-
gischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschéitzung
der mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.
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4.9. INTRARENALE BAFF-EXPRESSION

Ratio CD20* B-/CD138* Plasmazellen und BAFF-Expression

Die Abbildungen 4.41 und 4.42 stellen das Verhéltnis zwischen den B-/Plasmazellen
und der BAFF-Expression dar. Es wird deutlich, dass die geringsten BAFF-Expres-
sionswerte und gleichzeitig die hochsten B-/Plasmazellwerte in den spéten IFTA
Gruppen (NRLI IFTA & RLI IFTA) vorlagen.
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Abbildung 4.41: B-Zell-/BAFF-Verhiltnis (interstitiell)

Verhiiltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an CD20" B-Zellen und BAFF-
Expression (interstitiell), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologischen
Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau hervorgehoben sind
die signifikant erhéhten B-Zellen gegeniiber den BAFF-positiven Zellen.
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Abbildung 4.42: Plasmazell-/BAFF-Verhiltnis (interstitiell)

Verhiiltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an CD138% Plasmazellen und
BAFF-Expression (interstitiell), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histo-
logischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau hervor-

gehoben sind die signifikant erhohten Plasmazellen gegeniiber den BAFF-positiven
Zellen.

4.10 Intrarenale APRIL-Expression

Neben der Expression von BAFF, als moglichen Ausloser und Schliisselfaktor bei
der signifikanten Dominanz infiltrierender B-Zellen in spdten IFTA Biopsien, fo-
kussierten wir uns letztlich auch auf die Expression von APRIL. Unsere Analysen
zuvor hatten gezeigt, dass BAFF vornehmlich eine héhere Affinitat zu B- als zu
Plasmazellen zeigte, aber auch Plasmazellen eine relevante Zellpopulation in spa-
ten IFTA Biopsien darstellten. Da APRIL aktiv an der Aufrechterhaltung des
Plasmazell-Pools beteiligt zu sein scheint, indem er das Uberleben und die Funktion
antigenerfahrener B-Zellen moduliert, konzentrierten wir uns auf diesen Liganden
als weiteren moglichen Schliisselfaktor.

Zuerst untersuchten wir auch hier die APRIL-Expression innerhalb der stratifizierten
Gruppen. Die Abbildungen 4.43 und 4.44 verdeutlichen unsere Ergebnisse. Eine
Expression von APRIL trat vor allem bei Zellen auf, welche in das Tubulusintersti-
tium einwanderten (interstitiell). Hierbei vornehmlich bei einzelnen Zellen, als bei
Zellclustern. Die hochsten APRIL-Expressionswerte konnten wir in Biopsien mit
T-Zell-vermittelter AbstofSung (REI TCMR: 26 & RLI TCMR: 25 APRIL-positive,
interstitiell einzelne Zellen) und IFTA nachweisen (NRLI IFTA: 16 & REI IFTA:
15 & NREI IFTA: 13 & RLI IFTA: 9 APRIL-positive, interstitiell einzelne Zellen).
Die niedrigsten APRIL-Expressionswerte fanden wir in den normalen histologischen
Biopsien (RLI NH: 11 & NRLI NH: 7 & REI NH: 8 & NREI NH: 6 APRIL-positive,
interstitiell einzelne Zellen).
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Abbildung 4.43: APRIL-Expression (in Glomeruli)

APRIL-Expression in Glomeruli, quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histo-
logischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschétzung
der mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.

NREI: keine Abstofung, frithe IFTA; NRLI: keine Abstolung, spate IFTA;

REI: Abstoflung, frithe IFTA; RLI: Abstoflung, spate IFTA; NH: normale Histologie;
TCMR: T-Zell-vermittelte Abstoung; IFTA: interstitielle Fibrose/tubulére Atrophie;
APRIL: ein Proliferation-induzierender-Ligand
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Abbildung 4.44: APRIL-Expression

(interstitiell einzeln und interstitiell geclustert)

APRIL-Expression interstitiell einzeln und interstitiell geclustert, quantifiziert nach
stratifizierten Gruppen und histologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert
dargestellt. Fiir die Abschitzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler
angegeben.
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Korrelation mit CD20*" B-Zellen

In der Abbildung 4.45 ist die Korrelation zwischen der durchschnittlichen Anzahl
an B-Zellen und der Expression von APRIL in den Transplantaten dargestellt. Zu
erkennen ist hier, dass APRIL eine geringe Affinitat zu B-Zellen zeigte.
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Abbildung 4.45: CD201 B-Zellen und APRIL-Expression

(interstitiell einzeln und interstitiell geclustert)

APRIL-Expression (interstitiell einzeln und interstitiell geclustert) in Korrelation mit
der durchschnittlichen Anzahl an CD20% B-Zellen, quantifiziert nach stratifizierten
Gruppen und histologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt.
Fir die Abschétzung der mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.

Korrelation mit CD138* Plasmazellen

In den Abbildungen 4.46 und 4.47 sind die Korrelationen zwischen der durchschnitt-
lichen Anzahl an Plasmazellen und der Expression von APRIL in den einzelnen
Kompartimenten der Transplantate dargestellt. Zu erkennen ist hier, dass APRIL
eine hohe Affinitat zu Plasmazellen zeigte, was wiederum mit dem Aspekt vereinbar
ist, dass das Zytokin fiir eine Aufrechterhaltung des Plasmazell-Pools benotigt wird.
Eine signifikante Hochregulierung der APRIL-Serumspiegel konnten wir vor allem
interstitiell wihrend T-Zell-vermittelten AbstoBungen feststellen (REI TCMR & RLI
TCMR) und in Biopsien mit interstitieller Fibrose und tubuldrer Atrophie. Hier vor
allem in den spaten IFTA Biopsien (NRLI IFTA & RLI IFTA). Beachtet man zusitz-
lich, dass APRIL unter anderem von Makrophagen und aktivierten T-Lymphozyten
produziert wird und diese ebenfalls vornehmlich (wie in den Abbildungen 4.5 und
4.6 erkennbar ist) in Biopsien mit TCMR und spéter IFTA nachgewiesen werden
konnten, ist verstdndlich warum die APRIL-Expressionswerte in diesen Biopsien
signifikant erhoht waren.
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Abbildung 4.46: CD138% Plasmazellen und APRIL-Expression

(in Glomeruli)

APRIL-Expression in Korrelation mit der durchschnittlichen Anzahl an CD138"
Plasmazellen (in Glomeruli), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologi-
schen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschétzung der
mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4.47: CD138% Plasmazellen und APRIL-Expression
(interstitiell gesamt)

APRIL-Expression in Korrelation mit der durchschnittlichen Anzahl an CD138"
Plasmazellen (interstitiell gesamt), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und his-
tologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Fiir die Abschitzung
der mittleren Abweichung ist der Standardfehler angegeben.

82



4.10. INTRARENALE APRIL-EXPRESSION

Ratio CD20* B-/CD138* Plasmazellen und APRIL-Expression

Die Abbildungen 4.48, 4.49, 4.50 und 4.51 stellen das Verhéltnis zwischen den
B-/Plasmazellen und der APRIL-Expression dar. Deutlich wird, dass die geringsten
APRIL-Expressionswerte und gleichzeitig die hochsten B-/Plasmazellwerte in den
spaten IFTA Gruppen (NRLI IFTA & RLI IFTA) und bei den Plasmazellen glome-
rular ebenfalls in Biopsien mit spat-chronischem Verhalten und vorangegangener
T-Zell-vermittelter Abstofiung (RLI TCMR) vorlagen.

700
600
500
400
300

(in Glomeruli)

200
100

Ratio CD20+ B-/APRIL-positive Zellen

NREI NREI NRLI NRLI RElI RElI REIl RLI RLI RLI
NH IFTA NH [IFTA NH TCMR IFTA NH TCMR IFTA

Abbildung 4.48: B-Zell-/APRIL-Verhiltnis (in Glomeruli)

Verhiltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an CD20" B-Zellen und BAFF-
Expression (in Glomeruli), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologischen
Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau hervorgehoben sind
die signifikant erhéhten B-Zellen gegeniiber den APRIL-positiven Zellen.
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Abbildung 4.49: B-Zell-/APRIL-Verhiltnis (interstitiell)

Verhiltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an CD20" B-Zellen und der APRIL-
Expression (interstitiell), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und histologischen
Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau hervorgehoben sind
die signifikant erhéhten B-Zellen gegeniiber den APRIL-positiven Zellen.
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Abbildung 4.50: Plasmazell-/ APRIL-Verhéltnis (in Glomeruli)

Verhiltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an CD138" Plasmazellen und der
APRIL-Expression (in Glomeruli), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und
histologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau
hervorgehoben sind die signifikant erhthten Plasmazellen gegeniiber den APRIL-
positiven Zellen.
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Abbildung 4.51: Plasmazell-/APRIL-Verhiltnis (interstitiell)

Verhiltnis zwischen der durchschnittlichen Anzahl an CD138" Plasmazellen und
der APRIL-Expression (interstitiell), quantifiziert nach stratifizierten Gruppen und
histologischen Graden. Die Daten werden als Mittelwert dargestellt. Dunkelgrau
hervorgehoben sind die signifikant erhohten Plasmazellen gegeniiber den APRIL-
positiven Zellen.
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5 Diskussion

Eine enge Assoziation mit dem Auftreten von chronischem Nierenversagen hat die
Nierenfibrose. Unter dem Begriff Fibrose versteht man den narbigen Umbau von
urspriinglich gesundem Nierengewebe. Dabei kommt es vor allem in dem Nierenin-
terstitium zu Ablagerungen von Bindegewebsproteinen. Die Fibrose eines Organs
tritt vornehmlich als Reaktion auf eine Immunantwort des Korpers auf eine subakut,
akut oder chronisch einwirkende Schadigung des Gewebes auf [177]. Bei der Niere
gibt es zahlreiche Faktoren, welche eine solche Fibrose auslosen und begiinstigen
kénnen. Dazu gehoren: arterielle Hypertonie (hypertensive Nephrosklerose), Diabetes
mellitus (diabetische Nephropathie) und chronisch entztindliche Vorgénge, bis hin zu
chronischen Harnabflussstorungen [178]. Im Zuge dieser pathologischen Prozesse geht
durch apoptotische und nekrotische Vorgénge das gesunde Nierengewebe zugrunde
und wird durch Bindegewebseinlagerungen ersetzt. Dadurch sinkt die Organfunktion
drastisch und endet zumeist in einer dialysepflichtigen Niereninsuffizienz [179].
Eine derartige Vernarbung des Nierengewebes weist charakteristische histologische
Merkmale auf, welche aufgrund des langsamen und oftmals unbemerkten Verlaufs
erst bei spaten Indikationsbiopsien aufgrund von Transplantatfunktionsstorungen
entdeckt werden. Kennzeichnend fiir eine chronische und subklinisch verlaufende
Zerstorung des Nierengewebes sind: IFTA,| Glomerulopathie (Glomerulosklerose)
und Vaskulopathie (beispielsweise arterielle Intimafibrose) [5-7]. Einige Studien
deuteten bereits darauf hin, dass das Fortschreiten der Vernarbung durch meh-
rere, sich aufsummierende, schiadigende Prozesse verursacht wird. Dazu zahlen
entziindliche (immunologische) Prozesse wie die TCMR und die ABMR, aber auch
nicht-immunologische Ereignisse wie Bluthochdruck, Ischamie-Reperfusionsschaden
oder Calcineurin-Nephrotoxizitat [129, 180].

Die Genese von Nierentransplantatfunktionsstorungen ist meist multifaktoriell be-
dingt [4] und immer mehr Beweise deuten darauf hin, dass bei einem Grofiteil
von Nierentransplantatempfédngern eine subklinisch voranschreitende Abstoffung
mit einer chronisch verlaufenden Allotransplantat-Nephropathie korreliert [181].
Obwohl bereits Nachweise verschiedener Forschungsgruppen iiber eine Assoziation
von dnDSA, einer Makrophageninfiltration, dem Vorkommen von Plasma- und
B-Zellen und der Expression von BAFF und APRIL mit dem Vorkommen von
einer cABMR und chronischer Allotransplantat-Nephropathie vorliegen, besteht die
Notwendigkeit nach weiteren Forschungen beziiglich detaillierter Mechanismen der
daran beteiligten Faktoren [48, 68, 99, 101, 182].
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In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kohorte von 69 Nierentransplantatempfangern
untersucht, bei welcher durch eine Biopsie gesichert, eine IFTA, Glomerulosklerose
und /oder eine fibrosierende Arteriopathie nachgewiesen werden konnte. Klinische
und experimentelle Ergebnisse, sowie die Muster von Transplantat-infiltrierenden
Zellen wurden bei seriellen Nierenbiopsien post transplantationem analysiert. Es
wurden Vergleiche zu Transplantations-assoziierten Faktoren, der Transplantatfunk-
tion und des Transplantatiiberlebens angestellt. Dabei traf man auf bereits bekannte
Faktoren, welche nachweislich fiir ein schlechteres Transplantatergebnis préadestiniert
sind: das Spender- und Empfingeralter, die Anzahl der HLA-MM, die Dauer der
kalten Ischamizeit, sowie eine verzogerte Transplantatfunktion [183-186].

Es bestand die Vermutung, dass es sich bei Transplantatschaden in den frithen IFTA
Gruppen (NREI & REI), welche innerhalb des ersten Jahres nach der Transplanta-
tion auftraten, um eine vornehmlich Spender-assoziierte Pathogenese handelte: eine
vorab bestehende Nierenvernarbung wurde durch Ischdmie-Reperfusionsschédden und
akute zellulare Abstofungsprozesse verstarkt. Dem gegeniiber zeigten spéte IFTA
Gruppen (NRLI & RLI) giinstigere Merkmale auf. Obwohl eine Abstofung mit einem
verkiirzten Transplantatiiberleben verbunden war, zeigten abstoflende Patienten
der untersuchten Kohorte (RLI) bessere Transplantatergebnisse. Aufgrunddessen
wurde eine unterschiedliche Pathogenese bei Patienten der frithen und spéten [FTA
Gruppen vermutet. Zunehmend wird der spate Transplantatverlust in Berichten
mit einer cABMR assoziiert. Eine solche Transplantatschiddigung wird oftmals erst
sehr spéat, zum Beispiel anhand von einer Albuminurie, festgestellt [4, 187]. Der
Aspekt, dass ein besseres Transplantatresultat bei Patienten mit akuter zellularer
Abstoflung auftritt, unterstreicht eine Frage: Fiihrt eine verstirkte Erhaltungsim-
munsuppression, welche gewohnheitsméflig nach akuter Abstoflung durchgefiihrt
wird, auch zu einer verstirkten Unterdriickung einer cABMR?

Analysiert wurden die in das Nierentransplantat einwandernden Zellpopulationen.
Dabei wurden bereits bekannte Merkmale bestétigt, aber auch neue Muster bei
der Zusammensetzung der infiltrierenden Zellen detektiert. Es lag eine signifikante
Dominanz von T-Lymphozyten und Makrophagen bei akuten T-Zell-vermittelten
Abstofungen (REI TCMR & RLI TCMR) vor. Auch in den spéten IFTA Biopsien
(NRLI IFTA & RLI IFTA) bildeten T-Zellen eine relevante Menge an Infiltrat.
Bereits in fritheren Forschungsarbeiten konnte eine vermehrte Makrophageninfil-
tration bei akuten Abstofungen nachgewiesen werden [182]. Unabhéngig von der
AbstoBung besteht eine Korrelation zwischen der Einwanderung von CD68"-Zellen,
dem Auftreten einer Nierenfibrose und dem damit verbundenen schlechteren Trans-
plantatergebnis [182, 188-190]. Das Vorkommen erhéhter T-Zell-Infiltrate in spaten
IFTA Biopsien passt mit einigen fritheren Berichten tiberein: bereits Moreso et al.
detektierten erhohte Mengen einwandernder T-Zellen in Protokollbiopsien spéat nach
der Transplantation und mit etablierter IFTA [187]. Weitere Forschungsgruppen
entdeckten eine Assoziation zwischen entziindlichen Lésionen, dem Vorhandensein
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einer IFTA und einem verringerten Transplantatergebnis [189, 191, 192].

Zu dem auffalligsten Ergebnis dieser Arbeit zdhlt die signifikant erhohte Anzahl
an B-Lymphozyten und Plasmazellen in den spaten IFTA Biopsien (NRLI IFTA
& RLI TFTA). Beide Immunzelltypen konnten auch wéhrend einer akuten Absto-
Bung (RLI TCMR & REI TCMR) und in Protokollnierenbiopsien nachgewiesen
werden. Das Vorhandensein von B- und Plasmazellen im Allotransplantat korre-
lierte mit einem schlechteren Transplantationsresultat. Es entwickelten innerhalb
der Nachbeobachtunhszeit deutlich mehr Patienten aus spaten IFTA Gruppen ein
Transplantatversagen mit der Notwendigkeit zu einer anschliefenden Re-Dialyse.
Diesen Zusammenhang belegten weitere Arbeiten, in denen ebenfalls erhohte B-
und Plasmazellinfiltrate mit einem schlechteren Allotransplantationsergebnis korre-
lierten [193-195]. Laut den Ergebnissen anderer Forschungsarbeiten gibt es kontrére
Evidenz hierzu: erhoht vorkommende B-Zell-Infiltrate waren vor allem mit einer
Toleranzinduktion verbunden [196, 197]. Was in dieser Arbeit nicht erfolgte, war
eine spezifische Charakterisierung von B-Zell-Subtypen. Das kénnte eine Erklarung
fiir verschiedene klinische Phanotypen sein. Zarkhin et. al untersuchten spezifische
Untergruppen von pathogenen B-Zellen wahrend AbstoBungsreaktionen und zeigten,
dass CD38*" Plasmablasten und CD27" Gedachtnis-B-Zellen mit dem Nachweis von
DSA und einem reduzierten Transplantatiiberleben korrelierten [198].

Durch ein kennzeichnendes Muster von infiltrierenden Zellen, spiegelten sich in
dieser Forschungsarbeit typisch klinische Erscheinungsbilder wider: in spédten IFTA
Biopsien (NRLI IFTA & RLI IFTA), sowie in Biopsien mit akuter T-Zell-vermittelter
Abstofung (REI TCMR & RLI TCMR) lagen die einwandernden Zellen in Form
von Zellclustern (Knotchen/Zellaggregaten) vor. Diese setzten sich vornehmlich aus
T-, B- und Plasmazellen zusammen. Dadurch lie sich ein klarer Zusammenhang
zwischen dem Vorkommen einer IFTA und einer immunologischen Pathogenese
erkennen. Eine signifikante Dominanz von B- und Plasmazellen, ihr geclustertes
Vorkommen in den spédten IFTA Biopsien und die bekannte Assoziation mit ei-
ner cABMR und der daraus resultierenden spéten Nierentransplantatdysfunktion
unterstreichen nochmals die bedeutende Rolle dieser infiltrierenden Immunzellen.
Aufgrund dieser signifikanten Dominanz wurde versucht, eine mogliche Ursache
dafiir zu identifizieren: zusétzlich riickte die Untersuchung der Zytokine BAFF und
APRIL in den Vordergrund. Hierbei wird der B-Zell-Aktivierungsfaktor BAFF ganz
klar als wichtiger Schliisselfaktor bei der Differenzierung und Reifung von B- zu
Plasmazellen und APRIL fiir die Aufrechterhaltung des Plasmazell-Pools angesehen.
Verschiedenen Berichten zufolge, wurde auf die bedeutende Rolle dieser Zytokine
im Zusammenhang mit einer ABMR bei Nierentransplantationen hingewiesen: er-
hohte BAFF-Serumspiegel konnten beispielsweise post transplantationem und nach
einer B-Zell-abbauenden Therapie nachgewiesen werden [99, 199]. Ein Nachweis
erhohter APRIL-Serumspiegel erfolgte in Nierentransplantatgeweben nach ABMR
[101] und die Produktion von Autoantikérpern wurde in Nierentransplantaten mit
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chronischer AbstoBung durch eine BAFF-/APRIL-Blockade signifikant reduziert
[114]. Weiteren Berichten zufolge, konnte eine Verbindung zwischen der Menge an
BAFF-/APRIL-Serumspiegeln und dem Auftreten von Abstoungsreaktionen, dem
Transplantatresultat und dem Vorkommen von dnDSA hergestellt werden [200]
und andere Berichte konnten diese Assoziation nicht bestétigen [97]. Nachweislich
besteht ein Einfluss der systemischen humoralen Immunitat bei der ABMR.

Es gibt bereits neuere Erkenntnisse, welche auf eine Teilnahme lokaler Mechanismen
in der Niere hindeuten. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch die in das Transplan-
tat einwandernden Zellen, welche sowohl Effektor-, als auch Regulatorfunktionen
zeigen und sich in verschiedenen Differenzierungsstadien befinden.

Innerhalb dieser Studie konzentrierte man sich auf die Expression von BAFF und
APRIL in dem Nierentransplantat bei Patienten aus zuvor stratifizierten Gruppen.
Untersucht wurde die BAFF-Expression innerhalb der Glomeruli, im Niereninters-
titium und auf tubuldren Epithelzellen. Der auffélligste Befund dabei war, dass
signifikant erhohte BAFF-Expressionswerte auf tubuldren Zellen und bei in das
Tubulusinterstitium einwandernden Zellen nachgewiesen werden konnten. Dariiber
hinaus waren erhohte BAFF-Werte mit einer frithen cABMR, einem deutlich kiirze-
ren Transplantatiiberleben und einer schlechteren Transplantatfunktion assoziiert.
Signifikant erhohte APRIL-Expressionswerte wurden interstitiell einzeln und in-
terstitiell geclustert detektiert. Die nachgewiesenen erhohten Expressionswerte in
den einzelnen Nierenbereichen stehen in Ubereinstimmung mit einigen wenigen
Berichten, in welchen die intrarenale BAFF-/APRIL-Expression analysiert wurde,
aber zum Teil auch im Gegensatz dazu [101, 201-203]. Doch warum wird BAFF
vornehmlich auf tubularen Epithelzellen exprimiert?

Nachweislich kommt es im Rahmen der Autoimmunitét bei verschiedenen Epithel-
zellarten zu einer Expression von Chemo- und Zytokinen. Solche Epithelzellen iiben
einen Einfluss auf das Uberleben, die Differenzierung und Funktion von B-Zellen
aus. Beispielsweise bei Patienten mit Sjogren-Syndrom, einer chronisch verlaufenden
Autoimmunkrankheit des rheumatischen Formenkreises, bei welcher vornehmlich
die Speichel- und Tranendriisen von Immunzellen angegriffen werden. Hier wurden
die Speichelepithelzellen als BAFF-exprimierende Zellen identifiziert. Ittah et al.
fanden in einer Studie dazu heraus, dass es zu einer verstiarkten BAFF-Expression
durch eine Stimulation von Toll-like-Rezeptoren (TLR), nach viralen Infekten und
durch Typ-I-Interferon kommen kann [204]. Auch bei der Untersuchung von Atem-
wegsepithelien konnten analoge Resultate erzielt werden. Hier unterstiitzten diese
protektiv die Antikorper- und B-Zell-Reaktionen innerhalb der Lunge [205]. Im
Bereich der Nephrologie konnten Sampangi et al. mit ihrer Studie zeigen, dass die
proximalen Tubulusepithelzellen der Niere (PTEC) in der Lage sind, eine Modulati-
on des Phantotyps und der Funktion autologer B-Lymphozyten zu erreichen [206].
Forschungsergebnissen zufolge, scheinen tubulédre Nierenepithelzellen an entziind-
lichen Nierenerkrankungen beteiligt zu sein, indem sie durch die Expression von
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verschiedenen HLA-Molekiilen, Zytokinen oder TLRs das erworbene Immunsystem
stimulieren [207, 208]. Somit kann man davon ausgehen, dass Tubulusepithelzel-
len der Niere an der B-Zellproliferation mitbeteiligt sind und die lokale humorale
Immunantwort anregen, was wiederum zu einer chronischen Entziindungsreaktion
fithren kann.

Erhohte BAFF-Werte konnten in dieser Studie besonders innerhalb der frithen
IFTA Gruppen (NREI & REI) gefunden werden. Patienten, die diesen Gruppen
angehorten, zeigten zwar eine frithe Transplantatdysfunktion, hatten aber zum
Teil auch ein sehr gutes Transplantatiiberleben von stellenweise bis zu 14 Jahren.
Es ist daher durchaus denkbar, dass BAFF auch ein Ausléser von bestimmten
regulatorischen beziehungsweise Toleranzmechanismen sein kann. Die erhohten Ex-
pressionswerte in den frithen Biopsien nach der Nierentransplantation machen BAFF
zu einem frithzeitigen Ausloser und Indikator fiir das spéter folgende Transplan-
tationsresultat. Diese Aussage steht jedoch mehr oder weniger im Gegensatz zu
den Ergebnissen von Thaunat et al., welche erhohte BAFF-Serumspiegel nach einer
Rituximab-Therapie in chronisch-abstoflenden Nierentransplantaten nachweisen
konnten und davon ausgingen, dass BAFF ein Uberlebenssignal fiir B-Zellen in
tertidr lymphatischen Organen (TLOs) liefert und somit eine Moglichkeit bietet,
eine therapeutische Effizienz abzuwehren [209].

Unter der Berticksichtigung eines moglichen Zusammenhanges zwischen dem Vor-
kommen von BAFF innerhalb des Nierentransplantates und einem schlechteren
Transplantatresultat, wurde die Entwicklung von dnDSA untersucht. Bei circa 29%
der Patienten innerhalb der stratifizierten Gruppen konnte DSA nachgewiesen wer-
den, bei 60% davon handelte es sich um dnDSA post transplantationem. Da das
Vorkommen von DSA nur zu einem einzigen Zeitpunkt untersucht wurde, muss
davon ausgegangen werden, dass weitere Patienten DSA-positiv gewesen wéren
und die Ergebnisse unterschatzt wurden. Bekannterweise ist die Nachweisgrenze
von DSA sehr variabel. Ubereinstimmend mit fritheren Forschungsberichten waren
dnDSA mit einem deutlich kiirzeren Transplantatiiberleben und mit héufigeren
Entwicklungen eines Transplantatversagens innerhalb der Nachbeobachtungszeit
mit Notwendigkeit zu einer Re-Dialyse verbunden [181].
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6 Zusammenfassung

Das Endbild multipler pathologischer Vorgénge stellt die Nierenvernarbung/Fibrose
dar. Gleichzeitig geht diese mit einem signifikanten Nierenfunktionsverlust einher.
Aufgrund periodisch ablaufender Dialysen kommt es fiir terminal niereninsuffiziente
Patienten zu erheblichen Einschrankungen in ihrer Lebensqualitat. Das nahere
Beleuchten dieses Krankheitsbildes, aufgrund der sehr engen Assoziation zu einem
Auftreten von chronischem Nierenversagen, ist daher von enormen Interesse.

Ziel dieser Arbeit war es, eine mogliche Korrelation zwischen dem Vorkommen
von intrarenalen Makrophagen (CD68"-Zellen), T-Lymphozyten (CD3*-Zellen), B-
Lymphozyten (CD20%-Zellen), Plasmazellen (CD138%-Zellen) und der Entwicklung
von chronischen Transplantatverdnderungen zu priifen. Analysiert wurde die Rolle
relevanter inflammatorischer Zelltypen, sowie immunhistochemisch das Ausmaf
ihrer Transplantatimmigration. Zusatzlich wurde nach einem moglichen Indikator
fir das frithe Autreten einer IFTA, dem Auftreten von dnDSA und dem damit
verbundenen verkiirzten Transplantatiiberleben untersucht. Der Fokus lag hierbei
primar auf BAFF und seinem ihm strukturell &hnelnden Liganden APRIL.

Dafiir wurden in einer ausgewéahlten Kohorte von Nierentransplantatempfangern des
UKRs, mit bioptisch gesicherter IFTA, innerhalb des Nachsorgezeitraumes standar-
disierte Nierenprotokoll- und Indikationsbiopsien gewonnen. Dadurch war es moglich,
die Bedeutung infiltrierender Immunzellen in histologisch und klinisch verschiede-
nen Situationen zu analysieren. Analysiert wurden gesunde Transplantate mit NH,
Transplantate wihrend einer TCMR, sowie in der Situation mit vorhandener IFTA.
Trat die IFTA innerhalb des ersten Jahres nach der erfolgten Nierentransplantation
auf, wurden die Patienten einer frithen IFTA Gruppe zugewiesen (NREI & REI).
Trat die IFTA erst nach Ablauf des ersten Jahres auf, fand eine Zuweisung zu
einer spaten IFTA Gruppe (NRLI & RLI) statt. Zusétzlich zu der Betrachtung
des zeitlichen Verlaufs, erfolgte eine Stratifizierung nach An- oder Abwesenheit
einer vorherigen akuten TCMR: mit AbstoBung (REI & RLI) und ohne Abstoflung
(NREI & NRLI). Damit erhoffte man sich, genaue Riickschliisse auf die Auswirkung
(nicht-)immunologischer Faktoren auf die Pathogenese der chronischen Transplan-
tatschiadigung ziehen zu kénnen.

Im Einklang mit fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass vor allem Makro-
phagen zu einer relevanten Menge an Transplantatinfiltrat zédhlten. Vornehmlich
in frithen IFTA Gruppen (NREI & REI) waren die CD68"-Zellen deutlich erhoht,
was darauf hindeutet, dass Makrophagen bereits frith nach der Nierentransplantati-
on infolge eines Entziindungsgeschehens in das Allotransplantat einwandern, um
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dort das beschédigte Gewebe durch Phagozytose zu entfernen. Das konnte einen
Hinweis darauf geben, dass Makrophagen als entscheidender Schliisselfaktor, bei-
spielsweise durch Aktivierung von B- und T-Lymphozyten durch Zytokinfreisetzung,
einer frith auftretenden IFTA angesehen werden kénnten. Bekannt ist auch, dass
Makrophagen/Monozyten zu den Zellen zéhlen, welche imstande sind BAFF zu
produzieren. BAFF wurde in dieser Arbeit mit einem vorzeitigen Auftreten einer
IFTA und einem schlechteren Transplantatresultat in Verbindung gebracht. Es
scheint plausibel zu sein, dass BAFF ein Indikator und Mitverursacher eines lokal
auftretenden Mechanismus zu sein scheint, welcher zu einer cABMR und damit zu
einer schlechteren Transplantatfunktion fithrt. Eine vorzeitige [IFTA-Diagnose war
mit einem signifikant geringeren durchschnittlichen Gesamttransplantatiiberleben,
einer vermehrt auftretenden priméren Non-, oder verzogerten Transplantatfunktion
und einer allgemein schlechteren Nierenfunktion verbunden. Entwickelten Patien-
ten innerhalb der Nachbeobachtungszeit ein definitives Transplantatversagen mit
der damit verbundenen Notwendigkeit zu einer Re-Dialyse, war auch hier die Zeit
bis zu einem endgiiltigen Transplantatversagen deutlich kiirzer als in den spéaten
IFTA Gruppen. Des Weiteren konnte eine charakteristische Zusammensetzung des
Allotransplantat-Infiltrats identifiziert werden, wenn die IFTA nach iiber einem Jahr
post transplantationem auftrat: spate IFTA Gruppen waren durch eine ausgeprégte
Induktion von Zellen der adaptiven Immunitéat (B-, T- und Plasmazellen) definiert.
Das legt die Vermutung nahe, dass die Ursache der IFTA, unabhéngig von vorange-
gangener Abstoffung, eine immunologische zu sein scheint.

Die Ergebnisse haben gezeigt, dass die bereits bekannten Risikofaktoren fiir die
Entwicklung einer chronischen Allotransplantat-Nephropathie, zu welchen unter
anderem rezidivierende akute Abstofungen und Ischdmie-/ Reperfusionsschiden
zahlen, zwar primér verschiedene Effekte im Nierentransplantat generieren, letzten
Endes aber in einer gemeinsamen immunologischen Endstrecke miinden.
Aufgrund der nachweislich erhéhten Menge an infiltrierenden T-Lymphozyten in
Biopsien mit akuter zelluldrer Abstoffung und in spaten IFTA Biopsien, konnte
bestétigt werden, dass CD3"-Zellen zu den Effektoren der Zytotoxizitiat zahlen
und es bei unzureichender T-Zell-Suppression im Rahmen der immunsuppressiven
Therapie zu vermehrten Abstoflungsreaktionen kommen kann. Patienten mit akuten
zelluldren Abstoflungsreaktionen zeigten zudem eine signifikant hohere durchschnitt-
liche Anzahl an HLA-MM. Vor allem die fiir eine Transplantation ungtinstigeren
Matchgrade 4-6 waren hier deutlich erhoht und zusétzlich mit einer erhohten Menge
an B-Lymphozyten verbunden. Auch eine vorhandene Vorimmunisierung mit einem
PRA >1% stand in Verbindung mit erhéhten CD20%-Zellen und TCMR. Signifikant
erhohte Mengen infiltrierender B- und Plasmazellen konnten in Biopsien mit spat
aufgetretenen, chronischen Verhalten (NRLI & RLI) nachgewiesen werden. Damit
verbunden war eine deutlich erhohte dnDSA Produktion nach der Transplantation,
welche bekanntermaflen ebenfalls mit erhéhten Abstofungsreaktionen, schlechter
Transplantatfunktion und einem geringeren Transplantatiiberleben assoziiert ist.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass eine spat auftretende cABMR vornehm-
lich durch eine ausgepréigte Induktion von Zellen der adaptiven Immunitat (B-,
T- und Plasmazellen) definiert ist. Den seltensten Zelltyp der spaten IFTA stellen
die Plasmazellen als Antikorper-produzierende Zellen dar. Vor allem in Form von
Zellclustern sind sie eng mit dem Zytokin APRIL und vorherigen Abstolungs-
reaktionen assoziiert, da APRIL fiir die Aufrechterhaltung des Plasmazell-Pools
dient. Das Zytokin BAFF hingegen unterstreicht nochmals die Rolle von (tubuléren)
Epithelzellen in Verbindung mit Autoimmunitéit. Sie scheinen als Mitverursacher
der B-Zell-Proliferation zu fungieren. Da BAFF deutlich mit einer vorzeitigen IFTA-
Diagnose assoziiert war, tragt er somit zum Einen zu lokalen Mechanismen bei,
welche letzten Endes zu einer cABMR fithren und dient zum Anderen als Pradiktor
eben dieser.

Frith und spét auftretende chronische Nierentransplantat-Abstoungsreaktionen
scheinen beziiglich ihrer Pathogenese sowohl unterschiedliche, als auch gemeinsa-
me Ursachen zu haben. Oberste Prioritat sollte daher eine weitere Untersuchung
der Mechanismen und Faktoren sein, welche die Expression von BAFF (und auch
APRIL) im (Nieren-)Transplantat induzieren und regulieren, da nachweislich ein
kausaler Zusammenhang zwischen den beiden Zytokinen und der Entstehung von
chronischen Allotransplantat-Nephropathien besteht. Von enormen Interesse ist eine
Weiterentwicklung von wissenschaftlich fundierten Strategien und eine Entwicklung
von Mafinahmen durch intensivierte medizinische Forschungen um optimiertere
Therapiekonzepte fiir die Vermeidung pathologischer Nierenfibrosen zu erzielen, um
damit eine Verbesserung der Transplantatlangzeitresultate zu bewirken.
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