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Abstrakt

Einleitung: Trotz grofRer Fortschritte in der Transplantationsmedizin stagniert die 10-
Jahresuberlebensrate nach Lebertransplantation (LT) seit zwei Jahrzehnten bei 55-60%.
Die Alloreaktivitat und ihre Auswirkungen auf die Mortalitat der Patient*innen, werden
unter anderem als ursachlich diskutiert. Das Ziel unserer Arbeit war, den Einfluss
donorspezifischer Antikdrper (DSA) auf das Lebertransplantat, durch Auswertung von
Protokollbiopsien, zu untersuchen.

Methodik: Wir werteten retrospektiv eine Querschnittsanalyse aus, welche von Januar
2017 bis Juni 2018 durchgefuhrt wurde. Alle Empfanger*innen waren in der
Lebertransplantationsambulanz der Chirurgischen Klinik am Campus Virchow Klinikum
der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur Nachsorge angebunden. Die Patient*innen
waren zwischen Dezember 1988 und Oktober 2017 transplantiert worden. Neben einer
laborchemischen Antikorperuntersuchung des Serums der Patient*innen auf HLA-
Antikorper (HLA-Ak) und DSA, wurde eine Routine-Leberbiopsie durchgefuhrt. Hierbei
wurden standardisiert histopathologische Merkmale (Fibrose, Inflammation, Steatose,
Hamosiderose und Maschendrahtfibrose) erhoben und Assoziationen zwischen den
Charakteristika statistisch untersucht.

Ergebnisse: Eine Untersuchung von insgesamt 291/271 Patient*innen auf HLA-Ak/DSA,
zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von HLA-Ak
(p=0,017) und DSA (p=0,019) und hoheren Inflammationsgraden im Transplantat. Eine
multivariate logistische Regression konnte die Ergebnisse verifizieren (OR: 4,43; 95%-
Kl: 2,67-12,6; p=0,0035). AuRerdem wurde ein signifikant protektiver Effekt durch mTOR-
Inhibitoren, wie Everolimus, auf den Antikorperstatus ermittelt (HLA-Ak: p=0,014; DSA:
p=0,025). Es wurde eine geringere Rate an HLA-Ak bei einem hepatozellularen Karzinom
in der Vorgeschichte (p=0,014) oder HLA-Ak und DSA bei einer viralen Atiologie der
ursprunglichen Lebererkrankung (HLA-Ak: p=0,008; DSA: p=0,008) und bei einem
hoherem Verfettungsgrad im Transplantat (HLA-Ak: p=0,029; DSA: p=0,044) beobachtet.
Eine Auswertung laborchemischer Parameter ergab einen negativen Einfluss, respektive
eine Laborwerterhohung, der DSA auf Transaminasen (ALT: p=0,042; AST: p=0,009),
GGT (p=0,007) und Bilirubin (p<0,001). HLA-Ak waren assoziiert mit einer
Laborwerterhohung des Bilirubins im Serum (p=0,006).

Schlussfolgerung: Wir fanden einen Zusammenhang zwischen den Antikorpern und

einem histologisch und laborchemisch messbaren, negativen inflammatorischen Einfluss



auf das Transplantat. Diese Ergebnisse mussen in zukunftigen Studien an groReren
Kollektiven von Patient*innen und Uber langere Beobachtungszeitrdume untersucht
werden. Es mussen spezifische Subgruppenanalysen erfolgen, um eine Assoziation zu

speziellen Merkmalen und eventuelle assoziierte Formen der Therapie zu eruieren.



Abstract

Introduction: Despite major advances in transplant medicine, the 10-year survival rate
after liver transplantation (LT) has stagnated at 55-60% for two decades. Alloreactivity
and its impact on patient mortality are discussed as causal factors. These remain unclear.
The aim of our work was to evaluate the influence of donor specific antibodies (DSA) on
the liver graft by objectifying the graft condition using protocol biopsies.

Methods: We performed a retrospective evaluation of a cross-sectional analysis from
January 2017 and June 2018. All recipients were followed up in the liver transplant
outpatient clinic of the Department of Surgery at the Campus Virchow Klinikum of the
Charité — Universitatsmedizin Berlin. The patients were transplanted between December
1988 and October 2017. In addition to laboratory antibody testing of the patients’ serum
for HLA antibodies (HLAab) and DSA, a routine liver biopsy was performed,
histopathological characteristics (fibrosis, inflammation, steatosis, hemosiderosis, and
mesh fibrosis) were collected, and associations between the characteristics were
statistically investigated.

Results: In an examination of 291/271 patients for HLAab/DSA, a significant association
was observed between higher levels of inflammation in the graft and the incidence of
HLAab (p=0,017) and DSA (p=0,019). Multivariate logistic regression was able to verify
the results (OR: 4,43; 95%-Cl: 2,67-12,6; p=0,0035). In addition, a significant protective
effect by mTOR-inhibitors, such as everolimus, on antibody status was determined
(HLAab: p=0,014; DSA: p=0,025) as well as a lower rate of HLAab in the presence of a
history of hepatocellular carcinoma (p=0,014) or HLAab and DSA in the presence of a
viral etiology of the original liver disease (HLAab: p=0,008; DSA: p=0,008) and a higher
degree of steatosis in the graft (HLAab: p=0,029; DSA: p=0,044). An evaluation of
laboratory parameters showed a negative influence of DSA on transaminases (ALT:
p=0,042; AST: p=0,009), GGT (p=0,007) and bilirubin (p<0,001). HLAab were associated
with laboratory elevation of serum bilirubin (p=0,006).

Conclusion: We found an association between the antibodies and a histologically and
laboratory measurable negative inflammatory influence on the graft. These results need
to be confirmed in future studies using larger patient populations and longer observation
periods. Specific subgroups need to be studied to determine association with specific

characteristics and possible forms of therapy.
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1. Einleitung

1.1 Herausforderungen im Langzeitverlauf nach Lebertransplantation

Eine Lebertransplantation (LT) gilt fur die Empfanger*innen als einzige Kuration einer
Lebererkrankung im Endstadium.

Seit der ersten, in 1963 durch Thomas E. Starzl durchgefuhrten LT zeigt sich ein
progredienter Anstieg der 1-Jahres-Uberlebensrate (JUR) (1). Von 29% zwischen 1963
und 1977 zu etwa 90% in 2018 (2,3).

Die Auswertung aktueller Daten der Charité — Universitatsmedizin Berlin zeigen 1-JUR
von 90,4%, 5-JUR von 79,6% und 10-JUR von 70,3% (4). International stagniert die 10-
JUR seit etwa 20 Jahren bei ca. 55-60% (5-7).

Haufige Grunde fur die Langzeitsterblichkeit sind kardiovaskulare Vorfalle, maligne
Erkrankungen, ein Nieren- oder Transplantatversagen sowie das Auftreten von
Infektionen. Ein Versagen des Transplantates ist hierbei als nachrangiger
Mortalitatsgrund einzuordnen (8,9).

Die Langzeit-Transplantatdysfunktion kann durch unterschiedliche Ursachen induziert
werden. Unter anderem die chronisch duktopene Abstol3ung mit einer auf den Verlust der
kleinen Gallenwege folgenden Cholestase als histologisches Korrelat (10). Die
schleichende histopathologische Entwicklung dieser Entitat erschwert eine fruhzeitige
Diagnosestellung (11). Eine suffiziente Behandlungsmoglichkeit ist die standardisierte
immunsuppressive Medikation, Tacrolimus (Tac) in Kombination mit Mycophenolat-
Mofetil (MMF). Eine duale Immunsuppression mit Tac und MMF fuhrt dazu, dass nur 5%
aller Organverluste auf die duktopenische Absto3ung zurlckzufuhren sind (7,12). Als
pradisponierend gelten rezidivierende, speziell steroidresistente akute Rejektionen sowie
vorherige Episoden chronischer Abstoflungen mit konsekutiver Re-Transplantation (Re-
LT) und zu gering dosierte Immunsuppressiva bzw. eine fehlende Adharenz der
Patient*innen (7). Allerdings berichten aktuelle Studien, wie Saidy et al. (2021) von einem
Uberlebensvorteil durch eine Reduktion der immunsuppressiven Medikation nach LT
(13).

Weitere Grunde fur einen Graft-Verlust im Langzeitverlauf sind die idiopathische
Posttransplantationshepatitis (IPTH) und die De-novo-Autoimmunhepatitis (AIH), die
eher im padiatrischen Kontext nach LT auftreten (7).

Grundsatzlich kann die Grunderkrankung rezidivieren und eine erneute Dysfunktion des

Transplantats induzieren. Besonders relevant sind hier unter anderem die AlH, die Primar



sklerosierende Cholangitis (PSC), die Primar biliare Zirrhose (PBC), das hepatozellulare

Karzinom (HCC) sowie infektios bedingte Hepatitiden der Leber (10,14).

1.2 Humorale Alloreaktivitat nach Lebertransplantation

Humane Leukozytenantigene (human leukocyte antigen, HLA) sind auf den meisten
kernhaltigen Zellen exprimiert und verhelfen dem Immunsystem, durch die Peptidbindung
und -prasentation, zwischen korpereigen und -fremd unterscheiden zu konnen (15). Die
HLA-Molekule der Klasse | sind auf der Oberflache aller kernhaltigen Zellen und werden
von Genen der Genorte HLA-A, -B und -C auf Chromosom 6 kodiert. HLA-Molekule der
Klasse Il werden dagegen nur auf Antigen-prasentierenden Zellen, wie B-Lymphozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert. Eine Unterscheidung der Genorte
HLA-DR, -DQ und -DP findet statt. Der Polymorphismus, der innerhalb dieser
Genregionen vorherrscht, bedingt, dass die Ubereinstimmungen zwischen den HLA-
Molekilen zweier nicht verwandter Individuen relativ gering sind (15-18). Eine
Organtransplantation und besonders die LT kann unter anderem zu einer humoralen
Alloreaktivitat des*der Organempfanger*in in Form von Antikorpern, gerichtet gegen die
nicht kompatiblen HLA-Molekule des*der Spender*in fuhren. Die sogenannten HLA-Ak
gehoren primar zur Immunglobulinklasse G (IgG) und konnen nicht nur im Rahmen einer
Transplantation, sondern auch in Folge von Bluttransfusionen und Schwangerschaften
entstehen (15,19,20).

Als donorspezifische HLA-Antikorper (DSA) werden die Antikorperspezifitaten
bezeichnet, die sich gegen die HLA-Antigene eines gespendeten Organs richten. Der
Nachweis erfolgt durch die Analyse des Serums des*der Empfanger*in. Praformierte
DSA bestehen vor Transplantation. Post transplantationem auftretende DSA werden als
de-novo DSA bezeichnet (15).

DSA als Ausloser von humoralen AbstoBungsreaktionen im Bereich der
Nierentransplantation sind bereits langer bekannt und anerkannt (21). Der Einfluss von
DSA auf andere Organtransplantate ist bestatigt. Witt et al. wies negative Auswirkungen,
in Form einer Abstol3ung des Transplantats, bei lungentransplantierten Patient*innen
nach (22). Auswertungen von de Kort et al. zeigten ein geringeres Transplantatuberleben
im Bereich der Pankreastransplantation bei Nachweis von DSA (23). Rejektionen in
Verbindung mit DSA nach Transplantation des Herzens und anderen Organsystemen

werden in der Fachliteratur beschrieben (24-27).



Die antikorpervermittelte Transplantatabsto3ung im Bereich der LT bleibt umstritten.
Lange Zeit wurde vermutet, dass praformierte DSA und HLA-Inkompatibilitaten keinen
Einfluss auf das Langzeituberleben nach LT haben bzw. einen wesentlich geringeren als
auf Herz- und Nierentransplantate (28-31). Zuruckzufuhren ist diese Annahme auf die
spezielle Anatomie der Leber - mit zwei versorgenden Blutkreislaufen, einem arteriellen
und einem portalen sowie einer pragnanten Grolze im Vergleich zu anderen Organen
(32-34). Weiterhin bedingt die Fahigkeit der Leber, Antikorper durch die Freisetzung
I6slicher Klasse | HLA-Molekile und eine folgende Komplexbildung unschadlich zu
machen, vermutlich eine fehlende Relevanz humoraler Abstol3ungen im Bereich der LT
(32,33,35). Eine Studie von Abu-Elmagd et al. aus 2012 ergab entsprechend einen
protektiven Effekt bei Multiviszeraltransplantationen durch eine mittransplantierte Leber,
wenn persistierende oder de-novo DSA bei den Patient*innen vorhanden waren (36).
Verbesserte Nachweismethoden der DSA 16sen ein groReres Bewusstsein fur die schon
langer bei ABO-Inkompatibilitat beobachteten antikdrpervermittelten AbstoRungen nach
LT aus (25,37). Insgesamt bestehen geringere Inzidenzen fur hyperakute oder akute
AbstoRungen nach LT im Vergleich zu Herz- und Nierentransplantation. Mdglicherweise
tragt dieser Sachverhalt dazu bei, eine Relevanz dieser Krankheitsgenese zu
unterschatzen (38,39).

Grundsatzlich findet eine Unterscheidung der antikbrpervermittelten AbstoRungen in akut
und chronisch statt (40). Die akute Form prasentiert sich durch eine fruhzeitig nach
Transplantation entstehende Dysfunktion der Leber, die in der Regel durch die Prasenz
zirkulierender und praformierter Klasse | und/oder Il DSA induziert wird. Diese Entitat
pradisponiert fur einen Transplantatverlust (41). Die diagnostischen Kriterien dieser
akuten AbstolRungsreaktion wurden 2016 durch die Banff Working Group festgelegt: ein
histopathologisches Schadigungsmuster, konsistent mit einer akuten
antikorpervermittelten ~ Abstoflung; ein  positiver Nachweis von DSA im
Patient*innenserum; diffuse mikrovaskulare Ablagerungen von C4d und der Ausschluss
anderer moglicher Schadigungen des Transplantates (42).

Die chronische Form der antikorpervermittelten AbstoRungsreaktion auldert sich durch
einen langsamen Schadigungsprozess. Durch das subklinische Bild wird eine Diagnose
oft spatim Verlauf gestellt. Erst zu einem fortgeschrittenen Zeitpunkt sind laborchemische
Veranderungen, wie eine Transaminasenerhohung, nachweisbar. In der Verlaufsbiopsie
zeigen sich typischerweise inflammatorische und fibrotische Veranderungen des

Parenchyms sowie posttransplantatorisch vorliegende DSA, meist der Klasse Il (43).



Die Gewebeschadigung durch DSA ist multifaktoriell. Zu den direkten Wegen gehort die
Aktivierung der Komplementkaskade. Eine Bindung von C1q an DSA kann den ersten
Schritt der Kaskade auslosen, was zu einer Infiltration proinflammatorischer Zellen ins
Gewebe mit der Folge einer Zellschadigung und -apoptose fuhrt. Dieser
Pathomechanismus bedingt eine mikrovaskulare Ablagerung von C4d, welches als
diagnostischer Marker erprobt und teilweise genutzt wird (44,45). Die IgG-Subgruppe,
der durch B-Zellen exprimierten Antikorper spielt dabei eine Rolle. Unterschieden werden
vier Subgruppen (IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4), deren Struktur unter anderem die
Bindungsaffinitat zu Immunzellen und Komplement reguliert. Der Switch bzw. Wechsel
zwischen den Gruppen wird durch die Interaktion mit T-Zellen induziert und folgt einem
festen Schema (IgG3—IgG1—1lgG2—I1gG4), welches durch das Interagieren von
Zytokinen alternieren kann (46,47). Eine permanente Exposition mit Antigenen ist
Ausloser fur einen temporaren Subgruppen-Switch. Einzelne Subgruppen (IgG1, IgG3)
konnen effektiver Komplement C1q binden und die Komplementkaskade initiieren (48).
Resultat dieser unterschiedlichen Bindungsqualitaten ist bei vermehrtem Vorliegen der
IgG3-Subgruppe ein hoheres Risiko fur Transplantatversagen und Abstof3ung nach LT,
wie unter anderem Kaneku et al. (2012) feststellte (49,50).

O’Leary et al. (2015) wies bei lebertransplantierten Patient*innen eine Assoziation
zwischen C4d-Ablagerungen und posttransplantatorisch nachweisbaren DSA sowie
einer erhohten Inflammation der Leber nach, konnte aber aufgrund inkonsistenter
Prasentation keine allgemeingultige Empfehlung zur Verwendung als diagnostischen
Marker fur die antikdrpervermittelte TransplantatabstoRung treffen (43).

O’Leary beschrieb vorab 2014 einen Zusammenhang zwischen einem fruhen
Organversagen und bei den Patient*innen nachgewiesenen DSA nach LT, den sie
retrospektiv identifizierte, nachdem als idiopathisch bezeichnete Rejektionen erneut
untersucht wurden. Sie beschrieb in diesem Kontext eine 10%ige Inzidenz der akuten
durch Antikorper vermittelten AbstoRungsreaktion bei bereits vor Transplantation
bestehenden DSA (51). Weitere Studien Uber den Einfluss von DSA auf einen
frhzeitigen Verlust der Leber, im Hinblick auf de-novo als auch auf praformierte
Antikorper, erharteten die kritische Rolle der DSA und ihren negativen Einfluss nach LT
(50,52).

Eine hohere Rate an chronischen AbstoRungen bei Vorliegen von DSA wurde in weiteren
Studien nachgewiesen. Gegen einen eindeutige Kausalitat spricht in diesem

Zusammenhang die Tatsache, dass parallel dazu bei vielen eingeschlossenen



Patient*innen mit DSA eine chronische antikorpervermittelte AbstoRungsreaktion
ausblieb, sodass eine definitive Beurteilung des Risikos nicht abschlieRend moglich war
(43,49).

Neben der antikorpervermittelten TransplantatabstoRung wurden im Zusammenhang mit
DSA nach LT hohere Raten an Transplantatfibrose detektiert, wie 2012 durch Miyagawa-
Hayashino et al. in einem padiatrischen Kollektiv gezeigt (53). Eine Bestatigung dieser
Beobachtung wurde durch O’Leary et al. in einem Erwachsenenkollektiv durchgefluhrt,
zusatzlich wurde eine erhohte Inflammationstatigkeit im Lebertransplantat bei DSA-
Positivitat nachgewiesen (43). DSA sind auch als Risikofaktor fur die Ausbildung biliarer
Strikturen, z.B. im Rahmen der Ischemic Type Biliary Lesions (ITBL) im Langzeitverlauf
nach LT beschrieben (54).

1.3 Follow-up nach Lebertransplantation

RoutinemaRig durchgefuhrte Protokoll-Leberbiopsien sind kein universeller Standard in
der Nachsorge nach LT. Trotz ihrer Invasivitat lieBen sich Vorteile fur das
Langzeitoutcome der Patient*innen, unter anderem durch Sebagh et al. (2003)
nachweisen: Im Rahmen einer systematischen DurchflUhrung und Auswertung von
Leberbiopsien etwa 10 Jahre nach LT, zeigten sich bei etwa 80% der
lebertransplantierten Patient*innen histologische Auffalligkeiten am Transplantat. Eine
definitive Korrelation mit dem klinischen Bild oder laborchemischen Parametern der
Patient*innen bestand nicht (55). Relevante histopathologische Merkmale, wie fibrotische
bis zirrhotische Veranderungen, Inflammationstatigkeit, Steatose und Veranderungen an
den Gallengangen bzw. Verlust dieser, kdbnnen ohne invasive diagnostische Methoden
erst spat auffallig werden und durch ihre lange klinische Inapparenz eine infauste
Organschadigung, z.B. im Sinne einer chronischen Absto3ungsreaktion nach sich
ziehen. RegelmaRige histologische Untersuchungen ermoglichen eine Beurteilung des
Transplantats Uber Jahrzehnte der Nachsorge (55-57).

Eine nicht-invasive Beobachtungsmaoglichkeit der Transplantatfunktion ist die
laborchemische Untersuchung des Patient*innenblutes durch die Transaminasen Alanin-
Aminotransferase (ALT) und die Aspartat-Aminotransferase (AST). Diese Enzyme
werden bei Zellschadigung der Leber ins Blut ausgeschuttet (58). Mells et al. fand in einer
retrospektiven Auswertung von Protokoll-Biopsien lebertransplantierter Patient*innen mit

normwertigen Transaminasen, dass mehr als zwei Drittel der Kohorte eine auffallige



Histopathologie, entsprechend eines subklinischen Schadigungsmusters, aufwies (59).
Die Sensitivitat dieses Diagnostikums ist entsprechend herabgesetzt (56).

Indikation fur eine Biopsie ist eine plotzliche Transaminasenerhohung nach Ausschluss
von viralen Hepatitiden und Noxen sowie Perfusionsauffalligkeiten (60). Ursachlich dafur,
dass Protokoll-Biopsien nicht regelhaft bei asymptomatischen Patient*innen durchgefuhrt
werden, sind unter anderem ein geringes Mortalitats- und Morbiditatsrisiko, der
Preisfaktor der DurchfiUhrung und die Annahme, dass weder nutzliche Informationen
noch ein klinischer Wert aus histopathologischen Auffalligkeiten folgen wurde. Ernsthafte
Komplikationen sind dabei selten und werden mit 2% von den post-interventionellen
Schmerzen angefuhrt, dabei besteht eine Letalitdt von etwa 0,01% (56,61,62). Ein
Argument fur die regelmafige Durchfuhrung der Protokoll-Biopsien ist die Moglichkeit zur
Observation klinisch inapparenter Parenchymschadigungen nach LT und eine damit
verbundene fruhzeitige Therapieoption, z.B. durch Anpassung des Medikationsregimes.
Eine Verbindung mit dem Nachweis von DSA konnte eine spezifische Kontrolle von
Risikopatient*innen bieten und somit das Langzeitiberleben nach LT verbessern (63—
65).

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Neuberger et al. formulierte 2017 Empfehlungen zum Umgang mit DSA im
posttransplantatorischen Verlauf nach LT. Zur Routine-Bestimmung des DSA-Titers
wurde jedoch keine Empfehlung ausgesprochen (65)

HLA-Inkompatibilitaten vor Nierentransplantation gelten als Kontraindikation, da sie z.B.
fur einen frihzeitigen Organverlust pradisponieren (66). Bezogen auf die Rolle
praformierter DSA vor LT, besteht bis zum jetzigen Zeitpunkt keine
Handlungsempfehlung, da unter anderem vorher zirkulierende DSA eine Tendenz zur
Verringerung bzw. zum Verschwinden im Verlauf post-transplantationem haben (67). Bei
simultaner Doppeltransplantation von Leber und Niere wurde frih eine Reduktion der
zirkulierenden DSA beobachtet und ein protektiver Effekt durch die mittransplantierte
Leber vermutet (68). Dar et al. wies 2011 eine Limitation des protektiven Effekts nach,
spezifisch bei Zirkulation hoher Antikorper-Titer von Klasse Il DSA und konsekutiv ein
geringeres Graft-Uberleben der Niere (69).

Nach LT persistierende oder de-novo auftretende DSA sind, wie von Muro 2021
beschrieben, assoziiert mit einer erhdhten Rejektionswahrscheinlichkeit, Progression

einer Transplantatfibrose und -inflammation und resultierend einem schlechteren



Langzeitiberleben der Patient*innen (67). Demgegenuber stehen die Ergebnisse von
O’Leary et al. aus 2011. Ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von DSA und einer
chronischen AbstoRung konnte im beobachteten Kollektiv nachgewiesen werden.
Allerdings prasentierten sich parallel dazu 61% der Patient*innen im Vergleichskollektiv
ohne eine Transplantatabstof3ung trotzdem mit gleichzeitig vorliegenden DSA (70). Diese
Erkenntnis fuhrt zu Zweifeln an der Theorie der DSA als eindeutiger Pradiktor fur ein
schlechteres Langzeituberleben nach LT (50).

Der Stellenwert der DSA-Bestimmung sowohl vor als auch nach LT ist aktuell nicht genau
zu definieren. Die engmaschige Kontrolle von DSA sowie ein entsprechend des
individuellen Risikos durchgefuhrtes Schema an Protokollbiopsien, kann die Moglichkeit
bieten Risikokonstellationen auszumachen. Im Kontext der Forschung an einer
malfdgeschneiderten Immunsuppression ware dieses Vorgehen ein Ansatz um die
Medikation auf ein Minimum zu reduzieren und dabei trotzdem das Langzeitiberleben
nach LT zu optimieren (65).

Insbesondere in Deutschland herrscht seit Jahren ein Organmangel (71). Das Ziel ist
daher die Verbesserung des Langzeitiberlebens. Aulderdem folgt auf eine geringere
Rate an Re-LT eine Entlastung des Gesundheitssystems und eine hohere Chance auf
ein Organ fur Patient*innen mit infauster Prognose aufgrund einer sich im Endstadium
befindlichen Lebererkrankung (65).

Die vorliegende Studie beschaftigt sich mit der Frage, ob das Vorhandensein von DSA
im Blut der Empfanger*innen Auswirkungen auf die Transplantatfunktion nach LT hat.
Unser Fokus liegt auf der Suche nach einer moglichen Relevanz der DSA fur Pathologien
bzw. Alterationen auf biochemischer, histologischer und klinischer Ebene, ausgewertet

unter anderem auf Grundlage von Protokollbiopsien.

2. Material und Methoden

2.1 Patient*innen

Die Dissertation fokussiert sich auf eine retrospektive Analyse von Daten
lebertransplantierter Patient*innen, die sich im Nachsorgeprogramm in der
Lebertransplantationsambulanz der Chirurgischen Klinik am Campus Virchow Klinik der
Charité — Universitatsmedizin Berlin befinden. Die Daten der Patient*innen wurden im
Sinne einer Querschnittsstudie im Rahmen der regelmaliigen Routinenachsorge

erhoben. Eine einmalige Erfassung von klinischen, laborchemischen und histologischen



Parametern von 291 Patient*innen wurde zwischen Januar 2017 und Juni 2018
durchgefuhrt und mit einer Bestimmung des HLA-Ak Wertes im Serum erganzt.

Der Transplantationszeitraum der Kohorte liegt zwischen Dezember 1988 und Oktober
2017. Es wurden funf extern transplantierte Patient*innen eingeschlossen, die in unserem
Zentrum nachversorgt wurden. Die Analyse der Patient*innenkohorte fand nach drei
Jahren im August 2020 statt.

Eingeschlossen wurden ausschlieBlich Patient*innen deren HLA-Ak Wert untersucht
wurde (n=291). Eine Untersuchung der DSA, die sich gegen Spenderantigene richten,
wurde bei 271 Patient*innen durchgefuhrt und mit speziellem Augenmerk betrachtet.
Histologische Untersuchungen lagen von 196 Empfanger*innen vor und wurden nach
speziellen Kriterien (Steatose, Fibrose, Inflammation, Hamosiderose,
Gallengangspathologien, Maschendrahtfibrose) untersucht.

Alle inkludierten Patient*innen hatten das 18. Lebensjahr vollendet, waren in der
Lebertransplantationsambulanz  zur Nachsorge angebunden und erschienen
entsprechend regelmafig zur Nachsorge. Der grol3ere Anteil des Patient*innenkollektivs
(n=240) wurde fur die Nachsorge stationar aufgenommen, 51 Patient*innen waren
ambulant vorstellig.

Die Datenakquise erfolgte zum Zeitpunkt der jeweiligen Nachsorgeuntersuchung, wobei
vorherige oder spatere Befunde bewusst keine Bertcksichtigung fanden. Dadurch hat
sich ein stichprobenartiger Ausschnitt ergeben.

Eine Durchfuhrung der Studie nach den Grundsatzen der guten wissenschaftlichen
Praxis und der Deklaration von Helsinki wurde unter anderem durch eine anonymisierte
und retrospektive Auswertung der Daten gewahrleistet. Eine Genehmigung der
Ethikkomission der Charité — Universitatsmedizin Berlin liegt vor (EA1/255/20).

2.2 Datenerhebung

Die Datenerhebung erfolgte anhand der elektronischen Patient*innenakte der Charité —
Universitatsmedizin Berlin (SAP). Erganzt wurde der Datensatz durch spezifische HLA-
und DSA-Daten aus dem Institut fur Transfusionsmedizin, erhoben mittels des
Softwareanalysesystems Fusion sowie histopathologische Daten, die durch das Institut
fur Pathologie gesammelt wurden. Die Nachsorge in der Lebertransplantationsambulanz
erfolgte in einem festen Rhythmus: 6 Monate sowie 1, 3, 5, 7, 10, 13, 15, 17, 20 usw.

Jahre nach Lebertransplantation.



Die Nachsorge beinhaltete eine aktuelle Anamnese, korperliche Untersuchung,
laborchemische Kontrollen des Blutbilds, der Entzindungsparameter, Nieren- und
Leberwerte, der Gerinnung sowie der Talspiegel von Tac, Ciclosporin A (CyA),
Everolimus (EVR) und MMF. Aul3erdem eine Sonographie des Abdomens inklusive
Flussmessung in der Leber sowie Beurteilung des Parenchyms auf Verfettung, Fibrose
und auffallige Lasionen, eine Knochendichtemessung und ein Rontgen Thorax. Weiterhin
wurde der Wert des Alpha-1-Fetoprotein (AFP), bei HCC als LT-Indikation, bestimmt.
Der Talspiegel ist der Serumspiegel eines Wirkstoffs unmittelbar vor einer anstehenden
Dosisgabe. Die Bestimmung dieses Werts dient zur Steuerung der
Medikamentenwirkung (72).

Durch uns laborchemisch kontrolliert wurden die Transaminasen der Patient*innen, die
ALT und AST in der Einheit Unit/Liter (U/l) - Enzyme, die als Parameter zur Detektion der
Leberzellschadigung gemessen  werden.  Weiterhin  bestimmten  wir die
Cholestaseparameter Gamma-Glutamyltransferase (GGT) in U/l, die Alkalische
Phosphatase (AP) in U/l und das Gesamt-Bilirubin in mg/dl. Die Werte des Kreatinins in
mg/dl zur Darstellung der Nierenfunktion und der International Normalized Ratio (INR) als
Parameter fur die Syntheseleistung der Leber wurden ebenso evaluiert.

Spezieller Fokus lag auf dem Vorkommen der HLA-Ak und der DSA. Bei 20 Patient*innen
konnte kein DSA-Status ermittelt werden. Grinde waren hier Notfall-Transplantationen
bei besonders akuten Indikationen und entsprechend keine pra-transplantatorisch
durchgefuhrte Typisierung.

Eine Biopsie der Leber wurde bei 196 der eingeschlossenen Patient*innen durchgefuhrt.
Diese erfolgte im Rahmen eines stationaren Aufenthaltes, zur anschliefienden
Gewahrleistung einer 24-stindigen Supervision. Kontraindikationen fur eine Biopsie
waren das Vorliegen von Gerinnungsstorungen und die Einnahme von Antikoagulantien,
Ablehnung durch den*die Patient*in und eine kurzlich durchgefuhrte Leberbiopsie, z.B.
aufgrund einer dringlichen Indikation.

Eine Analyse der Leberbiopsien wurde durch sehr erfahrene Patholog*innen im Bereich
der Transplantation durchgefuhrt. Nach der Fixierung durch einen Paraffinschnitt wurden
die Praparate standardmaRig zur Ubersicht mit Hamatoxylin-Eosin eingefarbt. Daraufhin
wurden Spezialfarbungen durchgefuhrt. Darunter mit Goldner, Berliner Blau und der
Periodsaure-Schiff-Reaktion (PAS). Die histopathologischen Befunde wurden anhand
ihrer Auffalligkeiten sowie unter Nutzung einer standardisierten Einteilung ausgearbeitet

und durch die Konsensuskonferenz der Deutschen Gesellschaft fur Pathologie, der



Deutschen Gesellschaft fur Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten und des
Kompetenznetzes Hepatitis, klassifiziert (73).

Zusatzlich zu einer Untersuchung auf Zeichen einer akuten Rejektion erfolgte die
Klassifizierung anhand folgender Aspekte: Maschendrahtfibrose, Fibrosestadium,
Inflammationsgrad, Verfettungsgrad, Hamosiderosegrad und Gallengangspathologien.
Neben der Einteilung der Maschendrahtfibrose und der Gallengangspathologien in
Vorkommen und Nicht-Vorkommen wurden die Fibrosestadien nach Desmet et al. und
die Inflammationsgrade nach Desmet und Scheuer kodiert (Tabelle 1) (74). Im Nachgang
wurden die Kriterien in zwei Ubergruppen eingeteilt, um zu kleine Subpopulationen zu

vermeiden und eine bessere statistische Vergleichbarkeit zu gewahrleisten (Tabelle 2).

Tabelle 1: Kodierung der histopathologischen Daten

Fibrose* 0 keine Fibrose

1 milde/geringgradige; portale Faservermehrung, keine Septen

2 maRige/mittelgradige; Ausbildung portoportaler Septen

3 schwere/hochgradige; Septen mit Destruktion der Leberarchitektur
4 Zirrhose

Inflammation* 0 keine Inflammation

1 minimal

2 mild/leichtgradig

3 maRige/mittelgradige

4 schwere/hochgradige

Verfettung 0 keine Verfettung

1 leichtgradige (<1/3 der Zellen)
2 mittelgradige (>1/3 der Zellen)
3 hochgradig (>2/3 der Zellen)

Hamosiderose 0 keine Hamosiderose
1 leichte
2 mittelgradige

3 schwere/hochgradige

*Klassifikation der Fibrosestadien nach Desmet und Inflammationsgrade nach Desmet&Scheuer (74)

Tabelle 2: Einteilung der histopathologischen Kriterien

Fibrose Gruppe 1: keine bis milde (0-1)*
Gruppe 2: mittelgradige bis Zirrhose (2-4)*

Inflammation Gruppe 1: keine bis minimal (0-1)*

Gruppe 2: milde bis schwere (2-4)*

Steatose Gruppe 1: keine bis unter 1/3 der Zellen (0-1)**
Gruppe 2: mittel- bis hochgradig (2-3)**

Hamosiderose Gruppe 1: keine bis leichtgradig (0-1)**
Gruppe 2: mittel- bis hochgradig (2-3)**

* Fibrosestadien nach Desmet und Inflammationsgrade in Klammern in Anlehnung an Desmet&Scheuer (74)

** histopathologische Grade in Klammern, siehe Tabelle 1
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Wir untersuchten eine Assoziation der detektierten HLA-Ak und DSA aus den
Patient*innenseren mit histologischen Daten auf Grundlage einer Stichprobe.

Relevante Empfanger*innencharakteristika (Grunderkrankung, Alter, Geschlecht, GroRe
und Gewicht) zum Zeitpunkt der Nachsorgeuntersuchung wurden erfasst. Neben der
zugrundeliegenden Atiologie wurde eine Subgruppen-Analyse der HCC-Patient*innen
durchgefuhrt. Es wurde der Einfluss der Antikorper auf Veranderungen und
Komplikationen der Gallenwege, wie beispielsweise nicht-anastomotische biliare
Strikturen betrachtet.

Anhand der GrofRe und des Gewichts wurde der Body-Mass-Index (BMI) ermittelt und
nach klinischer Aussage Uber den Ernahrungszustand in vier Gruppen unterteilt:
Untergewicht (BMI < 18 kg/m?), Normalgewicht (BMI 18-25 kg/m?), Ubergewicht (BMI 26-
29 kg/m?), Adipositas (BMI >29 kg/m?).

Die Immunsuppressionstherapie wurde in mono- bzw. duale Medikation und Dosierung
eingeteilt. Basierend primar auf Calcineurininhibitoren (CNI), wie Tac und CyA. Durch
Kombination mit dem Antimetaboliten MMF, z.B. im Rahmen von Einschrankungen der
Nierenfunktion, wurde die Medikation individuell angepasst. Patient*innen mit einer
malignen Lebererkrankung in der Anamnese bzw. eingeschrankter Nierenfunktion
wurden ebenso mit mammalian target of Rapamycin-Inhibitoren (mTORi), wie Sirolimus
und EVR, medikamentds eingestellt.

Standardgemal} wurde anfangs eine Zusatztherapie mit Cortison durchgefuhrt. Dieses
wurde im Verlauf ausgeschlichen und nur im Rahmen der AIH mit einer Erhaltungsdosis
von 5 mg langfristig weitergefuhrt.

Quantifiziert wurde die Wirkung der Immunsuppression zum Teil mit
Talspiegelbestimmungen im Patient*innenserum bzw. durchschnittlich eingenommenen
Dosen (Tabelle 3).

Die Charakteristika der jeweiligen Organspender*innen (Alter, Geschlecht, BMI,
Intensivstation (ITS)-Zeit) wurden erfasst. Bei 287 der Patient*innen lagen Daten der
jeweiligen Spender*innen vor, wobei vier Spender*innen aufgrund der extern
durchgefuhrten Transplantation bzw. der teilweise nicht Ubermittelten Daten, einer
Nachsorge nicht zuganglich (lost to Follow-up) waren.

Zur Betrachtung moglicher Einflisse dieser Faktoren, sowohl auf das Vorkommen der
Antikorper als auch auf den Zustand des Transplantats, erfolgte die Auswertung

moglicher Assoziationen zwischen den Parametern.
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Tabelle 3: Gruppierung der Dosierungen bzw. Talspiegel der immunsuppressiven
Medikation

Gruppe Niedrigdosis Standarddosis Hochdosis
Tac* <3 3-5 >5

CyA* <50 50 - 100 > 100
EVR* <3 3-5 >5

MMF** <1 > 1 > 1

*Talspiegel in ng/ml

**Dosis ing

2.3 Transplantationsimmunologische Labormethoden

Zur Detektion und Spezifizierung von HLA-Ak im Serum der Patient*innen wurden
kommerzielle Luminex®-basierte Testmethoden angewendet. Diese zahlen zu den
Festphasen-Immunoassays, bei denen die HLA-Molekule an eine feste Matrix gebunden
vorliegen (25).

Hierbei werden, im Gegensatz zur weniger sensitiven enzymvermittelten ELISA-Technik
(75), fluoreszenzimpragnierte Latexbeads verwendet. Diese Beads sind mit einer
Mischung aus zwei Fluoreszenzfarbstoffen mit einem Adsorptionsmaximum bei 635 nm
und Emissionsmaxima von 580 bzw. 660 nm graduiert impragniert, so dass diese mithilfe
eines designierten Durchflusszytometers (Luminex® 100/200 bzw. LABScan3D) einzeln
voneinander differenziert werden konnen (76).

Jeder dieser bis zu 100 Beads tragt verschiedene HLA-Moleklle, gegen die Antikorper
nachweisbar sein kdnnen. Dazu werden Sul Beads mit 20pl Patient*innenserum fur 30
Minuten bei Raumtemperatur (20-25°C) und unter sanftem Schatteln inkubiert,
anschliellend 3-mal mit 150-200pl Waschpuffer und Zentrifugation bei 1300g fur 5
Minuten gewaschen. Antikorper konnen korrespondierende HLA-Molekule auf den Beads
binden und werden durch Zugabe von 100yl eines mit R-Phycoerythrin (PE) gekoppelten
Detektionsantikorpers (Ziege anti-human 1gG) nach weiteren 30 Minuten lichtgeschutzter
Inkubation bei Raumtemperatur und anschlieBenden 2 Waschschritten (wie oben
beschrieben) sowie der Messung im Luminex® 100/200 bzw. LABScan3D detektiert. Das
qualitative Screening auf HLA-Ak wurde mittels LABScreen® Mixed Beads (One Lambda,
West Hills, CA, USA) durchgefuhrt, welche Antigenpools von 3 bis 5 verschiedenen
Individuen, getrennt nach HLA Klasse | und Il, tragen. Die Spezifizierung erfolgte
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nachgeschaltet im Rahmen einer Stufendiagnostik mittels LABScreen® Single Antigen
Beads (One Lambda), die jeweils lediglich ein einziges HLA-Molekul tragen (76).

Die Menge an PE-gekoppelten Detektionsantikorpern ist dabei direkt proportional der
Intensitat des emittierten Fluoreszenzsignals bei 578 nm, die als mittlere
Fluoreszenzintensitat (MFI) angegeben wird. Aufgrund sterischer Hinderungen korreliert
jedoch das MFI-Signal nicht direkt mit der Menge an gebundenen HLA-Ak. Dennoch ist
dieser der einzige Marker, der zumindest indirekt Rickschlusse auf die Menge an HLA-
Ak mittels Luminex®-Technologie ermoglicht. HLA-Ak mit einem MFI>1000 wurden als
positiv gewertet.

HLA-Ak, die gegen HLA-Mismatches zwischen Spender*in und Empfanger*in
nachweisbar waren, wurden als sogenannte DSA deklariert (25,76).

2.4 Statistische Auswertung

Zu Beginn der statistischen Auswertung der vorliegenden Stichprobe wurden die Null-
(Ho) und Alternativhypothese (H1) festgelegt. Die Nullhypothese wurde definiert als der
fehlende Einfluss der DSA auf den Zustand des Transplantats. Die Alternativhypothese
wurde definiert als das Vorhandensein eines Zusammenhangs der DSA im
Patient*innenserum mit einem schlechteren Outcome in der Leberbiopsie, verifiziert mit
Hilfe von vorab definierten histopathologischen Parametern. Das explorative
Signifikanzniveau wurde vorher, wie allgemein ublich, auf ein a=0,05 festgelegt. Die
Nullhypothese muss zu Gunsten der Alternativhypothese abgelehnt werden sobald der
p-Wert das festgelegte a unterschreitet. Ein p-Wert unter 0,05 zeigt entsprechend ein
signifikantes Ergebnis an (77).

Wir setzten das Vorkommen sowohl der HLA-Ak als auch im Besonderen der DSA mit
den histologischen Parametern, Patient*innencharakteristika (Alter, BMI, Geschlecht,
Immunsuppression etc.) sowie Spender*innencharakteristika ins Verhaltnis (Tabelle 8-
11).

Den p-Werten kommt in dieser Arbeit eine deskriptive bzw. explorative Funktion zu.
Daher wurden diese nicht fur Multiplizitat adjustiert.

Eine umfassende deskriptive Analyse der Patient*innenparameter dieser Kohorte wurde
durchgefuhrt. Die metrischen bzw. quantitativen Parameter waren bspw. das
Patient*innenalter, das Spender*innenalter ebenso Laborwerte der Patient*innen zum
Zeitpunkt der Nachsorge. Diese wurden mit Mittelwert, Standardabweichung (SD),

Median, Minimum (min) und Maximum (max) beschrieben. Zur visuellen Darstellung der
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Laborwerte nutzten wir Boxplots. Diese bieten die Moglichkeit der Veranschaulichung der
Verteilung metrischer Variablen und deren Mediane (78).

Kategoriale Variablen, respektive qualitative Daten waren bspw. Angaben wie das
Geschlecht, der kategorisierte BMI, das Vorkommen von DSA und HLA-Ak, die
histopathologischen Parameter ebenso die Medikation.

Unter Verwendung des Chi-Quadrat-Tests und Kreuztabellen untersuchten wir unser
Patient*innenkollektiv auf eine Abhangigkeit zwischen dem Vorkommen von bestimmten
Antikorpern (HLA- und DSA-) im Serum der Empfanger*innen und den beschriebenen
Parametern. Die Ho postulierte keinen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von
Antikdrpern im Blut und einem schlechteren Outcome der Patient*innen, gemessen mit
Hilfe einer Leberbiopsie. Zur Analyse wurde der Chi-Quadrat-Unabhangigkeitstest
genutzt. Dieser bietet die Maoglichkeit, zwei kategoriale Variablen gegeneinander
uberzustellen, indem er die erwartete mit der beobachteten Haufigkeit vergleicht. Da eine
Voraussetzung fur die Sinnhaftigkeit des Testes ist, dass die erwartete Fallzahl der
jeweiligen Untergruppe mindestens n=5 ist, wurden die p-Werte bei Fallzahlen unter n=3
kritisch betrachtet.

Zur Auswertung der Laborwerte (Transaminasen, Cholestaseparameter, INR, Kreatinin)
nach dem unabhangigen Merkmal der Antikorperbefunde (HLA-Ak, DSA), nutzten wir den
Mann-Whitney-U (MWU) Test. Dieser nicht-parametrische Test vergleicht die zentralen
Tendenzen zweier unabhangiger Stichproben durch die Bildung von Rangen fur die
Messwerte, die aufsteigend sortiert werden. Nach Berechnung der Rangsummen kénnen
dann zwei Stichproben verglichen werden. Die Daten mussen fur diesen statistischen
Test mindestens ordinalskaliert sein (79).

Zum Zwecke der Confounder-Adjustierung fuhrten wir eine logistische
Regressionsanalyse durch. Als abhangige Variable definierten wir die
histopathologischen = Parameter Fibrose, Steatose, Maschendrahtfibrose und
Inflammation. Hierfur wurden die Empfanger*innen eingeteilt in die Gruppen ,kein HLA &
kein DSA®, ,nur HLA® und ,HLA und DSA®. Als Kovariaten wurden neben dem
Antikorperstatus das Vorliegen eines HCC und einer viralen Krankheitsursache sowie
das Geschlecht der Empfanger*innen im Modell untersucht. Weitere Kovariaten, deren
Auswertung in Betracht gezogen wurde, waren bspw. das Spender*innenalter, die Dosis
an Tac oder der Alkoholstatus. Diese wurden bei zu geringen Subpopulationen

ausgeschlossen.
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Alle Daten wurden mit Hilfe der statistischen Software ,IBM SPSS Statistics Version 26°
sowie R ausgewertet (R Core Team (2018). R: A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Wien, Osterreich. http://www.R-
project.org/), die Diagramme mit Hilfe von SPSS erstellt.
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Tabelle 4: Empfanger*innencharakteristika

Patient*innencharakteristika (n=291) Werte n (%) / Median (min; max)
Geschlecht
mannlich 169 (58,1)
weiblich 122 (41,9)
Alter zum Untersuchungszeitpunkt (in Jahren) 61 (21; 83)
<50 55 (18,9)
>/=50 236 (81,1)
Atiologie
Kryptogene Zirrhose 14 (4,8)
Alkoholische Zirrhose 83 (28,5)
Viral 73 (25,1)
- HCV 46 (63,0)
Autoimmune Schadigung (PBC, PSC, AlH) 53 (18,2)
Metabolische Erkrankungen 16 (5,5)
Kongenitale Erkrankungen 15 (5,2)
Akute Schadigung 19 (6,5)
Sonstiges 18 (6,2)
Ausmal
Zirrhose 257 (88,3)
- MitHCC 56 (21.,8)
- Ohne HCC 201 (78,2)
BMI (in kg/m?) 288 (99,0) / 25,3 (16; 46)
Untergewicht (BMI < 18) 7(2,4)
Normalgewicht (BMI 18-25) 141 (49,0)
Ubergewicht (BMI 26-29) 72 (25,0)
Adipositas (BMI > 29) 68 (23,6)
Zeit zwischen LT und Nachsorge (Jahre) 8 (0; 28)
Zahl der Re-LT 23(7,9)
Zeit zwischen Re-LT und Nachsorge (Jahre) 4 (0; 22)
Anzahl der Verstorbenen 26 (8,9)
HLA-Ak Status 291 (100)
HLA-Ak positiv 147 (50,5)
- HLA Klasse | 42 (28,6)
- HLA Klasse I 64 (43,5)
- Klasse I+I 41 (27,9)
DSA Status 271 (93,1)
- positiv 80 (29,5)
Akute AbstoBungen 141 (48,5)
- eine 89 (63,1)
- > 1 39 (27,7)
- >3 13 (9,2)
Bilidare Komplikationen 86 (29,6
- ITBL 16 (18,6)

(80)



3. Ergebnisse
3.1 Beschreibung des Patient*innenkollektivs

3.1.1 Krankheitsgenese und Transplantationsindikation

Die eingeschlossene Kohorte umfasste 291 Patient*innen (w: 122 (41,9%) vs. m: 169
(58,1%)). Der mediane Zeitraum von Erst-LT bis zum Erhebungszeitraum betrug 8 Jahre
(0-28; min-max). Davon schlossen wir 23 Patient*innen (7,9%) nach Re-LT, mit einem
medianen Zeitraum von Re-LT bis zum Zeitpunkt der Datenerhebung von 4 Jahren (0O-
22; min-max) ein.

Zum Zeitpunkt des Follow-ups waren 26 Patient*innen verstorben (8,9%). Haufigste
Transplantationsindikation (83 (28,5%)) war die alkoholisch und nutritiv-toxisch induzierte
Lebererkrankung im Endstadium, darunter die nicht-alkoholische Steatohepatitis
(NASH). Danach folgte die infektios bzw. viral bedingte Parenchymschadigung (73
(25,1%)), z.B. durch eine chronifizierte Infektion mit dem Hepatitis B Virus (HBV), mit oder
ohne Kombination mit dem Hepatitis D Virus (HDV), oder eine Infektion mit HCV (46
(63%)), unter anderem mit simultaner Schadigung durch Alkoholabusus. Es wurden 257
Patient*innen (88,3%) unserer Kohorte auf Grundlage einer Zirrhose transplantiert (mit
HCC: 56 (21,8%) vs. ohne HCC: 201 (78,2%)). Weiterhin eingeschlossen wurden
autoimmunbedingte Pathologien als LT-Indikation (53 (18,2%)), wie PBC, PSC und AlH
sowie metabolische Grunderkrankungen (16 (5,5%)), wie Morbus Wilson,
Hamochromatose, Alpha-1-Antitrypsinmangel. Kongenitale Pathologien (Alagille-
Syndrom, M. Osler, kongenitale Leberfibrose, polyzystische Leber- und
Nierenerkrankung) lagen seltener vor (15 (5,2%)) ahnlich den akuten
Schadigungsmustern (Akutes und toxisches Leberversagen: 19 (6,5%)). Weitere
Indikationen (18 (6,2%)) waren seltenere Erkrankungen sowie Pathologien des
Ersttransplantates, wie eine vorbestehende ITBL, ein HCC, ein intrahepatisches
Cholangiokarzinom (ICC), Lebermetastasen, eine sekundare biliare Zirrhose, eine
sekundare sklerosierende Zirrhose, das Budd-Chiari Syndrom, Traumata der Leber,
maligne Hamangiome oder Leberadenomatose.

AbstoRungsreaktionen traten bei 141 (48,5%) der Patient*innen in der Zeit nach LT auf
(eine: 89 (63,1%) vs. >1: 39 (27,7%) vs. >3: 13 (9,2%)).

Zum Follow-up Zeitpunkt vorbeschriebene Gallengangspathologien lagen zusatzlich bei
86 Patient*innen (29,6%) vor, davon bei 16 Patient*innen (18,6%) eine ITBL (Tabelle 4).
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3.1.2 Alter und BMI zum Zeitpunkt der Nachsorge

Das mediane Alter der Kohorte zum Zeitpunkt der Datenakquise lag bei 61 Jahren (21-
83; min-max) mit einem Mittelwert von 58,8. Das Alter wurde in zwei Gruppen eingeteilt:
unter 50 Jahren (55 (18,9%)) und Uber sowie einschliel3lich 50 Jahre (236 (81,1%)). Der
BMI konnte bei 288 Patient*innen ermittelt werden. Im Median lag er bei 25,3 kg/m? (16-
46; min-max). Untergewichtige Patient*innen (7 (2,4%)) entsprachen mit einem BMI unter
18 kg/m? dem kleinsten Anteil, normalgewichtig (141 (49%)) war der groRere Teil der
Kohorte mit einem BMI zwischen 18 kg/m? und 25 kg/m?. Mit einem BMI zwischen 26
und 29 kg/m? waren 72 Patient*innen (25%) ibergewichtig und mit einem BMI von (ber
29 kg/m? litten 68 Patient*innen (23,6%) an einer Adipositas. Das entspricht somit einem
Anteil von 48,6% des Kollektivs (Tabelle 4).

3.1.3 Status der Antikorper im Patient*innenserum

Der Fokus unserer Arbeitsgruppe lag auf einer Ermittlung der Rolle der Antikorper,
respektive einer Bestimmung der HLA-Ak und DSA. Es wurden nur Patient*innen
eingeschlossen, die auf HLA-Ak untersucht wurden (n=291; mit HLA: 147 (50,5%) vs.
ohne HLA: 144 (49,5%)). Das Vorliegen der HLA-Ak wurde weiterhin in Klasse | (42
(28,6%)), Klasse 1l (64 (43,5%)) und Klasse | und Il (41 (27,9%)) spezifiziert. Die HLA-Ak
wurden bei 271 (93,1%) der Patient*innen in DSA (80 (29,5%)) und nicht-DSA (191
(70,5%)) differenziert. Bei 20 (6,9%) der Patient*innen lag kein DSA-Status vor (Tabelle
4).

3.1.4 Immunsuppression — Praparate, Dosierungen, Spiegel

Im Folgenden wird auf die Medikation der Patient*innen zum Zeitpunkt der
Nachsorgeuntersuchung eingegangen.

Von 291 Patient*innen nahmen 289 (99,3%) ihre immunsuppressive Medikation ein. Zum
Zeitpunkt der Datenerhebung wurden 2 (0,7%) Patient*innen ohne Immunsuppression
gefuhrt. Die Basismedikation fur den Grofdteil waren CNI (272 (93,5%)). Eine
Unterscheidung zwischen den Wirkstoffen Tac (243 (89,3%)) und CyA (29 (10,7%))
ergab eine Verteilung zu Gunsten von Tac. Davon nahmen 104 (35,7%) Patient*innen
Tac in Monotherapie ein (Tabelle 5).

Eine Aufteilung in Niedrig-, Standard- und Hochdosis fand bei Tac, CyA und EVR anhand
des Talspiegels und bei MMF anhand der eingenommenen Dosis statt (Tabelle 3). Die
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Bestimmung des Talspiegels erfolgte bei 265 (97,4%) der Patient*innen mit CNI in der
Medikamentenliste, gemessen aus dem Blutserum in ng/ml. Niedrigdosierte CNI-
Talspiegel (58 (21,9%)) lagen bei einem Tac-Spiegel von unter 3 ng/ml und einem CyA-
Spiegel von unter 50 ng/ml vor. Standarddosierte CNI (113 (42,6%)) wurden zwischen 3
und 5 ng/ml bei Tac und 50 bis 100 ng/ml bei CyA eingeordnet. Eine Hochdosis-CNI
Einnahme (94 (35,5%)) lag ab einem Serumwert von Uber 5 ng/ml bei Tac und uber 100
ng/ml bei CyA vor.

MMF nahmen 154 (52,9%; Monotherapie: 13 (8,4%)) der Patient*innen ein. Davon
bekam der Hauptanteil eine Kombinationstherapie mit Tac (116 (75,3%)), gefolgt von der
Kombination mit CyA (23 (14,9%)) und mit mTORi (2 (1,4%)) (Tabelle 5).

Quantifiziert wurde MMF anhand der kumulativen Dosis pro Tag (Tabelle 3). Eine geringe
Dosierung entsprach einer Gabe von maximal 1g MMF pro Tag (101 (66,0%)). Eine
Standard- bzw. Hochdosistherapie entsprach einer Dosierung ab Uber 1g pro Tag (52
(34,0%)). Bei einer Person konnte retrospektiv keine Aussage mehr Uber die Dosierung
des MMF getroffen werden.

Eine Therapie mit mTORi wurde bei 33 (11,3%; Monotherapie: 2 (6,1%)) der
Patient*innen eingesetzt. Eine duale Therapie wurde zusammen mit MMF (2 (6,1%)) und
Tac (29 (87,8%)) durchgefuhrt (Tabelle 5). Einteilung des EVR-Spiegels in Niedrig- (< 3
ng/ml: 5 (17,2%)), Standard- (3-5 ng/ml: 7 (24,1%)) und Hochdosisgruppe (> 5 ng/ml: 17
(58,6%)) erfolgte wie bei den CNI anhand des Talspiegels in ng/ml.

Die Ermittlung der Talspiegel und Einteilung in Dosisgruppierungen innerhalb der Kohorte
hatte rein explorativen Charakter aufgrund der Tatsache, dass sich alle Patient*innen an
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transplantation befanden und entsprechend
therapeutisch unterschiedlich hohe Zielspiegel i.R. der individuellen Immunsuppression

angestrebt wurden.

3.1.5 Zustand nach HCC

Es wurden 56 (19,2%) Patient*innen der Gesamtkohorte aufgrund einer Zirrhose mit HCC
transplantiert. Innerhalb dieser Gruppe wurde eine Subanalyse der verwendeten
immunsuppressiven Medikation durchgefuhrt.

Der grofRte Teil der Patient*innen mit HCC (54 (96,4%)) nahm CNI als Basismedikation
ein. Davon nahmen 16 (29,6%) der Patient*innen diese in Monotherapie. Der Einsatz von
Tac (50 (92,6%)) uberwog gegenuber dem Einsatz von CyA (4 (7,4%)). Dual therapiert
(38 (70,4%)) wurde in Kombination mit MMF (26 (68,4%)) und mTORi (12 (31,6%)).
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Sowohl MMF als auch mTORi wurden bei jeweils einem*r Patient*in mit Zustand nach
HCC in Monotherapie eingesetzt (Tabelle 5).

Die meisten Patient*innen (25 (44,6%)) entwickelten das HCC auf Grundlage einer
infektids bedingten Hepatitis (HCV, HBV +/-HDV). Bei dem kleineren Teil der Kohorte (21
(37,5%)) entstand das HCC als Folge einer alkoholisch und nutritiv-toxisch bedingten
Zirrhose.

Tabelle 5: Inmunsuppression der Empfanger*innen

Immunsuppression (n=291) Werte n (%) / Median (min; max)
Calcineurininhibitoren 272 (93,5)
CyA 29 (10,7)
Tac 243 (89,3)
Monotherapie 104 (35,7)
MMF 154 (52,9)
Monotherapie 13 (8,4)
Dualtherapie: CyA 23 (14,9)
Dualtherapie: Tac 116 (75,3)
Dualtherapie: mTORIi 2(1,4)
mTORi 33 (11,3)
Monotherapie 2(6,1)
Dualtherapie: MMF 2(6,1)
Dualtherapie: Tac 29 (87,8)

Patient*innen mit HCC (n=56)

mTORi 13 (23,2)
Monotherapie 1(7,7)

CNI 54 (96,4)
CyA 4(7,4)
Tac 50 (92,6)
Monotherapie 16 (29,6)
Dualtherapie 38 (70,4)
Dualtherapie: mTORI 12 (31,6)
Dualtherapie: MMF 26 (68,4)

MMF 27 (48,2)
Monotherapie 1(3,7)

(80)

3.1.6 Auswertung der Biopsien
Zur Nachsorge wurden 196 (67,4%) Patient*innen der Kohorte leberpunktiert. Eine
Untersuchung auf klassische histologische Parameter der Leberschadigung wurde durch

erfahrene Patholog*innen durchgefuhrt, dokumentiert und durch unsere Arbeitsgruppe
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ausgewertet (Tabelle 1, 2). Es wurde auf das Merkmal Maschendrahtfibrose untersucht
und anhand des Vorkommens eingeteilt. Bei den meisten Patient*innen war diese
unauffallig (keine: 137 (69,9%) vs. vorliegend: 59 (30,1%)).

Weiterhin erfolgte eine Untersuchung auf das Merkmal Fibrose, welches wie in Tabelle 1
und 2 beschrieben anhand Desmet et al. in vier Stadien unterteilt und daraufhin durch
unsere Arbeitsgruppe in zwei Subgruppen differenziert wurde (74). Zur Ermoglichung
einer besseren Vergleichbarkeit, fassten wir die Patient*innen ohne Fibroseanzeichen bis
zur Entwicklung einer portalen Faservermehrung ohne Septenbildung in einer Gruppe
zusammen (117 (59,7%)). Dagegen wurden Patient*innen mit dem histopathologischen
Befund der Ausbildung von portoportalen Septen im Leberparenchym bis hin zum
Nachweis einer voll ausgepragten Zirrhose in einer zweiten Gruppe zusammengefasst
(79 (40,3%)), entsprechend den Stadien Il bis IV.

Die Inflammation wurde mit Hilfe der Einteilung durch Desmet & Scheuer beschrieben
und kategorisiert (Tabelle 1, 2), wobei der Grolteil der Patient*innen weniger gravierende
Auffalligkeiten aufwies. Deshalb wurde die Gruppeneinteilung wie folgt vorgenommen:
keine Ausbildung bis zu einer minimal ausgebildeten Inflammation (166 (84,7%)) gegen
eine milde bis schwere Form der Inflammation (30 (15,3%)) (74).

Das Merkmal der Steatose der Leber wurde durch den Anteil der auffalligen Zellen des
Punktats beschrieben. Der Uberwiegende Anteil an Patient*innen wies eine Verfettung in
weniger als 1/3 des histologischen Praparats auf (keine bis < 1/3: 172 (87,8%) vs. > 1/3:
24 (12,2%)).

Die Hamosiderose des Organs bzw. die Eisenablagerungen waren innerhalb der Kohorte
nur gering ausgepragt (keine bis leicht: 183 (93,4%) vs. maRig bis schwer: 13 (6,6%)).
Die Gallengangspathologien (anastomotische Stenosen, ITBL, Rezidive einer PSC)
wurden entsprechend des Vorkommens eingeteilt und waren zum Grofteil unauffallig
(keine: 171 (87,2%) vs. auffallig: 25 (12,8%)) (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Histologische Parameter der Leberbiopsien

Histologische Parameter (n=196) Werte n (%) / Median (min; max)
Leberbiopsien 196 (67,4)
Maschendrahtfibrose 196 (100)
keine 137 (69,9)
vorliegend 59 (30,1)
Fibrose 196 (100)
keine bis geringgradig (0-1)* 117 (59,7)
maRig bis Zirrhose (lI-IV)* 79 (40,3)
Inflammation 196 (100)
keine bis minimal (0-1)* 166 (84,7)
mild bis schwer (II-IV)* 30 (15,3)
Steatose 196 (100)
keine bis unter 1/3 des Bioptats (0-1)** 172 (87,8)
> 1/3 des Bioptats (II-111)** 24 (12,2)
Hamosiderose 196 (100)
keine bis leicht (0-1)** 183 (93,4)
maRig bis schwer (l1-111)*** 13 (6,6)
Gallengangspathologien 196 (100)
keine 171 (87,2)
auffallig 25 (12,8)

* Fibrosestadien und Inflammationsgrade nach Desmet & Scheuer, siehe Tabelle 1 (74)
** siehe Tabelle 1

(80)

3.2 Beschreibung des Spender*innenkollektivs

Die Daten von 287 (98,6%) der Organspender*innen waren verfugbar. Von der
Gesamtkohorte waren 4 (1,4%) der Spender*innendaten einer Erhebung nicht zuganglich
(lost to Follow-up). Von 285 der 287 Spender*innen war das Geschlecht dokumentiert
(m: 157 (55,1%) vs. w: 128 (44,9%)) sowie das Alter zum Zeitpunkt des Todes. Dieses
lag im Median bei 51 Jahren (10-89; min-max). Es wurde in eine Gruppe unter 50 Jahren
und eine Gruppe uber und einschliellich 50 Jahren eingeteilt (<50: 132 (46,3%) vs.
>/=50: 153 (53,7%)).

Der BMI von 274 (94,2%) der Spender*innen war zu ermitteln und lag im Median bei 24,7
kg/m? (15-46; min-max) und wurde konsistent zu den Empfanger*innencharakteristika in
Untergewicht (1 (0,4%)), Normalgewicht (161 (58,8%)), Ubergewicht (82 (29,9%)) und
Adipositas (30 (10,9%)) eingeteilt.
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Bei 287 der Personen in der Spender*innenkohorte konnte eine mediane ITS-Zeit von 3

Tagen ermittelt werden (0-49; min-max).

Tabelle 7: Spender*innencharakteristika

Patient*innencharakteristika (n=291)

Werte n (%) / Median (min; max)

Geschlecht
mannlich

weiblich

Alter zum Zeitpunkt des Todes (in Jahren)
<50
>/=50

BMI (in kg/m?)
Untergewicht (BMI < 18)
Normalgewicht (BMI 18-25)
Ubergewicht (BMI 26-29)
Adipositas (BMI > 29)

ITS-Zeit

285* (97,9)
157 (55,1)
128 (44,9)

285* (97,9) / 51 (10; 89)
132 (46,3)
153 (53,7)

274** (94,2) | 24,69 (15; 46)
1(0,4)

161 (58,8)

82 (29,9)

30 (10,9)

287** (98,6) / 3 (0; 49)

* verfugbare Daten von 291 Patient*innen, 6 Patient*innen lost to Follow-up

** verfugbare Daten von 291 Patient*innen, 17 Patient*innen lost to Follow-up

*hk

verfiigbare Daten von 291 Patient*innen, 4 Patient*innen lost to Follow-up

3.3 Auswertung der Patient*innencharakteristika

3.3.1 Assoziation mit HLA-Antikorpern

Aufgenommene Patient*innencharakteristika wurden in unserer Arbeit erhoben und unter
dem Gesichtspunkt des Antikorpervorkommens auf Signifikanzen untersucht. Darunter
das Geschlecht, Alter, die Krankheitsgenese, das Vorkommen von HCC und Zirrhose vor
LT, der BMI, Todesfall oder Re-LT zum Zeitpunkt des Follow-ups, die Rejektionszahl,
dokumentierte Gallengangsauffalligkeiten und spezifisch das Vorkommen einer ITBL
(Tabelle 8).

Es wurden 147 Patient*innen mit HLA-Ak mit 144 Patient*innen ohne diese Antikdrper
verglichen und zueinander ins Verhaltnis gesetzt.

Bei den Parametern Geschlecht (m:w; 79 (53,7%):68 (46,3%) vs. 90 (62,5%):54 (37,5%);
p=0,130), Alter in Jahren (< 50: 29 (19,7%) vs. 26 (18,1%); >/= 50: 118 (80,3%) vs. 118
(81,9%); p=0,716), Atiologie (alkohol-toxisch: 42 (28,6%) vs. 41 (28,5%); p=0,092) und
BMI (BMI 18-25: 75 (51,0%) vs. 66 (46,8%); p=0,316) lag keine Assoziation mit dem
Vorkommen von HLA-Ak vor. Die Auswertung der relativen Zahlen zwischen den LT-

Indikationen zeigte ein auffalliges Ergebnis bei Patient*innen mit einer viralen Atiologie
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(27 (18,4%) vs. 46 (31,9%)). Eine spezifische Betrachtung dieses Merkmals folgte und
ergab eine signifikant unterschiedliche Verteilung des HLA-Ak Vorkommens bei viraler
Vorerkrankung. Diese Patient*innen wiesen weniger HLA-Ak auf (27 (18,4%) vs. 46
(31,9%); p=0,008).

Ahnliches konnte bei Dokumentation eines HCC vor LT beobachtet werden. Bei
Patient*innen mit HCC in der Anamnese hatte ein signifikant geringerer Anteil HLA-Ak
(20 (13,6%) vs. 36 (25,0%); p=0,014).

Kein Zusammenhang des Vorkommens der HLA-Ak ergab sich mit der Anzahl an
verstorbenen Patient*innen (13 (8,8%) vs. 13 (9,0%); p=0,956), Re-LT (14 (9,5%) vs. 9
(6,3%); p=0,301) oder AbstoRungsreaktionen (p=0,094) (Tabelle 8).

Auffalligkeiten an den Gallengangen waren in unserer Auswertung nicht mit HLA-Ak
assoziiert (Gallengangsauffalligkeiten vorbeschrieben: 49 (33,3%) vs. 37 (25,7%);
p=0,153). Auch eine Subgruppenanalyse mit dem Fokus auf eine ITBL ergab keine
signifikanten Ergebnisse und zeigte keine Assoziation mit HLA-Ak (ITBL dokumentiert:
10 (27,0%) vs. 6 (23,1%); p=0,723) (Tabelle 8).
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Tabelle 8: Assoziation der Patient*innencharakteristika mit HLA-Ak und DSA

HLA-Ak (n=291) DSA (n=271)

positiv negativ positiv negativ

(n=147) (n=144) p-Wert (n=80) (n=191) p-Wert
Geschlecht
mannlich 79 (53,7) 90 (62,5) 46 (57,5) 113 (59,2)
weiblich 68 (46,3) 54 (37,5) 0130 34 (42,5) 78 (40,8) 0800
Alter (in Jahren)
<50 29 (19,7) 26 (18,1) 21 (26,2) 32 (16,8)
>/=50 118 (80,3) 118 (81,9) 0.716 59 (73,8) 159 (83,2) 0072
Atiologie
kryptogen 7(4,8) 7(4,9) 5(6,3) 9(4,7)
alkoholisch 42 (28,6) 41 (28,5) 23 (28,7) 54 (28,3)
viral 27 (18,4) 46 (31,9) 12 (15,0) 58 (30,4)
autoimmun 27 (18,4) 26 (18,1) 0,092 14 (17,5) 31(16,2) 0,124
metabolisch 10 (6,8) 6 (4,2) 7(8,8) 8 (4,2)
kongenital 8 (5,4) 7 (4,9) 4 (5,0) 10 (5,2)
Akutes Leberversagen 14 (9,5) 5(3,5) 9(11,3) 9(4,7)
Sonstiges 12 (8,2) 6 (4,2) 6 (7,5) 12 (6,3)
Viral
ja 27 (18,4 46 (31,9 12 (15,0 58 (30,4
Jnein 120((81 ,6)) 98 §68,1; 0,008 68 Ess,oi 133((69,6)) 0,008
AusmaR
keine Zirrhose 19 (12,9) 15 (10,4) 10 (12,5) 22 (11,5)
Zirrhose mit HCC 20 (13,6) 36 (25,0) 0,047 13 (16,3) 41 (21,5) 0,618
Zirrhose ohne HCC 108 (73,5) 93 (64,6) 57 (71,3) 128 (67,0)
HCC
ja 20 (13,6 36 (25,0 13 (16,3 41 (21,5
Jnein 127((86,4)) 108((75,0)) 0.014 67 §83,8; 150((78,5)) 0327
BMI
<18 4(2,7) 3(2,1) 2(2,5) 4(2,1)
18-25 75 (51,0) 66 (46,8) 41 (51,2) 88 (46,8)
26-29 30 (20,4) 42 (29,8) 17 (21,3) 52 (27,7)
>29 38 (25,9) 30 (21,3) 0316 20 (25,0) 44 (23,4) 0748
Akute Rejektionen
keine 68 (46,3) 82 (56,9) 39 (48,8) 104 (54,5)
1 46 (31,3) 43 (29,9) 0,094 21 (26,3) 60 (31,4) 0,163
> 1 23 (15,6) 16 (11,1) 14 (17,5) 21 (11,0)
>3 10 (6,8) 3(2,1) 6 (7,5) 6 (3,1)
GG-Auffalligkeiten*
ja 49 (33,3) 37 (25,7) 0.153 31(38,8) 52 (27,2) 0.060
nein 98 (66,7) 107 (74,3) 49 (61,3) 139 (72,8)
ITBL
ja 10 (27,0) 6 (23,1) 0.723 8 (42,1) 8(19,5) 0.066
nein 27 (73,0) 20 (76,9) 11 (57,9) 33 (80,5)

* GG-Auffalligkeiten — Gallengangsauffalligkeiten
(80)
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3.3.2 Assoziation mit DSA

Die oben aufgefuhrten Patient*innencharakteristika wurden ebenso auf einen
Zusammenhang mit dem Vorkommen von DSA bei den Patient*innen untersucht.
Ausgewertet wurden 80 Patient*innen mit DSA und 191 Patient*innen ohne diese
Antikorperspezifitat.

Entsprechend der HLA-Ak wurde keine Abhangigkeit der Parameter Geschlecht (m:w; 46
(57,5%):34 (42,5%) vs. 113 (59,2%):78 (40,8%); p=0,800), BMI (BMI 18-25: 41 (51,2%)
vs. 88 (46,8%); p=0,748) oder Atiologie der Lebererkrankung (beispielsweise alkohol-
toxisch: 23 (28,7%) vs. 54 (28,3%); p=0,124) in Bezug auf das Vorkommen von DSA
beobachtet (Tabelle 8).

Mit Hinblick auf die relative Verteilung fiel ein grof3erer Anteil von Patient*innen mit DSA
in der Altersgruppe unter 50 Jahren (21 (26,2%) vs. 32 (16,8%)) als in der Gruppe der
alteren Patient*innen (59 (73,8%) vs. 159 (83,2%); p=0,072) auf. Allerdings ohne eine
signifikante Untermauerung dieser Daten.

In Analogie zum HLA-Ak Status ergab sich bei spezifischer Betrachtung der viralen
Transplantationsindikationen ein signifikant geringeres DSA-Vorkommen bei HCV- oder
HBV-assoziierter Zirrhose (12 (15,0%) vs. 58 (30,4%); p=0,008).

Es ergab sich in unserer Kohorte keine Abhangigkeit zwischen einem HCC in der
Anamnese und dem Vorkommen von DSA. Bezogen auf die relative Verteilung ergab
sich eine nicht signifikante Tendenz zu einer geringeren Wahrscheinlichkeit von DSA bei
Vorliegen eines HCC (13 (16,3%) vs. 41 (21,5%); p=0,327).

Die aufgenommenen Merkmale Todesfall (6 (7,5%) vs. 20 (10,5%); p=0,449) und Re-LT
bis zum Erhebungszeitraum (8 (10,0%) vs. 14 (7,3%); p=0,463) sowie die Anzahl der
Episoden akuter Abstof3ungen bzw. Rejektionen (einmalige Rejektion: 21 (26,3%) vs. 60
(31,4%); p=0,163) ergaben in unserer Auswertung keine signifikanten Zusammenhange
mit den DSA bei Patient*innen.

Eine Betrachtung der anamnestisch vorbeschriebenen Gallengangsauffalligkeiten
(anastomotische Stenosen, ITBL, Rezidive einer PSC) ergab aulerdem keinen
signifikanten Zusammenhang, allerdings eine Tendenz innerhalb der relativen Verteilung
zu einem hoheren Anteil dieser Pathologien bei Vorliegen von DSA (31 (38,8%) vs. 52
(27,2%); p=0,060). Bei spezifischer Betrachtung einer ITBL innerhalb dieser Gruppe fallt
eine nicht signifikante, aber relativ hohere Verteilung von Patient*innen mit ITBL bei
gleichzeitig vorliegenden DSA auf (8 (42,1%) vs. 8 (19,5%); 0,066) (Tabelle 8).
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3.4 Auswertung der Spender*innencharakteristika

3.4.1 Assoziation mit HLA-Antikorpern

Die vorliegenden Spender*innencharakteristika wurden bezuglich des Vorliegens von
HLA-Ak und DSA bei den Empfanger*innen verglichen und auf Verteilungsunterschiede
untersucht (Tabelle 9).

Die Parameter Geschlecht (m:w; 77 (54,2%):65 (45,8%) vs. 80 (55,9%):63 (44,1%);
p=0,771), Alter zum Todeszeitpunkt (< 50: 65 (45,8%) vs. 67 (46,9%); p=0,855), der BMI
(BMI 18-25: 79 (58,1%) vs. 82 (59,4%); p=0,622) und die Liegezeit auf ITS (5-10 Tage:
22 (15,4%) vs. 24 (16,7%); p=0,539) wurden ausgewertet und ergaben keine Assoziation
mit dem Vorliegen von HLA-Ak bei den Empfanger*innen (Tabelle 9).

Es gab Unterschiede in den verfugbaren Daten und damit Fallzahlen in den jeweiligen
Gruppen. Die Merkmale Geschlecht und Alter waren von 285 Spender*innen der Kohorte
mit insgesamt 291 Empfanger*innen retrospektiv verfugbar. Damit lag fir beide
Parametern eine Fallzahl von 142 Spender*innendaten fur Patient*innen mit HLA-Ak zu
143 der Spender*innendaten fur Patient*innen ohne HLA-Ak vor. Zur Untersuchung des
Einflusses durch DSA wurden 77 vorliegende Spender*innendaten fur Patient*innen mit
DSA und 189 Spender*innendaten fur Patient*innen ohne DSA verglichen.

Der BMI lag bei 274 Spender*innen vor. Er verteilte sich auf 136 Spender*innen fur
Patient*innen mit HLA-Ak und 138 ohne HLA-Ak auf. Fur Patient*innen mit DSA lagen 73
Spender*innendaten vor und wurden mit der Gruppe der Patient*innen ohne DSA mit 183
Spender*innendaten verglichen.

Die ITS-Zeit vor Organentnahme lag von 287 Spender*innen vor. Davon 143 fur
Patient*innen mit HLA-Ak zu 144 ohne HLA-Ak. Fur Empfanger*innen mit DSA lagen 77

und fur Patient*innen ohne DSA 191 Spender*innendaten vor (Tabelle 7).

3.4.2 Assoziation mit DSA

Die vorliegenden Merkmale der Spender*innen wurden weiterhin auf einen
Zusammenhang mit den DSA der Empfanger*innen untersucht. Analog zur Auswertung
der HLA-Ak ergab sich keine Assoziation der DSA mit den Merkmalen Geschlecht (m:w;
40 (51,9%):37 (48,1%) vs. 105 (55,6%):84 (44,4%); p=0,592) und Alter (< 50: 30 (39,0%)
vs. 87 (46,0%); p=0,292).
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Die DSA waren nicht vom BMI (BMI 18-25: 44 (60,3%) vs. 105 (57,3%); p=0,605) oder
der ITS-Zeit (5-10 Tage: 13 (16,9%) vs. 31 (16,2%); p=0,966) der Spender*innen
abhangig (Tabelle 9).

Tabelle 9: Assoziation der Spender*innencharakteristika mit HLA-Ak und DSA

HLA-Ak DSA
positiv negativ positiv negativ

p-Wert p-Wert
Geschlecht*
mannlich 77 (54,2) 80 (55,9) 40 (51,9) 105 (55,6)

0,771 0,592
weiblich 65 (45,8) 63 (44,1) 37 (48,1) 84 (44,4)
Alter (Jahre)*
<50 65 (45,8) 67 (46,9) 30 (39,0) 87 (46,0)

0,855 0,292
>/=50 77 (54,2) 76 (53,1) 47 (61,0) 102 (54,0)
BMI**
<18 1(0,7) 0(0,0) 0(0,0) 1(0,5)
18-25 79 (58,1) 82 (59,4) 44 (60,3) 105 (57,4)

0,622 0,605
26-29 39 (28,7) 43 (31,2) 19 (26,0) 59 (32,2)
> 29 17 (12,5) 13 (9,4) 10 (13,7) 18 (9,8)
ITS-Zeit (Tage)***
<5 102 (71,3) 97 (67,4) 51 (66,2) 132 (69,1)
5-10 22 (15,4) 24 (16,7) 13 (16,9) 31(16,2)

0,539 0,966
10-15 15 (10,5) 14 (9,7) 9 (11,7) 19 (9,9)
>15 4(2,8) 9 (6,3) 4 (5,2) 9 (4,7)

*Daten verfligbar von 285 Spender*innen
**Daten von 274 Spender*innen

***Daten von 287 Spender*innen

3.5 Auswertung der Inmunsuppression

3.5.1 Assoziation mit HLA-Antikorpern

Die immunsuppressive Medikation der Kohorte wurde durch uns erfasst (Tabelle 5) und
auf einen Einfluss auf das Vorkommen der Antikorper evaluiert.

Keine Assoziation zwischen der Einnahme von CNI und HLA-Ak konnte ermittelt werden.
Sowohl bei der Einnahme von Tac (120 (81,6%) vs. 123 (85,4%); p=0,674) als auch von
CyA (16 (10,9%) vs. 13 (9,0%); p=0,674) kam es zu einer naherungsweisen

Gleichverteilung.
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Auch die Einnahme in Mono- oder Kombinationstherapie der CNI ergab keinen
Unterschied in der Verteilung (Monotherapie: 55 (40,4%) vs. 49 (36,0%); p=0,454).

Die Einnahme von MMF zeigte keine Assoziation zum Vorkommen der HLA-Ak (82
(55,8%) vs. 72 (50,0%); p=0,323). Weder die Einnahme von MMF in Monotherapie (9
(6,1%) vs. 4 (2,8%); p=0,167) noch Dualtherapie (138 (93,9%) vs. 140 (97,2%); p=0,167)
wirkte sich auf das Vorkommen der HLA-AK aus.

Eine Auffalligkeit konnte bei der Auswertung der mTORIi Einnahme beobachtet werden.
Bei Einnahme von mTORi Praparaten (z.B. EVR, Sirolimus) wies ein signifikant
geringerer Anteil an Patient*innen HLA-Ak auf (10 (6,8%) vs. 23 (16,0%); p=0,014).

In Bezug auf eine Untersuchung des Einflusses des Tac Serumtalspiegels in ng/ml
konnte durch uns keine signifikante Abhangigkeit des Vorkommens von HLA-Ak
nachgewiesen werden (Standarddosis: 57 (42,9%) vs. 56 (42,4%); p=0,943) (Tabelle 10).

29



Tabelle 10: Assoziation der Immunsuppression der Empfanger‘innen mit HLA-Ak
und DSA

HLA-Ak (n=291) DSA (n=271)

positiv negative positiv negativ

(n=147) (n=144) p-Wert (n=80) (n=191) p-Wert
CNI
CyA 16 (10,9) 13 (9,0) 9 (11,3) 16 (8,4)
Tac 120 (81,6) 123 (85,4) 0,674 66 (82,5) 163 (85,3) 0,756
ohne 11 (7,5) 8 (5,6) 5(6,3) 12 (6,3)
MMF
ja 82 (55,8) 72 (50,0) 44 (55,0) 96 (50,3)

0,323 0,476
nein 65 (44,2) 72 (50,0) 36 (45,0) 95 (49,7)
CNI
Monotherapie 55 (40,4) 49 (36,0) 32 (42,7) 67 (37,4)
0,454 0,435
Dualtherapie 81 (59,6) 87 (64,0) 43 (57,3) 112 (62,6)
MMF
Monotherapie 9 (6,1 4 (2,8 3(3,8 8 (4,2
p (6,1) (2.8) 0.167 (3.8) (4.2) 0.867

Dualtherapie 138 (93,9) 140 (97,2) 77 (96,3) 183 (95,8)
mTORi
ja 10 (6,8 23 (16,0 4 (5,0 28 (14,7
j (6.8) (16,0) 0.014 (5,0) (14,7) 0,025
nein 137 (93,2) 121 (84,0) 76 (95,0) 163 (85,3)
Talspiegel (Tac)
Niedrigdosis 30 (22,6) 28 (21,2) 15 (20,5) 37 (21,3)
Standard 57 (42,9) 56 (42,4) 0,943 30 (41,1) 74 (42,5) 0,950
Hochdosis 46 (34,6) 48 (36,4) 28 (38,4) 63 (36,2)

(80)

3.5.2 Assoziation mit DSA

Die DSA wurden ebenso auf Abhangigkeiten von dem jeweiligen
Immunsuppressionsschema untersucht (Tabelle 10).

Die Haufigkeit der Patient*innen mit DSA hing nicht von der Einnahme der CNI ab.
Sowohl fur Tac (66 (82,5%) vs. 163 (85,3%)) als auch fur CyA (9 (11,3%) vs. 16 (8,4%);
p=0,756) ergaben sich keine signifikanten Verteilungsunterschiede. Ebenso die
Einnahme in Mono- (32 (42,7%) vs. 67 (37,4%)) oder Dualtherapie (43 (57,3%) vs. 112
(62,6%); p=0,435) ergab in unserer Auswertung keinen Zusammenhang mit dem
Vorkommen von DSA.
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Es ergab sich weiterhin keine Assoziation mit der Einnahme von MMF (44 (55,0%) vs. 96
(50,3%); p=0,476). Auch zwischen der Mono- und Dualtherapie mit MMF ergab sich eine
Gleichverteilung (Dual: 77 (96,3%) vs. 183 (95,8%); p=0,867).

Bei Einnahme von mTOR: i fiel auf, dass signifikant weniger Patient*innen DSA vorwiesen
(4 (5,0%) vs. 28 (14,7%); p=0,025). Diese Beobachtung reiht sich ein zu der Assoziation
mit dem geringeren Vorkommen der HLA-Ak und der Einnahme von mTORi.

Die gemessenen Talspiegel von Tac, die in Niedrig-, Standard- und Hochdosiseinnahme
anhand des Serumspiegels in ng/ml unterteilt wurden, hatten keinen Einfluss auf die DSA
(Standarddosis: 30 (41,1%) vs. 74 (42,5%); p=0,950).

3.6 Auswertung der histopathologischen Parameter

3.6.1 Assoziation mit HLA-Antikorpern

Der Fokus der Arbeit lag in einer Beobachtung der Auswirkungen der HLA-Ak und DSA
auf histopathologische Auffalligkeiten des Lebergewebes. Diese wurden mittels
Leberbiopsien bei 196 Patient*innen erhoben und nach den Merkmalen Fibrose,
Inflammation, Steatose der Leber, Hamosiderose, Gallengangspathologien und dem
Vorkommen einer Maschendrahtfibrose ausgewertet (Tabelle 6).

Das Vorkommen der HLA-Ak hatte keinen Einfluss auf eine Fibrose des Transplantats
(Stadium 0-1: 56 (57,1%) vs. 61 (62,2%); p=0,467).

Es fiel eine signifikante Abhangigkeit einer erhdohten inflammatorischen Aktivitat der
Leber mit dem Vorkommen von HLA-Ak auf (Grad II-IV: 21 (21,4%) vs. 9 (9,2%);
p=0,017).

Bei der Auswertung des Merkmal Steatose stellte sich eine umgekehrte Assoziation dar.
Ein hoherer Grad an Steatose war signifikant mit einem geringeren HLA-Ak Vorkommen
assoziiert (Grad lI-Ill: 7 (7,1%) vs. 17 (17,3%); p=0,029).

Die Beobachtung der Hamosiderose (Grad 0-1: 92 (93,9%) vs. 91 (92,9%); p=0,774) und
der Gallengangspathologien im Punktat (auffallig: 14 (14,3%) vs. 11 (11,2%); p=0,521)
ergaben keinen Zusammenhang mit den HLA-Ak.

Die Maschendrahtfibrose in der Leber lag anhand der relativen Verteilung bei
Patient*innen mit HLA-Ak vermehrt vor. Diese Beobachtung konnte durch keine
signifikanten Ergebnisse untermauert werden (vorliegend: 35 (35,7%) vs. 24 (24,5%);
p=0,087)) (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Assoziation der histopathologischen Parameter mit HLA-Ak und DSA

HLA-Ak (n=196)* DSA (n=180)*
positiv negativ positiv negativ
(n=98)* (n=98)* p-Wert (n=54)* (n=126)* p-Wert

Fibrose
Stadium 0-I 56 (57,1) 61 (62,2) 33 (61,1) 78 (61,9)

0,467 0,920
Stadium II-IV 42 (42,9) 37 (37,8) 21(38,9) 48 (38,1)
Inflammation
Grad 0| 77 (78,6) 89 (90,8) 40 (74,1) 111 (88,1)

0,017 0,019
Grad II-IV 21(21,4) 9(9,2) 14 (25,9) 15 (11,9)
Steatose
Grad 0-| 91 (92,9) 81(82,7) 51 (94,4) 105 (83,3)

0,029 0,044
Grad II-11l 7(7,1) 17 (17,3) 3(5,6) 21 (16,7)
Hamosiderose
Grad 0-| 92 (93,9) 91 (92,9) 51 (94,4) 118 (93,7)

0,774 0,839
Grad II-11l 6 (6,1) 7(7,1) 3(5,6) 8 (6,3)
GG-Pathologien**
keine 84 (85,7) 87 (88,8) 48 (88,9) 110 (87,3)

0,521 0,766
auffallig 14 (14,3) 11 (11,2) 6(11,1) 16 (12,7)
Maschendrahtfibrose
keine 63 (64,3) 74 (75,5) 36 (66,7) 94 (74,6)

0,087 0,276
vorliegend 35(35,7) 24 (24,5) 18 (33,3) 32 (25,4)

*Verteilung bei 196 ausgewerteten Biopsien
** GG-Pathologien — Gallengangspathologien
(80)

3.6.2 Assoziation mit DSA

Die erhobenen histopathologischen Merkmale wurden ebenfalls auf Assoziationen mit
dem Vorkommen von DSA untersucht (Tabelle 11).

Ein Zusammenhang zwischen DSA und der Fibrose der Leber konnte nicht beobachtet
werden (Stadium 0-1: 33 (61,1%) vs. 78 (61,9%); p=0,920).

Bei Betrachtung des Merkmals der Inflammationsaktivitat fiel auf, dass signifikant mehr
Biopsien von Patient*innen mit DSA die Inflammationsgrade Il bis IV aufwiesen (14
(25,9%) vs. 15 (11,9%); p=0,019).

Analog zur Auswertung des Einflusses der HLA-Ak ergab sich eine inverse Abhangigkeit
der Steatose von dem Vorliegen von DSA. Patient*innen ohne DSA zeigten eine
signifikant starker ausgepragte Verfettung der Leber, als Patient*innen mit DSA (Grad 0-
I: 51 (94,4%) vs. 105 (83,3%); p=0,044).

Der Parameter der Hamosiderose (Grad 0-l: 51 (94,4%) vs. 118 (93,7%); p=0,839) und
das Vorkommen von Gallengangspathologien (auffallig: 6 (11,1%) vs. 16 (12,7%);
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p=0,766) zeigten eine Gleichverteilung zwischen den Patient*innen mit und ohne DSA.
Die Maschendrahtfibrose im histologischen Praparat war bei Betrachtung der relativen
Zahlen zu Gunsten der Patient*innen mit DSA verteilt (18 (33,3%) vs. 32 (25,4%);
p=0,276), ohne eine entsprechende Abhangigkeit durch ein signifikantes Ergebnis
belegen zu kdnnen (Tabelle 11).

3.6.3 Logistische Regressionsanalyse

Eine adjustierte logistische Regressionsanalyse wurde fur die Parameter Fibrose,
Steatose, Maschendrahtfibrose und Inflammation durchgefuhrt. Ziel dieser Auswertung
war die Suche nach Einflussen anderer Variablen auf die Abhangigkeiten zwischen
Antikdrpern und histopathologischen Parametern. Untersucht wurde der Einfluss des
HCC-Status, einer viral bedingten LT-Indikation und des Geschlechts der Patient*innen,
abhangig der Fallzahlmenge.

Die Regressionsmodelle zeigten bezuglich Fibrose, Steatose und Maschendrahtfibrose
keinen signifikanten Einfluss der genannten Parameter (Tabelle 12-14).

Dagegen zeigte sich fur den Parameter Inflammation ein knapp nicht-signifikanter
Anstieg in der Gruppe mit nur HLA-Ak im Serum (OR vs. kein HLA & kein DSA: 3,14;
95%-KI: 0,94-10,13; p=0,0553). Aullerdem eine Signifikanz bei Nachweis von HLA-Ak
und DSA in Bezug auf die Inflammation der Leber (OR vs. kein HLA & kein DSA: 4,43;
95%-KI: 1,67-12,6; p=0,0035) (Tabelle 15).

Tabelle 12: Logistische Regression fur das Merkmal Fibrose

Fibrose
Untere Obere

Schatz- Standard- 95%-KI- 95%-KI-
Parameter wert fehler OR Grenze Grenze p-Wert
Intercept -0,50 0,31 0,1071
Nur HLA (vs. kein HLA, kein DSA) 0,29 0,46 1,34 0,53 3,32 0,5282
HLA & DSA (vs. kein HLA, kein DSA) -0,02 0,37 0,98 0,48 2,01 0,9601
HCC (vs. kein HCC) 0,24 0,40 1,27 0,57 2,81 0,5482
Viral ja -0,22 0,36 0,81 0,39 1,62 0,5493
Weiblich (vs. mannlich) 0,03 0,33 1,03 0,54 1,97 0,9325

Cox and DF- Log-Lik-
McFadden R? Snell R? Nagelkerke R? Diff. Diff. Chi? c-Statistik
0,0043 0,0057 0,0078 -5 -0,5 1,0 54,8

* OR- Odds Ratio; KI- Konfidenzintervall; DF-Diff.- Differenz der Freiheitsgrade im Vergleich zum Nullmodell; Log-Lik-Diff.- Log-
Likelihood-Differenz zum Nullmodell; HLA- HLA-Ak (80)
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Tabelle 13: Logistische Regression fur das Merkmal Steatose

Steatose
Untere Obere

Schatz- Standard- 95%-KI- 95%-KI-
Parameter wert fehler OR Grenze Grenze p-Wert
Intercept -1,59 0,33 0,0000
Nur HLA (vs. kein HLA, kein DSA) -0,20 0,60 0,82 0,22 2,48 0,7428
HLA, DSA (vs. kein HLA, kein DSA) -1,24 0,66 0,29 0,06 0,95 0,0621
Viral ja 0,10 0,47 1,11 0,43 2,74 0,8267

Cox and DF-
McFadden R? Snell R? Nagelkerke R? Diff. Log-Lik-Diff. Chi? c-Statistik
0,0341 0,0267 0,0488 -3 -2,40 4,79 61,4

* OR- Odds Ratio; KI- Konfidenzintervall; DF-Diff.- Differenz der Freiheitsgrade im Vergleich zum Nullmodell; Log-Lik-Diff.- Log-
Likelihood-Differenz zum Nullmodell; HLA- HLA-Ak (80)

Tabelle 14: Logistische Regression fur das Merkmal Maschendrahtfibrose

Maschendrahtfibrose

Untere Obere
Schatz- Standard- 95%-KI- 95%-KI-
Parameter wert fehler OR Grenze Grenze p-Wert
Intercept -1,18 0,36 0,0009
Nur HLA (vs. kein HLA, kein DSA) 0,38 0,50 1,46 0,53 3,8 0,4478
HLA, DSA (vs. kein HLA, kein DSA) 0,54 0,40 1,71 0,78 3,75 0,1798
HCC (vs. kein HCC) 0,64 0,43 1,89 0,81 4,39 0,1361
Viral ja -0,43 0,41 0,65 0,28 1,42 0,2885
Weiblich (vs. mannlich) 0,01 0,36 1,01 0,49 2,07 0,9765
Cox and DF- c-
McFadden R? Snell R? Nagelkerke R? Diff. Log-Lik-Diff. Chi? Statistik
0,0260 0,0306 0,0439 -5 -2,68 5,37 61

* OR- Odds Ratio; KI- Konfidenzintervall; DF-Diff.- Differenz der Freiheitsgrade im Vergleich zum Nullmodell; Log-Lik-Diff.- Log-
Likelihood-Differenz zum Nullmodell; HLA- HLA-Ak (80)

Tabelle 15: Logistische Regression fur das Merkmal Inflammation

Inflammation

Standard- Untere 95%- Obere 95%-KI-
Parameter Schatzwert fehler OR Kl-Grenze Grenze p-Wert
Intercept -2,66 0,46 0,0000
Nur HLA (vs. kein
HLA & kein DSA) 1,14 0,60 3,14 0,94 10,13 0,0553
HLA, DSA (vs. kein
HLA, kein DSA) 1,49 0,51 4,43 1,67 12,6 0,0035
HCC (vs. kein HCC) 0,48 0,51 1,62 0,57 4,29 0,3466
Viral ja 0,51 0,47 1,67 0,65 4,25 0,2776
McFadden R? Cox and Snell R? Nagelkerke R? DF-Diff. Log-Lik-Diff. Chiz c-Statistik
0,0654 0,0566 0,0960 -4 -5,16 10,32 68,1

* OR- Odds Ratio; KI- Konfidenzintervall; DF-Diff.- Differenz der Freiheitsgrade im Vergleich zum Nullmodell; Log-Lik-Diff.- Log-
Likelihood-Differenz zum Nullmodell; HLA- HLA-Ak (80)
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3.7 Auswertung der Laborwerte

Bei der Erstellung aller Boxplots wurden Ausreil3er zum Teil nicht mitabgebildet. Das
passierte im Sinne der Anschaulichkeit und der besseren visuellen Vergleichbarkeit der
Stichproben (Abbildung 1-14).

3.7.1 Einfluss der HLA-Antikorper

3.7.1.1 Transaminasen

Im Folgenden werteten wir die Transaminasen (ALT, AST) im Blut der Patient*innen aus
und untersuchten auf einen Einfluss durch das Vorkommen von HLA-Ak. Eine visuelle
Darstellung erfolgte mit Hilfe von Boxplots. Statistisch wurden die Gruppen durch den
MWU-Test ausgewertet.

Die ALT konnte bei 290 der 291 eingeschlossenen Patient*innen bestimmt und
ausgewertet werden. Zur Einordnung wurde ein Referenzbereich von unter 34 U/l bei
Frauen und unter 45 U/l bei Mannern verwendet. Als Mittelwert in unserer Auswertung
fur alle Patient*innen ergab sich ein Wert von 25,5 U/ (18,8; SD) und ein Median von 21
U/l (5-219; min-max).

| o
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Abbildung 1: ALT in U/l zum Untersuchungszeitpunkt in Abhéngigkeit vom HLA-Ak Vorkommen (Mediane:
21 U/l vs. 20 U/l), (MWU: 145,5 vs. 145,5; p=0,993)

Beim Vergleich der Boxplots fur Patient*innen mit und ohne HLA-Ak liel3 sich kein

relevanter Unterschied in der Verteilung der ALT eruieren (Abbildung 1). Der Median der

35



ALT bei 147 Patient*innen mit HLA-Ak lag bei 21 U/I, bei 143 Patient*innen ohne HLA-Ak
lag der Wert bei 20 UI/I.

Der Vergleich der mittleren Range beider Stichproben (145,5 vs. 145,5; p=0,993) durch
den MWU-Test bestatigt, dass in unserer Kohorte die ALT nicht von den HLA-Ak
abhangig war.

Die AST wurde bei 290 Patient’innen abgenommen wund anhand eines
Referenzbereiches von unter 35 U/l bei Frauen und unter 50 U/l bei Mannern eingeordnet.
Als Mittelwert dieser Transaminase konnte ein Wert von 31,3 U/l (32,3; SD) in unserer
Kohorte berechnet werden. Es ergab sich ein Median von 26 U/l (12-539; min-max).
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Abbildung 2: AST in U/l zum Untersuchungszeitpunkt in Abhéngigkeit vom HLA-Ak Vorkommen (Mediane:
27 U/l vs. 26 U/l), (MWU: 151,3 vs. 139,6; p=0,236)

Der visuelle Vergleich beider Boxplots zeigte keine offensichtlichen Unterschiede bei
einem Median von 27 U/l bei Vorliegen von HLA-Ak und einem Median von 26 U/l ohne
das Vorliegen von HLA-Ak (Abbildung 2).

Der Vergleich der mittleren Range (151,3 vs. 139,6; p=0,236), der nicht-gleichverteilten
Stichprobe, mit Hilfe des nicht-parametrischen MWU-Tests ergab keinen signifikanten
Unterschied.
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3.7.1.2 Cholestaseparameter

Wir werteten die AP, das GGT und das Bilirubin auf einen Verteilungsunterschied
zwischen der Gruppe mit und ohne HLA-Ak aus. Der Einfluss dieser Antikdrper auf eine
Cholestase mit laborchemischem Korrelat wurde untersucht. Die AP und GGT wurde bei
290 Patient*innen abgenommen, das Bilirubin bei 287 Patient*innen.

Wir ordneten die Laborwerte in die gangigen Referenzwerte der Charité -
Universitatsmedizin Berlin ein und stellten sie im Zusammenhang zu dem Auftreten der
HLA-AKk visuell in Boxplots dar (Abbildung 3-5).

Die AP war im Normbereich zwischen 35 und 104 U/l bei weiblichen Patientinnen und
zwischen 40 und 129 U/l bei mannlichen Patienten. Das GGT war normwertig unter 38
U/l bei Frauen und unter 55 U/l bei Mannern. Das Gesamt-Bilirubin sollte unter 1 mg/dl
bei allen Patient*innen liegen.

In unserer Auswertung aller Patient*innen ergab sich fur die AP ein Mittelwert von 103,4
U/l (66,4; SD) und ein Median von 84 U/l (31-467; min-max). In der visuellen Darstellung
fiel kein wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Gruppen mit und ohne HLA-Ak
auf (Abbildung 3). Der Median fur die Gruppe mit HLA-Ak lag bei 85 U/l, ohne HLA-Ak
lag dieser bei 82 U/l. Der Vergleich der mittleren Range im MWU-Test ergab keinen
signifikanten Einfluss durch die HLA-Ak (148,2 vs. 142,8; p=0,583).
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Abbildung 3: AP in U/l zum Untersuchungszeitpunkt in Abhéngigkeit vom HLA-Ak Vorkommen (Mediane:
85 U/l vs. 82 U/l), (MWU: 148,2 vs. 142,8; p=0,583)
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Fir das GGT aller Patient*innen konnte ein Mittelwert von 59,6 U/l (86,4; SD) ermittelt
werden sowie ein Median von 29 U/l (8-903; min-max).

Bei Betrachtung der Boxplots fur diesen Laborwert fielen hohere GGT Werten bei den
Patient*innen mit HLA-Ak auf (Abbildung 4). Die Mediane der beiden Gruppen verifizieren
diese Vermutung (Mediane: 32 U/l vs. 28 U/l). In der statistischen Auswertung mittels des
MWU-Tests lield sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung berechnen (153,5
vs. 137,2; p=0,097).
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Abbildung 4: GGT in U/l zum Untersuchungszeitpunkt in Abhéngigkeit vom HLA-Ak Vorkommen (Mediane:
32 U/l vs. 28 U/l), (MWU: 153,5 vs. 137,2; p=0,097)

Das Bilirubin der Kohorte lag im Mittelwert bei 0,7 mg/dl (1,3; SD), der Median bei 0,5
mg/dl (0,2-20,4 mg/dl; min-max).

Sowohl visuell bei Betrachtung der Boxplots als auch beim Vergleich der Mediane fur die
Gruppen mit und ohne HLA-Ak (Mediane: 0,6 mg/dl vs. 0,5 mg/dl) fiel ein
Verteilungsunterschied auf (Abbildung 5). Patient*innen mit HLA-Ak wiesen hohere
Bilirubinwerte auf, als Patient*innen ohne diesen Nachweis. Mittels der Auswertung durch
den MWU-Test konnte auf das Gesamt-Bilirubin ein eindeutig signifikanter Einfluss durch
die HLA-Ak ermittelt werden (157,4 vs. 130,3; p=0,0006).
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Abbildung 5: Bilirubin in mg/dl zum Untersuchungszeitpunkt in Abhéngigkeit vom HLA-Ak Vorkommen
(Mediane: 0,6 mg/dl vs. 0,5 mg/dl), (MWU: 157,4 vs. 130,3; p=0,006)

3.7.1.3 Kreatinin und INR

Uber die Marker der Inflammation wurden die Syntheseleistung der Leber, stellvertretend
der Gerinnungsparameter INR sowie das Kreatinin als Parameter der Nierenfunktion mit
dem Vorhandensein von HLA-Ak und DSA in Assoziation gesetzt.

Das Kreatinin lag im Normbereich, wenn es bei Frauen unter 1 mg/dl und bei Mannern
unter 1,2 mg/dl war. Die INR als Standardisierung des Quick-Wertes war zwischen 0,9
und 1,3 normwertig.

Eine Bestimmung des Kreatinins erfolgte bei 290 Patient*innen. Zur Fehlervermeidung
durch den Einschluss der Patient*innen mit einem akuten Nierenversagen, schlossen wir
bei der Auswertung Patient*innen mit einer Kreatininerhhung Uber 4 mg/dl aus.
Entsprechend konnten die Daten von 278 Patient*innen ausgewertet werden. Fir diesen
Anteil der Kohorte ergab sich ein Mittelwert von 1,2 mg/dl (0,4; SD) und ein Median von
1,1 mg/dl (0,5-3,3; min-max).

Als unauffallig stellte sich der Vergleich durch die Boxplots sowie der Mediane dar
(Mediane: 1,1 mg/dl vs. 1,1 mg/dl; Abbildung 6).

Der MWU-Test ergab ebenso keine signifikanten Verteilungsunterschiede (139,3 vs.
139,7; p=0,971) und entsprechend keine Abhangigkeit des Kreatinins von den HLA-AKk.
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Abbildung 6: Kreatinin in mg/dl zum Untersuchungszeitpunkt in Abhéngigkeit vom HLA-Ak Vorkommen
(Mediane: 1,1 mg/dl vs. 1,1 mg/dl), (MWU: 139,3 vs. 139,7; p=0,971)

Die INR, welche bei 284 Patient*innen bestimmt wurde, lag im Mittel bei 1,1 (0,2; SD)
und im Median bei 1,0 (0,9-2,7; min-max).

Im visuellen Vergleich, durch Boxplots dargestellt, zeigten sich keine relevanten
Unterschiede zwischen der Gruppe mit und ohne HLA-Ak (Abbildung 7). Die Mediane
(1,01 vs. 1,01) bestatigen diese Beobachtung.

Die Auswertung der INR in Bezug auf das HLA-Ak Vorkommen mit Hilfe des MWU-Tests
ergab keine signifikante Assoziation (147,5 vs. 137,4; p=0,302).
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Abbildung 7: INR zum Untersuchungszeitpunkt in Abhéngigkeit vom HLA-Ak Vorkommen (Mediane: 1,0
vs. 1,0), (MWU: 147,5 vs. 137,4; p=0,302)

3.7.2 Einfluss der DSA

3.7.2.1 Transaminasen

Das Vorkommen der DSA wurde weiterhin mit den jeweils erhobenen Laborparametern
ins Verhaltnis gesetzt.

Bei 271 Patient*innen wurden die DSA bestimmt. In dieser Kohorte erfolgte eine
Bestimmung der Transaminasen ALT und AST bei 270 Patient*innen.

Unter diesen Patient*innen lag der Mittelwert der ALT bei 25,6 U/l (19,1; SD) und der
Median bei 21 U/l (5-219; min-max).

Bereits visuell lieRen sich anhand der Boxplots grundlegend hohere ALT-Werte bei den
Patient*innen mit DSA erkennen (Abbildung 8). Ein Vergleich der Mediane (22 U/l vs. 20
U/l) zeigte Verteilungsunterschiede, doch mangelt es bei fehlender Normalverteilung der
Werte an Aussagekraft. Im nicht-parametrischen MWU-Test zeigte sich jedoch der
signifikante Einfluss der DSA auf die ALT durch einen Vergleich der mittleren Range der
beiden Gruppen (150,4 vs. 129,2; p=0,042). Es lag entsprechend ein signifikant hoherer
ALT-Wert bei Patient*innen mit DSA vor.
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Abbildung 8: ALT in U/l zum Untersuchungszeitpunkt in Abhéngigkeit vom DSA Vorkommen (Mediane: 22
U/l vs. 20 U/l), (MWU: 150,4 vs. 129,2; p=0,042)

Eine Auswertung des Einflusses der DSA auf die AST wurde durchgefuhrt. Es ergab sich
ein Mittelwert von 31,3 (33,3; SD) und ein Median von 26 (12-539; min-max) unter allen
betrachteten Patient*innen.

Im Vergleich der Boxplots liel} sich bereits ein visuell ersichtlicher Unterschied in der
Verteilung zwischen der Gruppe mit und ohne DSA bezuglich der AST erahnen. Der
Median der Gruppe mit DSA lag bei 28,5 U/l, ohne DSA bei 26 UII.

Bei Betrachtung der mittleren Range im MWU-Test bestatigte sich diese Beobachtung
(154,6 vs. 127,5; p=0,009).
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Abbildung 9: AST in U/l zum Untersuchungszeitpunkt in Abhdngigkeit vom DSA Vorkommen (Mediane:
28,5 UMl vs. 26 U/l), (MWU: 154,6 vs. 127,5; p=0,009)

3.7.2.2 Cholestaseparameter

Eine Auswertung der Cholestaseparameter in Abhangigkeit von den DSA der
Patient*innen wurde durchgefuhrt. Bei 270 der Patient*innen lagen Daten zu den DSA
sowie zusatzlich zu den Parametern AP und GGT vor. Bei 268 Patient*innen lagen Daten
zum Gesamt-Bilirubin vor.

Die AP dieser Kohorte lag im Mittel bei 102 U/l (65; SD) mit einem Median von 83 (31-
467; min-max).

Weder bei den Boxplots (Mediane: 82 U/l vs. 83 U/l) noch im MWU-Test liel3 sich ein
signifikanter Unterschied des AP-Wertes zwischen Patient*innen mit und ohne DSA
feststellen (136 vs. 135,3; p=0,943) (Abbildung 10).
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Abbildung 10: AP in U/l zum Untersuchungszeitpunkt in Abhéngigkeit vom DSA Vorkommen (Mediane: 82
U/l vs. 83 U/l), (MWU: 136 vs. 135,3; p=0,943)

Der Mittelwert der GGT aller Patient*innen, die auf DSA untersucht wurden, lag bei 57,4
U/l (86; SD), der Median bei 29 U/l (8-903; min-max).
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Abbildung 11: GGT in U/l zum Untersuchungszeitpunkt in Abhédngigkeit vom DSA Vorkommen (Mediane:
33 UM vs. 27 U/), (MWU: 155,4 vs. 127,1; p=0,007)
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Bei Betrachtung der visuellen Darstellung der GGT fur Patient*innen mit und ohne DSA
fielen relevante Unterschiede zwischen beiden Boxplots auf (Abbildung 11). Der Median
der GGT in der Gruppe der Patient*innen mit DSA lag bei 33 U/l, dagegen lag die GGT
bei den Patient*innen ohne DSA im Median bei 27 U/Il. Durch den MWU-Test bestatigte
sich ein signifikanter Verteilungsunterschied (155,4 vs. 127,1; p=0,007). Die
Patient*innen unserer Kohorte mit DSA wiesen somit nachweislich hdhere GGT-Werte
auf.

Die Auswertung des Gesamt-Bilirubins fur Patient*innen mit und ohne DSA zeigte fur
beide Gruppierungen einen Mittelwert von 0,7 mg/dl (1,3; SD) und einen Median von 0,5
mg/dl (0,2-20,4; min-max). Sowohl bei den Boxplots (Mediane: 0,7 vs. 0,5; Abbildung 12)
als auch im MWU-Test (167 vs. 120,7; p<0,001) fallen signifikant hohere Bilirubin-Werte
bei Vorkommen von DSA auf.
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Abbildung 12: Bilirubin in mg/dl zum Untersuchungszeitpunkt in Abhédngigkeit vom DSA Vorkommen
(Mediane: 0,7 mg/dl vs. 0,5 mg/dl), (MWU: 167 vs. 120,7; p<0,001)

3.7.2.3 Kreatinin und INR

Die Kreatininwerte lagen bei 270 der Patient*innen, die auf DSA untersucht wurden, vor.
Eine Abnahme der INR erfolgte von 266 Patient*innen. Analog zu der Auswertung der
Auswirkungen der HLA-Ak wurden Patient*innen ab einem Kreatinin Uber 4 mg/dl

ausgeschlossen. Entsprechend konnten wir das Kreatinin von 260 Patient*innen ins
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Verhaltnis zum Vorkommen von DSA setzen. In dieser Kohorte lag der Mittelwert des
Kreatinins bei 1,2 mg/dl (0,4; SD) mit einem Median von 1,1 mg/dl (0,5-3,3; min-max).

In den Boxplots zeigte sich eine Tendenz zu hoheren Kreatininwerten in der
Patient*innengruppe ohne DSA (Mediane: 1,0 vs. 1,1; Abbildung 13). Daflur ergaben sich
allerdings keine signifikanten Ergebnisse im MWU-Test (122,1 vs. 134,2; p=0,231).
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Abbildung 13: Kreatinin in mg/dl zum Untersuchungszeitpunkt in Abhdngigkeit vom DSA Vorkommen
(Mediane: 1,0 mg/dl vs. 1,1 mg/dl), (MWU: 122,1 vs. 134,2; p=0,231)

Die INR der Patient*innen, die auf das Vorkommen von DSA untersucht wurden, lag im
Mittel bei 1,1 (0,2; SD) mit einem Median von 1,0 (0,9-2,7; min-max).

In den Boxplots zeigte sich eine leichte Verschiebung der INR zu hoheren Werten bei
Patient*innen mit DSA (Mediane: 1,03 vs. 1,01; Abbildung 14). Diese Beobachtung stellte
sich als knapp nicht signifikant im MWU-Test heraus (147,5 vs. 127,6; p=0,053).
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Abbildung 14: INR zum Untersuchungszeitpunkt in Abhdngigkeit vom DSA Vorkommen (Mediane: 1,03
vs. 1,01), (MWU: 147,56 vs. 127,6; p=0,053)
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4. Diskussion

4.1 Einordnung der Ergebnisse

Die vorliegende retrospektive Querschnittsstudie prasentiert eine Auswertung klinischer
Parameter, die aus einem heterogenen lebertransplantierten Patient*innenkollektiv
erhoben wurden. Eine Untersuchung von Einflissen durch das Vorkommen von HLA-Ak
und DSA lag im Fokus dieser Studie und wurde mit Hilfe von histopathologischen
Merkmalen ausgewertet.

Die Heterogenitat der Kohorte kommt unter anderem auf Grundlage der differierenden
Transplantationszeitpunkte zustande, die zwischen 1988 und 2017 liegen und sich somit
uber 29 Jahre verteilen. Innerhalb dieses prolongierten Zeitraums kam es mit dem
Fortschritt der Transplantationsmedizin auch zu einem Wandel der Therapie- und
Versorgungsleitlinien (81).

Unser Ziel war die Untersuchung des Stellenwerts der Antikorperkontrolle bei
lebertransplantierten Patient*innen, um Empfehlungen abzuleiten oder Grinde fur die
Notwendigkeit einer Antikorperuntersuchung zu spezifizieren.

Unsere Ergebnisse belegen, dass HLA-Ak und DSA zu einem signifikant hoheren Grad
einer Inflammation im Lebertransplantat fuhren. Eine von uns durchgefuhrte logistische
Regressionsanalyse bestatigte weiterhin eine signifikante Abhangigkeit zwischen dem
histopathologischen Merkmal der Entzindungsaktivitat und einem DSA-Befund bzw. eine
knapp nicht signifikante Abhangigkeit zu den HLA-Ak.

Diese Beobachtungen sind konsistent zu Beobachtungen in padiatrischen Kollektiven -
Feng et al. konnte in einer Querschnittsstudie einen Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen von DSA der Klasse Il und einer T-Zell Infiltration der Leber nachweisen. Sie
schlussfolgerte, dass auf diese Weise eine Alloreaktivitdt mit einer subklinisch
ablaufenden chronischen Schadigung der transplantierten Leber im Langzeitverlauf
assoziiert sei (82). Wahrend Varma et al. mit Hilfe von Protokollbiopsien einen Einfluss
von Klasse || DSA auf eine portale Inflammation der Leber zeigen konnte (83). Beide
Auswertungen zeigen einen Einfluss von DSA auf inflammatorisch bedingte
Veranderungen der Leber, die grotenteils subklinisch abliefen. Alle eingeschlossenen
Patient*innen waren Kinder in einem klinisch stabilen Zustand, die Uber den
Langzeitverlauf auf pathologische Veranderungen kontrolliert werden sollten. Analog zu
unseren Untersuchungen wurden Protokollbiopsien durchgefuhrt, wobei unser

Patient*innenkollektiv sowohl Kurzzeit- als auch Langzeittransplantierte miteinschloss.
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Die Ergebnisse von Varma und Feng et al. lieen sich allerdings dennoch in unserer
Studie reproduzieren.

Von besonderem Interesse war eine Uberraschende Assoziation zwischen Antikdrpern
im Serum (HLA-Ak, DSA) und einer geringer ausgepragten Leberzellverfettung (Stadium
0-1), als im Vergleichskollektiv ohne Antikorper. Nachweisbar war ein signifikanter
Zusammenhang, der in unserer Auswertung entgegengesetzt zu dem Einfluss der
Antikorper auf Inflammationsvorgange der Leber ablief.

Die Antikorper (HLA-Ak, DSA) im Serum der Patient*innen zeigten parallel dazu eine
Assoziation mit einer erhohten Inflammationsreaktion im untersuchten Lebergewebe.
Diese Beobachtung gibt uns einen Hinweis auf eine konstante Hochregulation des
Immunsystems der Patient*innen bei Vorliegen der entsprechenden Antikorper.
Grundlegend muss im Rahmen von Infektionen die akute von der chronischen
Inflammation unterschieden werden: Als akut wird eine Entzindung bezeichnet, welche
durch eine Anpassung des menschlichen Korpers auf eine akute Stresssituation
innerhalb eines kurzen Zeitraums gekennzeichnet ist. Chronische Inflammationen laufen
in der Regel steril, also nicht infektios und unterschwellig Uber einen prolongierten
Zeitraum ab (84).

Die bei uns auffallig gewordene Inflammation des Lebergewebes, assoziiert zu dem
Antikdrpervorkommen im Serum, ist am ehesten als chronische und konstante Reaktion
einzuordnen. Dabei fuhrt der dauerhaft ablaufende Inflammationsreiz zu einer
Entwicklung der initial sinnvollen Adaptationsprozesse des menschlichen Korpers zu
einem evolutionaren Nachteil. Auf Grundlage einer urspringlich zur Bekampfung akuter
lebensbedrohlicher Vorgange, wie unter anderem Infektionen oder Wunden, gedachten
Adaptation wird Uber einen langen Zeitraum eine Maladaptation. Die langfristige
Hochregulation des Immunsystems nimmt Energie in Anspruch, die anderen Vorgangen
des Korpers entzogen wird und fuhrt so unter anderem zu einer entzindungsinduzierten
Anorexie und der Fehlverteilung von Nahrstoffen im Korper (85). Dieser Prozess gibt
einen Erklarungsansatz fur die durch uns beobachtete simultan zur erhohten
Inflammationstatigkeit vorliegende geringere Leberzellverfettung bei
Antikorpervorkommen. Die negative Energiebilanz des Korpers zugunsten des
Immunsystems bei chronischer Immunreaktion und der Zusammenhang zur
Alloreakitvitat liefert damit einen moglichen Ansatz fur zukunftige Untersuchungen (85).
Mit zunehmendem Alter nimmt die Wahrscheinlichkeit zur Alloreaktivitat ab, was am

ehesten auf ein starker reaktives Immunsystem bei jungeren Patient*innen
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zuruckzufuhren ist (86,87). Dieser Sachverhalt spricht dafur, dass die DSA-Bildung nach
Organtransplantation  Ausdruck einer eigentlich adaquaten Aktivierung des
Immunsystems des*der Empfanger*in ist.

Ein weiterer moglicher Ansatz fur die gleichzeitig bei Vorkommen von DSA beobachtete
verstarkte Inflammation und geringere Steatose der Leber — eine immunsuppressive
Wirkung von Fett. Fettzellen produzieren proinflammatorische Zytokine und sorgen fur
konstant ablaufende, geringgradige Entzundungsprozesse bei Menschen mit Adipositas
(88). Trotz dieser dauerhaft erhdhten Immunreaktion haben Menschen mit Adipositas
eine eingeschrankte Immunantwort auf Pathogene. Unter anderem liegt das an einer
eingeschrankten Funktion der T-Zellen, da das krankhaft erhohte Korperfett zu einer
Einschrankung der Thymopoese und Differenzierung von T-Zellen fuhrt (89). Mit dieser
Veranderung der Immunantwort geht zum Beispiel eine geringere Effektivitat von
Impfstoffen bei adipésen Menschen einher (90). Ebenso ein erhdhtes Risiko der
Tumorentstehung bei Fettleibigkeit hangt mit dem Einfluss der Fettzellen auf das
Immunsystem zusammen (91). Welchen Einfluss das Korperfett auf die Alloreaktivitat im
Rahmen einer Transplantation hat, ist bis dato nicht endgultig geklart (92). Es bedarf
speziell in Bezug auf die Steatose der Leber weiterer Untersuchungen, um den Einfluss
der Verfettung auf die Immunantwort zu eruieren.

Daruber hinaus betrachteten wir auch den Einfluss von alloreaktiven Antikorpern auf den
Zustand einer transplantierten Leber unter anderem im Zusammenhang mit der
Einnahme und Art der immunsuppressiven Medikation der Patient*innen. Ein signifikant
protektiver Effekt durch die Einnahme von mTORIi auf das Vorkommen von HLA-Ak und
DSA konnte durch uns nachgewiesen werden. Simultan zeigte sich ein geringeres
Vorkommen von HLA-AK bei Patient*innen mit Zustand nach HCC. In der Gruppe der
Patient*innen mit HCC als Transplantationsindikation, nahmen 23,2% mTORi als
zusatzliches oder alleiniges Immunsuppressivum ein. Der Einsatz der mTORIi innerhalb
dieser Subgruppe basiert unter anderem auf einem antikanzerogenen Effekt.
Schnitzbauer et al. wies 2020 nach, dass speziell jungere Patient*innen mit aktivem HCC
und respektive hohen AFP-Werten von einer Einnahme von Sirolimus (mTORIi) Uber
einen Zeitraum von mehr als drei Monaten profitieren. Ein signifikant spateres Rezidiv
der Tumorerkrankung sowie ein verlangertes Uberleben im Falle eines Rezidivs konnte
nachgewiesen werden (93). Im Gegensatz dazu zeigte sich bei Einnahme von CNI ein
hoheres HCC-Rezidiv-Risiko im Verlauf nach LT (94,95). Dieser prognostische Vorteil

der mTORi zu den CNI konnte im Mausemodell durch eine Hemmung der
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Tumorzellproliferation und Angiogenese bewiesen werden, ohne dabei eine Verringerung
des immunsuppressiven Effekts nach sich zu ziehen (96).

Die Assoziation zwischen einem geringeren Risiko an alloreaktiven Antikorpern im Serum
der Patient*innen und einer vorherigen HCC-Erkrankung reiht sich ein zu den
Beobachtungen von Willuweit et al. aus dem Jahr 2017, die bereits eine simultane
Runterregulation bzw. Alteration immunologischer Prozesse bei Entstehung und
Vorliegen eines HCC der Leber und einer damit im Zusammenhang stehenden
geringeren Bildung von DSA vermutete. Ebenso beobachtete sie ein niedrigeres DSA-
Vorkommen bei Patient*innen, die mTORi einnahmen, wobei ein Zusammenhang
zwischen den beiden Variablen ausgeschlossen wurde (97). Der protektive Einfluss der
mTORi auf die Entwicklung von DSA im Verlauf konnte auch im Rahmen von
Nierentransplantationen reproduziert werden (98). Entsprechende Beobachtungen
wurden durch Rigol et al. im Mausemodell nach Transplantation einer Femoralarterie und
bei Einnahme von Sirolimus abgebildet. Im Rahmen dessen wurden weniger
Makrophagen im Fremdgewebe nachgewiesen, die eine primare Rolle fur humorale
Rejektionen spielen (99). Die genauen Mechanismen, die diesem protektiven Effekt zu
Grunde liegen, sind weiterhin unbekannt und bedurfen weiterer Untersuchungen.
Subklinische T-Zell vermittelte Rejektionen (SubTCMR) sind eine Form der
histologischen Transplantatschadigung ohne ein laborchemisches Aquivalent, wie eine
Transaminasenerhohung im Serum der betroffenen Patient*innen (100). Eine Art der
AbstoBung, die in der Regel zufallig bei Routinebiopsien auffallig wird. Bartlett et al.
beschrieb 2002 seine Vermutung, dass diese Pathologie am Transplantat ein Ausdruck
einer prinzipiell forderlichen Immunregulation darstellen konnte. Er schlussfolgerte, dass
bis zum Eintritt einer Transaminasenerhohung auf eine Erhohung der
immunsuppressiven Medikation verzichtet werden kdnnte, ohne relevante Einbul3en des
Transplantatuberlebens nach sich zu ziehen (101). Im Rahmen von
Nierentransplantationen konnte wiederum eine Verschlechterung der Prognose der
SubTCMR bei gleichzeitigem Vorliegen von DSA sowie eine Glomerulopathie des
Transplantates bei diesen Patient*innen beobachtet werden (102). Hofer et al. machte
2020 in einem kleinen Kollektiv eine ahnliche Beobachtung bei Patient*innen nach LT.
Es zeigte sich ein hoherer Grad an Transplantatschadigung, wenn zusatzlich zu einer
SubTCMR DSA im Serum vorlagen. Das lieferte einen Hinweis auf einen progressiven
Schadigungsmechanismus und auf ein eventuell héheres Potenzial zum Ubergang in

eine chronische AbstoRung im Rahmen dieser Konstellation (103). Beobachtungen zu
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den Langzeitfolgen fehlen bislang. Die Ergebnisse liefern allerdings einen Anhalt dafur,
dass die engmaschige Durchfihrung von Routinebiopsien nach LT besonders bei
Nachweis von DSA eine fruhzeitige Detektion von Pathologien und eventuellen
AbstoBRungen im Transplantat ermdglichen konnte. Saunders et al. konnte in diesem
Zusammenhang zeigen, dass durch eine Kombination von Protokollbiopsien und der
regelmafigen Kontrolle von DSA und klinischen Parametern bei einigen Patient*innen
eine sichere Reduktion an immunsuppressiver Medikation moglich wird. Eine
Verbesserung des Langzeitiberleben durch dieses risikoadaptierte Vorgehen kann unter
anderem durch eine Protektion der Nierenfunktion ohne gleichzeitig erhohtes
Rejektionsrisiko moglich werden (104).

Die Studienlage zum Einfluss von DSA nach LT wachst stetig. Eine im Jahr 2020
durchgefuhrte Meta-Analyse von Beyzaei et al. untersuchte 15 Studien auf eine
Assoziation zwischen de-novo auftretenden DSA und dem Outcome nach LT im
Langzeitverlauf. Es fand sich im Vergleich aller Studien im Durchschnitt ein 6,43-mal
hoheres Risiko eines Transplantatverlustes in den DSA positiven Kohorten. Daraus
wurde die Handlungsempfehlung abgeleitet den Nachweis von de-novo DSA als
prognostischen Biomarker zur Verlaufsbeobachtung nach LT zu etablieren (105). Eine
endgultige Leitlinie zum Umgang mit dem Befund der Alloreaktivitat bei LT besteht
allerdings bis dato nicht. Fachkreise fordern im Angesicht der Studienlage standardisierte
Screeningverfahren, um so Risikopatient*innen zu erkennen und frihzeitige Pathologien
zu behandeln (106). Welche Rolle bei der Pathogenitat unterschiedliche Subklassen der
DSA (lgG3, C1g-Bindungspotenzial) oder die HOhe des Antikorper- bzw. MFI-Titers
spielen, bleibt weiterhin unklar (50). Denn obwohl mittlerweile verschiedene
Arbeitsgruppen einen Zusammenhang zwischen dem Vorkommen von DSA und einer
progressiven Transplantatfibrose und konsekutiv einem geringeren
Transplantatiberleben nachweisen konnten, scheint stets ein nicht unwesentlicher Anteil
der Patient*innen auch nach DSA-Nachweis kein schlechteres Outcome vorzuweisen
(50,70,87,107,108). Der Bedarf an Forschung Uber die Faktoren, die in dem
Zusammenhang mit DSA die grofRte Rolle spielen, ist also weiterhin hoch (50).

Bei den durch uns durchgefihrten Observationen des Einflusses von HLA-Ak und DSA
auf histologische Veranderungen im Lebertransplantat, fiel eine signifikant hohere
Inflammationsaktivitat bei den Patient*innen mit DSA auf. Parallel dazu fand sich eine
signifikant geringere Verfettung bzw. Steatose der Leber. Dementsprechend gibt unsere

Analyse einen Hinweis auf einen negativen Einfluss der DSA auf das Leberparenchym,
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was wie bereits oben beschrieben mit diversen vorherigen Untersuchungen
Ubereinstimmt (43,50). Ein konstant ablaufender Entzindungsprozess ist ein
wesentlicher Stimulus fur die Entstehung einer Fibrose der Leber. Der Zeitpunkt der
Irreversibilitat ist bislang nicht bekannt, wahrend die Auswirkungen der Invasion von pro-
und antiinflammatorischen Zellen lange subklinisch ablaufen (109). Die konsekutiv
entstehende Fibrosierung des Transplantatgewebes kann zur Dysfunktion der
transplantierten Leber fuhren und zur Folge haben, dass eine Re-LT notig wird (110).
Die HLA-Antigene der Klasse | sind in der Regel auf allen Zellen des menschlichen
Korpers vorhanden. Die HLA-Antigene der Klasse |l werden z.B. durch Erkrankungen,
wie eine aktive virale Hepatitis auf den Zellen des Transplantats (z.B. mikrovaskular)
hochreguliert. Das kann uber eine Sensibilisierung der Zellen auch zur Ablagerung von
C4d im Endothel fuhren und im Sinne der Two-Hit-Hypothese zu einer hoheren
Pathogenitat durch DSA (40,42,111). Hofer et al. und viele weitere Autor*innen haben
zum Ausschluss dieser Wechselwirkung auf die Inflammationsreaktion im Transplantat
Patient*innen mit viraler Genese aus den Studien zur Untersuchung des Einflusses durch
DSA ausgeschlossen (103). Da alle durch uns eingeschlossenen Patient*innen mit
vorheriger HCV-Genese zuvor eine erfolgreiche antivirale Therapie erhielten, konnten wir
diese Ursache der Inflammation ausschlielen und nahmen im Rahmen unserer
Querschnittsanalyse alle Atiologien, die zur Transplantation gefiihrt haben, auf. Unter
anderem begrundeten wir dieses Vorgehen auf den Erkenntnissen von Teegen et al.
(2018), die herausfand, dass nach Durchfuhrung einer antiviralen Therapie des HCV eine
schnelle und komplette Ruckbildung der Inflammationsreaktion der Leber vorliegen
wirde (112).

Eine Analyse der dokumentierten Gallengangsveranderungen, speziell der ITBL, wurde
durchgefuhrt, obstruktionsbedingte Ursachen ausgeschlossen.

Schon 1993 konnte durch Ayres et al. gezeigt werden, dass nach LT vermehrt HLA
Klasse Il auf den Zellen des biliaren Epithels exprimiert wird (113). Moglicher Grund far
diese immunologische Reaktion des Gallengangsepithels ist die Ischamiezeit wahrend
des Transplantationsvorgangs, welche, durch die Ausschuttung proinflammatorischer
Zytokine und folglich die Invasion von Entzundungszellen, zu einer Hochregulation der
Antigene fuhrte (113,114). Daraufhin wurde von Takaya et al. 1999 ein Einfluss humoraler
Mechanismen auf Gallengangsveranderungen an der transplantierten Leber
nachgewiesen. Auch wenn sich in dieser Arbeit primar auf einen positiven Crossmatch

unter Verwendung von T-Lymphozyten des*der Spender*in fokussiert wurde, gaben
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diese Ergebnisse einen Hinweis auf einen Zusammenhang zwischen humoraler
Alloreaktivitat und biliaren Pathologien (115). Weitere Studien legten den Verdacht der
signifikant hoheren Rate an Gallengangspathologien bei Nachweis von DSA im
lebertransplantierten Patient*innenkollektiv nahe und zeigten vermehrt vorkommende
chronisch-duktopenische AbstoRungsreaktionen sowie anastomotische
Gallengangsstrikturen bei spenderspezifischem Antikorper-Nachweis (54,70,116).

Bei Den Dulk et al. zeigte sich hingegen keine Assoziation zwischen praformierten oder
de-novo DSA mit der Entwicklung einer nicht-anastomotischen Gallengangsstenose
(NAS). Sie stellte jedoch fest, dass sowohl die NAS als auch die de-novo entstandenen
Antikorper unabhangig voneinander mit einem negativen Einfluss auf das
Transplantatuberleben einhergehen (117).

In unserer Kohorte ergab sich keine signifikante = Abhangigkeit der
Gallengangskomplikationen von HLA-Ak oder DSA, lediglich eine Tendenz lie® sich
erkennen. Es besteht weiterer Forschungsbedarf auf diesem Feld.

Die von uns beobachteten negativen histologischen Einflisse des Antikorperstatus auf
das Transplantat spiegelten sich zusatzlich in der Laborchemie wider. Die Auswirkungen
der Prasenz der HLA-Ak bestatigten sich durch eine Erhohung der Bilirubinwerte im
Serum. Bei Vorkommen von DSA konnten hohere Werte fur ALT, AST, GGT und Bilirubin
festgestellt werden. Laborchemische Veranderungen in Assoziation zu den DSA fielen
auch Saelens et al. 2021 bei padiatrischen Patient*innen nach LT auf, die sich auf eine
Erhohung des Bilirubins und GGT bei zirkulierenden DSA bezogen (118). Die
Auswertungen von Barreto et al. wiesen allerdings keinen Einfluss der DSA auf
Transaminasen und Bilirubin im Serum nach (119).

Aus unseren Ergebnissen kann man einen klinisch auffalligen alloreaktiven Einfluss auf

eine Leberzell- und Gallengangsschadigung ziehen.

4.2 Fazit, Limitationen und Ausblick

Die Intention dieser Arbeit war es zu erortern, welchen Einfluss die DSA auf das
Lebertransplantat ausuben.

In unserer Auswertung konnten wir einen Zusammenhang zwischen einer chronischen
Entzindungsreaktion im Lebergewebe und zirkulierenden DSA nachweisen. Auch wenn
diese Reaktion ohne die Entwicklung einer Fibrose in der histologischen Untersuchung

einherging, bietet diese Erkenntnis einen Ansatz fur weiterfUhrende Forschung.
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Grundlage dieser Forschung sollte die Untersuchung des Einflusses von humoralen
Mechanismen auf den Zustand der Leber nach LT sein.

Welche Mechanismen konkret Einfluss auf ein schlechteres Outcome nach LT haben und
ob diese letztendlich zum  Transplantatversagen und zur geringeren
Langzeitiberlebensrate der Patient*innen in diesem Zusammenhang fuhren konnen,
muss durch weitere Arbeiten beantwortet werden. Diese sollten ein grof3eres Kollektiv
beobachten und dabei regelmaliige Protokollbiopsien durchfuhren, um so systematisch
auf histologische Veranderungen zu prufen. Langfristig sollte das Ziel sein, eine
risikoadaptierte Vorgehensweise bei speziell gefahrdeten Patient*innen einzufihren.
Zum Beispiel auf Basis von immunhistochemischen Blutuntersuchungen auf Antikorper,
um so frihzeitige Veranderungen zu detektieren und damit verbundene Assoziationen zu
observieren.

Die DSA konnten in diesem Zusammenhang einen Biomarker zur Identifizierung von
Risikopatient*innen darstellen. Sie kdnnen eine Madglichkeit bieten durch konsequente
Routinebiopsien Pathologien fruhzeitig aufzudecken und entsprechend zu therapieren.
Das Langzeituberleben der Empfanger*innen nach LT kdnnte moglicherweise verbessert
werden.

Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass bei Nachweis von zirkulierenden DSA im Blut
der Patient*innen nach LT eine vermehrte Inflammationstatigkeit im Transplantat vorlag.
Gleichzeitig wiesen wir divergent dazu eine geringere Verfettung in der Leber bei
Antikdrpervorkommen nach. Dadurch gelingt uns eine Erganzung der derzeit zahlreich
aufgestellten Hypothesen um die Frage nach den histologischen Auswirkungen von einer
Alloreaktivitat der Empfanger*innen auf eine transplantierte Leber.

Wir wiesen weiterhin einen protektiven Effekt durch eine virale sowie maligne
Grunderkrankung als Transplantationsindikation nach. Aul3erdem konnten wir bei Einsatz
von mTORI als Immunsuppressivum eine signifikant geringere Rate an DSA im Serum
der Patient*innen bestimmen.

Diese Beobachtungen bedurfen weiterer Studien und zeigen uns die Komplexitat der
Ursache und Wirkung der Antikorper.

Eine Limitation unserer Studie besteht in einer fehlenden Differenzierung zwischen
praformierten und de-novo Antikorpern. Im Sinne unseres Fokus auf die Studie als
Querschnittsanalyse, verzichteten wir weiterhin auf das Einbeziehen der MFI-Werte, um
so unsere Untersuchung im Rahmen zu halten. Zukunftige Studien, auch durch unsere

Arbeitsgruppe, sollten an dieser Quantifizierung der Antikdrper anknupfen und somit
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einen spezifischeren Blick auf die Bedeutung des Antikorpervorkommens liefern. Wir
nutzten im Zuge des MFI-Wertes einen cut-off Wert von > 1000 zur Festlegung eines
positiven DSA-Befundes. Dieser wird grofdtenteils als Standard auch in anderen Zentren
verwendet und ergibt sich aus einer internen Validierung mit Positiv- und Negativseren.
Andere Arbeitsgruppen zeigten erst signifikant negative Einflusse durch DSA auf das
Outcome des Transplantates ab einem MFI-Titer von > 5000, weshalb die Bedeutung
dieses Punktes spezifisch erortert werden sollte (120).

Durch den Aufbau unserer Analyse als Querschnittsstudie wurden Patient*innen an
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transplantation eingeschlossen. Die dadurch
entstandene Heterogenitat des Kollektivs bedingt eine geringere Vergleichbarkeit der
Patient*innen untereinander bspw. durch ein unterschiedliches
Immunsuppressionsregime bzw. durch verschieden lange Abstande zwischen
Transplantations- und Observationszeitpunkt. Wiederum bietet ein heterogenes
Patient*innenkollektiv einen Querschnitt durch die Gesellschaft als Real World Szenario.
Zukunftige Analysen sollten sich auch auf Therapieansatze im Falle einer durch DSA
provozierten Inflammation bzw. Transplantatdysfunktion fokussieren. Es sollte untersucht
werden, inwiefern angepasste Immunsuppressionsregime der richtige Ansatz bei
Nachweis von Antikdrpern mit Hinblick auf Verlangerung des Langzeituberlebens sind.
Mit dem Ausblick auf eine alternde Transplantatbevolkerung durch Risikominimierung
und Entwicklung verbesserter Therapie- und Versorgungsleitlinien ist es das langfristige
Ziel, die Bedeutung von alloreaktiven Antikorpern richtig einzuordnen und entsprechende

Anpassungen der Immunsuppression bzw. Beobachtungsintervalle abzuleiten.
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Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer
Autoren/innen beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die
Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen,
statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und
Tabellen) werden von mir verantwortet.

Ich versichere ferner, dass ich die in Zusammenarbeit mit anderen Personen generierten
Daten, Datenauswertungen und Schlussfolgerungen korrekt gekennzeichnet und meinen
eigenen Beitrag sowie die Beitrage anderer Personen korrekt kenntlich gemacht habe
(siehe Anteilserklarung). Texte oder Textteile, die gemeinsam mit anderen erstellt oder
verwendet wurden, habe ich korrekt kenntlich gemacht.

Meine Anteile an etwaigen Publikationen zu dieser Dissertation entsprechen denen, die
in der untenstehenden gemeinsamen Erklarung mit dem/der Erstbetreuer/in, angegeben
sind. Fur samtliche im Rahmen der Dissertation entstandenen Publikationen wurden die
Richtlinien des ICMJE (International Committee of Medical Journal Editors;

www.icmje.og) zur Autorenschaft eingehalten. Ich erklare ferner, dass ich mich zur

Einhaltung der Satzung der Charité — Universitatsmedizin Berlin zur Sicherung Guter
Wissenschaftlicher Praxis verpflichte.

Weiterhin versichere ich, dass ich diese Dissertation weder in gleicher noch in &hnlicher
Form bereits an einer anderen Fakultat eingereicht habe.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen einer
unwahren eidesstattlichen Versicherung (§§156, 161 des Strafgesetzbuches) sind mir

bekannt und bewusst.*

Datum Unterschrift
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Anteilserklarung an etwaigen erfolgten Publikationen

Henriette Hegermann hatte folgenden Anteil an den folgenden Publikationen:

Publikation: Safak Gul-Klein, Henriette Hegermann, Robert Rohle, Moritz Schmelzle,
Frank Tacke, Wenzel Schéning, Robert Ollinger, Tomasz Dziodzio, Patrick Maier, Julius
M Plewe, David Horst, Igor Maximilian Sauer, Johann Pratschke, Nils Lachmann, Dennis
Eurich: Donor-Specific Antibodies Against Donor Human Leukocyte Antigen are
Associated with Graft Inflammation but Not with Fibrosis Long-Term After Liver
Transplantation: An Analysis of Protocol Biopsies; Journal of Inflammation Research
2021

Beitrag im Einzelnen:

Frau Hegermanns Anteil an dieser Publikation lag in der Datenakquise sowie -
auswertung, ebenso in der Beteiligung an der Artikelverfassung. lhre statistische
Auswertung war Grundlage fur die Tabellen 1-7 und die Abbildung 1 und 2 der oben
aufgefuhrten Publikation. Des Weiteren wurden alle fur die Publikation wiedergegebenen
Ergebnisse durch sie errechnet und ausgewertet. Eine entsprechende Kennzeichnung
wurde in dieser Arbeit vorgenommen. Die Tabellen und Abbildungen sind teilweise in

abgewandelter Form widergegeben.

Unterschrift, Datum und Stempel des erstbetreuenden Hochschullehrers

Unterschrift der Doktorandin
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Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version

meiner Arbeit nicht veroffentlicht.

68



69



Publikationsliste
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Safak Gul-Klein, Henriette Hegermann, Robert Roéhle, Moritz Schmelzle, Frank
Tacke, Wenzel Schéning, Robert Ollinger, Tomasz Dziodzio, Patrick Maier, Julius
M Plewe, David Horst, Igor Maximilian Sauer, Johann Pratschke, Nils
Lachmann, Dennis Eurich: Donor-Specific Antibodies Against Donor Human
Leukocyte Antigen are Associated with Graft Inflammation but Not with Fibrosis
Long-Term After Liver Transplantation: An Analysis of Protocol Biopsies; Journal
of Inflammation Research 2021;14:2697-2712
https://doi.org/10.2147/JIR.S307778
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Direktor: Prof. Dr. Geraldine Rauch

Postantschrift:
Name, Vorname: Hegermann, Henriette Charitéplatz 1 | 10117 Berlin
Besucheranschrift:

. . . Reinhardtstr. 58 | 10117 Berlin
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Promotionsbetreuerin: Eurich, Dennis
Promotionsinstitution/ Klinik: CCO8 Chirurgische Klinik
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Bescheinigung
Hiermit bescheinige ich, dass Frau Henriette Hegermann innerhalb der Service Unit Biometrie des
Instituts fur Biometrie und Klinische Epidemiologie (iBikE) bei mir eine statistische Beratung zu einem
Promotionsvorhaben wahrgenommen hat. Folgende Beratungstermine wurden wahrgenommen:

e Termin 1: 31.05.2019

e Termin 2:17.07.2020
Folgende wesentliche Ratschlage hinsichtlich einer sinnvollen Auswertung und Interpretation der
Daten wurden wdhrend der Beratung erteilt:

e Schwerpunkt auf Deskription der Daten legen

o ggf. Auswertung mittels y*>-Test bzw. Mann-Whitney-U Test (p-Werte haben nur explorativen

Charakter, multiples Testen beachten)

e Deskriptive Untersuchung von konfundierenden Variablen
Diese Bescheinigung garantiert weder die richtige Umsetzung der in der Beratung gemachten
Vorschlage, die korrekte Durchfiihrung der empfohlenen statistischen Verfahren noch die richtige
Darstellung und Interpretation der Ergebnisse. Die Verantwortung hierfir obliegt allein dem
Promovierenden. Das Institut fiir Biometrie und Klinische Epidemiologie Gbernimmt hierfir keine

Haftung.

Datum: 17.07.2020 Name des Beraters: Claus Nowak

Unterschrift Berater, Institutsstempel Charit




