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Abkurzungsverzeichnis

ABMR Antikdrper-vermittelte Absto3ung (engl. Antibody-mediated rejection)
AlH Autoimmunhepatitis
AILD Autoimmune Lebererkrankung (engl. Autoimmune liver disease)
ATG Antithymozytenglobulin
BAR-Score Balance of Risk-Score
CIT Kalte Ischamiezeit (engl. Cold ischemia time)
DSA Donor-spezifische anti-HLA Antikérper
DSA+ DSA-positiv
DSA- DSA-negativ
HCC Hepatozellulares Karzinom
HLA Humanes Leukozyten-Antigen
IVIG Intravendése Immunglobuline
LT Lebertransplantation
MELD Model of End-Stage Liver Disease
MFI Mittlere Fluoreszenzintensitat
NASH Nicht-alkoholische Steatohepatitis
PBC Primar biliare Cholangitis
PP Plasmapherese
PSC Primar sklerosierende Cholangitis
TCMR T-Zell-vermittelte AbstoBung (engl. T-cell-mediated rejection)
WIT Warme Ischamiezeit (engl. Warm ischemia time)

Hinweis: In dieser Arbeit wird aus Griinden des Leseflusses das generische Maskulinum verwendet. Weibliche
und andere Geschlechteridentititen werden dabei ausdriicklich mitgemeint, soweit es fiir die Aussage
erforderlich ist. Die Ausdriicke ,Frauen/Manner” bzw. ,weiblich/mannlich” beziehen sich ausschlielllich auf das

biologische Geschlecht.



Zusammenfassung

1. Abstract - English

Background

The role of donor-specific anti-HLA antibodies (DSA) in liver transplantation (LT) is not clearly
established and is recently gaining more interest. To date, there is only little investigation
regarding the clinical course of DSA-positive (DSA+) LT recipients and treatment options. In the
present thesis, the impact of DSA on the outcome of LT recipients is evaluated throughout a
retrospective study.

Methods

All LTs performed between January 1, 2008 and December 31, 2015 at the Charité-
Universitatsmedizin Berlin were surveyed for this study. Living donor-, multivisceral-, high-
urgency transplantations, retransplantations and recipients aged under 18 years were excluded
from the analysis. Only DSA detected by the Luminex® assay were taken into consideration. DSA
levels were quantified by the normalized mean fluorescence intensity. A propensity score
matching based on the components of the Balance of Risk (BAR) score was performed to receive
a DSA-negative (DSA-) control group. The clinical courses and mortality of DSA+ recipients were
compared to all DSA- recipients and the matched control group.

Results

A total of 113 DSA+ LT recipients (22.2%) were identified and matched 1:1 with 113 DSA-
patients. Median BAR-Score at LT was 8 (3-13) in DSA+ and 7 (4-13) in DSA- patients (p= 0.619).
The DSA+ group consisted of significantly more women than the DSA- group (n=55, 48.7% vs.
n=33, 29.2%; p= 0.003). One-year patient survival after LT was inferior in DSA+ compared to
DSA- recipients with 74.3% vs. 84.8% (p= 0.053). The difference was not significant either at
three (71.2% vs. 71.5%, p= 0.821) and five years (69.3% vs. 64.9%, p= 0.818). Sepsis as the
leading cause of death within the first postoperative year was significantly more frequent in the
DSA+ group (9.7% vs. 1.8%; p= 0.046). DSA+ patients were more often treated for rejection [n =
77 (68.1%) vs. 37 (32.7%) in the control group, p< 0.001].

Conclusion

DSA seem to have an indirect, negative impact on patient survival within the first year after LT.
Their presence may influence the decision-making post LT in terms of immunosuppressive
treatment, leading to infectious complications and higher mortality. Further investigation and

standardized guidelines are required in regard to DSA in LT.



2. Abstract - Deutsch

Hintergrund

Der Stellenwert Donor-spezifischer anti-HLA Antikdrper (DSA) in der Lebertransplantation (LT)
ist derzeit noch unklar und erfahrt erst seit jingerer Zeit wachsendes Interesse. Bislang gibt es
nur wenige Untersuchungen beziglich des klinischen Verlaufs von DSA-positiven (DSA+) LT-
Empfangern und einer moéglicherweise notwendigen weiterfihrenden Therapie. In dieser Arbeit
wird mithilfe einer retrospektiven Studie der Einfluss von DSA auf den klinischen Verlauf und das
Uberleben von LT-Empfangern evaluiert.

Methoden

Alle zwischen dem 1. Januar 2008 und dem 31. Dezember 2015 in der Charité-
Universitatsmedizin Berlin erfolgten LTs wurden fir die Studie herangezogen. Lebendspenden,
Multiviszeral-, high urgency-Transplantationen, Re-Transplantationen und Empfanger jlinger als
18 Jahre wurden aus der Studie ausgeschlossen. Es wurden nur DSA berucksichtigt, die durch
das Luminex®Verfahren detektiert wurden. DSA-Level wurden anhand der mittleren
Fluoreszenzintensitat quantifiziert. Anhand der Komponenten des Balance of Risk (BAR) Scores
wurde ein Propensity Score Matching durchgefiihrt, um eine DSA-negative (DSA-) Kontrollgruppe
zu bilden. Die DSA+ Empfanger wurden hinsichtlich ihres klinischen Verlaufs und der Mortalitat
mit allen DSA- Patienten und der gematchten Kontrollgruppe verglichen.

Ergebnisse

Insgesamt konnten 113 DSA+ LT-Empfanger (22.2%) identifiziert und 1:1 mit 113 DSA- Patienten
gematcht werden. Der mediane BAR-Score bei LT lag bei 8 (3-13) in der DSA+ und 7 (4-13) in
der DSA- Gruppe (p= 0.619). Der Anteil an Frauen war in der DSA+ Gruppe signifikant héher als
in der gematchten DSA- Gruppe (n=55, 48.7% vs. n=33, 29.2%; p= 0.003). In der DSA+ Gruppe
zeigte sich mit 74.3% vs. 84.8% (p= 0.053) ein kiirzeres ein-Jahres-Patiententiberleben nach LT
als bei DSA- Empfangern. Nach drei [71.2% vs. 71.5% (p= 0.821)] und finf Jahren [69.3% vs.
64.9% (p=0.818)] bestand weiterhin kein signifikanter Unterschied. Sepsis und Infektionen
stellten innerhalb des ersten postoperativen Jahres bei DSA+ Patienten signifikant haufiger die
Haupttodesursache dar (9.7% DSA+ vs. 1.8% DSA-; p= 0.046). DSA+ Patienten erhielten
haufiger eine AbstoRungstherapie als DSA-[n = 77 (68.1%) vs. 37 (32.7%), p< 0.001].
Zusammenfassung

DSA scheinen einen indirekten, negativen Einfluss auf das Patiententberleben innerhalb des
ersten Jahres nach LT zu haben. Ihr Vorhandensein beeinflusst woméglich die
Entscheidungsfindung nach LT beziglich der immunsuppressiven Therapie, was im Verlauf zu
infektbedingten Komplikationen und einer erhéhten Mortalitat fiihrt. Eine weitere Erforschung

sowie die Definition von Leitlinien beziglich DSA in der LT sind erforderlich.



3. Einfuhrung

3.1. Die Lebertransplantation — Entwicklung und Zahlen

Bei der Lebertransplantation (LT) wird die Leber operativ aus dem Kdorper eines Spenders
entnommen und in den Korper eines anderen Menschen, den sogenannten Empfanger,
eingepflanzt. Seit der ersten erfolgreichen Lebertransplantation in Denver im Jahr 1967 hat sie
sich zu einem verbreiteten und erprobten Verfahren bei terminaler Lebererkrankung entwickelt.
Als Meilensteine fir diese Entwicklung sind insbesondere das verbesserte immunologisch-
pathophysiologische Verstandnis der Transplantation, die Weiterentwicklung und Einfihrung von
Immunsuppressiva und der operativ-technische Fortschritt anzusehen. Zu letzterem zahlen auch
die verbesserte Organkonservierung, die Vernetzung bei der Organ-Allokation, sowie die
allgemeine perioperative Versorgung.

In Deutschland erfolgte die erste Lebertransplantation 1969 durch A. Gltgemann und T.S. Lie in
Bonn. Heute kann man hierzulande auf viele Jahrzehnte Erfahrung und Uber 24.000
durchgefiihrte Lebertransplantationen zuriickgreifen .

Der grofdte Therapie-limitierende Faktor ist heutzutage die allgemeine Organknappheit. Im Jahr
2019 waren in Deutschland 1.385 Personen flir eine Lebertransplantation (inklusive
Multiviszeraltransplantationen) auf der Warteliste gemeldet. Im selben Jahr wurden hier jedoch
nur insgesamt 831 Lebertransplantationen an 21 Transplantationszentren durchgefihrt.
Insgesamt verstarben in Deutschland in diesem Zeitraum 250 Patienten (18%) auf der Warteliste
23 Mit 10,8 Organspendern pro einer Million Einwohner bildet Deutschland im europaischen
Vergleich das Schlusslicht bei der Bereitschaft zur Organspende. In ganz Europa wurden 2019
jahrlich zuletzt insgesamt 4719 Lebertransplantationen durchgefiihrt ’, in den USA waren es 2019

insgesamt 8.896 *.

Weltweit war bisher die HCV-assoziierte Zirrhose die Haupt-Indikation der Lebertransplantation
bei Erwachsenen °. In Europa stellten in den letzten Jahren die Alkohol-assoziierte Zirrhose, das
Hepatozellulare Karzinom (HCC) sowie die Hepatitis C-Virus-assoziierte Zirrhose die haufigsten
Indikationen dar, jedoch gewinnt insbesondere die nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) in

den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung ®°.

3.2. Allokationsverfahren und Model of End-Stage Liver Disease Score

Die Transplantation ist in Deutschland durch mehrere Instanzen geregelt. Auf rechtlicher Ebene

wird sie durch das Transplantationsgesetz von 1997 begriindet '°, die klinischen Richtlinien sind

durch die Bundesarztekammer (letzte Fassung von 2018) vorgegeben .



Die Vermittlung von Spenderorganen erfolgt seit 1970 in Deutschland Uber die Stiftung
Eurotransplant. Diese ist ein Zusammenschluss von acht europaischen Landern zur Verteilung
der Spenderorgane innerhalb der Mitgliedsstaaten. Auf nationaler Ebene erfolgt die enge
Zusammenarbeit von Eurotransplant mit den jeweiligen Organspende-Organisationen, in
Deutschland wird diese seit 2000 durch die Deutsche Stiftung Organtransplantation (DSO)
reprasentiert. Die Aufgabe der DSO ist die bundesweite Koordinierung aller
Organtransplantationen. In den USA werden die Aufgaben von Eurotransplant und der DSO vom
United Network for Organ Sharing (UNOS) ibernommen, welche ebenfalls Richtlinien beziiglich

Organtransplantationen bereitstellt.

Die Leber-Allokation erfolgt im Fall der post-mortem Lebertransplantation bei Patienten mit
chronischer Lebererkrankung seit 2006 anhand des Model of End-Stage Liver Disease (MELD)-
Scores. Dieser errechnet sich fir den jeweiligen Patienten mithilfe des Serum-Kreatinins, des
Gesamt-Bilirubins sowie des INR (International Normalized Ratio)-Werts. Der errechnete MELD-
Wert (labMELD) wird auf ganze Zahlen gerundet, der maximal erreichbare Punktwert liegt bei 40.
Die Hb6he des Wertes korreliert mit der Schwere des Leberschadens, eine Rezertifizierung muss
innerhalb  vorgegebener zeitlicher Fristen erfolgen. Bildet der MELD-Score die
Erkrankungsschwere nicht angemessen ab, kann bei bestimmten Entitaten eine auRerordentliche
Listung im Sinne einer ,standard exception® unter Zuweisung eines match-MELD-Scores
beantragt werden ", Transplantationsbeddrftige Patienten mit akutem Leberversagen unterliegen
den von Eurotransplant verwendeten Dringlichkeits-Kriterien (King’s College Kriterien) und
werden unter dem Status ,high urgency® (HU, engl. ,hohe Dringlichkeit) gemeldet und

priorisiert'" 2.

3.3. Das Humane Leukozyten Antigen-System und Donor-spezifische anti-
HLA Antikorper

Das Major Histocompatibility-Complex (MHC)-, beim Menschen das Humane Leukozyten Antigen
(HLA)-System genannt, ist ein wesentlicher Bestandteil der Vermittlung der menschlichen
Immunantwort. HLA-Molekiile befinden sich an der Zelloberflache kernhaltiger Zellen und dienen
dort der Préasentation prozessierter Antigene zur Erkennung durch T-Lymphozyten "> . Letztere
identifizieren die Antigene infolge als allogen (kdrperfremd) oder autolog (kérpereigen) > ¢

Die Genorte HLA-A, HLA-B und HLA-C bilden die HLA-Klasse [; Klasse Il beinhaltet HLA-DR,
HLA-DP und HLA-DQ. HLA der Klasse | werden auf nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert,

Klasse II-Molekile hingegen nur auf Antigen-prasentierenden Zellen wie dendritischen Zellen, B-



Zellen und Monozyten '’. Die Anzahl an HLA-Molekiilen an der Zelloberflache unterscheidet sich
zwischen den Zelltypen: Immunzellen tragen viele HLA-Molekile, wahrend Hepatozyten
vergleichsweise gering besetzt sind . Einige Zytokine kdnnen jedoch zur erhéhten Expression
von HLA Klasse II-Molekillen fihren, unter anderem auf Hepatozyten im Rahmen einer

Transplantation ' 2,

Jeder Mensch verflgt Gber ein individuelles, festgelegtes HLA-Profil. Beim Einbringen fremder
HLA-Molekule, z.B. im Rahmen einer Organtransplantation, kénnen infolge der T-Zell- und
konsekutiven B-Zell-Aktivierung im Kérper des Empfangers Antikorper gegen die HLA-Molekule
des Spenders (engl. donor) gebildet werden, sogenannte Donor-spezifische Antikdrper (DSA) 2"
22 Existieren diese Antikdrper bereits vor der Transplantation, nennt man sie praformierte DSA.

Entstehen sie erst nach der Transplantation, so sind es de novo DSA.

3.4. Forschungsstand: DSA in der Lebertransplantation

Vor ca. 30 Jahren wurden erste humorale AbstoRungen nach LT beschrieben **2?*. Dennoch ging
man lange Zeit von einer Resistenz der Transplantatleber gegentiber DSA und dem Auftreten
Antikérper-vermittelter AbstoBung (engl. antibody-mediated rejection, ABMR) aus. Als
Voraussetzungen dafiir wurden unter anderem die duale Blutversorgung der Leber (arteriell und

% Das Lebertransplantat sezerniert

portalvends) und die Grolle des Organs angenommen
zudem I8sliche HLA-Klasse I-Molekiile in den Blutkreislauf des Empfangers °. Deren mégliche
Immunkomplexbildung mit dort vorhandenen Klasse I-DSA ?° wird als wichtiger Mechanismus
dieser Resistenz vermutet. Eine mafigebliche Rolle in diesem Prozess scheinen Kupffer-Zellen
zu haben: Durch Absorption solcher Immunkomplexe sowie aktivierter Thrombozyten und
aktiviertem Komplement begrenzen sie deren schadigenden Einfluss %> 2.

Mit der Zeit hauften sich jedoch Studien Uber Faktoren, die diese Toleranzmechanismen
beeintrachtigen und in Folge zu einer ABMR fiihren kdnnen, wie zum Beispiel hohe Antikérper-
Titer, Phasen akuter T-Zell-vermittelter Abstolung (engl. T-cell-mediated rejection, TCMR) oder
Infektionen 224" Welche Faktoren im Zusammenspiel zu einer ABMR nach LT fiihren, ist jedoch
noch unklar.

Im Jahr 2016 wurden mit den Banff-Kriterien erstmals standardisierte, vor allem
histopathologische ABMR-Kriterien aufgestellt. Diese beinhalten neben DSA-Positivitdt unter
anderem Angaben zur Immunfixation mikrovaskularer C4d (Komplement-)Ablagerungen, sowie
histologische Zeichen mikrovaskularer Inflammation *.

Der Einfluss von DSA auf den klinischen Verlauf nach LT konnte bis heute nicht abschlieRend

geklart werden. Wahrend einige Studien eine Assoziation zwischen DSA und akuten bzw.



33-38

chronischen AbstoBungen vermuten lassen , weichen die Ergebnisse bezliglich des

Einflusses auf das Patienten- und Organiiberleben auseinander %343,

In der Nierentransplantation nehmen DSA hingegen bereits seit vielen Jahren eine wichtige Rolle
beziiglich des Patienten- und Transplantatiiberlebens ein ** *°. Auch bei anderen transplantierten
Organen wie dem Herz *®, der Lunge % oder dem Pankreas *® gibt es inzwischen Hinweise fiir

einen negativen Einfluss von DSA auf das Organ- und Patientenlberleben.

4. Methodik

4.1. Luminex®-Verfahren

Die Testung auf DSA erfolgte in der Charité-Universitatsmedizin Berlin ab dem 01.01.2008 bei
allen LT-Kandidaten sowie -Empfingern mittels des Luminex® 200-Verfahrens, welches zu den
Festphasen-lmmunoassays zahlt. Die Luminex®-Assays nutzen sog. microbeads (zu dt.:
Mikropartikel) aus Polysterol. Jede dieser beads ist mit zwei HLA-spezifischen
Fluoreszenzfarbstoffen impragniert. Enthalt das Testserum Antikérper gegen die spezifischen
HLA-Moleklle, binden sie an die jeweilige bead. Diese Bindung kann dann durch einen
sekundaren, Fluoreszenz-markierten Antikdérper gegen humanes Immunglobulin G (IgG)
detektiert werden. Die Kombination der Fluoreszenzsignale der beads und der jeweiligen
Antikdrper kann durch Detektoren des Luminex®-Systems und die entsprechende Software
ausgewertet werden *° Im Rahmen dieses Verfahrens wird die mittlere Fluoreszenzintensitat,
kurz MFI, gemessen, die als Surrogatmarker der Antikdrper-Menge gilt **> *°. Bislang gibt es
keinen internationalen Konsens Uber einen einheitlichen MFI-Schwellenwert, ab dem DSA als
positiv bewertet werden *°. Im Institut fiir Gewebetypisierung der Charité-Universitatsmedizin
Berlin liegt dieser Wert bei >1000 und wurde entsprechend in dieser Arbeit als Schwelle flir DSA-
Positivitat verwendet.

Alle LT-Empfanger wurden vor der Listung zur und am Tag der LT auf das Vorhandensein von
anti-HLA-Antikorpern getestet, um praformierte DSA detektieren zu kénnen. Nach der LT
erfolgten Screenings auf de novo-DSA bis zur Verlegung auf die Normalstation wdchentlich, oder
aber zusatzlich auf Anfrage des behandelnden Chirurgen. Im weiteren Verlauf wurden die Tests
bei Patienten mit beeintrachtigter Organfunktion oder zur Nachverfolgung zuvor detektierter DSA
durchgeflhrt.



4.2. Studiendesign und Studienpopulation

Alle Patienten, die zwischen dem 01.01.2008 und dem 31.12.2015 an der Charité-
Universitatsmedizin Berlin eine orthotope post-mortem LT erhielten, wurden retrospektiv
analysiert. Endpunkt der Datenerfassung war der 01.01.2018.

Ausschlusskriterien waren ein Empfangeralter <18 Jahre zum Zeitpunkt der LT, Multiviszeral-,
Re- und high-urgency-Transplantationen. Bei den verbleibenden Patienten erfolgte ein Abgleich
der HLA-Typisierung des Spenders mit den detektierten anti-HLA-Antikérpern des Empfangers
zur Erfassung von DSA. Es wurden ausschlief3lich Antikdrper der Genorte HLA-A, -B, -Cw, -DRB1
und -DQB1 bericksichtigt, die innerhalb des stationaren Aufenthaltes der LT detektiert wurden.
Die Studienpopulation wurde daraufhin in zwei Gruppen aufgeteilt, eine DSA-positive (DSA+) und
eine DSA-negative (DSA-) Gruppe.

Um potenzielle Storfaktoren weitestgehend auszuschlieen, wurde ein 1:1 Matching der DSA+
mit DSA- Empfangern anhand der Bestandteile des Balance of Risk (BAR-) Scores durchgefihrt.
Dieser beinhaltet den MELD-Score, das Alter des Spenders und des Empfangers, die
Notwendigkeit lebenserhaltender MaRnahmen vor der LT, vorausgegangene LT und die kalte
Ischamiezeit (engl. cold ischemia time, CIT). Er reicht von 0 bis 27 Punkten und korreliert positiv
mit der Patienten-Mortalitat *'.

Die DSA+ Patienten wurden hinsichtlich der demographischen Parameter, des klinischen
Verlaufs und des Patienten- und Transplantatiiberlebens mit beiden DSA- Gruppen verglichen.
Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité-Universitdtsmedizin genehmigt (ID:
EA4/061/17).

4.3. Datenerfassung und Definitionen

Patientendaten wurden retrospektiv mithilfe des Klinik-internen Daten-Systems SAP® (Walldorf,
Deutschland) erfasst und in pseudonymisierter Form in einer digitalen Datentabelle gespeichert.
Wichtigste Parameter waren hierbei neben demographischen Daten serologische
Leberfunktionsparameter, die Form der Basisimmunsuppression, Abstofungen und
AbstoRungstherapien sowie histopathologische Befunde der Leberbiopsien.

Befunde zu anti-HLA-Antikérpern sowie MFI-Werte wurden aus der HLA Fusion Software
(OneLambda, Inc., West Hills, CA, USA) Gbertragen. Anonyme Spender-Daten wurden aus dem

Eurotransplant Network Information System (ENIS) Gbernommen.

Die Definition der CIT, WIT (engl. warm ischemia time, warme Ischamie-Zeit) sowie des

Patienten- und Transplantatiiberlebens erfolgten anhand der UNOS-Kriterien °* °*: Die CIT ist



dabei die Zeit von der Perfusion des Spenders mit Konservierungslésung bis zur Reperfusion im
Empfanger. Die WIT beschreibt die Anastomosenzeit wahrend der Transplantation bis zur
Reperfusion der Leber.

Das Patiententberleben ist definiert als die Zeit von der LT bis zum Tod des Patienten bzw. dem
Endpunkt der Datenerfassung. Das Organliberleben ist die Zeit von der LT bis zum irreversiblen
Transplantatversagen, dem Tod des Patienten, oder dem Endpunkt der Datenerfassung.

Der MELD- und der BAR-Score wurden nach den von UNOS und Eurotransplant bereitgestellten
Formeln berechnet und geben eine Uberlebensprognose nach LT °" **. Der BAR-Score
berucksichtigt hierbei sowohl Empfanger- als auch Spender-Kriterien, der Donor-Risk-Index (DRI)

nach Feng et al. beriicksichtigt ausschlieRlich Charakteristika des Spenders °°.

4.4. Postoperative Immunsuppression

Die postoperative Immunsuppression (IS) erfolgte nach standardisierten klinikinternen
Protokollen. Patienten mit praformierten DSA erhielten keine gesonderte Anpassung des
Protokolls.

Die Standard-IS bestand fir alle LT-Empfanger aus Prednisolon und Tacrolimus, wobei ersteres
bei den meisten Patienten innerhalb von zwei Monaten nach LT komplett ausgeschlichen wurde.
Patienten mit einer Autoimmunerkrankung der Leber (AILD) als LT-Indikation erhielten zudem
eine Induktion mit Antithymozytenglobulin (ATG) oder IL-2-Rezeptorantagonisten. Sie erhielten
zusatzlich Mycophenolat-Mofetil, welches in Kombination mit Tacrolimus die dauerhafte Basis-IS
in diesem Patientenkollektiv bildete. Der initiale Tacrolimus-Spiegel wurde zwischen 6-8 ng/ml
bei Standard-LT und 8-10 ng/ml fiir LT bei AILD festgelegt. Innerhalb von sechs Monaten wurde
die Dosis auf einen Erhaltungsspiegel von 4-6 ng/ml reduziert.

Fur ein Monitoring der IS erfolgten regelmallige Spiegel-Messungen der Medikamente sowie die
regelmaflige Kontrolle der Leberfunktionsparameter. Letztere erfolgte zu Beginn taglich und

danach routinemafRig 3, 6, 12, 18, 24, 36 und 60 Monate nach Entlassung.

4.5. AbstoBungen und AbstoBungstherapien

Der Verdacht auf eine AbstolRungsreaktion sowie eine Leberbiopsie erfolgten meist aufgrund
einer Erhéhung der serologischen Leberfunktionsparameter nach Ausschluss anderer Ursachen.
Routine-Leberbiopsien wurden nach einem, drei und flinf Jahren durchgeflihrt. Die histologische
Diagnosesicherung sowie die Einteilung des Schweregrads der Transplantat-AbstoRung

erfolgten anhand der Banff-Kriterien von 2000 und spéter anhand des Updates von 2016 3% *°.



Diese beinhalten vor allem die Beurteilung der Gallengange und Gefalle zur Einteilung in akute
bzw. chronische, sowie zellulare bzw. humorale AbstoRung.

Auf einen klinischen Verdacht oder eine histologisch gesicherte Abstollung hin wurde eine
AbstofRungstherapie eingeleitet. Diese bestand aus einem mehrtagigen Steroidbolus und der
Erhéhung der Standard-Immunsuppression. Bei therapierefraktarer TCMR wurde eine ATG-
Therapie durchgefihrt. Im Falle einer ABMR erfolgte eine Erweiterung mittels Plasmapherese
(PP), intraventsen Immunglobulinen (IVIG) und selten Rituximab (monoklonaler anti-CD20-
Antikérper). Bei therapierefraktaren AbstoRungsreaktionen wurden vereinzelt Kontroll-Biopsien
durchgefluhrt. Einige Patienten erhielten eine AbstoRungstherapie bei uneindeutigem Befund oder
fehlender histologischer Sicherung einer Rejektion. Diese Falle wurden anhand der erhaltenen
Therapie retrospektiv definiert als ,TCMR oder ABMR, behandelt im Rahmen eines klinischen
Verdachts®.

4.6. Statistische Analyse

Die statistische Analyse und graphische Darstellung der erfassten Daten erfolgte mit den
Programmen IBM SPSS® Statistics, Version 25 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) sowie
GraphPad Prism, Version 6.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Kategoriale
Daten wurden als Haufigkeiten und Prozente angegeben und mittels des Chi-Quadrat-Tests
verglichen. Kontinuierliche Variablen wurden als Median und Interquartilsabstand (IQR, engl.
interquartile range) dargestellt und mittels nicht-parametrischem Mann-Whitney-U-Test
verglichen.

Das Matching der DSA+ Studienpopulation mit DSA- Fallen erfolgte mithilfe der Propensity-Score
Methode mit logistischem Regressionsmodell. Mit Ausnahme des Re-Transplantations-Status
(Ausschlusskriterium) wurden alle Kriterien des BAR-Scores fir den Matching-Prozess
herangezogen.

Das Patienten- und Transplantatiiberleben wurde mittels Kaplan-Meier-Analyse und dem Log-
Rank-Test dargestellt und verglichen.

Ein zweiseitiger p-Wert von unter 0.05 wurde in dieser Arbeit als statistisch signifikant gewertet.

4.7. Fragestellung und Endpunkte

Ziel der vorliegenden retrospektiven Studie war es, den Einfluss des Vorhandenseins von DSA

auf den klinischen Verlauf nach orthotoper LT zu evaluieren. Primarer Endpunkt war der Vergleich



des Patienten- und Transplantatiiberlebens anhand des DSA-Status. Sekundarer Endpunkt war

das Auftreten von AbstolRungsreaktionen und Todesursachen.

5. Wesentliche Ergebnisse

5.1. Studienpopulation

Von den insgesamt 687 durchgefuhrten LTs im Untersuchungszeitraum wurden 510 in die Studie
eingeschlossen. Fir alle Patienten waren klinische Daten verfligbar. Bei 113 Patienten (22.2%)
lagen DSA vor. Der Grolteil der DSA+ Patienten hatte ausschliel3lich de novo-DSA (n=55,
48.6%), gefolgt von denjenigen mit ausschliel3lich praformierten DSA (n=49, 43.4%). Neun (8%)
der Patienten prasentierten sowohl praformierte als auch de novo-DSA. Die (brigen Patienten
(n=397, 77.8%) waren DSA- . Die DSA gehérten in 50.9% (n=28) der Patienten mit de novo-DSA
und 10.2% der Patienten mit praformierten DSA (n=5, p< 0.001) zur HLA Klasse Il. De novo-DSA
wurden im Median nach 13 Tagen (10-20) das erste Mal detektiert.

Die Patienten wurden im Median lber 58 (29-86) Monate nachverfolgt.

Sowohl in der DSA+ als auch der DSA- Gruppe war die alkoholische Zirrhose [n=34 (30.1%) vs.
n=188 (47.4%); p= 0.001] die Hauptindikation fur die LT, gefolgt vom hepatozellularen Karzinom
(HCC) [n=32 (28.3%) vs. n=157 (39.5%), p= 0.029].

Der mediane BAR-Score zum Zeitpunkt der LT war signifikant hoher in der DSA+ Gruppe [8
(3-13) vs. 6 (3-9), p= 0.013]. Keine signifikanten Unterschiede ergaben sich im medianen MELD-
Score [DSA+ 16 (9-22) vs. DSA- 15 (10-20); p= 0.377] oder dem medianen Alter der Empfanger
zum Zeitpunkt der LT [DSA+ 54 (48-61) vs. DSA- 57 (51-62) Jahre]. In der DSA- Gruppe zeigte
sich in 28% (n=111) ein Geschlechter-Mismatch zwischen Spender und Empfanger im Sinne der
Ubertragung eines Organs einer weiblichen (female, F) auf eine mannliche (male, M) Person (F-
M Mismatch). In der DSA+ Gruppe betrug dieser Anteil 17.7% (n=20, p= 0.028).

Vergleich der nach BAR-Score gematchten Gruppen

Aus der DSA- Gruppe wurden 113 Patienten 1:1 mit den DSA+ Patienten gematcht. Das Follow-
Up betrug in dieser Gruppe im Median 59 (25-101) Monate.

Auch diese Gruppen unterschieden sich signifikant in der Anzahl der Patienten mit alkoholischer
Zirrhose [DSA+ n=34 (30.1%) vs. DSA- 56 (49.6%), p= 0.003], nicht jedoch im Vorhandensein
eines HCC [n=32 (28.3%) vs. 45 (39.8%), p= 0.068]. Die alkoholische Zirrhose stellte in dieser
Gruppe die Haupt-Indikation fur die LT dar, jedoch hatten DSA+ Patienten im Vergleich haufiger
eine zugrundeliegende PSC, PBC, AlH oder NASH bzw. kryptogene Zirrhose.
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Es wurde kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des BAR-Scores [DSA+ 8 (3-13) vs. DSA-7
(4-13); p= 0.619] oder seiner Bestandteile festgestellt [MELD bei LT: 16 (9-22) vs. 16 (10-29); p=
0.426; Notwendigkeit lebenserhaltender MalRnahmen vor LT: n=6 (5.4%) vs. 4 (3.6%), p= 0.322;
Empfanger-Alter: 54 (48-61) vs. 57 (51-62) Jahre, p= 0.061; Spender-Alter: 56 (44-69) vs. 59 (45-
70) Jahre, p= 0.301].

In beiden Gruppen zeigte sich eine vergleichbare Anzahl an Patienten mit hohem (>35) labMELD
[DSA+ n=20 (17.7%) vs. DSA- n=16 (14.2%), p= 0.686]. Es zeigte sich eine signifikant kirzere
CIT und WIT in der DSA+ Gruppe [CIT: 9.7 (8-11) vs. 10.2 (9-12) Stunden, p= 0.021; WIT: 43
(38-50) vs. 48 (40-56) Minuten; p= 0.012].

Drei Leberfunktionsparameter zeigten zu einzelnen Zeitpunkten signifikante Unterschiede
[Gamma-Glutamyl-Transferase am 7. postoperativen Tag (POD): DSA+ 245 (134-435) vs. DSA-
206 (118-308), p= 0.047; Albumin am 7. POD: 2.9 (2.7-3.1) vs. 3.0 (2.8-3.3), p= 0.010; Alkalische
Phosphatase 12 Monate nach LT: 106 (81-202) vs. 97 (75-129), p= 0.043], Gber den Gesamt-
Zeitraum waren ihre Verlaufe jedoch vergleichbar.

Die DSA+ LT-Empfanger hatten insgesamt einen signifikant langeren medianen
Krankenhausaufenthalt [38 (28-62) vs. 32 (23-49) Tage; p= 0.012] und wurden signifikant langer
auf der Intensivstation behandelt [13 (7-32) vs. 9 (6-15) Tage; p= 0.008].

Die DSA+ Gruppe umfasste signifikant mehr Frauen als die gematchte DSA- Gruppe (n=55,
48.7% vs. n=33, 29.2%; p= 0.003). Dieser Anteil war noch hoher unter den Patienten mit
praformierten DSA (65.3% Frauen). Es wurde kein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit
eines F-M Mismatches zwischen DSA+ und DSA- Patienten festgestellt [n = 20 (17.7%) vs. n=
30 (26.6%); p= 0.109).

5.2. Patienten- und Transplantatiiberleben der DSA+ und gematchten DSA-
Gruppe

Das Patienteniiberleben im ersten Jahr nach LT betrug in der DSA+ Gruppe 74.4% und der DSA-
Gruppe 84.8% (p= 0.053), nach drei Jahren 71.8% vs. 71.2% (p= 0.821) und nach funf Jahren
69.3% vs. 64.9% (p= 0.818).

Die Haupttodesursache bei DSA+ Patienten im ersten postoperativen Jahr waren Infektionen
bzw. Sepsis (n=11, 9.7%), und sie verstarben daran signifikant haufiger als DSA- Patienten (n=2,
1.8%; p= 0.046). Die haufigste Sepsis-Ursache war die nosokomial erworbene Pneumonie (n=7
der DSA+, n=2 der DSA- Patienten). Alle Todesfalle durch Infektionen/Sepsis ereigneten sich
innerhalb der ersten sechs Monate nach LT. Die Gruppen waren hinsichtlich anderer
Todesursachen vergleichbar (kardiovaskular 6.2% vs. 8.0%, p= 0.692; hepatisch 3.5% vs. 2.7%,
p= 0.788; maligne Erkrankung 3.5% vs. 2.7%, p= 0.788). Das Transplantatiiberleben in der DSA+
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Kohorte war im ersten Jahr nach LT niedriger als bei DSA- (73.4% vs. 79.5%; p= 0.270). Diese
Beobachtung kehrte sich nach funf Jahren um, verhielt sich jedoch weiterhin nicht signifikant
(DSA+ 66.5% vs. DSA- 57.7%; p= 0.339).

Beide Gruppen unterschieden sich nicht signifikant in der Anzahl der nachfolgend durchgeflihrten
Re-Transplantationen (DSA+: n=6, 5.3% vs. DSA-: n=11, 9.7%; p= 0.207).

5.3. Subgruppenanalyse der DSA+ Kohorte

Insgesamt waren die DSA bei 47 Patienten (41.6%) ausschlielich der Klasse | zuzuordnen, 31
Patienten (27.4%) hatten sowohl DSA der Klasse | als auch II. Patienten mit ausschlieRlich
praformierten DSA hatten vornehmlich DSA der Klasse | (n=32, 65.3%), diejenigen mit
ausschlief3lich de novo-DSA hatten in den meisten Fallen DSA der Klasse Il (n=28, 50.9%). In
der Gruppe der Patienten mit de novo-DSA (n=55) war der Anteil mannlicher Patienten signifikant
héher als in der Gruppe mit praformierten DSA (n=49) [n=40 (72.7%) vs. n=17 (34.7%); p< 0.001].

Die LT-Empfanger mit praformierten DSA hatten ein signifikant niedrigeres Patienteniberleben
im ersten postoperativen Jahr als die Patienten der gematchten DSA- Gruppe (67.4% vs. 84.8%;
p= 0.008). Dieser Effekt war noch ausgepragter bei Patienten mit praformierten DSA und einem
maximalen MFI-Wert (MFImax) von 25000 (n= 19, 63.2% vs. 84.8%, p= 0.022).

Auch das Transplantatiiberleben war in dieser Gruppe niedriger (DSA+ 65.3% vs. DSA- 79.5%;
p= 0.062).

Patienten mit de novo-DSA zeigten zu keinem untersuchten Zeitpunkt einen signifikanten
Unterschied im Patienten- oder Organiberleben gegenliber der gematchten DSA- Gruppe,
unabhangig von der Hohe des MFImax.

LT-Empfanger mit praformierten DSA verstarben in den meisten Fallen an Sepsis (n=7, 6.2%).
Diese trat verglichen mit der gematchten DSA- Gruppe signifikant haufiger auf (n=2, 1,8%; p=
0.031). Bezuglich der Verteilung anderer Todesursachen gab es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Patienten mit praformierten bzw. de novo-DSA sowie der gematchten DSA-

Gruppe.

5.4. AbstoBungen und AbstoBungstherapien — Vergleich der gematchten
Kohorten

Leberbiopsien wurden im ersten postoperativen Jahr bei 72 DSA+ (63.7%) und 35 DSA-
Patienten (31%, p< 0.001) durchgefihrt. Eine ABMR wurde bei zwei (1.8%) DSA+ und keinem
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DSA- Patienten (p= 0.155) histologisch nachgewiesen. Eine TCMR wurde bei 59 (52.2%) der
DSA+ und 34 DSA- Patienten histologisch gesichert (30.1%, p< 0.001).

DSA+ Patienten erhielten signifikant haufiger eine AbstoRungstherapie als DSA- Patienten [n=77
(68.1%) vs. n=37 (32.7%), p< 0.001]. Diese bestand zumeist aus einer Kombination aus
Corticosteroiden und der Erhéhung der Standard-IS [DSA+ n=70 (61.9%) vs. DSA- n=37 (32.7%);
p< 0.001]. Insgesamt wurden 71 (62.8%) DSA+ und 37 (32.7%) DSA- LT-Empfanger auf eine
TCMR hin behandelt (p< 0.001). Eine ABMR-Therapie mittels PP/IVIG erhielten 41 (36.3%) der
DSA+ und 2 (1.8%) der DSA- Patienten (p< 0.001). Insgesamt erhielt ein DSA+ Patient innerhalb
des perioperativen Aufenthalts Rituximab (0.8% vs. DSA- 0%, p= 0.061).

In der DSA+ Gruppe wurden sechs (5.3%), in der DSA- Gruppe drei Patienten (2.7%, p= 0.307)
ohne histologischen Nachweis unter dem Verdacht einer TCMR therapiert. Bei Verdacht auf eine
therapierefraktare AbstolRung und bekannten praformierten DSA erhielten zwei (1.8%) dieser
DSA+ Patienten zusatzlich eine erweiterte Therapie mittels PP/IVIG. Ein DSA+ Empfanger (0.9%)
mit praformierten DSA erhielt eine Therapie mit PP/IVIG ohne bioptische Sicherung.

Die mediane Zeit bis zum Beginn einer Abstollungstherapie war in beiden Gruppen vergleichbar
[DSA+ 9.5 (6-17) Tage vs. DSA- 9 (7-23) Tage; p= 0.214).

Der Anteil an durchgeflihrten TCMR- (p= 0.093) oder ABMR-Therapien (p= 0.691) zeigte geringe
Unterschiede zwischen der Gruppe mit ausschlieBlich praformierten bzw. de novo-DSA. LT-
Empfanger mit de novo-DSA wurden signifikant haufiger bei histologisch gesicherter TCMR
behandelt (n=35, 63.6%) als Patienten mit praformierten DSA (n=19, 38.8%, p=0.011) oder DSA-
Patienten (n=34, 30.1%, p< 0.001). Beide Gruppen zeigten jedoch keinen Unterschied in der
Anwendungshaufigkeit der anderen AbstolRungstherapien.

Bei LT-Empfangern mit praformierten DSA war die mediane Zeit bis zum Beginn einer
AbstoRungstherapie signifikant kiirzer als bei Patienten mit de novo-DSA [6 (5-16) vs. 11.5 (7—
18) Tage; p= 0.024] oder Patienten ohne DSA [9 (7-23) Tage, p= 0.003].

6. Diskussion

Der Stellenwert von DSA in der LT wird seit Jahren kontrovers diskutiert und Daten beziiglich
ihres Einflusses auf den klinischen Verlauf sind beschrankt.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass insbesondere praformierte DSA bei LT-Empfangern mit einem
reduzierten Patiententberleben innerhalb des ersten postoperativen Jahres einhergehen. Dies
scheint insbesondere auf das erhéhte Risiko fur einen Tod durch Sepsis zurtickzufiihren zu sein.

Die erfassten Daten lassen darauf schlieRen, dass DSA bei Erwachsenen einen indirekten Effekt
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auf den Ausgang von LTs haben kénnten, da sie die Diagnosestellung und therapeutische

Entscheidungen bei méglichen AbstoRungsreaktionen beeinflussen.

Um eine weitestgehend homogene Studienpopulation hinsichtlich demographischer und
klinischer Parameter zu erhalten, eliminierten wir zunachst Faktoren, die mit einem schlechteren
Verlauf der LT einhergehen. Diese Faktoren umfassen high urgency-, Multiviszeral- und Re-
Transplantationen °°. Des Weiteren wurde ein 1:1 Matching durchgefiihrt, um jedem DSA+
Patienten einen hinsichtlich der LT-Prognose vergleichbaren DSA- Patienten zuzuordnen. Hierfur
wurde der BAR-Score herangezogen, da dieser aktuell im Vergleich zu anderen etablierten
Scores (u.a. MELD-, DRI oder SOFT-Score) die insgesamt beste Vorhersage hinsichtlich
Mortalitit und Morbiditat nach LT erreicht °" %% ', Beziiglich des Patienteniiberlebens scheint er
zwar dem SOFT-Score (survival outcome following liver transplant) oder dem DRM (donor to
recipient model) zu unterliegen %, ist jedoch aufgrund der vergleichsweise geringen Anzahl von
sechs Elementen (vgl. DRM 13, SOFT 18) sehr praktikabel. Er integriert neben dem MELD-Score
weitere prognosebestimmende Empfinger-, Spender- und Transplantatkriterien °'. Eine weitere
wichtige Voraussetzung war die Untersuchung einer Studienpopulation, die auf einem
einheitlichen Testverfahren basiert, in diesem Fall dem Luminex®-Verfahren. Seit iiber zehn
Jahren hat es sich als Verfahren mit der hdchsten Sensitivitdt und Spezifitdt im Vergleich zu
alteren Methoden wie dem Zytotoxizitats-Test (CDC — complement dependent cytotoxicity) oder

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) bewahrt *° &,

Es ermdglicht eine detaillierte
Spezifizierung von HLA-Antikdrpern, die zu einem tieferen Verstandnis der Pathophysiologie und

Immunbhistologie von DSA gefiihrt hat.

Die in dieser Studie ermittelte Inzidenz der DSA (22.2%) liegt innerhalb der zuvor publizierten
Spannweite. Der Anteil von 9.6% der Patienten mit praformierten und 10.8% mit de novo-DSA ist
vergleichbar mit den Zahlen vorangegangener Studien (praformiert: 4.7-22.2% " 3%%*: de novo:
8-19.9% 3% 3 4 4% Wie bei einigen anderen Autoren wurde gemaR den Kriterien des
untersuchenden Labors ein MFI-Wert von >1000 als DSA-Positivitat festgelegt ** *> *'. Dieser
Schwellenwert befindet sich im unteren Bereich zuvor publizierter Werte (z.B. Musat et al. 300 *®,
Koch et al. 21500 *°, Taner et al. 22000 ®, Kaneku et al. 25000 **). Da in dieser Studie der Fokus
auf dem Einfluss der Prasenz von DSA lag, erfolgte keine weitere Anpassung des Wertes.

In der Verteilung der Antikorper-Klassen zeigte sich eine Pradominanz von Klasse [-DSA bei den
praformierten-, und Klasse Il bei de novo-DSA. Eine Pradominanz der Antikérper-Klasse Il bei de
novo-DSA wurde bereits in der Vergangenheit beschrieben 3% *2 4% Eine mégliche Erkldrung
dessen ware die Hochregulation von HLA-Klasse I|I-Molekilen in der Leber im Rahmen

19, 20

inflammatorischer Prozesse wie eingangs beschrieben Demgegentiber kann das

Vorherrschen von Klasse | bei praformierten DSA aktuell nicht hinreichend erklart werden, und
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Zahlen in der Literatur weichen voneinander ab: Von 184 Patienten mit praformierten DSA aus
einer Studie von O’Leary et al. hatten n=84 (45.7%) Klasse |- und n=50 (27.2%) Klasse [I-DSA?".
Tamura et al. ®® berichteten von 6/8 (75%) Patienten mit praformierten DSA der Klasse Il, und
keinem mit ausschlieRlich Klasse I-DSA. Bei Vandevoorde et al. * registrierte man 14 Patienten
mit praformierten DSA, von denen n=3 (21.4%) Klasse I- und n=5 (35.7%) Klasse [I-DSA hatten.

In Konkordanz zu den Eurotransplant-Daten stellten auch in unserer Studienkohorte die
alkoholische Zirrhose an erster, und das HCC an zweiter Stelle die haufigste Indikation zur LT
dar . AILD sowie eine kryptogene Zirrhose oder NASH wurden in der DSA+ Gruppe haufiger als
LT-Indikation festgestellt. Hierbei zeigte sich kein negativer Einfluss auf den klinischen Verlauf
nach LT. Einige Studien zeigten in der Vergangenheit sogar eher gute Ergebnisse hinsichtlich
des Patienten- und Transplantatiiberlebens der letzteren Patientengruppe . Dies traf auch auf
unsere Studienkohorte zu (85.7% Patienteniberleben nach einem und funf Jahren). DSA+
Patienten mit AILD zeigten ein deutlich niedrigeres Patienteniberleben gegenuber AILD-
Patienten ohne DSA nach einem und funf Jahren (zu beiden Zeitpunkten 76.9% vs. 100%, p=
0.156). Dieser Unterschied erreichte am ehesten aufgrund der geringen Fallzahl keine
statistische Signifikanz, kénnte jedoch auf ein méglicherweise erhéhtes immunologisches Risiko
dieser Patientengruppe hinweisen.

Der BAR-Score beider Gruppen (DSA+ und DSA-) lag weit unter dem flir das Patiententberleben

relevanten Schwellenwert von 18 und entsprach dem von Dutkowski et al. publizierten Median °'.

Trotz der insgesamt deutlichen Mehrheit mannlicher LT-Empfanger in der Studienkohorte (n=344,
67.5%) observierten wir in unserer Analyse einen signifikant erhéhten Anteil an Frauen in der
DSA+ Gruppe im Vergleich zur DSA- Kontrolle. Besonders ausgepragt war dieser Unterschied
bei LT-Empfangern mit praformierten DSA. Diese Beobachtung wurde bereits in vergangenen

Publikationen gemacht 3 3%

Eine Erklarung dafiir ist eine Sensibilisierung durch
vorangegangene Schwangerschaften, die ein mafRgeblicher Ausléser flr die Bildung von anti-
HLA-Antikdrpern sind 772,

Eine weitere Beobachtung war die signifikant geringere Rate alkoholischer Zirrhose als LT-
Indikation in der DSA+ Gruppe. Fur LT-Empfanger liegen bezlglich eines geringeren
Vorkommens von anti-HLA-Antikérpern bei Alkoholkonsum keine Daten vor. Des Weiteren liegt
die Rate weiterhin deutlich Uber dem vom ELTR (European Liver Transplant Registry)
verdffentlichten Prozentsatz von 19% ° sodass es sich hierbei am ehesten um ein
epidemiologisches als um ein immunologisches Phanomen handelt.

Unter den Geschlechter-bezogenen Ergebnissen zeigte sich ein F-M Mismatch haufiger in der
DSA- Kohorte. Obwohl es in der Vergangenheit als mdglicher Risikofaktor fir ein
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Transplantatversagen beschrieben wurde ™, zeigte unsere DSA- Kohorte ein besseres
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Transplantat- und Patientenltberleben. Ein F-M Mismatch schien daher in dieser
Studienpopulation keinen relevanten Einfluss darauf zu haben. Auch unter den Empfangern mit
F-M Mismatch zeigten nur die Patienten mit praformierten DSA ein signifikant reduziertes
Patienten- (p= 0.004) und Transplantatliiberleben (p= 0.001). Interessanterweise assoziierten

Vandevoorde et al. ein F-M Mismatch mit dem Vorhandensein von DSA *.

Die DSA+ Patienten wiesen in unserer Analyse eine signifikant kiirzere CIT und WIT im Vergleich
zur DSA- Kontrollgruppe auf. Der Anstieg beider Parameter ist assoziiert mit einem langeren
stationaren Aufenthalt nach LT ’°, sowie einer Beeintrachtigung des Transplantationserfolgs °” ™
" Die DSA+ Gruppe wies jedoch nicht nur einen signifikant langeren stationaren, sondern auch
intensivstationaren Aufenthalt auf. Ebenfalls zeigte sich ein schlechteres Kurzzeit-Uberleben als
in der DSA- Gruppe. Der langere Krankenhaus-Aufenthalt war insbesondere mit der protrahierten
AbstoRungstherapie verbunden.

Die Leberfunktionsparameter ahnelten sich in beiden Gruppen, jedoch gab es zu
unterschiedlichen Zeitpunkten drei signifikant voneinander abweichende Parameter, die klinisch
gesehen in keinem relevanten Zusammenhang standen. Eine mdgliche Bewertung dieser
Ergebnisse ist, dass DSA keinen direkten Effekt auf die Leberfunktionsparameter zeigen, bzw.
deren routinemaflige Abnahme unter Umstanden nicht fir die Darstellung der Auswirkungen

einer DSA-Prasenz geeignet sind.

In dieser Studie erhoben wir einen nicht-signifikanten Unterschied im Ein-Jahres-
Patiententberleben zwischen der DSA+ und der gematchten DSA- Gruppe (p= 0.053). In der
Subgruppenanalyse ergab sich hingegen ein signifikant herabgesetztes Patientenliberleben in
diesem Zeitraum bei Patienten mit praformierten DSA im Vergleich zur DSA- Kontrollgruppe (p=
0.008). Dies war weder nach drei noch fuinf Jahren der Fall. O’Leary et al. konnten ebenfalls einen
Zusammenhang zwischen praformierten DSA und der Patienten-Mortalitdt zeigen *’. Auch in
unserer Kohorte zeigten Patienten mit praformierten DSA und hohem MFI-Wert (=5000) einen
noch deutlicheren Unterschied im Patienteniberleben, verglichen mit der DSA- Kontrollgruppe
(p= 0.022). Tamura et al. ®® beschrieben erst kiirzlich ein reduziertes Patienteniiberleben
innerhalb der ersten 90 Tage bei LT-Empfangern mit préaformierten DSA nach Leber-
Lebendspende.

Eine Studie von Kaneku et al. zeigte zudem, dass auch de novo-DSA einen schadigenden
Einfluss auf das Patienten- und Transplantatiiberleben innerhalb des ersten Jahres nach LT
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haben ™. In unserer Studienkohorte hingegen zeigte sich das Patientenliiberleben der LT-

Empfanger mit de novo-DSA vergleichbar zur DSA- Kontrollgruppe. Einige Autoren konnten indes
keinen negativen Effekt von DSA hinsichtlich des Patienteniiberlebens nach LT feststellen % “°.

Wichtig ist hervorzuheben, dass diese Forschungsergebnisse meist auf der Untersuchung
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heterogener Patientengruppen basieren. Griinde sind beispielsweise eine gemeinsame
Auswertung von erstmaligen LTs, Re-LTs sowie LTs nach Leber-Lebendspende, unterschiedlich
groRe Studienpopulationen, uneinheitliche Methoden der DSA-Bestimmung sowie das Fehlen

einer einheitlichen Definition der ABMR in der LT.

Die vorliegende Studie beinhaltet dabei eine der bisher héchsten untersuchten Fallzahlen und
den aktuellsten Untersuchungszeitraum. Das Studiendesign umfasste zudem ausschlieRlich Gber
das Luminex®-Verfahren detektierte HLA. Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Vermutungen zum
negativen Einfluss von DSA auf den Verlauf der LT in Bezug auf das Patienteniberleben
innerhalb des ersten postoperativen Jahres.

Hervorzuheben ist, dass in der DSA+ Gruppe signifikant mehr Leberbiopsien durchgefiihrt und
bei signifikant mehr Patienten eine TCMR diagnostiziert wurde als in der DSA- Gruppe. Eine
groBere Anzahl an DSA+ Patienten erhielt zudem ohne histologisch gesicherte Diagnose eine
AbstofRungstherapie.

Ein besonders auffalliges Ergebnis dieser Studie ist, dass DSA+ Patienten nicht nur signifikant
haufiger, sondern auch friiher aufgrund einer (vermuteten) Abstolung therapiert wurden. LT-
Empfanger mit praformierten DSA wurden in einer hoch sensiblen Phase innerhalb der ersten
Woche nach LT behandelt. Insbesondere in Fallen mit unklarer oder steroid-refraktarer
Verschlechterung der Leberfunktion, sowie uneindeutigen oder fehlenden Biopsiebefunden,
erfolgte bei Vorliegen von DSA eine Erweiterung der AbstoRungstherapie unter klinischem
Verdacht. Die Haupttodesursache in der DSA+ Gruppe war interessanterweise die Sepsis,
welche signifikant haufiger auftrat als in der DSA- Gruppe. Auch Koch et al. beschrieben die
Sepsis als Haupt-Todesursache bei DSA+ Patienten, allerdings Uber einen Zeitraum von drei
Jahren nach LT “°. Alle elf DSA+ Patienten unserer Studie, die an Sepsis verstarben, erhielten
eine immunsuppressive Therapie bestehend aus entweder IVIG, PP, ATG, Rituximab oder der
Kombination aus mindestens zwei der genannten.

Diese Beobachtung wurde in der aktuellen Debatte Gber die Rolle der DSA in der LT bisher noch
nicht beschrieben. Eine Einleitung oder Erweiterung der immunsuppressiven Therapie bei DSA+
Patienten bei unklarer reduzierter oder verzdgerter Transplantatfunktion kdnnte zu einer erhdhten
Mortalitat durch infekt-assoziierte Komplikationen fiihren. Dieser Effekt scheint sich insbesondere
im ersten postoperativen Jahr zu manifestieren, da zu diesem Zeitpunkt auch eine hdéhere
Vulnerabilitdt der Transplantat-Empfanger vorliegt. Der mittel- und langfristige Verlauf ist

diesbezlglich jedoch gegenliber DSA- Patienten vergleichbar.
Die vorliegende Studie unterliegt einigen Limitationen. Das retrospektive Design einer Fall-

Kontroll-Studie sowie die Durchfiihrung als Single-Center-Studie unterliegen einem Bias, sodass

unsere Ergebnisse nicht uneingeschrankt auf alle LTs Ubertragen werden kdnnen. Insbesondere
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mit den high urgency- sowie re-transplantierten Empfangern wurde eine wichtige
Patientengruppe ausgeschlossen. Dennoch wurde beispielsweise ein Selektionsbias durch das
Matching weitestgehend umgangen. Durch die Beschrankung auf eine einzige DSA-
Detektionsmethode, sowie den Ausschluss der Patienten mit bekannten Risikofaktoren fur einen
schlechteren Verlauf, konnte auch innerhalb der DSA+ Gruppe eine geringere Heterogenitat
erreicht werden.

Dariber hinaus liegt der in dieser Studie gewahlte MFI-Schwellenwert von >1000 im unteren
Bereich der zuvor publizierten Werte. Auch hierin besteht ein mdglicher Selektionsbias. Allerdings
gibt es bisher keinen internationalen Konsens Uber einen standardisierten MFI-Schwellenwert,
und Uberdies lag der in unserer Studie erfasste mediane MFImax deutlich Uber der
Detektionsschwelle [4332 (1470-7336)].

Zu nennen ist weiterhin, dass das Matching anhand des BAR-Scores bis dato keine etablierte
und validierte Methode darstellt. Auch dies kann zu einem Selektionsbias fiihren, wenngleich der
BAR-Score einen hohen pradiktiven Wert hinsichtlich des Patiententberlebens nach LT hat.
Aufgrund des retrospektiven Studiendesigns war eine Rekonstruktion der jeweiligen Therapie-
Entscheidungen schwierig. So wurden beispielsweise einige Patienten ,ex juvantibus® therapiert.
Unterschiede innerhalb des Untersuchungszeitraums hinsichtlich der Interpretation der DSA-
Befunde bzw. angewandter therapeutischer Methoden kénnen ebenfalls nicht ausgeschlossen
werden. Eine weitere Hirde war das Fehlen einheitlicher (histologischer) ABMR-Kriterien bis
2016. So wurden Leberbiopsien vor 2017 nur selten mittels C4d-Farbung untersucht, eine
Reevaluation der Proben erfolgte durch unsere Arbeitsgruppe nicht. Dies hatte zwar womdglich
einen tieferen Einblick in das pathophysiologische Verstadndnis von DSA in der LT erbracht,
jedoch keinen Einfluss auf die vergangenen Therapie-Entscheidungen gehabt. Es st
festzuhalten, dass wahrscheinlich weniger die tatsachliche ABMR, sondern eher das
Vorhandensein bzw. die Befirchtung DSA-assoziierter AbstoRungen zu einer intensiveren
Immunsuppression und somit erhéhten Mortalitat geflihrt haben.

Aus methodischen Griinden erfolgte keine weitere Aufschllisselung hinsichtlich DSA-Subklassen
oder Komplement-bindender DSA. Zudem verzichteten wir auf eine weitere Analyse der
erhobenen Daten nach DSA-(Sub-)Klassen, um den Fokus der Arbeit zu wahren und einen Typ-
I-Fehler zu vermeiden. Insgesamt ist auch die relativ niedrige Fallzahl der Studie zu

bertcksichtigen.

Trotz der genannten Limitationen konnten wir wichtige Erkenntnisse beziiglich des Stellenwerts
von DSA auf den klinischen Verlauf nach orthotoper LT gewinnen. Die Bereitschaft zur
Einleitung/Erweiterung einer AbstoBungstherapie bei uneindeutigen histologischen Befunden
und/oder unklarer Verschlechterung der Transplantatfunktion scheint weit hdher zu sein, wenn

DSA vorliegen. Einen wichtigen Einfluss hat hierbei insbesondere das Fehlen standardisierter
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diagnostischer und therapeutischer Leitlinien. Obgleich ein immunologischer Effekt durch DSA
nicht ausgeschlossen werden kann, scheint die beobachtete Auswirkung auf das Kurzzeit-
Uberleben offenbar am ehesten auf infekt-assoziierte Komplikationen infolge einer
immunsuppressiven (Uber-)Therapie zu beruhen.

Zusammenfassend sollte bei Verdacht auf ABMR eine sorgfaltige diagnostische Abklarung
erfolgen, bevor eine Therapie begonnen oder intensiviert wird. Die weitergehende Erforschung
pathophysiologischer und immunhistologischer Prozesse von DSA in der LT unter vergleichbaren
Standards ist notwendig. Um herauszufinden, ob oder welche LT-Empfanger von einer DSA-
Bestimmung bzw. ABMR-Therapie profitieren, ist es ndtig einen Konsens bezlglich der
Handhabung von MFI-Schwellenwerten, Bestimmung von DSA-Subklassen sowie insbesondere

ABMR-Leitlinien zu definieren.
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Abstract: Donor-specific anti-human leukocyte antigen antibodies (DSA) are controversially discussed
in the context of liver transplantation (LT). We investigated the relationship between the presence
of DSA and the outcome after LT. All the LTs performed at our center between 1 January 2008 and
31 December 2015 were examined. Recipients < 18 years, living donor-, combined, high-urgency-,
and re-transplantations were excluded. Out of 510 LTs, 113 DSA-positive cases were propensity
score-matched with DSA-negative cases based on the components of the Balance of Risk score.
One-, three-, and five-year survival after LT were 74.3% in DSA-positive vs. 84.8% (p = 0.053) in
DSA-negative recipients, 71.8% vs. 71.5% (p = 0.821), and 69.3% vs. 64.9% (p = 0.818), respectively.
Rejection therapy was more often applied to DSA-positive recipients (n = 77 (68.1%) vs. 37 (32.7%)
in the control group, p < 0.001). At one year after LT, 9.7% of DSA-positive patients died due to
sepsis compared to 1.8% in the DSA-negative group (p = 0.046). The remaining causes of death were
comparable in both groups (cardiovascular 6.2% vs. 8.0%; p = 0.692; hepatic 3.5% vs. 2.7%, p = 0.788;
malignancy 3.5% vs. 2.7%, p = 0.788). DSA seem to have an indirect effect on the outcome of adult
LTs, impacting decision-making in post-transplant immunosuppression and rejection therapies and
ultimately increasing mortality due to infectious complications.

Keywords: DSA; survival analysis; sepsis; rejection treatment

1. Introduction

The clinical relevance of donor-specific anti-human leukocyte antigen antibodies (DSA) in liver
transplantation (LT) has been the basis for many controversial discussions. In kidney transplantation,

J. Clin. Med. 2020, 9, 3986; doi:10.3390/jcm9123986 www.mdpi.com/journal/jcm
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the negative effects of preformed and de novo DSA on patient and graft survival have been well
demonstrated [1,2]. Furthermore, the presence of DSA in other solid organ transplantations, such as
of the lung [3], heart [4], or pancreas [5], has been reported to be associated with inferior graft
outcomes. For many years, liver grafts have been considered less vulnerable to DSA due to the graft
size, dual blood supply, and the patient’s own immunological activity [6]. Since the first observations
of antibody-mediated rejections (ABMR) in LT 30 years ago [7], especially recent data have led to
a new perception of DSA in the context of LT. In 2016, the Banff Working Group provided a first
approach on standardized (histopathological) ABMR criteria [8] and new laboratory techniques,
such as the Luminex® assay, helping to achieve a more precise antibody detection, specification,
and quantification [9,10]. Additionally, pathologic conditions such as T-cell-mediated rejections (TCMR)
and infections can lead to an upregulation of tissue human leukocyte antigen (HLA) expression and
make the liver graft more susceptible to ABMR [6,11,12].

Recent findings indicate an association between DSA and early/chronic rejections and graft
injury [13-18] However, the data regarding the impact of DSA on patient and graft survival after LT
are less clear [13-16,18-23].

Consequently, there is still a need for data to clarify the effects of DSA’s presence on LT outcomes.
The aim of this study was to investigate the impact of DSA on patient and graft survival by means of a
matched case-control analysis and to identify risk factors for inferior patient and graft outcomes.

2. Patients and Methods

2.1. Patient Recruitment and Study Design

Since January 2008, DSA were prospectively assessed by the Luminex® assay in all patients
waitlisted for LT and post-LT. All patients undergoing deceased organ donor LT at the Department of
Surgery, Campus Charité Mitte and Campus Virchow-Klinikum, Berlin, Germany, from 1 January 2008
to 31 December 2015, were examined, with follow-up ceasing on 1 January 2018. Combined liver-kidney,
multi-visceral, high-urgency [24], and re-transplantations or patients who were under the age of
18 years at the time of LT were excluded from the analysis (Figure 1).

687 liver transplantations
between 2008 and 2015

Exclusion criteria: e Age < 18 years
e Living donor transplantations

— e C eral

e Retransplantations
 High urgency transplantations

510
post-mortem liver transplantations

113 DSA+ 397 DSA-
(unmatched)

l BAR score based case matching I

113 DSA+ 113 DSA-
(matched)

Figure 1. Visualization of the patient selection and matching process.
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The study cohort was divided into two groups (DSA-positive and DSA-negative patients) and
compared regarding their demographic variables and transplant outcomes. A 1:1 propensity score
matching of DSA-positive and DSA-negative individuals based on the components of the BAR (Balance
of Risk) score was performed and the groups were compared. The primary endpoints were patient and
graft survival regarding the presence of DSA. Secondary endpoints were the appearance of any rejection
and cause of death. The study was approved by the institutional ethics committee (ID: EA4/061/17).

2.2. Data Collection and Definition of Patient and Graft Survival

Electronic records of recipient information were obtained from a prospectively collected
hospital database (SAP® SE, Walldorf, Germany). Anonymous donor data were acquired from
the Eurotransplant Network Information System (ENIS).

Cold ischemia time (CIT), warm ischemia time (WIT), patient survival, and graft survival were
defined according to the United Network for Organ Sharing (UNOS) criteria [25,26].

2.3. Antibody Screening

The detection and specification of anti-HLA antibodies were performed using LABScreen®
Mixed and Single Antigen Beads (OneLambda, West Hills, CA, USA), respectively, according to the
authors’ previously published work [9]. Samples were measured on a Luminex® 200 (Luminex®,
Austin, TX, USA) and analyzed using the HLA Fusion software (OneLambda). Donor-HLA-typing for
HLA-A, -B, -C, -DRBI, and -DQB1 was acquired from ENIS and matched with the antibody specificities
of the recipient to define the DSA. Organ recipients were routinely screened for DSA before LT listing
and on the day of LT to detect preformed DSA. Postoperatively, de novo DSA screening was performed
on a weekly basis until the discharge from the ICU and at the request of the treating surgeon. During
routine check-ups, DSA detection was performed in patients with graft function impairment or for the
follow-up of previously detected DSA. Preformed DSA were defined as antibodies present before or at
the time of LT. De novo DSA were defined as newly detected antibodies after LT or antibodies against
epitopes that were not present before LT in patients with preformed DSA. Data were normalized to
negative control serum and all the DSA exceeding a mean fluorescence intensity (MFI) of 1000 were
considered positive.

2.4. Postoperative Management

Liver function parameters were monitored daily during the entire perioperative stay and routinely
examined after 3, 6, 12, 18, 24, 36, and 60 months. Postoperative care and immunosuppression (IS)
regimens were provided according to a standardized protocol. In the case of LTs due to autoimmune
liver disease (AILD), antibody induction with antithymocyte globulin (ATG) or IL-2 receptor antagonists
was applied. The standard IS consisted of prednisolone and tacrolimus. No adaptation of IS has been
made in the case of preformed DSA. In AILD recipients, the IS was extended by mycophenolic acid.
Initial tacrolimus levels were set at 6-8 ng/mL in standard LTs and 8-10 ng/mL in LTs due to AILD and
tapered within the first 6 months to maintenance levels of 4-6 ng/mL in all patients. Steroids were
tapered off for most patients within 2 months after LT. Patients who underwent LT due to AILD were
maintained on a double therapy with tacrolimus and mycophenolate.

2.5. Rejection Diagnosis and Treatment

Biopsies were performed in case of suspected rejection and routinely at 1, 3, and 5 years post
LT. Histological diagnosis and the grading of allograft rejections was classified according to the Banff
criteria of 2000 and later its update of 2016 [8,27]. Rejection therapy was initiated in the case of
histologically proven rejection or in patients with a suspected rejection due to a significant increase in
liver function parameters and after the exclusion of other causes. Initial rejection therapy consisted
of steroids and increased doses of the standard IS. In ABMR, the initial immunosuppressive therapy
was augmented by plasmapheresis (PP), intravenous immunoglobulins (IVIGs), and occasionally
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rituximab. Refractory TCMR were treated with ATG. Cases receiving rejection treatment with equivocal
histological findings or without a bioptical verification of rejection were retrospectively defined as
ABMR or TCMR treated “on clinical suspicion” depending on the therapy received.

2.6. Survival Stratification Model and Outcome

The BAR score achieves the most accurate outcome stratification in terms of patient survival
compared to all known scores and was used for the outcome stratification and matching process [28-30].
The BAR score and MELD were calculated according to the UNOS and Eurotransplant formulas [28,30]
and the donor risk index (DRI) according to the published formula by Feng et al. [31].

2.7. Statistical Analyses

Statistical analyses were carried out using IBM SPSS Statistics, version 25 (IBM Corporation,
Armonk, NY, USA), and GraphPad Prism, version 6.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
Categorical data are presented as frequencies and percentages and were compared by Pearson’s
chi-squared test. Continuous data are presented as median and interquartile range and compared by
the non-parametric Mann-Whitney U test. The propensity score method with a logistic model was
used to match cases and controls. The matching process included the following components of the BAR
score: MELD score, donor age, recipient age, pretransplant mechanical, ventilated or organ-perfusion
support, and CIT. Retransplantation was an exclusion criterion for the analysis and was not embedded
in the matching process.

Patient and organ survival were analyzed by the Kaplan-Meier method and the log-rank test to
compare groups. A two-sided p-value of <0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Study Population

During the observation period, a total of 687 LTs were performed. The final analysis comprised
510 patients. Clinical data were available for all patients. DSA were identified in 113 LT recipients
(22.2%). The remaining 397 patients (77.8%) were DSA-negative. Within the DSA-positive LT recipients,
49 (43.4%) individuals showed preformed, 55 (48.6%) de novo, and 9 (8%) individuals were tested
positive for both preformed and de novo DSA. The median time to the first detection of de novo DSA
was 13 days (9.5-20). Class Il DSA were present in 50.9% (n = 28) of the patients with de novo and
10.2% of those with preformed DSA (n = 5, p < 0.001) (data listed in Supplementary Table S1).

The median follow-up was 58 (29-86) months. In the unmatched analysis, the median recipient
age at LT was 54 (48-61) years in the DSA-positive group and 57 (51-62) years in the DSA-negative
group (p = 0.073). The main indication of LT in both groups DSA-positive vs. DSA-negative was
alcoholic cirrhosis (1 = 34 (30.1%) vs. n = 188 (47.4%); p = 0.001), followed by hepatocellular carcinoma
(n = 32 (28.3%), vs. n =157 (39.5%), p = 0.029). The median BAR score at LT significantly differed
between the DSA-positive and the DSA-negative group (8 (3-13) vs. 6 (3-9), p = 0.013). There was no
significant difference in the MELD score between both groups (16 (9-22) in DSA-positive vs. 15 (10-20)
in DSA-negative recipients, p = 0.377; Table 1). Out of all DSA-negative patients, 28% (n = 111) showed
a female-to-male (F-M) donor-to-recipient mismatch. The DSA-positive group consisted of 17.7%
(n =20, p = 0.028) F-M mismatches.
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Table 1. Epidemiological, clinical, and operative data of patients who underwent LT from deceased
donors between 1 January 2008, and 31 December 2015, sorted by DSA-positive versus all DSA-negative
recipients (unmatched).

Variables DSA+ (n=113) All DSA-(n=397)  p-Value?
General
Recipient sex male, n (%) 58 (51.3) 286 (72.0) <0.001
Recipient age (years) 54 (48-61) 57 (51-62) 0.073
Recipient BMI (kg/m?) 26.7 (24-31) 26.6 (24-30) 0.623
Donor sex male, 1 (%) 62 (54.9) 214 (53.9) 0.856
Donor age (years) 59 (45-70) 57 (44-70) 0.576
BAR score 8 (3-13) 6 (3-9) 0.013
DRI 25 (2.1-2.8) 25 (2-2.8) 0.288
labMELD 16 (9-22) 15 (10-20) 0.377
labMELD > 35, 1 (%) 20 17.7) 37 9.3) 0.645
Gender mismatch F-M, n (%) 20 0z 111 (28) 0.028
Etiology, 1 (%)
Hepatitis C 20 17.7) 77 (19.4) 0.685
Alcohol 34 (30.1) 188 (47.4) 0.001
PSC/PBC/AIH 13 (11.5) 33 (8.3) 0.296
NASH/cryptogenic cirrhosis 22 (19.5) 39 (9.8) 0.005
Metabolic/congenital 9 8) 13 (3.3) 0.030
Other 17 (15) 54 (13.6) 0.696
Malignancy 37 (32.7) 161 (40.6) 0.133
Hepatocellular carcinoma 32 (28.3) 157 (39.5) 0.029
Cholangiocellular carcinoma 5 (4.4) 4 (1.0) 0.015
Perioperative Characteristics

Time on waiting list (days) 155 (27-407) 109 (33-259) 0.158
Cold ischemia time (h) 9.7 (8-11) 9.6 (8-11) 0.760
Warm ischemia time (min) 43 (38-50) 45 (40-55) 0.082
Length of stay after LT (days) 38 (28-62) 29 (21-47) 0.001
Length of stay on ICU (days) 13 (7-32) 9 (6-15) <0.001
Retransplantations, 7 (%) 6 (5.3) 34 (8.6) 0.268

Annotations: Data presented as 1 (%) or median and interquartile range (Q1-Q3). # Group comparisons: (1) categorical
data: Pearson chi-square test. (2) Continuous variables: Mann-Whitney U test. Abbreviations: AIH: Autoimmune
hepatitis; BAR: Balance of Risk Score; BMI: Body Mass Index; d: days; DRI: Donor Risk Index; DSA: Donor-Specific
Antibodies; FFP: Fresh Frozen Plasma; Gender mismatch F-M: female donor-to-male recipient mismatch; h: hours;
ICU: Intensive Care Unit; labMELD: laboratory Model of End-stage Liver Disease Score; LT: Liver Transplantation;
min: minutes; NASH: Non-Alcoholic Steatohepatitis; PBC: Primary Biliary Cholangitis; PSC: Primary Sclerosing
Cholangitis; RBC: Red Blood Cells.

BAR Score Group Matching

Out of the 397 DSA-negative individuals, 113 patients were matched 1:1 with 113 DSA-positive
individuals (Table 2). Median follow-up was 59 (25-101) months.

In both groups, the main indication for LT remained alcoholic cirrhosis (DSA-positive: n = 34
(30.1%) vs. 56 (49.6%) DSA-negative, p = 0.003) and hepatocellular carcinoma (DSA-positive n = 32
(28.3%) vs. 45 (39.8%) DSA-negative, p = 0.068). Organ recipients with PSC/PBC/AIH and NASH
as underlying disease were more frequently represented in the DSA-positive group. No significant
differences were observed between the DSA-positive and DSA-negative group regarding the BAR
score (8 (3-13) vs. 7 (4-13), p = 0.619) and the distribution of its single components (MELD at LT:
16 (9-22) vs. 16 (10-29), p = 0.426; necessity of pretransplant mechanical, ventilated or organ-perfusion
support: 1 = 6 (5.4%) vs. 4 (3.6%), p = 0.322; recipient age: 54 (48-61) vs. 57 (51-62) years, p = 0.061;
and donor age: 56 (44-69) vs. 59 (45-70) years, p = 0.301). The number of high labMELD (> 35) patients
was comparable in both groups (1 = 20 (17.7%) vs. 16 (14.2%), p = 0.686).
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Table 2. Epidemiological, clinical, and operative data of patients who underwent LT from deceased
donors between 1 January 2008 and 31 December 2015 sorted by DSA-positive (DSA+) versus matched
DSA-negative recipients (matched DSA-).

Variables DSA+ (n = 113) Ma::}:"ill';s‘“' p-Value ®

General

Recipient sex male, 7 (%) 58 (51.3) 80 (70.8) 0.003
Recipient age (years) 54 (48-61) 57 (51-62) 0.061
Recipient BMI (kg/m?) 26.7 (24-31) 26.3 (23-30) 0.271
Recipient hypertension, n (%) 40 (35.4) 34 (30.1) 0.395
Recipient diabetes type II, n (%) 37 (32.7) 35 (31) 0.775
Donor sex male, 1 (%) 62 (54.9) 60 (53.1) 0.790
Donor age (years) 59 (45-70) 56 (44-69) 0.301

BAR score 8 (3-13) 7 (4-13) 0.619

DRI 25 (2.1-2.8) 24 (2-2.8) 0.532

labMELD 16 (9-22) 16 (10-29) 0.426
labMELD >35, n (%) 20 17.7) 16 (14.2) 0.686
Gender mismatch F-M, n (%) 20 17.7) 30 (26.5) 0.109

MFImax 4332 (1470-7336) - - -
Etiology, 1 (%)

Hepatitis C 20 17.7) 20 (17.7) 1.000

Alcohol 34 (30.1) 56 (49.6) 0.003

PSC/PBC/AIH 13 (11.5) 9 (7.9) 0.369
NASH/cryptogenic cirrhosis 22 (19.5) 11 9.7) 0.058
Metabolic/congenital 9 (7.9) -] (4.4) 0.270
Other 17 (15) 11 9.7) 0.226
Malignancy 37 32.7) 47 (41.6) 0.169
Hepatocellular carcinoma, 32 (28.3) 45 (39.8) 0.068
Cholangiocellular carcinoma 5 (4.4) 2 2.7) 0.249
Perioperative Characteristics
Time on waiting list (days) 155 (27-407) 101 (30-226) 0.052
Pretransplant me@anical, ventilaoted or 6 5.4 4 3.6) 0322
organ-perfusion support, 1 (%)
Cold ischemia time (h) 9.7 (8-11) 10.2 (9-12) 0.021
Warm ischemia time (min) 43 (38-50) 48 (40-56) 0.012
RBCs given during LT (units) 8 (4-12) 6 (4-13) 0.301
RBCs given within 24 h after LT (units) 2 04) 2 (0-4) 0.985
FFPs given during LT (units) 21 (16-32) 21 (16-30) 0.697
FFPs given within 24 h after LT (units) 5 (2-8) 4 2-9) 0.369
Length of stay after LT (days) 38 (28-62) 32 (23-49) 0.012
Length of stay on ICU (days) 13 (7-32) 9 (6-15) 0.008
Retransplantations, 7 (%) 6 (5.3) 11 9.7) 0.207
One-year Mortality, 7 (%) 29 (25.7) 18 (15.9)

Hepatic 4 (3.5) 3 2.7) 0.788
Cardiovascular 7 (6.2) 9 (8.0) 0.692
Infection/Sepsis 11 9.7) 2 (1.8) 0.046

Malignancy 4 (3.5) 3 (2.7) 0.788
Other/Unknown 3 2.7) 1 0.9) 0.567

Annotations: Data presented as 1 (%) or median and interquartile range (Q1-Q3). # Group comparisons: (1) categorical
data: Pearson chi-square test. (2) Continuous variables: Mann-Whitney U test. Abbreviations: AIH: Autoimmune
hepatitis; BAR: Balance of Risk Score; BMI: Body Mass Ind ex; d: days; DRI: Donor-Risk-Index; DSA: Donor-Specific
Antibodies; FFP: Fresh Frozen Plasma; Gender mismatch F-M: female donor-to-male recipient mismatch; ICU: Intensive
Care Unit; h: hours; labMELD: laboratory Model of End-stage Liver Disease Score; LT: Liver Transplantation;
min: minutes; MFImax: Median Fluorescence Intensity of the highest-ranked positive bead in the bead panel;
NASH: Non-Alcoholic Steatohepatitis; PBC: Primary Biliary Cholangitis; PSC: Primary Sclerosing Cholangitis;
RBC: Red Blood Cells.
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DSA-positive recipients showed a shorter CIT and WIT compared to the DSA-negative recipients
(CIT: 9.7 (8-11) vs. 10.2 (9-12) hours, p = 0.021, and WIT: 43 (38-50) vs. 48 (40-56) minutes; p = 0.012).

No differences in the overall courses of liver function parameters were observed between the
groups, apart from only three particular lab tests being statistically significant at distinct points in time
(Gamma-glutamyl transferase: on POD 7: DSA-group 245 (134-435) vs. 206 (118-308) in the control
group, p = 0.047; Albumin on POD 7: 2.9 (2.7-3.1) vs. 3.0 (2.8-3.3), p = 0.010; and alkaline phosphatase
12 months after LT: 106 (81-202) vs. 97 (75-129), p = 0.043; Figure 2).

The median length of stay (38 (28-62) vs. 32 (23-49) days; p = 0.012) and median time spent on
ICU after LT (13 (7-32) vs. 9 (6-15) days; p = 0.008) were both significantly longer in the DSA-positive
patients. No significant difference was observed with regard to the F-M donor-to-recipient mismatch
between the groups (DSA-positive group n = 20 (17.7%) vs. n = 30 (26.6%) in the DSA-negative group,
p = 0.109).
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Figure 2. Course of routine laboratory parameters after liver transplantation divided into DSA-positive
and DSA-negative recipients (total bilirubin: tBil; alanine aminotransferase: ALT; serum aspartate
aminotransferase: AST; gamma-glutamyl transferase: gGT; albumin: ALB; alkaline phosphatase: AP).

3.2. Patient and Graft Survival

3.2.1. DSA-Positive vs. All DSA-Negative LT Recipients

The overall patient and graft survival is shown in Figure 3a. In the unmatched analysis at one year,
the patient survival after LT was significantly lower in DSA-positive compared to DSA-negative allograft
recipients (74.4% vs. 86.3%; p = 0.003). No significant differences in patient survival were observed at
three (71.8% vs. 76.9%; p = 0.156) and five years after LT (69.3% vs. 71.8%; p = 0.400). The graft survival
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of DSA-positive individuals was inferior at one year after LT compared to DSA-negative individuals
(73.4% vs. 80.2%; p = 0.167), with no significant difference at three (68.9% vs. 70.8%; p = 0.636) and five
years (66.6% vs. 64.7%; p = 0.636) after LT.

3.2.2. DSA-Positive vs. Matched DSA-Negative LT Recipients

In the matched analysis, the one-year patient survival after LT was 74.4% in the DSA-positive
vs. 84.8% (p = 0.053) in the DSA-negative cohort, 71.8% vs. 71.2% (p = 0.821) at three years and
69.3% vs. 64.9% (p = 0.818) at five years, respectively. Infections and sepsis were the major causes of
death in the DSA-positive allograft recipients and significantly more frequent than in the matched
DSA-negative cohort (n = 11 (9.7%) vs. n = 2 (1.8%); p = 0.046). Hospital-acquired pneumonia
was the main cause of sepsis (n = 7 in DSA-positive; and n = 2 in DSA-negative patients). All the
infection-related deaths occurred within the first 6 months after LT. The distribution of the remaining
causes of death was comparable in both groups (cardiovascular 6.2% vs. 8.0%; p = 0.692; hepatic 3.5%
vs. 2.7%, p = 0.788; malignancy 3.5% vs. 2.7%, p = 0.788). DSA-positive individuals showed an inferior
one-year graft survival compared to the matched DSA-negative ones (73.4% vs. 79.5%; p = 0.270),
with a non-significant reciprocal trend at five years (66.5% vs. 57.7%; p = 0.339). Retransplantations
were necessary in 6 (5.3%) DSA-positive and 11 (9.7%) DSA-negative LT recipients (p = 0.207).

Significantly more patients were female (48.7%) in the DSA-positive group than in the matched
DSA-negative control (29.2%, p = 0.003). The proportion was higher in LT recipients with preformed
DSA (65.3% women).
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Figure 3. Patient and graft survival in DSA-positive, DSA-negative, matched DSA-negative (A),
and preformed and de novo DSA (B) liver transplant recipients.

3.2.3. DSA Subgroup Analysis

Recipients with preformed DSA showed an inferior one-year patient (67.4% vs. 84.8%; p = 0.008)
and graft survival (65.3% vs. 79.5%; p = 0.062) compared to the matched DSA-negative individuals,
with sepsis as the leading cause of death (preformed DSA: n =7 (6.2%) vs. n =2 (1.8%); p = 0.031;
Table 3). The lower survival rate in the first year was even more pronounced in patients with preformed
DSA and a MFImax of >5000 (n= 19, 63.2% vs. 84.8%, p = 0.022). No significant differences in mortality
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or graft loss were observed between individuals with de novo and matched DSA-negative individuals
at any time point (Figure 3b), regardless of the MFI level.

Table 3. Reasons for one-year graft loss and mortality in preformed DSA, de novo DSA, and matched
DSA-negative (matched DSA-) LT organ recipients 2.

Preformed De Novo Matched DSA-
DSA (1=49) DSA (=55 P-Value (n=113)  PVelue® pValuec
Total graft loss and death 16 (14.2) 11 9.7) 18 (15.9)

Hepatic 2 (18 1 (09 1782 3 27) 0732 0566
Cardiovascular 5 (4.4) 2 (1.8) 0446 9 (8.0) 0.268 0.087
Infection/Sepsis 7 (6.2) 3 2.7) 0384 2 (1.8) 0.031 0.264

Malignancy 1 (0.9) 3 2.7) 0131 3 2.7) 0.347 0.494
Other/Unknown 1 (0.9) 2 (1.8) 0332 1 0.9) 0.933 0.279

Annotations: Data presented as 1 (%).  Two deaths observed in patients with both preformed and de novo DSA are
not shown (1 hepatic, 1 infectious). ® Comparison with organ recipients with preformed DSA only. ¢ Comparison
with organ recipients with de novo DSA only. Abbreviations: DSA: Donor-Specific Antibodies; IVIG: Intravenous
Immunoglobulins; LT: Liver Transplantation

3.3. Rejections and Rejection Treatment

Within the first year after LT, biopsies were performed in 72 DSA-positive (63.7%) and
127 DSA-negative patients (32.0%, p < 0.001). Rejection therapies were more frequently conducted in
the DSA-positive (n = 77, 68.1%) than in the DSA-negative group (n = 135, 34.0%, p < 0.001; Table 4).
In the matched cohorts, ABMR were histologically confirmed in 2 (1.8%) DSA-positive cases and no
DSA-negative cases (p = 0.155). ABMR treatment was applied in 41 (36.3%) DSA-positive and in
2 (1.8%, p < 0.001) DSA-negative LT recipients. TCMR were histologically confirmed in 59 (52.2%)
DSA-positive and 34 (30.1%, p < 0.001) DSA-negative recipients. In total, 71 (62.8%) DSA-positive
and 37 (32.7%, p < 0.001) DSA-negative individuals received TCMR therapy. The most common
rejection therapy was a combination of steroids and increase in the standard IS dose (DSA-positive
group: n =70 (61.9%) vs. 37 (32.7%) DSA-negative group, p < 0.001). The overall number of treated
ABMR and TCMR was comparable in the LT recipients with preformed and de novo DSA (Table 5).
Patients with de novo DSA were more often treated for biopsy-proven TCMR (n = 35, 63.6%) than
patients with preformed DSA (n = 19, 38.8%, p = 0.011) and without DSA (n = 34, 30.1%, p < 0.001).
Six DSA-positive (5.3%) and 3 DSA-negative patients (2.7%, p = 0.307) were treated for TCMR on
clinical suspicion without histological verification. In two (1.8%) of these DSA-positive patients,
rejection therapy was additionally augmented by PP/IVIG due to suspected refractory rejection and the
presence of preformed DSA. In one DSA-positive patient (0.9%) with preformed DSA, PP/IVIG therapy
was applied without biopsy.

Patients with preformed DSA received the first rejection therapy significantly earlier compared
to patients with de novo DSA (6 (5-16) vs. 11.5 (7-18) days; p = 0.024) and DSA-negative patients
(9 (7-23) days, p = 0.003).
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Table 4. Comparison of rejections and rejection treatments in LT organ recipients within the
first postoperative year sorted by DSA-positive (DSA+) versus DSA-negative (DSA-) and matched
DSA-negative (matched DSA-) recipients.

All DSA- Matched DSA-

= = a a
DSA+ (n=113) (n =397) p-Value (1 =113) p-Value
. ‘;f“‘ performed 7 637 127 (320) <0.001 35 (31.0) <0.001
iopsies
Treated ABMR 41 (36.3) 7 (1.8) <0.001 2 (1.8) <0.001
Biopsy proven 2 (1.8) 0 (0.0) 0.008 0 (0.0) 0.155
On clinical suspicion 39 (34.5) 7 (1.8) <0.001 2 (1.8) <0.001
Treated TCMR 71 (62.8) 135 (34.0) <0.001 37 32.7) <0.001
Biopsy proven 59 (52.2) 118 (29.7) <0.001 34 (30.1) <0.001
On clinical suspicion 12 (10.6) 17 (4.3) 0.010 3 2.7) <0.001
Rejection therapy 77 (68.1) 135 (34.0) <0.001 37 32.7) <0.001
Steroids P 70 (61.9) 133 (33.5) <0.001 37 32.7) <0.001
Plasmapheresis/IVIGs 41 (36.3) 7 (1.8) <0.001 2 (1.8) <0.001
Thymoglobulin 29 (25.7) 17 (4.3) <0.001 3 (2.7) <0.001
Rituximab 1 0.8) 0 (0.0) 0.061 0 0.0) 0.316
Other 16 (142) 41 (10.3) 0.254 13 (11.5) 0.551
Time from LT to therapy (days) 9.5 (6-17) 9 (7-23) 0.159 9 (7-23) 0.214

Annotations: Data presented as 7 (%) or median and interquartile range (Q1-Q3). Group comparisons: (1) categorical
data: Pearson chi-square test. (2) Continuous variables: Mann-Whitney U test. * Comparison with DSA+ organ
recipients. ® Combined with an increase in standard immunosuppression. Abbreviations: ABMR: Antibody-mediated
rejection; DSA: Donor-Specific Antibodies; IVIG: Intravenous Immunoglobulins; LT: Liver Transplantation;
TCMR: T-cell-mediated rejection.

Table 5. Comparison of rejections and rejection treatments in LT organ recipients within the first
postoperative year sorted by patients with de novo DSA versus preformed DSA and matched
DSA-negative (matched DSA) recipients.

Preformed De Novo DSA Matched DSA- a B
DSA (n = 49) (n = 55) falue (n=113) pyilue®  prValue
. ‘;’f“‘ performed o (510 39 (709) 0037 35 (310 0.015 <0.001
iopsies

Treated ABMR 16 (32.7) 20 (36.4) 0.691 2 (1.8) <0.001 <0.001

Biopsy proven 1 (2.0) 1 (1.8) 0.934 0 (0.0) 0.128 0.151

On clinical suspicion 15 (30.6) 19 (34.5) 0.670 2 (1.8) <0.001 <0.001

Treated TCMR 26 (53.1) 38 (69.1) 0.093 37 (32.7) 0.015 <0.001

Biopsy proven 19 (38.8) 35 (63.6) 0.011 34 (30.1) 0.279 <0.001

On clinical suspicion 7 (14.3) 3 (5.5) 0.127 3 2.7) 0.005 0.359

Rejection therapy 29 (592) 39 (709) 0210 37  (327) 0.002 <0.001

Steroids 25 (51.0) 38  (69.1) 0060 37  (327) 0.028 <0.001

Plasmapheresis/IVIGs 16 (32.7) 20 (36.4) 0.691 2 (1.8) <0.001 <0.001

Thymoglobulin 9 (18.4) 18 (32.7) 0.095 3 2.7) <0.001 <0.001
Rituximab 1 (2.0) 0 (0.0) 0.287 0 (0.0) 0.128

Other 5 (10.2) 9 (16.4) 0.358 13 (11.5) 0.809 0.381

Time f'°“(“d];§st)° therapy o 5960 115 (7-18)  0.024 9 (7-23) 0.003 0.693

Annotations: Data presented as 7 (%) or median and interquartile range (Q1-Q3). Group comparisons: (1) categorical
data: Pearson chi-square test. (2) Continuous variables: Mann-Whitney U test. Patients with both preformed and de
novo DSA are not shown (n = 9).  Comparison with organ recipients with preformed DSA. b Comparison
with organ recipients with de novo DSA. ¢ Combined with an increase in standard immunosuppression.
Abbreviations: ABMR: Antibody-mediated rejection; DSA: Donor-Specific anti-HLA Antibodies; IVIG: Intravenous
Immunoglobulins; LT: Liver Transplantation; TCMR: T-cell-mediated rejection.

4. Discussion

This study demonstrates that especially preformed DSA are associated with an impaired (one-year)
patient survival after LT, and sepsis-related mortality needs to be considered as a major cause.
No remarkable adverse effects on graft survival were observed. Our data thereby indicate that DSA
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presence may have an indirect effect on the outcome in adult LTs by interfering with the diagnosis of
rejections and the decision-making in post-transplant IS and rejection therapies.

The incidence of DSA (22.2%) in our study is within the range of the published data. We observed
9.6% preformed and 10.8% de novo DSA in our cohort, which is comparable with previous reports
(preformed: 4.7-22.2% [13,19,32]; de novo: 8-19.9% [16,19,21,22]). Similar to other authors, the DSA
MEFI threshold of our laboratory is >1000 [14,18,22]. This cut-off value lies within the lower range
of published thresholds (e.g., Musat et al. 300 [15], Koch et al. > 1500 [20], Taner et al. > 2000 [32],
Kaneku et al. > 5000 [21]). The distribution of antibody- classes in preformed DSA (Supplementary
Table S1) showed a predominance of class I-DSA. However, the proportion of antibody classes in
preformed DSA varies in previous reports, and at this point we cannot provide an adequate explanation
for this finding. Out of 184 patients with preformed DSA, O’Leary et al. reported n = 84 (45.7%) class
I-, and n = 50 (27.2%) class II-DSA [13]. As reported by Tamura et al. [33], 6/8 (75%) patients with
preformed DSA presented solely class II-, and none presented with class I-DSA only. Vandevoorde et
al. [19] reported 14 patients with preformed DSA, with n = 3 (21.4%) having class I- and n = 5 (35.7%)
having class II-DSA alone.

As there is no clear evidence on the effects of DSA in LT, we planned our analysis under
consideration of potential pitfalls. First, we eliminated confounding risk factors for poor transplant
outcome, such as high-urgency, multivisceral, and retransplantations [34-36] to achieve more
homogeneous recipient groups in terms of demographic and clinical parameters. In a second
step, we performed a 1:1 propensity score matching and assigned for each DSA-positive LT recipient a
DSA-negative control with a similar predicted survival by the means of the BAR score and its individual
components. For our analysis, we used the BAR score, as it achieves the highest accuracy in predicting
the outcome after LT compared to other score systems such as MELD, D-MELD (donor age multiplied
by recipient MELD), and DRI [28,29,37]. It consists of six items and includes key LT survival predictors
as donor, recipient, and graft factors and is therefore very convenient in daily use. While some scores
such as the DRM (donor to recipient model, 13 items) and the SOFT (survival outcome following
liver transplant; 18 items) seem to outperform the BAR score in terms of the long-term survival [38],
the BAR score has the best composition of usability (number of items) and accuracy and was therefore
used for our analysis [28].

We observed two known sex-related effects in the analysis. First, the DSA-positive group consisted
of significantly more women (48.7%) than the matched DSA-negative control (29.2%). This observation
was even more evident in LT recipients with preformed DSA (65.3% women). The result is in accordance
with the published data [13,15,32] and explained by previous pregnancies as the main trigger for
anti-HLA antibodies prior to solid organ transplantation [39-42].

The second observed sex-related effect refers to the lower rate of LTs due to alcoholic cirrhosis
in the DSA-positive group. The main indication for LT in men is still alcoholic liver cirrhosis [43,
44], and no publication so far had linked alcohol consumption in LT recipients with lower HLA
antibody development. Hence, this result is more likely to reflect an epidemiological reality than an
immunological origin.

Female donor-to-male recipient mismatch is another possible risk factor for graft loss [45].
However, in our analysis F-M donor-to-recipient mismatches seem not to be relevant factors in
graft and patient survival. Female-to-male mismatch was more present in the DSA-negative cohort,
which showed better organ and patient survival rates. Second, within the F-M-mismatched patients,
only those with preformed DSA showed a significantly lower patient (p = 0.004) and graft survival
(p = 0.001) compared to matched DSA-negative recipients after one year.

While we observed a higher rate of autoimmune liver diseases (AILD) and cryptogenic cirrhosis
or NASH in the DSA-positive cohort, this was not found to have a negative impact on the outcome.
In fact, in some studies AILD and cryptogenic cirrhosis/NASH have been shown to achieve a favorable
graft and patient survival [46—48]. This also applied for the AILD patients in our study cohort (patient
survival at one and five years: both 85.7%). DSA-positive AILD patients showed a non-significant
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inferior patient survival compared to the DSA-negative AILD patients at one and five years (both 76.9%
vs. 100%, p = 0.156).

DSA-positive LT recipients showed significantly shorter CIT and WIT compared with the matched
DSA-negative control. Anincreasein these parameters is associated with alonger postoperative stay [49]
and inferior transplant outcomes [34,50,51]. In our observation cohort, however, the DSA-positive
patients showed a significantly longer ICU- and postoperative stay and worse short-term survival
compared to DSA-negative LT recipients. The longer hospital stay in our cohort was mostly related to
a prolonged rejection treatment in DSA-positive patients. No relevant differences in liver function
parameters were observed between the groups, though three parameters differed at distinct time points
without clinical correlates. Possible explanations for this result may be that DSA have no direct effect
on liver function parameters, or the effects of DSA presence cannot be measured by the means of such
routine liver function tests. In both situations, the results support the theory of some authors that
the commonly used laboratory markers of the liver function are of limited predictive value in the
interpretation of the course and prognosis of liver grafts [52,53].

With regard to patient and organ survival, we observed a significant difference in the one-year
patient survival between the DSA-positive group and the unmatched DSA-negative control (p = 0.003).
After the group matching, this effect was less pronounced and marginally missed the significance
threshold (p = 0.053). However, a subgroup analysis revealed a significant correlation between the
detection of preformed DSA and inferior patient survival after LT (p = 0.008). Regarding the 3-year and
5-year patient and graft survival, no significant differences were observed, regardless of the matching.
Similarly, O'Leary et al. showed an association between preformed DSA and patient death [13] and,
more recently, Tamura et al. [33] observed an inferior 90-day survival in living-donor LT recipients with
preformed DSA. In accordance to O’Leary et al. [13], patients with high MFI (> 5000) preformed DSA
showed an even more pronounced inferior survival compared to matched DSA-negative individuals
(v = 0.022).

Additionally, Kaneku et al. have described the compromising effect of de novo DSA on patient
and graft survival in the first year after LT [21]. In contrast to these results, the one-year survival of LT
recipients with de novo DSA showed comparable outcomes to the matched DSA-negative control in
our study. In turn, some authors could not confirm a correlation between DSA and inferior outcomes
after LT [19,20]. These differences in study results may be caused by heterogeneous patient cohorts
(analyzing first LTs, re-LTs and living donor LTs together), varying sample sizes, the use of different
DSA detection methods, as well as the lack of a uniform definition for ABMR in LT.

Herein, this study is among those with the largest number of cases analyzed and the most recent
observation period. Furthermore, all the DSA detections were performed on the Luminex® platform,
which allows highly accurate DSA determination. Over the last decade, this method has shown its
great value in antibody assessment compared to older techniques, such as the complement-dependent
cytotoxicity test (CDC) or ELISA. Not only does it provide a higher sensitivity and specificity, but also
a more detailed HLA antibody specification [9,54]. This has led to a broader understanding of DSA
pathophysiology and immunohistology.

With respect to patient survival within the first year after LT, our findings strongly support the
validity of the previously published results regarding the impact of DSA in LT. The rate of suspected
rejections and performed biopsies, and especially histologically confirmed TCMR, was higher in the
DSA-positive cohort than in the DSA-negative control group.

Furthermore, a remarkable finding of this study is that DSA patients have been treated significantly
more often for (suspected) rejections. Especially in cases with the unclear or steroid-resistant
deterioration of liver function and equivocal or missing biopsies, rejection therapy was augmented
on clinical suspicion in the presence of DSA. In addition, patients with preformed DSA were treated
in a highly vulnerable post-LT phase (6 days vs. 9 days in the DSA-negative cohort; p = 0.003).
Another major finding of this study is that sepsis was observed significantly more often in DSA-positive
LT-recipients and was the main cause of death in this cohort (p = 0.046). Koch et al. recently described
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sepsis as a relevant cause of death in DSA-positive LT recipients [20]. All our 11 DSA-positive patients
who succumbed to death due to sepsis received cytoreductive therapy consisting of either IVIGs, PP,
ATG, Rituximab, or the combination of two or more.

This result is of utmost importance in the controversial discussion on the role of DSA in LT.
We observed that the initiation or augmentation of rejection therapies in DSA-positive LT recipients
with unclear delayed/impaired liver function may result in increased mortality due to infectious
complications. This effect seems most pronounced in the first year after LT, particularly due to the
increased vulnerability of LT recipients in this phase after transplantation, whereas the mid-term and
long-term results were comparable for DSA-negative LT recipients.

Certainly, our study has limitations. First, the single-center, observational, retrospective study
design has limitations that we are well aware of, so that our findings cannot be immediately extrapolated
to all LTs as we excluded also high-urgency and re-transplantations. Nonetheless, this design ensured
a relatively low heterogeneity regarding the clinical interpretation and therapeutic management of
DSA detection. Second, the used MFI threshold of >1000 was at the lower end of previous publications.
However, no international MFI threshold standard has been defined so far, and the MFIs in our analysis
were considerably above the detection limit (4332 (1470-7336)).

Third, the used BAR score for matching is not yet an established and validated method. Despite the
high predictive power of the BAR score regarding survival in LT, such matching can also cause a
selection bias and may also explain the observation of reciprocal results in the long-term course of the
examined matched collectives. Given the study’s retrospective design, the therapeutic decision-making
for rejection treatment is hard to reconstruct: some rejection treatment decisions were performed on a
“ex juvantibus” basis and rejection protocols also changed throughout the follow-up. Additionally,
histological samples taken before 2017 were rarely stained for C4d and no reevaluation according
to the Banff 2016 criteria was performed. Although a reevaluation of the histological samples may
have provided deeper understanding of the pathology of DSA in LT, it would have no impact on the
past decision making. An important point is that the fear of DSA, but not actual ABMR, led to more
robust immunosuppression treatments, which caused increased rates of sepsis-related death. Due to
methodological issues at the time period analyzed, it was not possible to provide further information
about complement-binding DSA or DSA subclasses. We decided not to include data on HLA classes
and subclasses in the analysis, as a further breakdown would only increase the probability of a type I
error and dilute the focus of the manuscript.

On the other hand, important insights into the role of DSA in LT were gained. While the
immunological component for inferior short-term outcome after LT delivered by DSA cannot be
excluded, our observation implies that immunosuppressive (over-) treatment notably increased
morbidity due to infectious complications. Apparently, the trigger to initiate or increase rejection
therapies in DSA-positive patients with equivocal histological findings and/or unclear deterioration of
liver function is dramatically low due to a lack of clear diagnostic and therapeutic guidelines. Thus,
the interpretation of DSA in LT should be considered very carefully.

We therefore propose to warily investigate suspected ABMR histologically before the initiation or
augmentation of rejection treatment. Future steps need to be the development of a common consensus
regarding MFI thresholds and simplified ABMR guidelines to better identify patients who may benefit
from DSA detection and ABMR treatment in the context of LT.
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