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1. EinfUhrung

1.1. Chronische Nierenerkrankung und Dialyse

Chronische Nierenerkrankung betraf 2017 in einer weltweiten Untersuchung 698
Millionen Patienten mit 20 Millionen Neuerkrankungen jahrlich, somit fast 10 Prozent
der Weltbevolkerung und stellt als zwolfthaufigste Todesursache weltweit (1,4

Millionen Todesfalle zwischen 1990 und 2017) ein substanzielles Mortalitatsrisiko dar

(1).

Die chronische Nierenerkrankung wird nach der ,Kidney Disease: Improving Global
Outcomes“-Organisation (KDIGO) entsprechend der GFR und der Albuminurie in funf
Stadien aufgeteilt. Diese stratifizieren die Nierenerkrankung eines Patienten nach
Ursache, Schwere und Progressionswahrscheinlichkeit (2). Von terminaler
Niereninsuffizienz, dem Stadium G5 nach KDIGO, (im Englischen end stage Kidney
disease, ESKD) spricht man ab dem Unterschreiten einer eGFR von 15ml/min, was
im Regelfall mit der Notwendigkeit eines Nierenersatzverfahrens (Hamodialyse,
Peritonealdialyse oder Nierentransplantation, s. Kapitel 1.1.1.) einhergeht. Dies
betraf 2016 in einer weiteren grol3en, weltweiten Registerarbeit mit knapp 7 Millionen

Patienten 0,1% der Bevolkerung (3).

Terminale Niereninsuffizienz (Stadium G5D nach KDIGO) mit Dialysepflichtigkeit
betraf 2020 nach einem fur den gemeinsamen Bundesausschuss erstellten Bericht
des Instituts fr Qualitatssicherung und Transparenz im Gesundheitswesen (IQTIG)

in Deutschland Uber 84000 Patienten, passend zu den o.g. weltweiten Zahlen.

Neben der erhdéhten Sterblichkeit entsteht durch Niereninsuffizienz eine relevante
soziodkonomische Belastung. So betragen beispielsweise die in Deutschland alleine

durch Dialysebehandlung entstehenden Kosten 32000 — 58000 Euro jahrlich pro



Dialysepatient zusatzlich zu schlecht kalkulierbaren volkswirtschaftlichen Kosten

durch reduzierte oder ausfallende Erwerbstatigkeit (4-6).

1.1.1. Dialysemodalitaten

Im Falle terminaler Niereninsuffizienz sind Patienten auf ein Nierenersatzverfahren
angewiesen. Hier  stehen  verschiedene Dialyseverfahren  oder die

Nierentransplantation zur Verfligung.

1.1.1.1. Hamodialyse, Hamofiltration, Hamodiafiltration

Die haufigste Form der Dialyse ist die Hamodialyse (HD), bei der Uber einen
grol3lumigen Zugang (Hamodialyseshunt, Gefaltkatheter) zum Gefalisystem des
Patienten und mittels einem an eine semipermeable Membran angeschlossenen
Pumpensystem unter Zuhlifenahme osmotischer (Hauptmechanismus der
Hamodialyse) und Druckgradienten (Hauptmechanismus der Hamofiltration) in eine
gegenlaufig gepumpte, an die Bedlrfnisse des Patienten anpassbare Flussigkeit
(Dialysat) harnpflichtige Toxine entfernt werden. Die Hamodiafiltration ist eine

Kombination der beiden o.g. Verfahren.

Der Behandlungsumfang betragt in aller Regel je drei bis funf Stunden an drei Tagen
pro Woche. (7, 8)

1.1.1.2. Peritonealdialyse

Alternativ steht die Peritonealdialyse (PD) zur Verfligung, bei der das Bauchfell
(Peritoneum) als Dialysemembran verwendet wird, indem Uber einen operativ
implantierten Katheter Dialysatflissigkeit in den Bauchraum des Patienten eingefllt
und nach einigen Stunden Osmose wieder abgelassen wird. (7, 8).

Es existieren weitere, spezielle Dialysemodalitaten, auf die allerdings aufgrund des

deutlich selteneren Einsatzes hier nicht gesondert eingegangen wird.
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1.2. Nierentransplantation

1.2.1. Grundlagen und Epidemiologie

Die Nierentransplantation als alternatives Nierenersatzverfahren weist im Vergleich
zur chronischen Dialysetherapie fur nahezu alle Patientengruppen, insbesondere aber
fur jungere Patienten und Patientinnen eine bessere Gesamtmorbiditat und -mortalitat
(9-12) auf. Desweiteren wurde im Vergleich zur Dialysebehandlung nicht zuletzt durch
gesteigerte  Selbstbestimmung und Unabhangigkeit von zeitaufwéandigen

Behandlungen ein héheres Empfinden von Lebensqualitéat gezeigt (13, 14).

Die durchschnittliche dialysefreie Zeit (,Transplantatiberleben) nach einer
Nierentransplantation betrug in einer 2021 durchgefiihrten US-amerikanischen
Registerstudie 11,7 Jahre (15) und wird wesentlich durch abstofRungsbedingte
entzundliche Prozesse begrenzt, die zu einer Transplantatfibrose fihren (16-18).

Die mangelnde Verflugbarkeit postmortaler Spenderorgane stellt weltweit, aber
insbesondere in Regionen mit niedriger Spendebereitschaft wie Deutschland, ein

fortwéahrendes Problem dar. (19)

So wurden 2023 in Deutschland bei 10454 Patienten auf der Warteliste 2122 Patienten
erfolgreich nierentransplantiert, wobei 2299 Neuanmeldungen erfolgten und 289
Patienten auf der Warteliste verstarben. Der Anteil der transplantierten Nieren nach
Lebendspende belief sich 2023 deutschlandweit auf 28,7% (siehe Abb. 1) (20).
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1.2.2. Allokation

Die Verteilung (Allokation) postmortaler Spenderorgane erfolgt in Deutschland
innerhalb eines knapp 140 Millionen Menschen umfassenden Staatenverbundes mit
Osterreich, Belgien, den Niederlanden, Luxemburg, Ungarn, Slowenien und Kroatien
Uber Eurotransplant, eine in Leiden in den Niederlanden ansassige Organisation, die
in Deutschland der Kontrolle einer nationalen Prifungskommission unterliegt (812
TPG) (21).

Die  Allokation von Spenderorganen Uber Eurotransplant erfolgt im
Standardallokationsprogramm ETKAS anhand einer fir jedes Organangebot neu auf
Boden einer Punktzahl erstellten Rangliste. Die Punktzahl setzt sich bei der Allokation
von Nieren maligeblich aus der Wartezeit seit Beginn der chronischen
Dialysebehandlung, lokalem Punktebonus (regionaler Korrekturfaktor flir gespendete
Organe und geografische Néhe des Organs zum potenziellen Empfanger), Punkte fur
die Ubereinstimmung der HLA-Gewebemerkmale -A, -B und -DR (siehe Absatz 1.2.4),
welche die immunologische Kompatibilitit abschatzen lassen sollen,  sowie
Bonuspunkten fir die Pratestwahrscheinlichkeit eines passenden Organangebotes
(mismatch probability) zusammen. (22)

Abseits des Standardallokationsprogrammes ETKAS existieren Sonderprogramme flr
Kinder, Uber 65-Jahrige (Eurotransplant Senior Program, ESP), hochimmunisierte
Patienten (Accepted Mismatch Program, AM), Patienten, bei denen eine
hochdringliche (High Urgency Program, HU)-Indikation fiir eine Nierentransplantation
festgestellt wurde, sowie fUr Patienten, die eine Nierentransplantation nach einer
anderen Organtransplantation bei vorbestehender Dialysepflichtigkeit benétigen
(Kidney After Other Organ Program, KAOO), fir die andere Allokationsregeln gelten.
(22)
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Abbildung 2: Grafische Darstellung des logistischen Prozesses um Organallokation und
-transplantation. (23)



1.2.3. Geschichte und operationstechnische Grundlagen

Nierentransplantationen werden beim Menschen erfolgreich seit 1954 (Murray und
Harrison, Boston, USA) nach einer 1951 vom franzdsischen Chirurgen René Kiss
mit den Nieren guillotinierter Verbrecher entwickelten Technik durchgeflihrt, die bis

heute weitgehende Gltigkeit besitzt (24).

Hierbei werden die Blutgefal’e der Spenderniere an die retroperitoneal liegenden
liliakalgefalle, Ublicherweise an die A. iliaca externa oder communis und die
begleitende V. iliaca externa oder communis, der Spenderureter in ein gesondert
geschaffenes Ostium der Empfangerharnblase anastomosiert, so dass ausreichende

Blutversorgung und Harnabfluss gewahrleistet sind (25).

Abdominal aorta
Inferior vena cava

Right common
iliac artery & vein

Renal artery & vein
anastomosed to
external iliac

artery & vein
v Right internal iliac

artery & vein
Renal transplant

Right external iliac
artery & vein

Anastomosis of ureter
to dome of urinary bladder

MW i

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Gefal3- und Ureteranatomie nach Nierentransplantation
nach Low et al. (26)



Bei letzterer Anastomose werden verschiedene Techniken zur Minderung des

vesikoureteralen Refluxes eingesetzt, beispielsweise nach Lich-Gregoire (27).

Open Technique

Abbildung 4: Verbildlichung der offenen Lich-Gregoireschen Antirefluxplastik dargestellt nach Bustangi
et al. (28). Hierbei wird die Muskelschicht mittels Langsschnitt ertffnet, der Spenderureter in ein am
Ende der Inzison erschaffenes Neoostium implantiert und der Ureter Uber einige Zentimeter in der
Muskelschicht gefiihrt, um langerstreckige Kompression und Refluxpravention zu erreichen, da das

Neoostium keinen muskularen Sphinkter besitzt.

1.2.4. Immunologische Grundlagen

1.2.4.1. HLA-Merkmale

Das Humane Leukozytenantigen-System (HLA-System) ist eine Gruppe von
Proteinen, die - mit einer einzigen Ausnahme - von Genen des p-Armes auf dem 6.
Chromosom kodiert werden. HLA-Molekulle werden auf der Oberflache nahezu aller
kernhaltiger Zellen exprimiert, dienen der Antigenprasentation, und beeinflussen

malfigeblich die Leukozytenfunktion (29).

HLA-Proteine werden in Klasse I-Antigene (HLA-A, HLA-B, HLA-C) und Klasse II-
Antigene (HLA-DM, HLA-DO, HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR) eingeteilt (30).
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In der Nierentransplantation konnte in den 1990er Jahren im UNOS Renal Transplant
Registry und in der Collaborative Transplant Study gezeigt werden, dass das 1-Jahres-
Transplantatiiberleben postmortaler Nierenspenden bei 1386 Patienten mit vollstandig
identischen Merkmalen in den HLA-Loci -A, -B und -DR (HLA-gematched) mit 88% vs.
79% signifikant wahrscheinlicher war als das von nicht -A, -B und -DR gematchten
Transplantationen (31). Ebenso konnte gezeigt werden, dass das 10-Jahres-
Uberleben mit einer mismatch-Konstellation von 0:0:0 (keine mismatches) 17% hoher

war als mit einer mismatch-Konstellation von 2:2:2. (32).

In Zeiten modernerer Immunsuppressiva und genauerer Untersuchungsmethoden der
Empfangerseren auf HLA-spezifische Antikorper hat die Bedeutung des klassischen

HLA-matchings abgenommen. (33)

In einer 7440 Patienten umfassenden Registerstudie in Neuseeland konnte allerdings
weiterhin ein statistisch signifikanter Vorteil HLA-gematchter Nierentransplantationen
im Langzeittransplantatiberleben (15,9 vs. 12,7 Jahre) bei statistisch signifikant
héherer, wenn auch klinisch méglicherweise nicht bedeutsam hoherer eGFR gezeigt

werden, wobei in der gematchten Gruppe auch eine geringere Wartezeit vorlag. (34)

1.2.4.2. Abstollung

Als Abstof3ung wird im Allgemeinen eine Alloreaktivitat des Immunsystems des
Empfangers gegen das Transplantat bezeichnet, die aus Histoinkompatibilitat
zwischen Spender- und Empfangergewebe entsteht und das Transplantat schadigt

oder gar zerstort.

Unter dem Uberbegriff AbstoRung wird eine Mehrzahl verschiedener Mechanismen

subsummiert, die im Folgenden beleuchtet werden sollen.
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1.2.4.2.1. Antikorpervermittelte AnstoRung (antibody mediated rejection, AMR)

Bei der AMR haften gegen Spenderantigene gerichtete (donorspezifische Antikérper,
DSA) zirkulierende Antikorper aus dem Empfangerserum — vornehmlich Antikorper
gegen HLA-Antigene, aber auch gegen Blutgruppen- oder andere Antigene wie AT1-
Rezeptor (35) — an der Endotheloberflache des Transplantats an, wodurch
Stressmolekile mit Zytokineigenschaften wie IL-1, IL-6 oder CCL2 freigesetzt
werden, wodurch zirkulierende Leukozyten angelockt und aktiviert werden, woraus
eine gefallassoziierte Inflammation und hierdurch eine Transplantatschadigung
entsteht. (36, 37)

Desweiteren erfolgt die Aktivierung des Komplementsystems, wodurch durch den
membrane-attack complex (MAC, C5b-9) weiterer direkter Endothelschaden mit
Aktivierung von Thrombozyten durch freigesetzen von-Willebrandt-Faktor (vWF) und
andere prokoagulatorische Mechanismen mit als Maximalvariante subsequentem
thrombotischem Verschluss der Kapillaren entsteht, eine Form der sog.
thrombotischen Mikroangiopathie (TMA). (37)

Die konkreten, typischen histopathologischen Veranderungen wie Glomerulitis,
peritubulare Kapillaritis und C4d-Ablagerung in den Glomeruli und den peritubulare

Kapillaren werden in Kapitel 1.2.4.2.3. behandelt und veranschaulicht.

Typisches klinisches Korellat des glomerular-vaskularen Schadigungsmusters ist
neben einer labrochemischen Nierenfunktionsverschlechterung und typischerweie
dem Nachweis zirkulierender donorspezifischer HLA-Antikorper eine ansteigende

Proteinurie/Albuminurie als Ausdruck der gestorten glomerularen Barriere. (38)

1.2.4.2.2. T-Zell-vermittelte AbstoRung (T-cell-mediated rejection, TCMR)

Eine T-zellulare Alloreaktion beginnt in der Regel durch Rekrutierung von Empfanger-
T-Zellen in Lymphknoten und der Milz, indem antigenprasentierende Zellen (APC)
wie dendritische Zellen (DC) aus dem Transplantat (spenderseitige DC) oder ins
Transplantat migrierte APC des Empfangers (DC, Makrophagen, B-Zellen) dort

12



Spenderantigene prasentieren. (39, 36). Auch kdnnen Empfanger-T-Zellen durch
direkte Antigenprasentation tubularer Epithelzellen oder renaler Endothelzellen
aktiviert werden (40).

Analog zu chronischer Entzindung bei chronischer Autoimmunitat konnte im Kontext
der Herztransplantation (41) wie auch der Nierentransplantation (42) die Ausbildung
tertiarer Lymphorgane (TLO) im Spenderorgan gezeigt werden, die in
Protokollbiopsien von Nierentransplantatempfangern mit fortwahrender
Transplantatverschlechterung in Verbindung gebracht wurden (43). Hieriber besteht
in der Literatur allerdings keine abschliel3ende Einigkeit (44). Im Tiermodell
allotoleranter Empfangermause konnte die Formation von TLO-ahnlichen
Lymphozytenaggregaten beobachtet und mit verbesserter Transplantatfunktion und

verbessertem Transplantatlberleben korreliert werden (45).

Im Kontext der Nierentransplantation mit zellularer AbstoRung konnte neben T-
zellularer auch B-zellulare Infiltration charakterisiert werden (46). Wie auch bei der
Formation der TLO gibt es hinsichtlich der prospektiven Bedeutung von CD20 und
CD38 positiven Infiltraten in Spenderorganen mit zellularer Abstol3ung
widerspruchliche Daten (47-50).

Die konkreten, typischen histopathologischen Veranderungen wie Tubulitis,
interstitielle Entzing oder Endothelialitis werden in Kapitel 1.2.4.2.3. behandelt und

veranschaulicht.
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1.2.4.2.3. Histologie und BANFF-Klassifikation

Als BANFF-Klassifikation bezeichnet man eine von einem internationalen Gremium
von Nephrohistopathologen etablierte Sammlung histologischer ,Lasionen®, die jeweils
in einem ,lesion score“graduiert werden und anhand deren Konstellation die Einteilung
von Transplantatschadigung und im speziellen gegen das Transplantat gerichteter
Entzindungsprozesse (,AbstoRungsreaktionen®) in ihrer Atiologie eingeteilt werden
konnen. Dies beinhaltet u.a. eine Einteilung in T-Zell-vemittelte Abstol3ungsreaktionen
(T-cell-mediated rejection, TCMR) und B-Zell-vermittelte bzw. antikGrpervermittelte
AbstoRungsreaktionen (antibody mediated rejection, AMR), deren Schweregrad und
eine Unterscheidung hinsichtlich des Alters der Schadigung (akut vs. chronisch) sowie

weitere, beispielsweise viropathische Veranderungen. (51)

Passend zur Pathophysiologie sind mikrovaskuléare Schadigungsmuster (Glomerulitis
g, peritubulare Kapillaritis ptc, thrombotische Mikroangiopathie ohne weitere Ursache)
sowie Ablagerungen von Fragmenten des Komplementfaktors C4 C4d mit AMR (im
Blut zirkulierende, in der Regel gegen HLA-Antigene gerichtete Antikbrper) assoziiert.
(38)
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Abbildung 5: Typische histologische Veranderungen der antikdrpervermittelten Abstoflung nach
Novotny et al. (38). Oben links (Bildabschnitt A): Glomerulitis (schwarzer Pfeil) der BANFF-Stufe g3
(Vollstandiger oder teilweiser Verschluss einer oder mehrerer glomerularer Kapillaren durch
Leukozyteninfiltration und endotheliale Schwellung in mehr als 75% der Glomeruli in einer
reprasentativen Biopsie nach BANFF-Klassifikation (51). Oben rechts (Bildabschnitt B): kraftige C4d-
Positivitat der peritubularen Kapillaren in der Immunhistochemie. Unten links (Bildabschnitt C): Kraftig
homogen rote Intimale Arteriitis der BANFF-Stufe v3 (transmurale Arteriitis und/oder fibrinoide arterielle
Veranderungen mit Nekrose der glatten Mediamuskulatur und lymphozytischen Infiltraten im Gefaly
nach BANFF-Klassifikation (51). Unten rechts (Bildabschnitt D): chronisch-sklerotisch obliterierte
Glomeruli als Folge einer chronischen glomerularen Entziindung und Ausdruck einer chronischen

Transplantatschadigung.
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TCMR hingegen ist gekennzeichnet durch interstitiell-zellulare Schadigungsmuster
bzw. Lasionen (Tubulitis t, interstitielle Entziindung i).

Abbildung 6: Typische histologische Veranderungen der T-zellularen Abstoflung dargestellt nach
Katsuma et al. (52). Links (Bildabschnitt a): interstitielle und tubulare Entziindung entsprechend BANFF
lesion score i3, t1 dargestellt durch ,entziindliches [d.h. leukozytares] Infiltrat in nicht vernarbten
Kortexarealen, ausgenommen unmittelbar subkapsularen und adventitalen [d.h. um die gro3en venésen
und lymphatischen Gefalle liegenden] Bereichen in mehr als 50% des Interstitiums® — i3 und ,2 oder
mehr Foci von 1-4 intratubular gelegenen (weile Pfeile) Entziindungszellen pro Tubulusquerschnitt oder
10 Tubuluszellen® —i1. (51)

Rechts (Bildabschnitt b): ausgedehnte, diffuse und aggressive tubulointertitielle Entziindung
entsprechend BANFF-lesion score i3 (Wortensprechung s.0.) 3 (,2 oder mehr Foci von Tubulitis mit
mehr als 10 Entziindungsszellen pro Tubulusquerschnitt oder 10 Tubuluszellen oder mindestens 2 Foci
mit Zerstorung der tubuldren Basalmembran®) (51). Exemplarisch fokale Auflésung der tubularen
Basalmembran im Tubulus oben links im Bildabschnitt.

Intimale Arteriitis (v) (siehe Abbildung 4, Bildabschnitt C) kann sowohl bei
hohergradiger TCMR als auch bei AMR gefunden werden. Gemischte
AbstoRungsreaktionen sind nicht ungewdhnlich (53-55).
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Fur die Einteilung in akute oder chronische Abstol3ungsreaktion sind mitunter klinische
und/oder serologische Faktoren ausschlaggebend, da allein auf Boden der Histologie

eine eindeutige Zuordnung oft nicht moglich ist.

1.3. Immunsuppression

Zur AbstoBungspravention ist nach solider Organtransplantation sowohl eine Induktion
mit Immunuppressiva als auch eine fortwahrende (erhaltende) immunsuppressive
Therapie notig. Induktionstherapie bezeichnet eine unmittelbar vor der Transplantation
gegebene, hochdosierte immunsuppressive Therapie, die sofortige (hyperakute)
AbstoRungsreaktionen verhindern soll. Die Erhaltungstherapie beinhaltet in aller Regel
eine Kombination verschiedener Substanzklassen (s.u.), die Uber Jahre eingenommen

wird und Uber die Zeit in ihrer Intensitéat in aller Regel verringert werden kann.

1.3.1. Induktionstherapie

1.3.1.1. IL-2-Rezeptor (CD 25) - Antikorper

Als eine von zwei von der KDIGO empfohlenen Substanzen fur die Induktion steht in
Deutschland seit 1998 der |IL-2-Rezeptorantikorper Basiliximab zur Verfugung (56).
Er ist ein chimarer Antikdrper, der spezifisch an die alpha-Untereinheit des IL2-
Rezeptors bindet und die Bindung von IL2 verhindert, so dass Stimulation und

Proliferation von T-Zellen verhindert wird. (57, 58).

1.3.1.2. Anti-Thymozyten-Globulin (ATG)

Die zweite der empfohlenen Substanzen ist ATG (56). Es ist ein polyklonales 1gG-
Gemisch aus Sera von mit humanen T-Zellen immunisierten Tieren wie Kaninchen
(bspw. beim Praparat Thymoglobuline). Es bindet an multiple Oberflachenstrukturen
humaner T-Zellen und induziert T-Zell-Depletion unter anderem Uber

komplementvermittelte Mechanismen und rezeptorvermittelte Apoptose (59, 60).
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Bei immunologischer Hochrisikokonstellation konnten fir ATG gegenuber Basiliximab
geringere AbstolRungsraten, allerdings auch eine erhdhte Infektgefahr, insbesondere

fur CMV-Infektion, gezeigt werden (61).

1.3.2. Erhaltungstherapie

1.3.2.1. Calcineurininhibitoren (CNI): Tacrolimus (TAC, FK-506) und Cyclosporin
A (CyA)

Das Enzym Calcineurin dephosphoryliert den Transkriptionsfaktor NFAT, wodurch
dieser in den Zellkern eindringen kann und die Transkription von Interleukin 2 (IL-2)
durch Bindung an den IL-2-Promoter fordert. Hierdurch erfolgt die verstarkte T-Zell-
Aktivierung. (62)

Tacrolimus und Cyclosporin A binden in Komplexen an Calcineurin (63) und hemmen

dessen Aktivitat und damit die o.g. IL-2 induzierte T-Zell-Aktivierung (64).

Es konnte in vitro allerdings auch eine hemmende Wirkung von CNI auf naive B-Zellen

gezeigt werden, wodurch ggf. zusétzlich humorale Immunitat verringert wird (65).

Spatestens seit der Veroffentlichung der ELITE-Symphony-Studie 2007, in der ein
etwas besseres 12-Monats-Transplantatiberleben und geringere  akute
AbstoRRungsrate (66) gegenuber sirolimus- und cyclosporinbasierter
Immunsuppression gezeigt werden konnte, ist die Verwendung von Tacrolimus in den
Vordergrund der CNI-Therapie gertckt, wobei tendenziell geringere akute

Rejektionsrate auch schon in friiheren Arbeiten gezeigt werden konnte (67, 68).

Etwa 90% der nierentransplantierten Patienten in den Vereinigten Staaten 2022

erhielten Tacrolimus als Kern ihrer immunsuppressiven Erhaltungstherapie (69).

Vor allem CyA, aber auch TAC besitzen nephrotoxische Eigenschaften (70), die akute
Nierenschadigung unmittelbar nach Transplantation insbesondere bei erhdhten

Tacrolimusspiegeln (71), aber auch akute Nierenschadigung im Verlauf durch
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Tacrolimus-induzierte Vasokonstriktion afferenter Arteriolen, direkte Tubulustoxizitat
und ischamische  Endothelschadigung mit  sekundarer  thrombotischen
Mikroangiopathie (TMA) (72) beinhalten. In 60% der Falle konnten in einer
Registerstudie nach Nierentransplantation unabh&angig von Kklinischer Relevanz

Zeichen von CNI-Toxizitat nachgewiesen werden (73).

Auch chronische und progrediente Transplantatschadigung wird mit CNI-Therapie in
Verbindung gebracht. So konnte bereits 1984 in einer Studie von 32 Nierenbiopsien
herztransplantierter Patienten unter CyA-Therapie tubuléare Atrophie und interstitielle
Fibrose (IFTA) und fokal-segmentale Sklerose (FSGS) gezeigt werden. (74)

Auch wenn Tacrolimus eine, verglichen mit CyA, tendenziell geringere Nephrotoxizitat
besitzt (75), was sich im Rattentiermodell auch in geringerer renaler Fibrose
manifestiert (76), scheinen insbesondere Nieren &lterer Organspender eine hdhere
Suszeptibilitait gegentber CNI-abhangiger Nierenschadigung mit entsprechenden
histologischen Schadigungsmustern zu haben (77), die sich zwischen den Substanzen

prinzipiell kaum unterscheiden (78).

1.3.2.2. Antimetaboliten: Mycophenolat/Azathioprin

Durch Interferenz mit der Nukleinsduresynthese hemmen die Antimetabolite
Mycophenolat-Natrium (MMF) und Mycophenolsdaure (MPA) unspezifisch die

Proliferation von T- und B-Zellen und sind hierdurch immunsuppressiv wirksam. (79)

Die meistverwendeten Praparate sind MMF/MPA und Azathioprin (AZA) (69), die im
Hinblick auf Transplantatfunktion und Gesamtiiberleben gleichwertig sind und in Gber
90% der Nierentransplantierten in den Vereinigten Staaten eingesetzt werden. (69)

Wegen latent besserer Langzeitergebnisse und besserem Nebenwirkungsprofil wird
MMF/MPA heutzutage AZA vorgezogen (80). Letzteres stellt allerdings vorbehaltlich
einer regelrechten TMPT-Aktivitat eine wertvolle Therapiealternative bei
Kontraindikation gegen MMF/MPA dar. Hervorzuheben ist hier insbesondere die
Behandlung bei Kinderwunsch und Schwangerschaft, da AZA im Gegensatz zu
MMF/MPA keine teratogenen Eigenschaften besitzt (81).
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1.3.2.3. Corticosteroide

Eine weitere wichtige und haufige Saule der sowohl Induktions- als auch erhaltenden
iImmunsuppressiven Therapie ist die Gabe von Corticosteroiden, die von mehr als

70% der Nierentransplantierten eingenommen werden. (69)

Fur Patienten mit Kontraindikationen fir Steroidtherapie und niedrigem
immunologischen Risiko besteht die Moglichkeit einer steroidfreien
Immunsuppression, fur die in der HARMONY -Studie fur Patienten mit niedrigem

immunologischen Risiko kein Nachteil gezeigt werden konnte (82).
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1.4. Renale Fibrose

Interstitielle Fibrose und tubulare Atrophie (IFTA) ist die histopathologische
Endmanifestation vieler verschiedener Nierenerkrankungen. Sie stellt sowohl in der
nativen Niere wie auch im Nierentransplantat die Endstrecke einer komplexen,
miteinander verbundenen Kaskade zellularer Schadigungs- und
Reparaturmechanismen dar. Dies ist gekennzeichnet durch die Aktivierung
ortsansassiger Zellen mit Ausschuttung proinflammatorischer Molekile, durch die
epithelial-mesenchymale Transition von Tubulusepithelzellen zu Myofibroblasten
sowie durch die subsequente Einwanderung von wichtiger Entziindungszellen,
insbesondere Makrophagen und Lymphozyten, die die Zerstérung funktionaler
Nierenstrukturen zur Folge hat. Das Ergebnis ist die Gbermaldige Ablagerung von
Extrazellularmatrix (EZM)-Komponenten, welche funktionale Nierenstrukturen

ersetzen. Dies wird als Fibrose bezeichnet (84-87).

Im klinischen Kontext ist IFTA ein starker Pradiktor fir eine schlechte Prognose sowohl
bei CKD von Nativnieren als auch bei Transplantaten, insbesondere wenn sie von
Entziindungszeichen als Hinweis auf anhaltende floride entzindliche Prozesse
begleitet wird (88). Sie tritt in mindestens 25% der 1-Jahres-Kontrollbiopsien von
Nierentransplantaten auf, obwohl gleichzeitig noch keine Verschlechterung der

Nierenfunktion vorliegt (89).

1.5. B-Cell Activating Factor (BAFF)

Der B-Zell-aktivierende Faktor (BAFF), der von hamatopoetischen Zellen sezerniert
wird, ist ein Mitglied der TNF-Proteinfamilie und spielt eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung und Uberlebensfahigkeit von B-Zellen (90). Erhdhte BAFF-Spiegel
wurden u.a. bei Patienten mit systemischem Lupus Erythematodes (SLE) festgestellt
und hier mit einer verstarkten Krankheitsaktivitdt in Verbindung gebracht (91).
Zusatzlich weil3 man, dass BAFF von tubularen Epithelzellen (TEC) sezerniert wird
und mit der Aktivitat von Lupusnephritis Klassen 1I-IV korreliert (92). BAFF hat nicht

nur Auswirkungen auf die Reifung und das Uberleben von B-Zellen, sondern wurde
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auch auf der Oberflache von Thl7-Zellen identifiziert (90). Letztere sind eine
Subklasse IL-17 sezernierender proinflammatorischer T-Helferzellen (93), fur die eine

proinflammatorische Rolle im klinischen Kontext des SLE (94) nachgewiesen wurde.

Zudem werden hohere Infiltrationsdichten von Thl7 im Kontext humaner
Nierentransplantation in einigen Arbeiten mit TCMR und erhéhter Absto3ungsschwere
in Verbindung gebracht. (95, 96)

Bei systemischem Lupus erythematodes sowie bei Lupusnephritis ist der anti-BAFF-
Antikorper Belimumab zur Behandlung zugelassen und hat in den letzten Jahren an
therapeutischer Bedeutung gewonnen. Es konnte gezeigt werden, dass Belimumab
den Verlust von eGFR und das Fortschreiten von Albuminurie bei bioptisch

nachgewiesener LN verlangsamt (97, 98).

Im Transplantationssetting konnte gezeigt werden, dass BAFF-Spiegel das
individuelle immunologische Risiko der Patienten fir die de-novo-Bildung von HLA-
Antikorpern (99) , AbstoRungen (100), insbesondere die durch Antikorper vermittelte
AbstoRung (101, 102), widerspiegeln und als Risikostratifizierungsinstrument (103)
des immunologischen Risikoprofils der Patienten verwendet werden kénnen. Eine
Anti-BAFF-Behandlung konnte das Risiko fir ABMR bei Ratten senken (104) und
wurde bei stark immunisierten Dialysepatienten, die auf eine Nierentransplantation
warten, zur Senkung ihres virtual Panel Reactive Antibody Index (vVPRA) (105) sowie

in einer Phase-2-Studie zur add-on Induktionstherapie (106) eingesetzt.

1.6. Dickkopf-3 (DKK3)

Dickkopf-3 (DDK3) ist ein Mitglied der Dickkopf-Glykoprotein-Familie, die aus 4
Mitgliedern (DKK 1-4) besteht. Fur DKK3 konnten immunmodulatorische

Eigenschaften gezeigt werden.

In murinen Nierenschadigungsmodellen, konkret der unilateralen Ureterobstruktion
(UUO) und der Adenninephropathie konnte gezeigt werden, dass DKK3 von

gestressten tubuléren Epithelzellen (TEC) sezerniert (107), hierdurch lokale T-Zell-
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Antwort beeinflusst und renale Fibrose Utber den Wnt/3-Catenin-Weg gefdrdert wird
(108). Die Tatsache, dass der genetische Knockout oder die pharmazeutische
Blockade von DKK3 die renale Fibrose in diesen Modellen verringert, macht sie zu

einem potenziellen therapeutischen Ziel.

Im Kontext humaner, klinischer Anwendung wurde gezeigt, dass die Urin-DKK3-
Konzentration zusatzliche akute Nierenschadigung bei CKD (109), perioperative akute
Nierenschadigung bei Patienten mit Herz-Thorax-chirurgischen Eingriffen (110) und in
anderen spezifischen Umstanden wie COPD und kontrastmittelassoziierter akuter
Nierenschadigung (111, 112) vorhersagen kann. Zudem besitzt sie pradiktive

Eigenschaften fir die perspektivische Transplantatfunktion beim Menschen (113).

Dies hat zur Etablierung von DKK3 als kommerziell routinemalRlig bestimmbaren
Marker gefuihrt (114).

1.7. Hypothesen

Wir hypothetisierten, dass die Anti-BAFF-Behandlung

1) Migrationsmuster von Immunzellen, insbesondere T- und B-Zellen, ins und im

Transplantat beeinflussen.

DarlUber hinaus fragten wir uns, ob

2) dies zu einer Verminderung der intragraft-Fibrose fuhrt und ob sich dies in

3) unterschiedlicher DKK3-Expressionsstarke widerspiegelt.
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2. Material & Methoden

2.1. Versuchstiere, Nierentransplantation und immunsuppressive

Behandlung

Um unsere Hypothesen zu testen, griffen wir auf ein bei uns etabliertes
Nierentransplantationsmodell in der Ratte zurtick. Tierversuche wurden von den
lokalen Behdrden genehmigt und gemald den Tierschutzgesetzen durchgefuhrt. Die
Nierentransplantation (NTx) wurde anhand eines etablierten Protokolls wie folgt
durchgefihrt (115):

42 mannliche Brown Norway-Ratten dienten als Spender und méannliche Lewis (LEW)
-Ratten als Empfanger (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland). Die linke
Niere der Brown-Norway-Ratten wurde orthotop in LEW-Ratten transplantiert. Rechte
Nieren der Empfangertiere wurden entfernt. (115) Zudem erfolgte als Kontrollgruppe

eine syngene Transplantation (LEW auf LEW) in 5 Versuchstieren.

Zur Beurteilung der Auswirkung verschiedener Dosen von CNI, um z.B. Nonadhérenz
zu verbildlichen, ein moéglicherweise CNI-sparendes Regime zu etablieren und den
zusatzlichen Einfluss einer anti-BAFF-Behandlung zu bewerten, wurden verschiedene
immunsuppressive Schemata - ohne Einsatz einer dezidierten Induktionstherapie mit

gesonderten Praparaten - angewandt:

Die Standardimmunsuppression betrug taglich 10 mg Cyclosporin A (CyA)/kg
(highCNI, n = 10).

Um eine chronische Abstol3ung (CR) und die Entwicklung von DSA zu ermdéglichen
und untersuchen zu kénnen, erhielt eine Versuchsgruppe (lowCNI, n = 10) eine
diskontinuierliche, reduzierte Dosis Cyclosporin A (5 mg/kg/Tag an den Tagen 0—7
nach NTx i.S.e. abgemilderten Induktionstherapie und ab Tag 7 5mg/kg/Tag alle zwei
Tage).
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Eine weitere Versuchsgruppe (lowCNI+aBAFF, n = 9) erhielt zusatzilch zu 0.g. lowCNI-
Regime einen monoklonalen BAFF-Antikorper (Hamster-Anti-Maus-BLY S-Antikérper
10F4, GSK, Hamburg) intraperitoneal in einer Dosis von 10 mg/kg an den Tagen 3,
17, 31 und 45 nach der NTx.

Eine letzte Versuchsgruppe von Ratten (medCNI, n = 8), erhielt taglich eine reduzierte
CyA-Dosis (5 mg/kg/Tag).

Die Ratten wurden je zur Halfte an Tag 28 oder Tag 56 nach der NTx euthanasiert. Als
zusatzliche Kontrolle fur den Einfluss des operativen Verfahrens und der
Immunsuppression unter Ausschluss immunologischer Komponente wurde eine
syngene Transplantation durchgefuhrt und an Tag 56 euthanasiert (n = 5). Diese
Gruppe erhielt keine immunsuppressive Medikation. Die experimentellen Gruppen

waren damit wie folgt:

28 Tage n=>5
CyA (10mg/kg/d) highCNI
taglich 56 Tage n=>5
28 Tage n=5
CyA (5mg/kg/d) medCNI
taglich 56 Tage n=3
28 Tage n=5
CyA (5mg/kg/d) an lowCNI
alternierenden 56 Tage n=>5
Tagen
28 Tage n=5
CyA (5mg/kg/d) an | lowCNI+aBAFF
alternierenden 56 Tage n=4
Tagen +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) an
Tag 3,17,31,45
syngene syngen 56 Tage n=>5
Transplantation
ohne
Immunsuppression

Tabelle 1: Ubersicht (iber die experimentellen Gruppen.
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In keinem der untersuchten ltems unterschied sich die Gruppe der lowCN/ und
medCNI-behandelten Tiere statistisch signifikant voneinander, so dass im Folgenden

der Ubersichtlichkeit halber nur die Ergebnisse von lowCN/ dargestellt werden.

2.2. Histologie und Immunhistochemie

Paraffinschnitte der entnommenen Transplantate wurden mit Hamatoxylin und Eosin
sowie Periodic-Acid-Schiff gefarbt und von einem unabhangigen Nephropathologen

gemal den Banff-Kriterien ausgewertet (51).

Drei Mikrometer dicke formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Milzabschnitte wurden
mit Anti-DKK3 (bei Invitrogen, PA5-102626), Anti-CD68 (Serotec, MCA341GA), Anti-
CD3 (Abcam, ab5690), Anti-CD4 (CellSignaling # 25229-S), Anti-CD8 (Santa Cruz sc-
70802), Anti-Anti-CD20 (Abcam ab64088) gefarbt. Die Farbung erfolgte gemal einem
aus unserer Arbeitsgruppe bereits veroffentlichten standardisierten

Immunhistochemieprotokoll (116).

Unter Verwendung dieser Farbungen wurden T-Lymphozyten (CD3+, CD4+, CD8+),
Makrophagen (CD68+) und B-Zellen (CD20+) gezahlt. Ihre Anzahl wurde dann

proportional zur Gesamtzahl der kernhaltigen Zellen auf jedem Schnitt berechnet.

Weitere Farbungen wurden mit Alpha-SMA-Antikérpern und Trichrom durchgefihrt,
um histologisch die Fibrose zu bewerten. Die Flache der Alpha-SMA- und Trichrom-
positiven Flache wurde proportional zur Gesamtflache analysiert. Eine erhéhte
Expression von Alpha-SMA durch Myofibroblasten ist einer der Hauptbefunde bei der
anhaltenden UbermalRigen Ablagerung von extrazellularen Matrixkomponenten wie

Kollagen und Fibronectin (117).
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2.3. Real-Time Polymerase Chain Reaction (rtPCR)

Die quantitative Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) wurde in vorbeschriebener Weise
(118) durchgefihrt.

Die Kopienzahl der Zielgene wurden auf die Expression des housekeeping-Gens
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase normiert und als

Deltazyklusschwellenwerte angegeben.
Die Sequenzen der Primer waren:
rHPRTneu forw: 5'-GCA GAC TTT GCT TTC CTT GG-3'

rHPRTneu rev: 5'-TCC ACT TTC GCT GAT GAC AC-3'

rDKKS3 forwl: 5'-AAG GCA AGA AGA GCC ATG AA-3' rDKK3

rDKK3 revl: 5-CTC ACT GTC TCG GGT GCA TA-3..

2.4. Statistik

Die Daten wurden mit IBMs SPSS Statistics-Viewer analysiert. Werte innerhalb der
Gruppen wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung Uberprift (s.
Tabellen A1-A10 in der Appendix). Waren die Werte innerhalb der Gruppen
normalverteilt, wurde zur Prifung signifikanter Unterschiede der Students-t-Test,

andernfalls der nonparametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Zellmigration
3.1.1. B-Zellen

Der Anteil CD 20-positiver Zellen war bei Gruppen mit highCNI (Mittelwert 0,04%) und
lowCNI+aBAFF-Behandlung (Mittelwert 0,14%) am Tag 28 signifikant niedriger als bei
Ratten, die ausschlie3lich mit lowCNI behandelt wurden (Mittelwert 0,55%) (p=0,026
bzw. 0,05).

Diese Beobachtung konnte am Tag 56 mit mittleren Anteilen von 0,02% (highCNI) und
0,018% (low-CNI+aBAFF) bestétigt werden, wobei auch hier der Anteil signifikant
niedriger war als bei lowCNI-behandelten Ratten (0,23%) (p=0,014 bzw. 0,016.

Syngen transplantierte Tiere hatten auf den analysierten Schnitten im Mittel 0,014%
B-Zellen, was sich statistisch am Tag 56 nicht signifikant von lowCNI+aBAFF oder
highCNI unterschied. (Abb. 1)
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Abbildung 8: Boxplot des Anteils immunhistochemisch CD20+ Zellen (B-Zellen) in Nierenquerschnitten
bezogen auf die Versuchsgruppen.
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3.1.2. T-Zellen

Die Ergebnisse flr alle T-Zell-Marker (CD4, CD8, CD3) waren nahezu identisch, so
dass hier die Ergebnisse fur den pan-T-Zell-Marker CD3 (Abb. 2) exemplarisch
diskutiert, die Ergebnisse fur CD4 und CD8 in Abbindungen (Abb. 3 und 4) visuell

dargestellt werden.

An Tag 28 wiesen Proben der Tiere mit highCNI signifikant weniger T-Zellen (0,67%)
auf als lowCNI (2,87%) und lowCNI+aBAFF (3,3%) (p=0,009 bzw. <0,001), wahrend
die beiden letzten Gruppen (lowCNI vs. lowCNI+aBAFF) keinen statistisch

signifikanten Unterschied aufwiesen.

An Tag 56 wurde dieser Effekt so abgeschwacht, dass zwischen highCNI (0,40%),
lowCNI+aBAFF (0,58%) und syngen transplantierten Tieren (0,37%) kein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte, wahrend alle drei signifikant
niedriger waren als bei lowCNI (1,9%) mit p=0,001, p=0,006 bzw. p=0,002. (Abb. 2)
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Abbildung 9: Boxplot des Anteils immunhistochemisch CD3+ Zellen (T-Zellen) in Nierenquerschnitten
bezogen auf die Versuchsgruppen.
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Abbildung 10: Boxplot des Anteils immunhistochemisch CD4+ Zellen (T-Helferzellen) in
Nierenquerschnitten bezogen auf die Versuchsgruppen.
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Abbildung 11: Boxplot des Anteils immunhistochemisch CD8+ Zellen (zytotoxische T-Zellen) in
Nierenquerschnitten bezogen auf die Versuchsgruppen.
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3.1.3. Makrophagen

Die Makrophagenfarbung (CD68) zeigte vergleichbare Ergebnisse wie die T-Zell-
Analyse.

An Tag 28 war die Makrophageninfiltration in der Gruppe mit highCNI am geringsten
(1,02% der kernhaltigen Zellen), signifikant niedriger als bei lowCNI (2,31%) (p =
0,006) und lowCNI+aBAFF (2,43%) (p=0,023).

An Tag 56 blieben die Werte der syngen transplantierten Tieren (0,35%) gefolgt von
der highCNI-Gruppe (0,49%) am niedrigsten, wahrend die Tiere mit lowCNI+aBAFF
ahnlich niedrige Werte aufwiesen (0,68%). Sowohl syngen transplantierte, highCNI-
behandelte, als auch lowCNI+aBAFF-behandelte Tiere wiesen Infiltrationsraten auf,
die signifikant niedriger waren als bei lowCNI-behandelten Ratten (2,04%, p=0,010,
0,007 bzw. 0,033), wahrend keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
syngen transplantierten, highCNI-behalndelten und lowCNI+aBAFF-behandelnten
Tieren nachgewiesen werden konnten.
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Abbildung 12: Boxplot des Anteils immunhistochemisch CD68+ Zellen (Makrophagen) in
Nierenquerschnitten bezogen auf die Versuchsgruppen.
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3.2. AbstoRung

In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen in der Immunhistochemie, die die
Immigration von Immunzellen charakterisierte, war die T-Zell-vermittelte Abstol3ung
gemalR der BANFF-2017-Klassifikation ein haufiges Merkmal in den Gruppen mit

reduzierter CyA-Dosierung an Tag 28:

lowCNI (n=5, 3x IA, 2x borderline), medCNI (n=5, 3x borderline, 1x IB) und am
deutlichsten in lowCNI+aBAFF (n=5, 5x IA). Bei highCNI-behandelten Tieren (n=5)
fand sich keine TCMR.

An Tag 56 hielt die TCMR bei lowCNI behandelten Ratten (n=5, 3x borderline, 2x I1A)
an, verschwand aber vollstandig bei lowCNI+aBAFF behandelten Ratten (n=4, keine
Abstol3ung); bei Ratten mit highCNI und syngen transplantierten Tieren wurde

ebenfalls keine Abstol3ung festgestellt.

Hinweise fur eine AMR fanden sich in keinem der Versuchstiere.

Gruppe AbstoBungsklassifikation nach
BANFF 2017
highCNI (10mg CyA taglich) d28 (n=5) keine
midCNI (5mg CyA taglich) d28 (n=5) 3x borderline, 1x IB
lowCNI (5mg CyA g2d) d28 (n=5) 3x IA, 2x borderline
lowCNI + aBAFF d28 (n=5) 5x 1A
highCNI (10mg CyA taglich) d56 (n=5) keine
midCNI (5mgCyA taglich) d56 (n=3) N.T.
lowCNI (5mgCyA g2d) d56 (n=5) 3x borderline, 2x IA
lowCNI + aBAFF d56 (n=4) keine
syngen (n=5) keine

Tabelle 2: AbstoBungsgraduierung nach BANFF 2017 - Die Zahl der Ratten mit klinisch manifester
AbstoRung waren in der low-CNI-Gruppe hoch. Dies konnte an Tag 56 durch zusatzliche Verabreichung
von anti-BAFF, analog zu den Ergebnissen der Zellinfiltration, in der Histologie supprimiert werden.
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3.3. Intragraft-Fibrose

3.3.1. Trichrom-Farbung

An Tag 28 unterschied sich die Trichrom-positive Flache nicht signifikant zwischen

allen Gruppen, alle zeigten etwa 1% Trichrom-positive Flache.

An Tag 56 zeigten lowCNI behandelte Ratten die meiste Trichrom-positive Flache
(Flachenanteil 2,8%), signifikant mehr als bei highCNI (Flachenanteil 1,05%)
behandelten Ratten (p=0,028). Ein Vergleich zwischen Ratten, die mit lowCNI+aBAFF
(Flachenanteil 1,69%) und syngenen Transplantaten (Flachenanteil 1,25%) behandelt
wurden, erreichte trotz einem klaren Trend zu héheren Werten in lowCNI keine
statistische Signifikanz (p=0,175 bzw. p=0,102).
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Abbildung 13: Boxplot des Anteils Trichrom-positiver Flache in Bezug auf die Versuchsgruppen
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3.3.2. Alpha-SMA
Diese Befunde wurden durch die alpha-SMA-Farbung bestatigt.

Entsprechend den Ergebnissen der Trichromfarbung unterschieden sich die Werte am
Tag 28 nicht.

An Tag 56 wiesen sowohl highCNI (2,2%) als auch lowCNI+aBAFF -behandelte Tiere
(3,07%) statistisch signifikant weniger alpha-SMA-positive Flache als lowCNI-
behandelte Tiere (5,8%, p=0,004 bzw. p=0,004) auf.
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Abbildung 14: Boxplot der alphaSMA-positiven Flache in Bezug auf die Versuchsgruppen. An Tag 28
wurden fur highCNI-behandelte Tiere keine Schnitte fur alpha-SMA gefarbt.
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3.4. DKK3-Expression

3.4.1. Immunhistochemie

Auch fir die DKK3-Expression wurde Immunhistochemie durchgefuhrt, um einen
maoglichen profibrotischen Faktor zu analysieren. Hierfur wurde die DKK3-positive
Flache der Schnitte sowohl manuell als auch korrelierend automatisiert (HistoQuest,
TissueGnostics) bestimmt.

Sowohl an Tag 28 als auch an Tag 56 hatten mit lowCNI+aBAFF behandelte Ratten
die im Mittel niedrigste DKK3-positive Flache (0,77% bzw. 0,85%) mit geringer
Varianz.

An Tag 28 wies die Gruppe lowCNI (mittlerer Flachenanteil 0,96%) gegenuber
lowCNI+aBAFF (mittlerer Flachenanteil 0,77%) ein etwas hoheres DKK3-
Expressionsniveau auf, wahrend bei highCNI (1,67%) behandelten Ratten die hdchste
DKK3-Expression vorlag, die die statistische Signifikanz gegentber lowCNI+aBAFF
(p=0,055) nur knapp verfehlte. Es zeigten sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede zu lowCNI-behandelten Transplantaten zeigten.

An Tag 56 blieb nur ein Trend zu niedrigeren DKKS3-positiven Flachen in der
lowCNI+aBAFF-Gruppe (0,85%) im Vergleich zu lowCNI (1,12%) und highCNI (0,91%)

sowie syngenen Transplantaten (1,12%) insgesamt ohne statistische Signifikanz.

Auffallig erscheint hierbei die sehr niedrige Varianz der Werte in der aBAFF-

behandelten Gruppe.
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DKK3 Immunhistochemie
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Abbildung 15: Boxplot der automatisiert bestimmten DKK3 positiven Flache in Bezug auf die
Versuchsgruppe. Hier zeichnet sich ein klarer Trend zu niedrigeren Werten in aBAFF-behandelten
Tieren an Tag 28 ab.

DKK3 Immunhistochemie manuell

300 p=0,151(n.s.)

2,00
1

Anteil DKK3+ Flache [%]

—T—

1
highCNId28 lowCNId28 lowCNIi+a  highCNId56 lowCNId56  lowCNI+a  syngen d56
BAFF d28 BAFF d56

Versuchsgruppe

Abbildung 16: Boxplot des manuell bestimmten DKK positiven Flachenanteils in der Immunhistochemie.
Bei etwas hoheren Werten fiir die Gruppen an Tag 56 verbleibt der Trend zu niedrigeren Werten in der
lowCNI+antiBAFF-Gruppe an Tag 28.

36



Abbildung 17: Exemplarische Auswahl immunhistochemischer Farbungen von DKKS3 in Schnitten explantierter Transplantatnieren der entsprechenden
Versuchsgruppen an Tag 28. Links (Bildabschnitt a): highCNI d28. Mittig (Bildabschnitt b): lowCNI d28. Rechts (Bildabschnitt ¢) lowCNI+aBAFF d28.

Durch griine Pfeile markiert: erhaltene proximale Tubuli. Durch schwarze Pfeile markiert: Tubuli mit Zeichen akuter Schadigung (abgeflachtes Tubulusepithel,
erweiterte Lichtungen). Durch blaue Pfeile markiert: Glomeruli. Durch rote Pfeile markiert: Tubuli mit hellrot angefarbter DKK3-Expression.
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Abbildung 18: Exemplarische Auswahl immunhistochemischer Farbungen von DKK3 in Schnitten explantierter Transplantatnieren der entsprechenden
Versuchsgruppen an Tag 56. Oben links (Bildabschnitt a): highCNI d56. Oben mittig (Bildabschnitt b): lowCNI d56. Oben rechts (Bildabschnitt c) lowCNI+aBAFF
d56. Unten mittig (Bildabschnitt d) syngen d56.

Durch griine Pfeile markiert: erhaltene proximale Tubuli. Durch schwarze Pfeile markiert: Tubuli mit Zeichen akuter Schadigung (abgeflachtes Tubulusepithel,
erweiterte Lichtungen). Durch blaue Pfeile markiert: Glomeruli. Durch rote Pfeile markiert: Tubuli mit hellrot angefarbter DKK3-Expression.
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3.4.2. Real-Time Polymerase Chain Reaction (rtPCR)

Um dies weiter zu untermauern, fuhrten wir eine rtPCR fuir DKK3-mRNA durch, die auf
Werte eines Hauskeepergens (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase,
HPRT1) normiert war.

Auch hier zeigten lowCNI+aBAFF-behandelte Tiere durchweg niedrige Werte an Tag
28 (0,00074) und Tag 56 (Mittelwert 0,00068), die nur bei syngenen Transplantaten
(Mittelwert 0,0002) niedriger waren.

Der Trend zu (in einzelnen Versuchstieren bis zu 10fach) héheren mRNA-
Konzentrationen bei highCNI (Mittelwert 0,002) und lowCNI (Mittelwert 0,009) erreichte
bei Vergleich mit lowCNI+aBAFF keine statistische Signifikanz (p=0,286).

Wie auch in der DKK3-Immunfluoreszenzanalyse zeigten die Werte der Versuchstiere

aus der lowCNI+aBAFF-Gruppe eine sehr niedrige Varianz.
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Abbildung 19: Boxplot der auf die mRNA des Housekeeping-Gens HPRT1 normierte mRNA-
Konzentration von DKK3 in der rtPCR. Parallel zur Immunhistochemie zeigt sich hier in den antiBAFF-
behandelten Gruppen der Trend zu niedrigeren Werten ohne statistische Signifikanz.
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4. Diskussion

In unserem Rattenmodell der Nierentransplantation zu versuchten wir, sowohl den
Effekt verringerter und diskontinuierlicher CNI-Dosen als auch den zusatzlichen
Einfluss einer pharmakologischen B-Zell-Intervention auf Zellmigration, Fibrose und
DKK3-Expression zu verbildlichen.

Fur dieses Modell konnte in der Vergangenheit bereits eine Zunahme der de-novo-
Bildung von HLA-Antikorpern in der Gruppe der Nonadharenz (diskontinuierliche
Einnahme, lowCNI) nachgewiesen werden. Pathomechanistisch zeigten sich hier
deutlich erhdhte Zytokinspiegel, insbesondere fur CCL19, CCL20, CCL21 und BAFF.
Hier konnten sowohl erhdéhte B-Zell-Infiltration als auch intrarenale IgG-Produktion
gezeigt werden. (118) Dies steht im Einklang mit Erkenntnissen, dass B-Zellen in
Anwesenheit hoher BAFF-Spiegel starkeren chemotaktischen Einflissen durch
CCL21 und CCL13 unterliegen (119). Angesichts der Tatsache, dass im Setting
humaner Nierenbiopsien eine Assoziation von vermehrter B-Zell-Infiltration in
subklinischer Rejektion mit schlechterer Transplantatfunktion und vermehrter IFTA
gezeigt werden konnte (120), schien eine anti-BAFF-Therapie konzeptionell

interessant.

In der hier vorliegenden Arbeit war die Infiltration von Entzindungszellen,
insbesondere auch die Einwanderung von T-Zellen und Makrophagen, ein
Schlisselereignis in der komplexen Kaskade von Mechanismen, die zur Nierenfibrose
fuhren (121, 84), erwartungsgemaln in denjenigen Gruppen am geringsten, die syngen

transplantiert wurden und denjenigen, die die hdchsten Dosen Cyclosporin A erhielten.

Bei den Ratten, die niedrige CyA-Dosen (lowCNI und lowCNI+aBAFF) erhielten, zeigte
sich eine starkere T-Zell- und makrophagenabhangige tubulointerstitielle
Entzindungsaktivitat zum ersten Untersuchungszeitpunkt am Tag 28 nach
Transplantation. Dieser Effekt konnte bis zum zweiten Untersuchungszeitpunkt an Tag
56 nach Transplantation durch die zusatzliche Verabreichung des anti-BAFF-
Antikdrpers als Ausdruck einer verzdgerten, aber schlie3lich doch effektiven

Migrationshemmung, vollstdndig ausgeglichen werden. Die B-Zell-Migration wurde
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bereits zum ersten Untersuchungszeitpunkt und durchweg in der Gruppe mit
lowCNI+aBAFF-Behandlung effektiv unterdriickt.

Auch in anderem Kontext von Nierenerkrankung auf3erhalb der Transplantation spielt
BAFF eine Rolle: Bei Lupusnephritis (LN) zeigte eine Studie an menschlichen
Nierenbiospien eine deutlich erhdhte tubulointerstitielle Expression von BAFF in
CD20+-Entzandungsinfiltraten (122), wahrend in einer Studie Uber LN bei Mausen die
Verringerung von BAFF auch die glomerulare Infiltration von T-Zellen sowie die
Bildung tertiarer lymphoider Strukturen (123) abschwéchte, ohne die Gesamtzahl der

infiltrierenden hamatopoetischen Zellen zu verringern.

Analog dazu wurden in unserem Modell sowohl die B-Zell- als auch die T-Zell-
Infiltration durch eine anti-BAFF-Strategie zusatzlich zur niedrig dosierten CNI-

Immunsuppression abgeschwécht.

Die erste Hypothese, dass anti-BAFF-Behandlung die zellularen Migrationsmuster
beeinflusst, konnten wir somit bestatigen. Dies traf auf alle untersuchten Zelllinien
(Makrophagen, T-Zellen und B-Zellen) zu. Auch die referenzpathologische
Untersuchung der AbstoBungsschwere nach BANFF 2017 bestatigte diese

Ergebnisse.

Die aus der Infiltration durch Immunzellen resultierende Fibrose, die mittels Trichrom-
Farbung und alpha-SMA-Assays untersucht wurde, war an Tag 56 in der Gruppe mit
lowCNI+aBAFF-Therapie signifikant geringer als in der mit lowCNI-Therapie allein, so
dass auch unsere zweite Hypothese einer verminderten Intragraftfibrose bestatigt
werden konnte, auch wenn in der highCNI-Gruppe Trends zu noch geringerer Fibrose

bestehen.

Ob diese Trends langfristig statistische Signifikanz zwischen highCNI und
lowCNI+aBAFF erreichen wirden, kann anhand der vorliegenden Daten nicht beurteilt

werden.
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Es existieren folgende Daten, die auf eine direkte Beteiligung von BAFF an fibrotischen
Prozessen hinweisen: Durch BAFF-Knockout konnte die Fibrose in einem Mausmodell
der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose abgeschwacht werden (124). Dartber
hinaus wurde gezeigt, dass mit Fibrose assoziierte Signalwege, insbesondere der
TGF-3-Signalweg und Teile von Integrin-Signalwegen wie Syndecan-1, von dem auch
bekannt ist, dass es, wie DKK3 auch, den profibrotischen wnt/R-Catenin-Signalweg
aktiviert (125), durch die Verabreichung von Belimumab in einer Doppelblindstudie an
menschlichen Patienten mit systemischer Sklerose unterdriickt werden konnten. (126)

Auch fur die epithelial-mesenchymale Transition in Tubuluszellen und nachfolgende
Ausbildung renaler Fibrose konnte fir Syndecan-1 eine tragende Bedeutung gezeigt
werden (127).

Nachdem auch DKK-3 ein Aktivator des wnt/3-Catenin-Signalweges ist (107, 108)
konnten diese Daten auf einen moglichen Zusammenhang bzw. synergistische Effekte
zwischen der DKK3-assoziierten profibrotischen Signalubertragung und BAFF/BAFF-
R hindeuten. Ob diese Zusammenhange wie Regulation von Syndecan-1 und dessen
Unterdrickung durch BAFF-Intervention fir die Nierenfibrose eine Rolle spielen,

konnte in zukilnftigen Arbeiten untersucht werden.

Die DKK3-Expressionsstarken unterschieden sich nicht statistisch signifikant zwischen
den Versuchsarmen, wobei die Tendenz zu niedrigerer DKK3-Expression mit geringer
Varianz in den lowCNI+aBAFF-behandelten Tieren zu beiden Analysezeitpunkten
auffallig ist und im Vergleich mit highCNI an Tag 28 in der Immunhistochemie und an

Tag 56 in der rtPCR die statistische Signifikanz nur knapp verfehlt.

Die Trends zu niedrigen DDK3-Werten mit geringer Varianz in den lowCNI+aBAFF-
behandelten Tieren zu beiden Analysezeitpunkten zeigen aufféllige Parallelen zu den
Werten der B-Zell-Infiltration. Es ist bekannt, dass DKK3 modulatorische
Eigenschaften auf periphere B-Zellen besitzt. Ludwig et al. konnten im Mausmodell
zeigen, dass in DKK3-defizienten Mausen die Ausreifung von B2-Zellen beeintrachtigt
war, wohingegen die Proliferation und das Uberleben von B1-Zellen gestarkt wurden.
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Auch wurde durch DKK3-Knockout im SLE-Mausmodell Autoimmunitat verstarkt
(128). So kann gemutmalRt werden, dass neben der BAFF-Intervention
moglicherweise auch die tendenziell niedrigeren DKK3-Spiegel zur niedrigen B-Zell-
Infiltration beitragen, wobei keine Charakterisierung der infiltrierenden B-Zellen in
Subgruppen in den einzelnen Versuchsarmen durchgefihrt wurde. Ob erhéhte BAFF-
Spiegel bzw. B-Zell-Aktivitdt umgekehrt direkten Einfluss auf DKK3-Expression haben,
ist nicht bekannt, so dass hier tber einen direkt-mechanistischen Einfluss der BAFF-
Intervention auf die DKK3-Expression nur spekuliert werden kann.

In einem MHC-inkompatiblen Rattenmodell der Nierentransplantation von Nankivell et
al. zeigte sich, dass niedrigere Dosen von Cyclosporin A, die Lymphozyteninfiltration
und die Expression von Chemokinen wie BAFF und BAFF-Rezeptor erhohen. (36) Der
Verzicht auf CNI oder die Kombination von niedrigdosierten CNI mit mTOR-Inhibitoren
konnte in einer grof3en Metaanalyse transplantierter Menschen von Karpe et al. mit
vermehrten Episoden von Transplantatabstol3ung in Zusammenhang gebracht werden
(129).

In einer experimentellen Arbeit von Labes et al. an Mausen zur Verbildlichung CyA-
induzierter Nierenschadigung konnte bei Verabreichung von 80mg/kg Cyclosporin A
fur vier respektive acht Wochen signifikant hohere DKK-3-Konzentrationen im Blut der
Versuchstiere im Vergleich zu Placebo gezeigt werden (130). Auch in diesem Modell
der CNI-Toxizitdat nahmen die Marker akuter Tubulusschadigung (NGAL, KIM-1,
DKK3) von vier zu acht Wochen, passend zu unseren immunhistochemischen

Ergebnissen, tendenziell ab.

So koénnten die latent héheren Signale fir DKK3 in Immunhistochemie und rtPCR in
den highCNI-behandelten Tieren an Tag 28 (ICH) und Tag 56 (rtPCR) bei geringerer
zellular-alloinflammatorischer Aktivitat als Ausdruck einer latenten CNI-Toxizitat
gedeutet werden, auch wenn konkrete histologische Hinweise hierauf mangels
gezielter Untersuchung nicht nachgewiesen wurden und die CyA-Dosen bei Labes et
al. ungleich héher waren. In der genannten Arbeit zeigte sich bereits nach 4 Wochen
exemplarisch gezeigte, nicht quantifizierte IFTA. Das Fehlen relevanter Fibrose in
unseren highCNI-Gruppen konnte ein Dosiseffekt sein, nachdem zumindest die

vasokonstriktiven Eigenschaften von CyA dosisabhangig sind. (131)
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Kontrar zu den human-klinischen Daten von Zewinger et al., in denen ein erhdhtes
DKK3/Kreatinin-Verhaltnis im Urin bei Patienten mit chronischer Nierenerkrankung
verschiedener Atiologie kurzfristigen GFR-Verlust anzeigte und gut mit hoherer
Fibrose korrelierte (109), kann diese unmittelbare Korrelation in unserer Arbeit nicht
gezeigt werden. Mdglicherweise liegen bei den Patienten in der Studie von Zewinger
et al. andere Pathomechanismen zugrunde oder fibrotische Prozesse in der highCNI-
Gruppe wegen des begrenzten Untersuchungszeitraums noch nicht sichtbar waren,
nachdem akute (v.a. subklinische) CNI-Toxizitat im Kontext humaner Patientendaten

zu grofRen Teilen reversibel (132), aber in 2-Jahres Biopsien haufig ist (73).

Dementsprechend kénnten die gefundenen Ergebnisse dieser Arbeit mit geringer
Entztindungszellinfiltration und Remission klassischer Absto3ungsstigmata von 4 zu 8
Wochen Untersuchungszeitraum und subsequent geringerer Fibrose sowie geringer
DKK-3-Expression, mutmalflich durch Einsparung von CNI-Dosis, die Untersuchung
einer ergadnzenden anti-BAFF-Behandlung involvierenden immunsupprimierenden
Strategie zur Einsparung von Calcineurininhibitoren rechtfertigen, auch wenn die
Zahlen der Versuchstiere in der vorliegenden Arbeit klein sind. Ob die gefundenen
Ergebnisse im Modell einer ,mono“Immunsuppression auf die Behandlungssituation
nierentransplantierter Patienten mit drei immunsuppressiv wirksamen Substanzen
ebenso Glltigkeit besitzen, kann zum aktuellen Zeitpunkt nur spekuliert werden; auch

das konnte Gegenstand folgender Arbeiten sein.

Insgesamt  scheint  die  weitere  Erforschung einer  aBAFF-basierten
immunsuppressiven Behandlungsstrategie nach Nierentransplantation jedoch

vielversprechend.
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Appendix

CD 20

Tabelle Al: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung des Zelloberflachenmarkers CD20

28 days =5 Y 1
CyA (10mg/kg/d) highCNI 56 days n=>5 Y 0,42
daily
28 days = Y 0,365
CyA (5mg/kg/d) medCNI 56 days = Y 0,291
daily
28 days = Y 0,212
CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days =5 Y 0,1
alternate days
28 days n=>5 N 0,024
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days =4 N 0,001
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=>5 Y 0,814
transplant with no
immunosuppressive
treatment
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CD3

28 days =5 Y 0,794
CyA (10mg/kg/d) highCNI 56 days n=5 Y 0,540
daily
28 days = Y 0,47
CyA (5mg/kg/d) medCNI 56 days = Y 0,24
daily
28 days = Y 0,165
CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days =5 Y 0,428
alternate days
28 days n=>5 Y 0,401
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days n=4 Y 0,712
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=5 Y 0,052
transplant with no
immunosuppressive
treatment

Tabelle A2: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung des Zelloberflaichenmarkers CD3
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CD4

28 days =5 Y 0,964
CyA (1dOr_r|19/kg/d) highCNI 56 days n=>5 Y 0,648
aily
28 days =5 N 0,014
CyA (gmlg/kg/d) medCNI 56 days =3 Y 0,794
aily
28 days =5 Y 0,165
CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days =5 Y 0,428
alternate days
28 days =5 Y 0,94
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days =4 Y 0,803
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=>5 N 0,002
transplant with no
immunosuppressive
treatment

Tabelle A3: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung des Zelloberflichenmarkers CD4
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CD8

28 days n=>5 Y 0,456
CyA (1dOr_r|19/kg/d) highCNI 56 days n=>5 Y 0,155
aily
28 days =5 Y 0,059
CyA (gmlglkgld) medCNI 56 days n=3 Y 0,363
aily
28 days n=>5 Y 0,397
CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days n=5 Y 0,197
alternate days
28 days =5 Y 0,507
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days n=24 v 0,783
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=>5 Y 0,057
transplant with no
immunosuppressive
treatment

Tabelle A4: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung des Zelloberflachenmarkers CD8; y=yes/ja N=no/nein
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DKK3 IF (HistoQuest)

28 days n=>5 Y 0,822
CyA (:thrTg/kg/d) highCNI 56 days n=>5 N 0,011
aily
28 days n=>5 N 0,009
CyA (gmlg/kg/d) medCNI 56 days =3 Y 0,06
aily
28 days n=>5 Y 0,238
CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days n=>5 Y 0,053
alternate days
28 days =5 Y 0,613
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days n=4 Y 0,913
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=5 Y 0,443
transplant with no
immunosuppressive
treatment

Tabelle A5: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung des automatisiert gemessenen Fliachenanteils von DKK3 in der Immunfluoreszenz; Y: yes/ja
N:no/nein
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DKK3 IF manuell

28 days =5 N 0,047
CyA (1dOr_r|19/kg/d) highCNI 56 days n=5 Y 0,565
aily
28 days =5 Y 0,565
CyA (gmlg/kg/d) medCNI 56 days =3 Y 0,345
aily
28 days n=>5 Y 0,125
CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days n=5 Y 0,433
alternate days
28 days =5 Y 0,170
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days n=4 Y 0,140
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=5 Y 0,561
transplant with no
immunosuppressive
treatment

Tabelle A6: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung des manuell bestimmten Flachenanteils von DKK3 in der Immunfluoreszenz; Y: yes/ja
N:no/nein
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DKK3 mRNA

28 days n=>5 N 0,015
CyA (ldOrrrg/kg/d) highCNI 56 days n=5 Y 0,536
aily
28 days n=>5 Y 0,859
daily
28 days n=>5 N 0,004
CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days n=5 Y 0.79
alternate days
28 days n=>5 Y 0,685
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days n=4 Y 0,568
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=5 Y 0,314
transplant with no
immunosuppressive
treatment

Tabelle A7: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung der gemessenen Konzentration der DKK3-mRNA normiert fiir das Housekeepergen HPRT1 in
der rtPCR; Y: yes/ja N:no/nein
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Trichrom MM

28 days n=>5 N 0,009
CyA (](.jOr}?g/kg/d) highCNI 56 days n=5 Y 0,228
aily
28 days n=5 Y 0,747
CyA (gmlg/kg/d) medCNI 56 days =3 N <0,001
aily
28 days n=5 Y 0,141
CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days n=5 Y 0,117
alternate days
28 days =5 Y 0,174
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days =4 N 0,001
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=5 N 0,046
transplant with no
immunosuppressive
treatment

Tabelle A8: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung des automatisiert gemessenen Trichrom-positiven Flachenanteils in der konventionellen
Histologie; Y: yes/ja N:no/nein
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Trichrom manuell

28 days =5 Y 0,952
CyA (1dOr_r|19/kg/d) highCNI 56 days n=5 Y 0,615
aily
28 days n=>5 Y 0,406
CyA (grr_llg/kg/d) medCNI 56 days n=3 Y 0,08
aily
28 days =5 Y 0,578
CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days =5 Y 0,707
alternate days
28 days =5 Y 0,137
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days n=4 Y 0,672
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=>5 Y 0,836
transplant with no
immunosuppressive
treatment

Tabelle A9: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung des manuell bestimmten Trichrom-positiven Flachenanteils in der konventionellen

Histologie; Y: yes/ja N:no/nein
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alphaSMA

CyA (10mg/kg/d) highCNI
daily

CyA (5mg/kg/d) medCNI
daily

CyA (5mg/kg/d) on lowCNI 56 days n=5
alternate days

28 days n=>5
CyA (5mg/kg/d) on | lowCNI+aBAFF 56 days n=24
alternate days +
anti-BAFF-antibody
(10mg/kg i.p.) days
3,17,31,45
syngeneic syngen 56 days n=0
transplant with no
immunosuppressive
treatment
Tabelle A10: Explorative Datenanalyse und statistische Verteilung des manuell bestimmten alpha-SMA-positiven Flachenanteils in der konventionellen

<|<| <z
o
w
w

Histologie; Y: yes/ja N:no/nein
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