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mechanischer Keratoplastik (PK) in Abhidngigkeit von der Diagnose
und simultanen Linseneingriffen mit einem Regressionsmodell un-
tersucht.

Methode: Bei 589 Augen wurde nach PK (273 Keratokonus (D1); 187
Fuchssche Dystrophie (D2), 129 bullése pseudophake Keratopathie
(D3)) im Rahmen einer prospektiven Studie die Hornhautendothel-
zelldichte mittels Spiegelmikroskopie (EM-1100, Tomey, Erlangen)
analysiert. Weiter wurde im Langsschnitt (Beobachtungsdauer von 6
Monaten bis 10 (2,9+1,9) Jahre das Zeitverhalten von mindestens 3 va-
liden Endothelbefunden durch ein logarithmisches Regressionsmo-
dell im Sinne einer Minimierung der Residuen (Distanz zwischen ge-
messenen und prédizierten Werten) analysiert. Als pradiktive Spen-
derparameter wurden untersucht: Spenderalter (SA), post-mortem
(PM) und Medium-Zeit (MED) sowie der Trepanationsdurchmesser.
Ergebnisse: Im logarithmischen Regressionsmodell reduzierte sich in
D1/D2/D3 die Zelldichte jahrlich um 2,9+28%/11,2+22%/19,3+29%,
(D1-D2: p=0,001; D1-D3 und D2-D3: p<0,0001). Im Modell korrelier-
te in D1/D2/D3 MED (p=0,04/p=0,05/p=0,02) und invers der Trepana-
tionsdurchmesser (p=0,02/p=0,04/p=0,01) mit dem Zellverlust, nicht
jedoch PM (p=0,16/p=0,08/p=0,25) und SA (p=0,4/p=0,12/p=0,16).
Schlussfolgerungen: Eine lange Lagerungsdauer sowie ein kleiner Trepa-
nationsdurchmesser wirken sich nachteilig auf die Endothelzellentwick-
lung nach Keratoplastik aus. Dagegen scheinen das Spenderalter und die
Priparationszeit hierauf keinen signifikanten Einfluf3 zu haben.

D0.02.05

Wachstumsfaktoren als Adjuvans zu serumfreien Kulturmedien fiir
die Organkultur der Spenderhornhaut - eine experimentelle Studie
'Rieck P., >Gigon M., 'Jaeckel C.,"Metzner S.,'Hart K., 'Hartmann C.
"Humboldt-Universitdt zu Berlin, Charité Campus Virchow-Klini-
kum, Augenklinik (Berlin); *Service d’Ophtalmologie, CHU Geneéve
(Genf)

Hintergrund: Die BSE-Problematik hat auch den z.Zt. noch in allen
Hornhautbanken iiblichen Zusatz von fetalem Kélberserum (FCS) zu
Organkulturmedien in Frage gestellt. Serumfreie Kulturmedien stehen
derzeit noch nicht zur Verfiigung. Die Erprobung geeigneter Zusam-
mensetzungen unter Erhalt einer zum Serum vergleichbaren Endothel-
protektion ist deshalb Gegenstand aktueller Forschung. Wir testeten
den Effekt eines Wachstumsfaktors - FGF-2 - auf den Verlauf der En-
dothelschddigung unter serumfreien Organkulturbedingungen.
Methode: Schweine- bzw. humane Korneae wurden fiir 9 bzw. 22 Tage bei
32°C in serumfreien MEM-Medium kultiviert. Das Medium von je 10
Hornhéduten wurde mit 10 ng/ml FGF-2 supplementiert, die Kontroll-
gruppen erhielten keinen Zusatz. Bei den humanen Korneae erfolgte die
Untersuchung im Paarvergleich. Nach Ablauf der Kultivierungszeit wur-
de die endotheliale Schiddigungsrate quantitativ mit Hilfe der Janus-
griin-Photometrietechnik bestimmt. Eine licht- und elektronenmikro-
skopische Beurteilung sowie ein BrdU-Assay zum Nachweis eines evt.
proliferationsfordernden Effekts von FGF-2 erfolgte ebenfalls.
Ergebnisse: Die endotheliale Schddigung der Schweinehornhéute be-
lief sich nach 9 Tagen Organkultur auf 15.1+8.7% in der Kontrollgrup-
pe und auf 6.4%2.0% in der FGF-2-supplementierten Gruppe. Nach 22
Tagen lag die Schidigungsrate bei 25.3+10.2% (Kontrolle) und bei
15.6+4.2% (FGF-2-Zusatz). Bei den humanen Korneae lag der Endo-
thelschaden nach 22 Tagen Kultivierung im Kontrollmedium bei
19.3%6.3%. Die FGF-2-Zugabe reduzierte die Schadigungsrate auf im
Mittel 11.8+3.2% (p<o.01). Eine endotheliale Prolferationsaktivitdt
wurde durch den Wachstumsfaktor nicht induziert.
Schlussfolgerungen: Diese experimentelle Studie zeigt eine signifi-
kant reduzierte Endothelschadigung durch FGF-2-Zusatz zu einem se-
rumfreien Kulturmedium. Der Effekt ist tatsdchlich protektiv, ein Hin-
weis fiir eine Zellerneuerung durch verstérkte Proliferation ergab sich
nicht. Ein FGF-2-Zusatz kénnte zur Etablierung serumfreier Medien
fiir die Organkultur der Spenderhornhaut beitragen.

D0.02.06

Funktionelle Ergebnisse nach nichtmechanischer perforierender
Excimerlaser-Keratoplastik - Prospektive Studie iiber die ersten
1000 konsekutiven elektiven Eingriffe

Seitz B., Langenbucher A., Nguyen N.X., Kiichle M., Naumann G.O.H.
Friedrich-Alexander-Universitit, Augenklinik (Erlangen)

Hintergrund: Die nichtmechanische Hornhauttrepanation ist seit 1998
in Erlangen das Standardverfahren bei der perforierenden Keratopla-
stik (PK) zur Therapie avaskuldrer Hornhautprozesse. Ziel der Studie
war eine Darstellung des Spektrums der Diagnosen und Eingriffe so-
wie der funktionellen Ergebnisse der ersten 1000 konsekutiven, elek-
tiven, runden PKs.

Methode: In diese prospektive klinische Querschnittstudie gingen 362
Augen mit Keratokonus (medianes Alter 38 Jahre (a)), 203 mit Fuchs-
scher Dystrophie (67a), 178 mit bulléser Keratopathie (73a), 94 mit
Narben (65a),38 mit stromalen Dystrophien (45a), 25 mit hohem Astig-
matismus nach PK (54a) und 100 sonstige (56a) ein. Von 6 Operateu-
ren wurde 718x eine reine PK, 222x eine Triple-Prozedur und 60x ein
zusitzliches Kunstlinsenmandver durchgefiihrt (90% doppelt fortlau-
fende Kreuzstichnaht; 11% Re-PKs). Die Empfinger - (90% 7,0 bis 8,0
mm Durchmesser) und Spendertrepanation (0,1 mm Uberdimensio-
nierung, ,,Erlanger Orientierungszdahnchen“) wurde mittels 193 nm
Excimerlasers von epithelial durchgefiihrt. Die Fiden waren bei 79%
nach 1,0a (Median) teilweise, bei 50% nach 1,5a komplett entfernt wor-
den. Primére Zielgroflen waren der keratometrische Astigmatismus
(KA), der refraktive Zylinder (ZYL) und der cc-Visus vor und nach
vollstindiger Fadenentfernung.

Ergebnisse: Bei einer medianen Beobachtungsdauer von 1,2 bis 2,0a
traten 4,7% immunologische Transplantatreaktionen auf, in 1,8% wur-
de eine Re-PK notig. Vor/nach Fadenentfernung betrugen im Median
KA, ZYL, Visus bei Keratokonus 3,0/3,0D, 2,5/2,5D, 0,7/0,7; bei Fuchs
3,5/3,0D,2,0/1,5D, 0,5/0,5; bei bulloser Keratopathie 3,3/3,0D, 0,0/0,0D,
0,3/0,3; bei Narben 2,5/3,5D,1,5/1,0D, 0,4/0,4; bei stromalen Dystrophi-
en 2,5/2,0D, 2,0/1,5D, 0,7/0,7; bei hohem Astigmatismus 3,8/6,5D,
1,5/2,0D, 0,6/0,6; bei sonstigen 2,3/3,2D, 1,0/1,5D, 0,4/0,5.
Schlussfolgerungen: Zu dem gefiirchteten Astigmatismusanstieg nach
Fadenentfernung kommt es bei Lasertrepanation unter standardisier-
ten Operationsbedingungen nur bei Re-PKs wegen vorbestehendem
hohen Astigmatismus. Die giinstigste Visusprognose ist bei Keratoko-
nus und stromalen Dystrophien, die schlechteste bei bullosen Kera-
topathien zu erwarten.

D0.02.07

Prognostischer Einfluss des HLA-Matchings auf die langfristige
Transparenz von Korneatransplantaten

Khaireddin R., Wachtlin J., Hoffmann F.

Freie Universitdt Berlin, Klinikum Benjamin Franklin, Augenklinik
(Berlin)

Hintergrund: Obwohl das HLA Typisieren und -Matchen in der Trans-
plantationsmedizin seit iiber 30 Jahren angewendet werden, ist ihr Ein-
satz bei der Korneatransplantation immer noch umstritten.
Methode: In den Jahren von 1983 bis 2001 wurden an unserem Stand-
ort 492 Patienten mit einer perforierenden Keratoplastik mit Kreuz-
stichnaht versorgt, von denen 330 Patienten nachuntersucht wurden.
Bei allen Transplantationen wurde bei den Spendern und Empféngern
eine HLA- Typisierung fiir den A, B und DR Lokus durchgefiihrt. Die
Patienten wurden in Abhangigkeit zur praoperativen Diagnose in zwei
Prognosegruppen unterteilt.

Ergebnisse: Von 329 postoperativ klaren Transplantaten, trat in der
guten Prognosegruppe bei 30 von 221 Patienten (13,6%) und in der
schlechten Prognosegruppe bei 53 von 108 Patienten (48,6%) eine Im-
munreaktion auf. Vor allem bei den Patienten der schlechten Progno-
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Abstracts

segruppe liess sich anhand von Kaplan-Meier-Uberlebensfunktionen
ein statistisch signifikanter Zusammenhang (p=0,0009) zwischen der
Anzahl der HLA mismatches und der Haufigkeit einer Immunreakti-
on nachweisen. Bei den Patienten mit guter Prognose ist dieser Zu-
sammenhang nur tendenziell nachweisbar (p=0,1763). Unterteilt nach
den HLA Klassen ergab sich wiederum vor allem in der schlechten
Prognosegruppe, dass die Anzahl der HLA B mismatches ein signifi-
kanter Prognosefaktor ist (p=0,0007). Diese Tendenz zeigte sich auch
fiir die Anzahl der HLA DR mismatches: Bei Zusammenfasssung der
HLA B und DR mismatches zu einem gemeinsamen Prognosfaktor er-
gab sich in der schlechten Prognosegruppe nahezu eine statistische
Signifikanz mit p=0,0689.

Schlussfolgerungen: Die klinischen Ergebnisse stimmen mit den theo-
retischen Erkenntnissen iiber die Funktion des HLA bzw. MHC-Re-
zeptors iiberein. Eine méglichst weitgehende Ubereinstimmung der
HLA-Antigene zwischen Spender und Empfénger verbessert prognos-
tisch die langfristige Transparenz des Hornhauttransplantates.

D0.02.08

Isolierung, Kultivierung und Charakterisierung limbaler kornealer
Epithelzellen von Spenderhornhduten

Kakkassery V., Feucht M., Engelmann K., Bednarz J.
Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf, Klinik und Poliklinik
fiir Augenheilkunde (Hamburg)

Hintergrund: Korneale Oberflichendefekte infolge von Limbusinsuf-
fizienz werden durch Limbustransplantation behandelt. Alternativ be-
steht die Moglichkeit, isolierte limbale epitheliale Stammzellen zu iso-
lieren,auf Ammnionmembran zu transplantieren und diese anschlie-
Bend auf die Hornhaut zu iibertragen. In dieser Untersuchung soll ge-
priift werden, ob Spenderhornhéute als Quelle fiir die Stammzelliso-
lierung geeignet sind.

Methode: Limbale Epithelzellen wurden von organkultivierten Spen-
derhornhiuten isoliert die nicht zur Keratoplastik freigegeben wur-
den bzw. von den Skleralringen von Spenderhornhéute nach deren
Trepanation. Die Spenderhornhédute/Skleralringe wurden in eine 24-
Loch-Schale mit etwa 0,5 ml Kulturmedium (Pellegrini et al. 1997 Lan-
cet 349:990-993) gelegt und das Epithel der Limbusregion mit Hilfe
eines Hockey-Messers entfernt. Die Hornh4ute wurde aus dem Medi-
um entfernt und die Epithelzellen bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Die
Charakterisierung der Zellen erfolgte durch mikroskopische Befun-
dung sowie immunhistochemische Firbungen mit Antikérpern gegen
Tenascin C, Kollagen IV, Laminin, Vimentin und Cytokeratin 18.
Ergebnisse: Die isolierten Epithelzellen wiesen eine hexagonale Form
auf und bildeten innerhalb einer Woche einen geschlossenen Mono-
layer. Durch immunhistochemischen Farbungen konnten in den kul-
tivierten Zellen Tenascin C, Laminin, Cytokeratin 18 und Vimentin
nachgewiesen werden. Kollagen IV konnte in den Kulturen nicht nach-
gewiesen werden.

Zusammenfassung: Proliferationsfihige, limbale Epithelzellen konn-
ten von Spenderhornhéuten und Skleralringen isoliert werden. Die
Zellen wiesen ein fiir limbale Epithelzellen typisches Expressionsmu-
ster auf. Damit steht ein umfangreicher Pool teilweise HLA-gematch-
ten Gewebes fiir die Isolierung und anschlieflende therapeutische An-
wendung dieser Zellen zur Verfiigung.
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D0.02.09

Systemisches Mycophenolatmofetil (MMF) als Inmunprophylaxe
nach allogener Hochrisiko-Keratoplastik: Erste Ergebnisse einer
randomisierten Multicenter-Studie

'Mayweg S.,'Sokolowska Y., *Seitz B.,’Engelmann K.,
4Mittelviefhaus H., 'Reinhard T.

'Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf, Universitits- Augenklinik
(Diisseldorf); >2Augenklink mit Poliklinik der Universitit Erlangen-
Niirnberg (Erlangen); 3Universitits-Krankenhaus Eppendorf, Klinik
und Poliklinik fiir Augenheilkunde (Hamburg); “Albert-Ludwigs-
Universitdt Freiburg, Augenklinik (Freiburg)

Hintergrund: Nach ermutigenden Ergebnissen einer randomisierten
monozentrischen Pilotstudie kénnen jetzt erste Daten einer mutizen-
trischen Studie zur Uberpriifung der Effektivitit und Sicherheit von
MME vorgelegt werden.

Patienten: Bislang wurden 71 von insgesamt 140 vorgesehenen Hoch-
risiko-Keratoplastikpatienten in die Studie aufgenommen. Davon wur-
den 39 Patienten in die MMF-Gruppe und 32 Patienten in die Kontroll-
gruppe randomisiert. Alle 71 Patienten erhielten Fluocortolon 1mg/kg
KG/Tag iiber die ersten 3 postoperativen Wochen ausschleichend und
lokales Prednisolonacetat 5x/Tag fiir 6 Monate. In der MME-Gruppe
wurde zusétzlich fiir 6 Monate systemisches MMF 2x1000 mg/d ap-
pliziert.

Ergebnisse: Innerhalb der Nachbeobachtungszeit von derzeit durch-
schnittlich 8,2+6,6 Monaten entwickelten in der MMF-Gruppe 2 Pati-
enten reversible Immunreaktionen nach Absetzen des MMF im Ver-
gleich zu 3 reversiblen und 3 irreversiblen Immunreaktionen in der
Kontrollgruppe. In der Kalkulation nach Kaplan und Meier sind 1 Jahr
postoperativ in der MMF-Gruppe 95% der Transplantate frei von Ab-
stoflungen im Vergleich zu nur 73% in der Kontrollgruppe. Dieser Un-
terschied ist allerdings (noch) nicht statistisch signigfikant (p=0,1;
Log-rank-test). Alle bislang aufgetretenen Nebenwirkungen waren re-
versibel.

Schlussfolgerungen: Die bislang vorliegenden Daten deuten darauf
hin, daf3 systemisches MMF dazu beitragen kann, die eingeschréinkte
Prognose von Hochrisiko-Keratoplastikpatienten zu verbessern.

D0.02.10

Parameter- und Ablationsmusterbestimmung fiir die nicht-
mechanische Trepanation mit einer neuen Faser-Optikeinheit fiir
den 308nm Excimer Laser

Specht H., Vélcker H.E., Kruse EE.

Ruprecht-Karls-Universitit Heidelberg, Universitdts-Augenklinik
(Heidelberg)

Hintergrund: Die nichtmechanische Excimer Laser Trepanation mit
der von uns vorgestellten neuen Faser-Optikeinheit hat, verglichen mit
herkémmlichen Methoden, eindeutige Vorteile bei der perforieren-
den Keratoplastik. Hier beschreiben wir die optimierten Parameter
fiir die Anwendung diesen einfachen Trepan, der in Verbindung mit
einer kleinen, beweglichen Lasereinheit benutzt werden kann.
Methode: Ein Motor angetriebener Trepan wurde entwickelt, der mit-
tels Saugring zentriert werden kann. Er wird in Verbindung mit einer
Lichtleitfaser an einen kleinen, beweglichen im Handel erhiltlichen
308nm Excimer Laser angeschlossen. In einer vorklinischen Studie
wurden frisch enukleierte Augen vom Schwein und von Menschen ver-
wendet. An diesen wurden die folgenden Parameter untersucht: Ener-
giedichte (5 mJ/mm?>-20 mJ/mm?), Repetitionsrate (10 Hz-100 Hz),
Faserdurchmesser (100 pm, 200 pum, 300 um), Overlap (0%, 25%, 50%,
75%). Anschlieend wurden histologische Untersuchungen der Horn-
hiute durchgefiihrt.

Ergebnisse: Der Lasertrepan ist einfach zu verwenden und ermdglicht
das genaue Schneiden von Hornhiuten. Die histologischen Schnitte
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HLA-A, HLA-B and HLA-DR matching reduces
the rate of corneal allograft rejection

Abstract Purpose: The purpose of
this study is to determine the effec-
tiveness of HLA typing in prevent-
ing corneal allograft rejection.
Methods: This retrospective single-
center study analyzed 459 consecu-
tive HLA-typed patients who under-
went perforating keratoplasty (PKP)
between 1983 and 2001. Grafts were
postoperatively transparent after
donor-recipient selection by HLA-A,
-B and -DR typing. Patients were
divided into a low- and a high-risk
group based on their preoperative
diagnosis. Results: The estimated
1-, 5- and 10-year graft survival
(Kaplan-Meier) was 93, 88 and 67%
in low-risk patients and 73, 43 and
38% in high-risk patients. We found
a significant correlation between the
number of HLA mismatches and the
rate of allograft rejections: a donor-
recipient match of two or more al-
leles in HLA-A, -B or -DR reduces
the rejection rate by at least 10% in

Introduction

low-risk (10 years after PKP;
P<0.04) and 40% in high-risk pa-
tients (3 years after PKP; P<0.0001).
Especially HLA-B mismatches are
important prognostic factors for both
low- (P<0.008) and high-risk pa-
tients (P<0.003). Considering both
HLA-B and -DR mismatches signifi-
cantly reduces the rate of allograft
rejection, particularly in high-risk
patients (P<0.0001). Matching on

a split typing level offers no signifi-
cant advantage over broad level
matching. Conclusion: Clinical re-
sults confirm theories developed to
explain the function of the HLA
(MHC) receptor. The closest possi-
ble donor-recipient match of HLA
antigens based on broad level typing
significantly reduces the rate of allo-
graft rejection and thus improves the
prognosis for long-term transparency
of corneal grafts in both high- and
low-risk patients.

Corneal allografting differs from other transplantation

Corneal allografting was first performed in humans near-
ly a century ago, and the cornea is now the most com-
monly transplanted tissue. Low-risk patients have very
favorable overall 1-year graft survival rates of 85-95%
[42]. Unfortunately, however, their long-term graft sur-
vival rates drop to 74% after 5 years and to 62% after
10 years [44]. In high-risk patients with substantial cor-
neal vascularization or a history of corneal graft rejec-
tion, the situation is even worse, with a 10-year graft sur-
vival rate of less than 35% [44].

procedures, e.g., bone marrow transplantation [32], in
that HLA matching is not part of the routine, since many
surgeons still regard the cornea as an immune-privileged
site because of its lack of vessels and lymphatics. How-
ever, immune-mediated allograft rejection is the main
cause of corneal graft failure in all risk groups [40, 44].
Reducing the risk of immunologic allograft rejections is
thus of vital importance in corneal transplantation.

Major histocompatibility complex (MHC) antigens,
permanently expressed by all nucleated cells (HLA
class I) or only by antigen-presenting cells (HLA class
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Table 1 Total dose of systemic and local therapy given after keratoplasty

Period Systemic therapy Local therapy
Methyl- Cyclosporin A Dexamethasone Cyclosporin A Indomethacin
prednisolone (mg) (2) 0.1% (mg) 2% (mg) 1% (mg)
1983-1986 - - 7-11 450-500 10-15
1986-1987 - - 10-20 - 10-15
1988-1991 400 5-10 10-20 - 10-15
1991-2001 - - 10-15 - -

IT) are clinically important because of the role they play
in graft rejection. If mismatched for HLA-A and/or
HLA-B, donor cells with HLA class I antigens may be
targets for host CD8+ cytotoxic T lymphocytes [10, 34,
36]. If mismatched for HLA-DR, donor cells with HLA
class II antigens may cause a delayed hypersensitivity
reaction mediated by host CD4+ T helper lymphocytes.

Studies dealing for many years with the possible ben-
eficial effects of HLA matching on corneal graft out-
come have yielded conflicting results [2, 9, 26, 27, 38].
Since we have allocated donor cornea to patients with
the highest HLA compatibility on our waiting list for
nearly 20 years, this retrospective study was designed to
evaluate prospective donor-recipient histocompatibility
matching of the HLA-A, -B and -DR loci for its effect on
the immune response of corneal allografts in low- and
high-risk patients.

Subjects and methods

Patients

Between November 1983 and November 2001, 492 consecutive
patients received mostly matched corneal allografts by perforating
keratoplasty (PKP) at the University Medical Center Benjamin
Franklin of the Free University of Berlin, Germany. All grafts
were fixed with a cross-stitch suture [16]. This retrospective sin-
gle-center study discusses 459 postoperatively transparent grafts.
Thirty-three patients were excluded because either donor or recipi-
ent HLA data were lacking. Patients were divided into two prog-
nostic groups according to their preoperative diagnosis: 308 of
459 patients (67%) were considered to be at low risk and 151 of
459 (33%) at high risk. High-risk criteria were: previous corneal
ulcer, thermal or chemical burn, previous immune-mediated
allograft failure or any other diagnosis combined with two or more
corneal quadrants of deep stromal vascularization [13]. A recur-
rence-free period of 3 months was required for patients with
herpes simplex virus (HSV) keratitis to be accepted for transplan-
tation.

Storage and quality control of donor corneas

Donor corneas were obtained from tissue-typed multiorgan donors
from the Transplant Center Berlin-Steglitz, Germany, and from the
Bio Implant Service (BIS) Foundation Leiden, The Netherlands.
The donor corneas from Berlin were either transplanted directly or
after short-term preservation [11] or after preservation in tissue
culture medium as described by Pels et al. [33].

HLA typing, HLA matching and quality control

We performed prospective HLA typing for the HLA-A, -B and
-DR loci, which were used for donor-recipient selection. Since
1990, we have only transplanted allografts with at least two donor-
recipient matches at the HLA-B and/or HLA-DR loci. The donor
and recipient HLA class I and class II serological typing was
performed in a single reference laboratory in Berlin or by Euro-
transplant (BIS) in Leiden, The Netherlands. HLA antigens were
determined by the microcytotoxicity test designed by Terasaki and
McClelland [39] to detect lymphocyte surface markers by a cyto-
toxic antigen/antibody reaction. Analysis was performed on both
the broad HLA typing level (Al, A2, A3, A9, A10, All, A19,
A28, A36, A43, B5, B7, B8, B12, B13, B14, B15, B16, B17, B18,
B21, B22, B27, B35, B37, B40, B41, B42, B46, B47, B48, B53,
B59, B67, B70, B73, DR1, DR2, DR3, DR4, DR5, DR6, DR7,
DRS, DR9, DR10) and the split typing level (splits from A9, A10,
A19, A28, B5, B12, B14, B15, B16, B17, B21, B22, B40, B70,
DR2, DR3, DRS5, DR6).

Diagnosis of rejection

The time between PKP and the first rejection event (reversible or
irreversible immunological rejection) was used to analyze graft
outcome. The diagnosis of an immune-mediated allograft rejection
episode was based on generally accepted criteria [23]. All corneal
grafts had to become clear after surgery, and a diagnosis of rejec-
tion was not made before the 10th postoperative day. The presence
of a “Khodadoust line” was regarded as a pathognomonic sign of
graft rejection. In the absence of a Khodadoust line, allograft re-
jection was diagnosed if keratic precipitates restricted to the graft
were detected in combination with (partially) increased corneal
thickness.

Postoperative follow-up and therapy

After surgery, patients returned for follow-up after 1, 3, 6, 9, 12,
15, 18 and 24 months and then annually. They were instructed to
return immediately if problems arose. At follow-up, patients were
examined by one of five ophthalmic surgeons using similar surgi-
cal techniques for PKP. They regularly underwent visual acuity
and astigmatism check-ups, slit lamp examinations, binocular fun-
duscopy and intraocular pressure measurements.

Different drugs were used for postoperative treatment, and the
total dosage of systemic and local therapy changed over the years
as shown in Table 1. However, postoperative immunosuppressive
therapy was generally low and never dependent on the compatibil-
ity of the HLA antigens or the prognosis. As previously published
[17], a randomized clinical trial comparing topical dexamethasone
therapy with combined topical dexamethasone and cyclosporin A
treatment showed no significant beneficial effect with regard to re-
ducing the risk of corneal allograft rejection. Moreover, halving
the total 0.1% dexamethasone dose from the usual 20 mg to 10 mg
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did not increase the allograft rejection rate [17]. Cyclosporin A
was therefore discontinued, and topical low-dose dexamethasone
was assessed as adequate.

Analysis and statistics

Recipients with missing HLA-A, -B or -DR data were only ex-
cluded from an analysis dealing with that specific locus. This ex-
plains the variation in the total number of recipients. Unadjusted
survival probabilities for the low- and high-risk group were esti-
mated using the life table method (Kaplan-Meier). Any rejection
episode (reversible or irreversible immunologic rejection) was
regarded as the censoring indicator variable, since the absence of
reversible or irreversible immunologic rejection is a more sensi-
tive and suitable indicator of the immune competence of allograft
recipients than the time to irreversible immunological failure. The
latter can rather be used to evaluate the efficacy of follow-up pro-
cedures performed by transplantation centers, especially their im-
munosuppressive therapy protocols [43]. Differences were as-
sessed using the log-rank test, and a P value of less than 0.05 was
taken as statistically significant. All survival analyses were first
performed without considering HLA splits. In other words, differ-
ences in HLA-A, -B and -DR subtype specificities (splits) were
not regarded as mismatches. In a second step, all survival analyses
dealt with HLA splits, and differences in HLA splits were as-
sessed as mismatches. Considering split specificities raised the
number of calculated mismatches in some transplants. These
transplants changed from a 0 to a 1 mismatch or from a 1 to a 2
mismatch. Others had the same number of mismatches whether
the calculation was based on broad or split specificities. In a third
step, our analyses excluded cases in which the donor and recipient
were similar but not identical. These patients were assessed as
having mismatched alleles in analyses with HLA splits, but not in
those without them.

Results

The median follow-up period was 31.3 months (range
2.3-158.6 months) in the low-risk group and 45.4
months (range 1.5-182.1 months) in the high-risk group.

As shown in Fig. 1, the estimated 1-, 2-, 5- and 10-
year graft survival (Kaplan-Meier life table) was 93, 88,
81 and 67% in low-risk and 73, 52, 43 and 38% in high-
risk patients.

All survival analyses were first performed without
considering HLA splits (Tables 2a; 3a; 4a). As shown in
Table 2a, we analyzed the effect of matching for HLA
class I (HLA-A and -B) and class IT (HLA-DR) antigens
together. This revealed that the incidence of allograft re-
jection was significantly higher with a mismatch of five
or six alleles in HLA-A, -B and -DR than with less than
five mismatched alleles (0;1;2;3;4 alleles mismatched)
regardless of whether the patients were at low (P<0.04)
or high risk (P<0.0001). In other words, a donor-recipi-
ent match of two or more alleles in HLA-A, -B or -DR
reduces the immunologic rejection rate by at least 10%
in low-risk (10 years after PKP; P<0.04) and 40% in
high-risk patients (3 years after PKP; P<0.0001) (Fig. 2).

We then analyzed matching for each HLA-A, -B and -
DR locus separately. As shown in Table 3a, high-risk
transplant recipients had far fewer rejection episodes

Overall graft survival

Risk group
|

High Risk

n=151 (70)
29 mm
1 Low Risk

Probability of rejection free graft survival

T — n=308 (44)*

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

TIME AFTER PKP (months post-graft)

Fig. 1 Kaplan-Meier curves indicating significantly better rejec-
tion-free survival for low-risk than for high-risk corneal graft re-
cipients [log rank test, P<0.0001]. “[n=308 (44)]: for 44 of 308
cases in this risk group an immunologic rejection was reported

Mismatiches at HLA-A, B, DR

—
HIGH RISK (B2

> 4 Mismatches
mmi

HIGH RISK (B1

< 5 Mismaliches

LOW RISK (A2)

> 4 Mismaiches

LOW RISK (A1

Probability of rejection free graft survival

<5 Mi +

0 24 48 72 96 120 144 168
12 36 60 B4 108 132 156 180

TIME AFTER PKP (months post-graft)

Fig. 2 Kaplan-Meier survival curves (without considering HLA
splits) for patients at low (A/; A2) and high risk (BI; B2), indicat-
ing significantly better rejection-free survival for corneal graft re-
cipients with less than five mismatches (A/; BI) than with five or
six mismatches (A2; B2) at the HLA-A, -B and -DR locus [log
rank test; for high risk: P<0.0001; for low risk: P<0.04]; Al: low
risk with less than five (0;1;2;3;4) mismatches at HLA-A, -B and
-DR [n=249 (30)]2, A2: low risk with five or six mismatches at
HLA-A, -B and -DR [n=46 (12)]. BI: high risk with less than five
(0;1;2;3;4) mismatches at HLA-A, -B and -DR [#=130 (53)], B2:
high risk with five or six mismatches at HLA-A, -B and -DR
[n=13 (12)]; [n=249 (30)]2: for 30 of 249 cases in this risk group
an immunologic rejection was reported

with no mismatched alleles in HLA-A than with one or
two (P<0.01). For the HLA-B locus, we found the im-
munologic rejection rate to be markedly lower in both
the low- (P<0.01) and high-risk group (P<0.001) with a
mismatch of less than two alleles (0O or 1 allele mis-
matched) than with two mismatched alleles. For the
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Table 2 Results of monovariate analyses with the actuarial life table method (Kaplan-Meier)?: (a) without reference to HLA splits;
(b) with reference to HLA splits and (c¢) without HLA split different cases

Survival analysis without reference

Survival analysis with reference

Survival analysis without

to HLA splits to HLA splits split-different cases

Low risk High risk Low risk High risk Low risk High risk
HLA-A, -B, -DR [295 (42)]b [143 (65)] [295 (42)] [143 (65)]

Pe=0. 04 P=0. 0004 pspd=0. 08 psp=0. 03
Subset mismatches [4(2) vs. [3 (1) vs. [4(2) vs. [2 (0) vs. [4(2) vs. [2 (0) vs.
0vs. 1;2;3;4;5;6 291 (40)]¢ 140 (64)] 291 (40)] 141 (65)] 291 (40)] 140 (64)]

P=0.007 P=0.76 psp=0.007 psp=0.28 psp=0.007 psp=0.28
Subset mismatches [26 (4) vs. [16 (4) vs. [15(3) vs. [9(3) vs. [15(3) vs. [9 () vs.
0;1 vs. 2;3;4;5;6 269 (38)] 127 (61)] 280 (39)] 134 (62)] 269 (38)] 127 (61)]

P=0.26 P=0.18 psp=0.22 psp=0.57 P=0.21 P=0.53
Subset mismatches [80 (10) vs. [55 (21) vs. [42 (4) vs. [35 (11) vs. [42 (4) vs. [35(11) vs.
0;1;2 vs. 3;4;5;6 215 (32)] 88 (44)] 253 (38)] 108 (54)] 215 (32)] 88 (44)]

P=0.88 P=0.22 psp=0.66 psp=0.06 P=0.73 P=0.07
Subset mismatches [167 (20) vs. [106 (44) vs. [109 (12) vs. [79 (35) vs. [109 (12) vs. ] [79 (35) vs.
0;1;2;3 vs. 4;5;6 128 (22)] 37 (21)] 186 (30)] 64 (30)] 128 (22) 37 (21)]

P=0.56 P=0.05 psp=0.43 psp=0.70 P=0.45 P=0.12
Subset mismatches [249 (30) vs. [130 (53) vs. [202 (24) vs. [118 (49) vs. [202 (24) vs. [118 (49) vs.
0;1;2;3;4 vs. 5;6 46 (12)] 13 (12)] 93 (18)] 25 (16)] 46 (12)] 13 (12)]

P=0.04 P=0.0001 psp=0.14 psp=0.05 P=0.04 P=0.0001
Subset mismatches [285 (40) vs. [137 (59) vs. [277 (39) vs. [136 (59) vs. [277 (39) vs. [136 (59) vs.
0;1;2;3;4;5 vs. 6 10 (2)] 6 (6)] 18 (3)] 7 (6)] 10 (2)] 6 (6)]

P=0.85 P=0.0001 psp=0.93 psp=0.01 P=0.85 P=0.0001

a b c

2 Censoring indicator variable is any rejection event (reversible or
irreversible immunologic rejection); 308 observations in low-risk
group, 151 in high-risk group. ® [295 (42)]: for 42 of 295 cases in
this risk group an immunologic rejection was reported. ¢ P=0.04:
P value of survival analysis without reference to HLA splits;

HLA-DR locus, our analysis revealed that a mismatch of
less than two alleles (0 or 1 allele mismatched) signifi-
cantly reduces the likelihood of immunologic rejection
only in the high-risk group (P<0.0001).

We subsequently analyzed the effect of matching only
for HLA class I (HLA-AB) and for a combination of
HLA class I and class II (HLA-A/DR or HLA-B/DR)
(Table 4a). Although matching only for HLA class I
(HLA-AB) did not significantly affect the incidence of
immunologic rejections for low-risk patients, it certainly
did for those at high risk. High-risk patients with no
matched alleles in HLA-A or -B had more rejection
events than those with one to four matched alleles
(P<0.05). Our results for the combination of HLA-A/DR
and HLA-B/DR were as follows. High-risk transplant re-
cipients had a markedly lower incidence of allograft re-
jection episodes with less than three than with three or
four mismatched alleles in HLA-A and HLA-DR
(P<0.05). We found similar results for the combination
of HLA-B and -DR. High-risk patients had longer rejec-
tion-free graft survival with less than three than with
three or four mismatched alleles in HLA-B and HLA-DR
(P<0.0001). Moreover, the incidence of allograft rejec-
tion was also significantly reduced in low-risk patients

d psp=0.08:P value of survival analysis with reference to HLA
splits; €[4 (2) vs. 291 (40)]: an immunologic rejection was report-
ed for two of four cases in the first subset group (e.g., 0 mismatch-
es), but for 40 of 291 cases in the second subset group (e.g.,
1;2;3:;4;5;6 mismatches)

who had no alleles mismatched at the HLA-B and HLA-
DR loci (P<0.04).

As illustrated in Tables 2b, 3b and 4b, a second step
involved performing all survival analyses with reference
to HLA splits. In other words, differences in HLA-A, -B
and -DR subtype specificities (splits) were regarded as
mismatches. These findings were less significant or even
contrary to those we obtained when performing all ana-
lyses without considering HLA splits.

Finally, we performed our analyses eliminating those
cases in which recipient and donor were similar but not
identical. In other words, they had the same HLA alleles
in HLA broad level typing but were not identical with re-
gard to HLA splits (Tables 2c¢ and 3c). These results
closely corresponded to those we obtained when per-
forming all survival analyses without reference to HLA
splits.

Discussion

Our results disclose a significant correlation between the
number of HLA mismatches and the rate of allograft
rejections. A donor-recipient match of only two or more
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Table 3 Results of monovariate analyses with the actuarial life table method (Kaplan-Meier)2: (a) without reference to HLA-splits,
(b) with reference to HLA-splits and (c) without HLA split-different cases

Survival analysis without reference

to HLA splits

Survival analysis with reference

to HLA splits

Survival analysis without
split-different cases

Low risk High risk Low risk High risk Low risk High risk
HLA-A [307 (43)]b [149 (68)] [307 (43)] [149 (68)]
Pe=0.86 P=0.02 pspd=0.91 psp=0.09
Subset mismatches [63 (8) vs. [33(7) vs. [54 (6)vs. [27 (7) vs. [54 (6) vs. [27 (7) vs.
Ovs. 1;2 244 (35)]¢ 116 (61)] 253 (37)] 122 (61)] 244 (35)] 116 (61)]
P=0.62 P=0.01 psp=0.96 psp=0.04 P=0.92 P=0.03
Subset mismatches [225 (33) vs. [112 (50) vs. [188 (25) vs. [100 (44) vs. [188 (25) vs. [100 (44) vs.
0;1 vs. 2 82 (10)] 37 (18)] 119 (18)] 49 (24)] 82 (10)] 37 (18)]
P=0.71 P=0.82 psp=0.70 psp=0.89 P=0.92 P=0.91
HLA-B [305 (43)] [148 (68)] [305 (43)] [148 (68)]
P=0.008 P=0.003 psp=0.02 psp=0.54
Subset mismatches [46 (7) vs. [33 (13) vs. [43 (7) vs. [29 (10) vs. [43 (7) vs. [29 (10) vs.
0vs. 1;2 259 (36)] 115 (55)] 262 (36)] 119 (58)] 259 (36)] 115 (55)]
P=0.36 P=0.64 psp=0.29 psp=0.34 P=0.30 P=0.39
Subset mismatches [200 (18) vs. [119 (49) vs. [140 (12) vs. [90 (38) vs. [140 (12) vs. [90 (38) vs.
0;1 vs. 2 105 (25)] 29 (19)] 165 (31)] 58 (30)] 105 (25)] 29 (19)}
P=0.01 P=0.001 psp=0.06 psp=0.36 P=0.02 P=0.005
HLA-DR [298 (43)] [146 (67)] [298 (43)] [146 (67)]
P=0.85 P=0.0001 psp=0.53 psp=0.01
Subset mismatches [61 (10) vs. [43 (21) vs. [51 (9) vs. [36 (17) vs. [51 (9) vs. [36 (17) vs.
Ovs. 1;2 237 (33)] 103 (46)] 247 (34)] 110 (50)] 237 (33)] 103 (46)}
P=0.58 P=0.82 psp=0.47 psp=0.74 P=0.49 P=0.76
Subset mismatches [245 (34) vs. [127 (52) vs. [195 (27) vs. [115 (50) vs. [195 (27) vs. [115 (50) vs.
0;1 vs. 2 53 (9)] 19 (15)] 103 (16)] 31 (17)] 53 (9)] 19 (15)]
P=0.99 P=0.0001 psp=0.55 psp=0.01 P=0.86 P=0.0001
a b c

a Censoring indicator variable is any rejection event (reversible or
irreversible immunologic rejection); 308 observations in low-risk
group, 151 observations in high-risk group. ® [307 (43)]: for 43 of
307 cases in this risk group an immunologic rejection was report-
ed; ¢ P=0.86:P value of survival analysis without reference to

alleles in HLA-A, -B or -DR markedly reduces the im-
munologic rejection rate in both low and high risk pa-
tients. HLA-B mismatches are particularly important
prognostic factors for patients at low and high risk.
When we considered only high-risk patients for rejec-
tion, a relevant effect was also found for HLA-A and
-DR mismatches.

HLA class I antigens, especially HLA-A and -B, have
been identified on corneal endothelium, corneal epitheli-
um and stromal keratocytes [24, 34]. In the process of
graft rejection, donor HLA class I antigens are targets for
host CD8+ cytotoxic T lymphocytes, if they are mis-
matched for HLA-A and/or HLA-B [10, 34, 36]. The
reason could be that T cells cannot differentiate a foreign
MHC protein from a complex composed of a self-MHC
protein and an antigen [18]. Thus matching for HLA
class I (HLA-A and -B) would theoretically reduce the
number of target antigens and lower the rate of rejection
episodes.

HLA splits; 4 psp=0.91:P value of survival analysis with reference
to HLA splits; ¢ [63 (8) vs. 244 (35)]: an immunologic rejection
was reported for 8 of 63 cases in the first subset group ( e.g., 0
mismatches), but for 35 of 244 cases in the second subset group
(e.g., 1:2 mismatches)

Various studies suggest that matching for HLA-A and
-B reduces the incidence of corneal allograft rejection in
high-risk recipients [13, 25, 28, 38, 41, 43]. These data on
HLA-A and -B matching are in keeping with the results
from our study. However, our findings clearly differ from
those obtained in other studies, particularly the large
multicenter Collaborative Corneal Transplantation Study
(CCTS), which failed to demonstrate a correlation be-
tween HLA matches and graft survival [9, 12, 15]. The
CCTS authors drew the conclusion that neither HLA-A
and -B nor HLA-DR antigen matching significantly re-
duces the incidence of corneal graft failure in high-risk
patients under local immunosuppressive therapy. A possi-
ble explanation of the CCTS results was published by
their own study group [19] after investigating the repro-
ducibility of HLA-A, -B and -DR typing results. They
were prompted to do so by the fact that the observed per-
centage of homozygosity was more than twice as high as
expected. After retyping 129 patients with fewer than two
DR antigens, the level of agreement between the original
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Table 4 Results of monovariate analyses with the actuarial life table method (Kaplan-Meier)?: (a) without reference to HLA splits and
(b) with reference to HLA splits

Survival analysis without reference to HLA splits

Survival analysis with reference to HLA splits

Low risk High risk Low risk High risk
HLA-A, -B [305 (43)]b [148 (68)] [305 (43)] [148 (68)]
Pe=0.41 P=0.14 pspd=0.72 psp=0.41

Subset mismatches 0 vs. 1;2;3;4 [17 (3) vs. 288 (40)]¢ [9 (1) vs. 139 (67)]
P=0.2 P=0.07

Subset mismatches 0;1 vs. 2;3:4 [76 (9) vs. 229 (34)] [49 (16) vs. 99 (52)]
P=0.7 P=0.1

Subset mismatches 0;1;2 vs. 3;4 [179 (21) vs. 126 (22)]  [102 (43) vs. 46 (25)]
P=0.41 P=0.1

Subset mismatches 0;1;2;3 vs. 4 [261 (33) vs. 44 (10)] [135 (59) vs. 13 (9)]
P=0.13 P=0.05

HLA-A, -DR [297 (42)] [144 (65)]
P=0.78 P=0.001

Subset mismatches 0 vs. 1;2;3:4 [13 (3) vs. 284 (39)] [8 (3) vs. 136 (62)]
P=0.1 P=0.85

Subset mismatches 0;1 vs. 2;3;4 [80 (lO) vs. 217 (32)] [49 (17) vs. 95 (48)]
P=0.8 P=0.1

Subset mismatches 0;1;2 vs. 3;4 [203(29) vs. 94 (13)] [110 (45) vs. 34 (20)]
P=0.87 P=0.05

Subset mismatches 0;1;2;3 vs. 4 [285 (40) vs. 12 (2)] [138 (59) vs. 6 (6)]
P=0.99 P=0.0001

HLA-B, -DR [295 (42)] [143 (65)]
P=0.08 P=0.0001

Subset mismatches 0 vs. 1;2;3;4 [11 (3) vs. 284 (39)] [8 (3) V§ 135 (62)]
P=0.0 P=0.4

Subset mismatches 0;1 vs. 2;3;4 [63 (8) vs. 232 (34)] [51 (23) vs. 92 (42)]
P=0.95 P=0.7

Subset mismatches 0;1;2 vs. 3:4 [190 (20) vs. 105 [22)] 119 (46) vs. 24 (19)]
P=0.11 P=0.0001

Subset mismatches 0;1;2;3 vs. 4 [271 (35) vs. 24 (7)] [132 (55) vs. 11 (10)]

P=0.1
a

P=0.0001

[15(2) vs. 290 (41)]
psp=0.50

[53 (6) vs. 252 (37)]
psp=0.97

[133(15) vs. 172 (28)]
psp=0.48

[223 (27) vs. 82(16)]
psp=0.25

[297 (42)]

psp=0.69

[10 (2) vs. 287 (40)]
psp=0.45

[45 (6) vs. 252 (36)]
psp=0.76

[154 (19) vs. 143 (23)]
psp=0.32

[268 (38) vs. 29 (4)]
psp=0.90

[295 (42)]

psp=0.07

[10 (3) vs. 285 (39)]
psp=0.03

[34 (5) vs. 261 (37)]
psp=0.66

[128(14) vs.167(28)]
psp=0.24

[245 (31) vs. 50 (11)]
psp=0.13

b

[7 (1) vs. 141 (67)]
psp=0.11

[37 (11) vs. 111 (57)]
psp=0.10

[75 (30) vs. 73 (38)]
psp=0.20

[126 (57) vs. 22 (11)]
psp=0.93

[144 (65)]

psp=0.10

[6 (2) vs. 138 (63)]
psp=0.88

[35 (15) vs. 109 (50)]
psp=0.67

[92 (37) vs. 52 (28)]
psp=0.03

[135 (58) vs. 9 (7)]
psp=0.03

[143 (65)]

psp=0.01

[5 (1) vs. 138 (64)]
psp=0.25

[32 (13) vs. 111 (52)]
psp=0.38

[96 (41) vs. 47 (24)]
psp=0.57

[126 (53) vs. 17 (12)]
psp=0.001

2 Censoring indicator variable is any rejection event (reversible or
irreversible immunologic rejection); 308 observations in low-risk
group, 151 in high-risk group. ® [305 (43)]: for 43 of 305 cases in
this risk group an immunologic rejection was reported. ¢ P=0.41:
P value of survival analysis without reference to HLA splits.

and the retyping was 55% for HLA-DR and improved to
59% when considering only readily identifiable antigens.
The most common error was failing to identify a second
DR locus antigen. Unfortunately, it is impossible to deter-
mine the total amount of false typing, since only the re-
maining patients and none of the donors were retyped. As
demonstrated by Volker-Dieben et al. in simulation stud-
ies [43], even moderate amounts of HLA-DR typing inac-
curacy can abrogate the beneficial effect of HLA-DR
matching on the outcome of corneal transplantation, as
seen in the CCTS study. Moreover, larger amounts of im-
precise or even incorrect typing can lead to an apparent
adverse effect of HLA-DR matching, as published in
studies from the UK reporting negative effects of HLA-
DR matching on corneal rejection [7, 14, 42].

d psp=0.72: P value of survival analysis with reference to HLA
splits. €[17 (3) vs. 288 (40)] an immunologic rejection was report-
ed for 3 of 17 cases in the first subset group ( e.g., 0 mismatches),
but for 40 of 288 cases in the second subset group (e.g., 1:2;3;4
mismatches)

Unlike the findings reported in the multicenter CCTS
study, our HLA tissue typing results are obtained from a
single experienced reference laboratory in Berlin or from
Eurotransplant (BIS) in Leiden, The Netherlands. The
reference laboratory in Berlin works in compliance with
the standards of the European Federation of Immunoge-
netics (EFI) [21]. Furthermore, retrospective restriction
fragment length polymorphism (RFLP) DNA control
typing by the Collaborative Transplant Study (CTS)
DNA project using polymerase chain reaction (PCR)-
based DNA methods showed this laboratory to have a
constant low overall discrepancy rate of less than 11%
[20].

Even though HLA-DR matching plays an important
role in renal transplantation [29], its beneficial effect in
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corneal transplantation is still a matter of ongoing debate
[14, 41]. Using DNA typing techniques, one study found
significant beneficial effects of HLA-DR matching in
high-risk recipients [1], whereas Japanese authors report-
ed a definite beneficial effect of HLA-DP, but not HLA-
DR matching [25, 26, 27]. These discrepancies may be
due to the small number of patients discussed by the Jap-
anese group.

Thus, it is not surprising that our results demonstrat-
ing a favorable effect of HLA-DR matching on corneal
allograft outcome in high-risk patients are in line with
Volker-Dieben et al. [43] and other studies [3, 15] as
well as the experimental findings on HLA class II recep-
tor function. HLA-DR-positive Langerhans cells have
been found in normal corneal epithelium and stromal
layers [24, 34], but only in the limbus of healthy corneas
[35]. However, these cells can be caused to migrate and
accumulate by vascularization and inflammation [22].
Moreover, corneal endothelium may also be induced to
express HLA class II molecules by inflammation due to
infection or rejection and even the transplantation proce-
dure itself [8]. In addition, Boisjoly et al. [6] have sug-
gested that a loose suture, intraocular inflammation or
infection could promote the expression of HLA-A, -B
and -DR antigens. Thus, there would be a huge amount
of potent immunogens if the donor and recipient were
mismatched for HLA-DR. In other words, donor-host
HLA-DR mismatches may lead to a delayed hypersensi-
tivity-type immunologic rejection mediated by the acti-
vation of host regulatory CD4+ T helper lymphocytes.

The literature on corneal transplantation has thus far
given little attention to the influence of matching based
on the HLA split typing level compared to the conven-
tional broad typing level. It is more laborious and more
expensive, and there are fewer chances for a good match
when donor-recipient selection is based on HLA subtype
specificities (splits) rather than on the conventional broad
typing level. However, our knowledge regarding MHC
receptor function would lead us to expect a clear-cut ben-
eficial effect of matching for HLA splits. Contrary to our
expectations, we were not able to demonstrate this. Our
survival analyses considering HLA splits (Tables 2b, 3b
and 4b), i.e., assessing differences in HLA-A, -B and -DR
splits as mismatches, yielded less significant results than
those obtained when performing all analyses without ref-
erence to HLA splits (Tables 2a, 3a and 4a).

A possible explanation is provided by Beekhuis et al.
[4], who retrospectively reevaluated 303 high-risk pa-
tients according to their broad or split matching levels.
They found clear-cut advantages of split level over broad
level matching especially at follow-up periods of more
than 3—4 years (up to 12 years).

Similar data on kidney retransplantation were pub-
lished by the authors of the Collaborative Transplant
Study [31], who investigated the influence of HLA split
matching among cadaver kidney transplants and retrans-

plants. They demonstrated a strong correlation between
split specificity mismatches and graft outcome among
cadaver kidney retransplants. When differences in HLA
splits were considered as mismatches, transplants that
changed from a 0 to a 1 mismatch had a significantly
lower graft survival than those with no mismatch by ei-
ther the broad or the split definition. Likewise, trans-
plants that changed from a 1 to a 2 mismatch had a lower
survival rate than those with 1 mismatch by both defini-
tions. These results suggest that the prospective match-
ing of retransplant recipients and donors in kidney trans-
plantation should be based on HLA-DR split antigens.

Our failure to demonstrate a beneficial effect of split
level matching may be due to a lack of split level data,
since serological typing methods were mostly used in
transplantations before the early 1990s. It is widely ac-
cepted that serological typing techniques generally yield
accurate broad but not split typing results.

However, we obtained results comparable to our sig-
nificant findings from the analysis without considering
HLA splits when we eliminated those cases in which re-
cipient and donor HLA antigens were similar but not
identical, i.e., they had the same HLA alleles in broad
level typing but differed with regard to HLA splits
(Tables 2c¢ and 3c¢).

From a clinical point of view, our results seem to
indicate that a split mismatch is almost as successful in
preventing allograft rejection as a split match. Thus, a
mismatch of any broad-level HLA antigen is worse than
a split mismatch.

However, our findings and those published by
Beekhuis et al. [4] suggest that donor-recipient selection
based on broad as well as on split level matching signifi-
cantly improves the prognosis of corneal allografts.
Thus, larger studies should be initiated also to assess
prospectively the influence of HLA split matching on
corneal retransplants.

The CCTS study [9] demonstrated that aggressive
local immunosuppressive therapy reduces the incidence
of graft rejections after transplantation and thus masks
HLA matching effects. However, it may increase the risk
of complications such as cataracts, glaucoma and infec-
tions. High doses of corticosteroids may prevent irre-
versible graft rejection in some cases, but each rejection
episode accelerates the postoperative loss of endothelial
cells that leads to earlier graft failure [30].

HLA matching cannot replace immunosuppressive
therapy, since higher matches are difficult to achieve,
especially in heterogeneous populations [5], and other
factors like minor transplantation antigens are also im-
portant [37]. Nevertheless, it can definitely reduce the
dose and thus the negative side effects of immunosup-
pressive therapy [17].

Therefore, HLA matching should be routinely used in
keratoplasty, since it is the only known method that can
prevent immunoreactions without side effects.
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Though the nominal costs of HLA typing and the pro-
longed waiting time for a compatible allograft, especial-
ly in a heterogeneous population, may seem inappropri-
ate in some cases, HLA matching is still more cost-effec-
tive than retransplantation with its therapeutic conse-

quences. Reducing the number of retransplantations will

in turn reduce the number of patients waiting for a trans-
plant and lead to better utilization of the still inadequate

number of available corneal graft donors.

assistance.

Furthermore, establishing HLA matching as a routine
procedure in keratoplasty will increase the number of
HLA-typed allografts available and thus enhance the
chances of achieving greater allograft compatibility
while reducing the waiting time for matched allografts.
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Die irreversible Immunreaktion, die je
nach Risikofaktoren in bis zu 30-40% auf-
treten kann [57,77],ist die hdufigste Ursa-
che fiir ein Transplantatversagen nach per-
forierender Keratoplastik [51, 72, 80]. Als
Risikofaktor fiir eine Immunreaktion gilt
neben verschiedenen Faktoren, wie z. B.
der Transplantatgrofle und dem Vaskula-
risierungsgrad der Empfingerkornea [58],
im besonderen Maf3e auch der Grad der
Ubereinstimmung der HLA-Antigene zwi-
schen Spender und Empfénger [34,76,80].

Beziiglich der Bedeutung der Verwen-
dung von sog. ,,HLA-gematchten“ Kor-
neatransplantaten zur Vermeidung einer
Immunreaktion bestand eine stetige kon-
troverse Diskussion, die sich in den wider-
spriichlichen Ergebnissen in der Litera-
tur begriindet. In den letzten Jahren ist
die Nachfrage nach gematchten Trans-
plantaten jedoch sprunghaft angestiegen
[18]. Grund fiir die verinderte Beurtei-
lung des Stellenwerts der HLA-Typisie-
rung bei der perforierenden Keratoplas-
tik sind Publikationen der letzten Jahre,
die den Vorteil des HLA-Matches klar be-
legen.

In dieser Ubersicht wird der Stand der
Diskussion zusammengefasst, und ver-
schiedene Strategien, Moglichkeiten und
Grenzen sowohl der HLA- wie auch der
sonstigen Gewebetypisierung werden er-
lautert.

HLA-System

Das HLA-System (,,human leucocyte an-
tigen®) umfasst verschiedene Antigene,

J.Wachtlin - R.Khaireddin - F. Hoffmann

Charité, Universitatsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, Augenklinik, Berlin

Gewebetypisierung
bei der perforierenden

Keratoplastik

die eine wesentliche Rolle bei der Erken-
nung von Fremdantigenen, der Differen-
zierung von ,,selbst“ und ,,fremd“ und
somit bei der Immunreaktion spielen.
Diese auf der Zelloberfliche lokalisier-
ten Proteine werden von einer Gruppe
von Genen kodiert, die im sog. ,major
histocompatibility complex“ (MHC) auf
dem Chromosom 6 zusammengefasst
sind. Je nach Genort (Locus), werden die
HLA-Antigene der Klasse I (HLA-A,
HLA-B und HLA-C) und der Klasse II
(HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP) unter-
schieden (B8 Abb.1).

Erbinformation
(DNA)

Chromosom 15

Zytoplasma \. f 5 i
\ \‘“\.&

A& &8 & &aafaas
e W)

Zellmembran

Zelloberflache

Klasse-I-Antigene werden auf allen
kernhaltigen Zellen (in der Kornea im
Endothel, Stroma und Epithel) exprimiert
[29, 70, 79], wahrend Klasse-II-Antigene
nur von immunkompetenten antigenpra-
sentierenden Zellen, wie z. B. B-Lympho-
zyten, Makrophagen und aktivierten T-
Lymphozyten [22,79], exprimiert werden.
In der Kornea finden sich Klasse-II-Anti-
gene in den antigenprasentierenden Lan-
gerhans-Zellen des Epithels und nach der
Transplantationsoperation [15] oder bei
Entziindungszustidnden [19] im Epithel
und auch im Endothel.

DR DQ W ppP MHC = HLA Gen

(aur Ghromaosom 6)

L Peptid-

Bindungsstelle

== “" z: Molekiilsynthese
\ i
£
%j exprimierte
_I HLA-Molekile

MHC = HLA KLASSE |

MHC= HLA KLASSE Il

Abb. T A Schematische Darstellung der Gene des HLA-Komplexes und der strukturellen Unterschiede
der HLA-Klassen | und I1. Die auf dem Chromosom 6 lokalisierten HLA-Gene kodieren u. a. fiir die
Molekiile der HLA-Klassen 1 (A, B, C) und 2 (DR, DQ, DP). Eine Ausnahme bildet das sog. $2-Mikro-
globulin (32 M), das als integraler Bestandteil der HLA-Klasse-1-Molekiile von Genen kodiert wird,
die auf dem Chromosom 15 lokalisiert sind. Nach der Molekiilsynthese werden die verschiedenen
HLA-Molekiile durch die Zellmembran geschleust und auf der Zelloberflache exprimiert. Dort haben
sie die Funktion, antigene Peptidfragmente den fiir die jeweilige HLA-Klasse spezifischen

T-Lymphozyten zu préasentieren
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Abb. 2a,b A Immunreaktion der Hornhaut mit Khodadoust-Linie nach Keratoplastik: a Klinisches Bild
einer endothelialen Inmunreaktion mit Khodadoust-Linie nach Keratoplastik beim Patienten.

b Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme. Immunreaktion an der Kaninchenhornhaut. Es sind
Makrophagen am kornealen Endothel zu sehen, die den Bereich der bereits zerstorten Endothel-
zellen von den noch vitalen Zellen demarkieren

Immunreaktion

Unterscheiden sich die Gewebeantigene
von Spender und Empfinger, so kann dies
zu einer endothelialen Immunreaktion
mit Auspragung einer Khodadoust-Linie
fithren (@ Abb. 2), die aus Makrophagen
und zerstortem Endothel besteht.

Es bleiben jedoch auch bei nicht vor-
handener Gewebeiibereinstimmung im
Vergleich zu anderen Organen viele Kor-
neatransplantate klar, und es tritt auch bei
vollstindigem Mismatch nicht unbedingt
eine Immunreaktion auf. Ursache hierfiir
ist die besondere immunologische Situa-
tion der Kornea.

Es gibt 2 wesentliche Griinde fiir diese
Sonderstellung. Zum einen ist dies der
Mangel an Blut- und Lymphgeféfien, der
zu einer verminderten Prdsentation des
Fremdantigens und einer ausbleibenden
Immunreaktion durch fehlende Sensibi-
lisierung des Immunsystems fiihrt.

Zum anderen ist dies das sog. ACAID-
(anterior chamber associated immun de-
viation“-)Phinomen, d. h. die mit der Vor-
derkammer assoziierte Abweichung der
Immunantwort. Hierbei sind die Vorder-
kammer und die Kornea insofern im-
munologisch privilegiert, indem z. B.
Fremdantigen, das in die Vorderkammer
eingebracht wurde, iber den Blutweg zur
Milz gelangt und dort zu einer Suppri-
mierung der zelluldren Immunantwort
bzw. zur Toleranz fiihrt [48, 49, 50].

Verschiedene Faktoren wie Operati-
onstrauma, postoperativer Reizzustand,
Transplantatgrofle, Vaskularisationsgrad
der Empfingerkornea, Entziindungen etc.
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kénnen diese protektiven Faktoren elimi-
nieren [19, 51, 55, 56, 58]. Erst dann kann
das durch das Spendergewebe eingebrach-
te Fremdantigen tiber Blut- und lokale
Lymphgefifie den afferenten Schenkel des
Immunsystem aktivieren und eine Im-
munreaktion auslésen [41].

Es ist theoretisch einleuchtend, dass
eine moglichst grofle Gewebe- bzw. Anti-
geniibereinstimmung von Spender und
Empfianger von besonderem Vorteil hin-
sichtlich der Vermeidung einer Immun-
reaktion ist.

Ergebnisse HLA-Match
Studienlage

Die klinischen Ergebnisse zum HLA-
Match bei der perforierenden Keratoplas-
tik sind jedoch zum Teil recht wider-
spriichlich (B Tabelle 1). Zunéchst wurde
ein positiver Effekt der HLA-Typisierung
bei den Hochrisikokeratoplastiken festge-
stellt [11,26, 33, 65]. Auch bei Normalrisiko-
keratoplastik zeigen diverse Studien einen
positiven Effekt des HLA-A-,-B- und -DR-
Match [11,35, 62]. Weitere Untersuchungen
stellten diesen Effekt teilweise in Frage bzw.
postulierten sogar einen negativen Effekt
der HLA-Ubereinstimmung auf das Trans-
plantatiiberleben bzw. das Auftreten der
Immunreaktion [12,13,32,73].

Sehr unterschiedlich wurde auch die
Wertigkeit der Ubereinstimmung von
Klasse-I- (A, B) oder -II- (DR) Antigenen
beurteilt. Selbst innerhalb der Klasse-I-
Antigene wurde der Ubereinstimmung
von A- oder B-Antigenen ein unterschied-

lich starker Einfluss hinsichtlich des Auf-
tretens einer Immunreaktion zugeschrie-
ben [32, 35, 44]. Insbesondere die grofle
prospektive randomisierte doppelblinde
CCT-Studie (,,collaborative corneal trans-
plantation study“) [16] hat mit dem Er-
gebnis, dass kein signifikanter Effekt durch
das HLA-Match beziiglich der Immunre-
aktion als auch des Transplantatiiberle-
bens besteht, zu einiger Diskussion ge-

fiihrt.
Fehlerquellen

Mehrere Ursachen tragen zu diesen sehr
differierenden Ergebnissen bei.

Multicenterstudien. Sie haben das Problem
des sehr unterschiedlichen Erfahrungs-
standes der Operateure und der Unter-
schiede bei den Operationstechniken.

Wahl des, falschen” Zielkriteriums. Die irre-
versible Immunreaktion oder das Trans-
plantatversagen ist nicht nur durch im-
munologische Faktoren wie die HLA-
Ubereinstimmung bestimmt, sondern
wird ebenso von anderen Faktoren, wie
z. B. Stammzellinsuffizienz, Vorhanden-
sein eines Glaukoms, postoperativen Ent-
ziindungen oder der Art und dem Aus-
mafd der immunmodulatorischen Thera-
pie etc., beeinflusst. Um den Effekt des
HLA-Match zu beurteilen, ist somit das
Auftreten einer Immunreaktion, egal ob
reversibel oder irreversibel, ein wesent-
lich empfindlicheres Zielkriterium der
statistischen Analysen als das Transplan-
tatversagen an sich.

Fehlerhafte HLA-Typisierung. Die Bestim-
mung von Spenderantigenen in Post-mor-
tem-Blut stellt ein Problem dar. Die Be-
stimmung von Klasse-I-Antigenen kann
serologisch oder molekulargenetisch von
einem qualitdtskontrollierten Labor er-
folgen. Bei Klasse-I1I-Antigenen sind aber
molekulargenetische Methoden zu bevor-
zugen, damit eine vollstindige und repro-
duzierbare Typisierung gewéhrleistet wer-
den kann. In qualitétskontrollierten Re-
ferenzlaboren koénnen bei der serologi-
schen Bestimmung von HLA-Klasse-II-
Antigenen Fehlerraten von weniger als
11% erreicht werden [37], mit molekular-
genetischen Bestimmungsverfahren kann
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diese Rate auf bis zu 3% gesenkt werden
[22]. So zeigte sich bei einer molekular-
genetisch durchgefiihrten Retypisierung
der CCT-Studie eine Fehlerquote von 12%
beim HLA-A-,von 21% beim HLA-B- und
45% beim HLA-DR-Antigen [36]. Bei vie-
len ,,dlteren® Studien konnte dieser Qua-
litdtsanspruch der HLA-Typisierung nicht
erfiillt werden, was Fehlbestimmungen
von HLA-Antigenen zur Folge hat. Durch
Simulationsstudien wurde belegt, dass die-
se Bestimmungsfehler die Studienergeb-
nisse signifikant beeinflussen [76]. Mog-
licherweise kann dies eine Erkldrung fiir
den in manchen Studien beschriebenen
adversiven Effekt der HLA-Typisierung
darstellen.

Neuere Studien

In den letzten Jahren wurden einige me-
thodisch gut durchgefiihrte Studien pub-
liziert, die die oben ausgefiihrten mogli-
chen Fehlerquellen weitestgehend elimi-
niert haben und bei denen eine addquate
HLA-Typisierung durchgefiihrt wurde.
O Tabelle 2 zeigt eine Zusammenfassung
dieser Arbeiten.

In diesen Studien zeigt sich eindeutig
der Vorteil des HLA-Match, sowohl bei
der Normalrisiko- [40, 60] als auch bei
der Hochrisikokeratoplastik [2, 3, 6, 40,
76]. Es konnte gezeigt werden, dass in bei-
den Risikogruppen sowohl die Uberein-
stimmung der HLA-Klasse-I- und der
-Klasse-II-Antigene fiir sich alleine wie
auch die Ubereinstimmungen in beiden
Klassen zusammen zu einer deutlich ver-
ringerten Rate von Immunreaktionen
fithrt.

Weitere Einfliisse

Auch wenn der Effekt der Ubereinstim-
mung von HLA-Klasse-I- und -II-Antige-
nen beziiglich der Pravention einer Im-
munreaktion belegt ist, gibt es noch wei-
tere immunologische Faktoren, die einen
noch wenig bekannten Einfluss auf die
Entstehung und den Ablauf einer Immun-
reaktion haben.

Non MHC Antigene

Neben den bekannten bereits erlduterten
HLA- oder Major-Antigenen gibt es noch
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Gewebetypisierung bei der perforierenden Keratoplastik

Zusammenfassung

In den letzten Jahren ist aufgrund einer veran-
derten Beurteilung des Stellenwerts der HLA-
Typisierung bei der perforierenden Keratoplastik
die Nachfrage nach gematchten Spenderhorn-
hauten stark angestiegen.Neben den HLA- oder
Major-Antigenen gibt es weitere immunologisch
bedeutsame Gewebeoberflichenmolekiile, zu
denen vor allem die Blutgruppen- und die
Minor-Antigene zéhlen.Im Hinblick auf eine ef-
fektive Kosten-Nutzen- bzw.Wartezeit-Nutzen-
Kalkulation sind differenzierte Matching-Strate-
gien erforderlich, um eine optimale Nutzung und
Verteilung derimmer noch in ungentigender
Zahl vorhandenen Korneatransplantate zu ge-
wahrleisten. Mit speziellen Matching-Strategien
wie der Berechnung der individuellen Wartezeit,
der Beriicksichtigung von Split-, Non-MHC- und
HLA-Antigenen, zusatzlichen HLA-Loci sowie

Jpermissible”- und,taboo”-Mismatches wird in
Zukunft mehr als nur die zahlenmaBige Uberein-
stimmung von HLA-Antigenen bei der Gewebe-
typisierung zu beriicksichtigen sein. Dies wird es
ermaglichen, von einer rein numerischen zu
einer funktionellen Match-Strategie tiberzuge-
hen. In dieser Ubersicht wird der Stand der
Diskussion zusammengefasst, und es werden
verschiedene Strategien, Moglichkeiten und
Grenzen sowohl der HLA- als auch der sonstigen
Gewebetypisierung bei der perforierenden
Keratoplastik erldutert.

Schliisselworter

Perforierende Keratoplastik -
Gewebetypisierung - Matching-Strategien -
Spenderhornhaut - HLA-Antigene

Tissue typing by perforating corneal transplantation

Abstract

The demand for matched corneal grafts has risen
rapidly over the last years.One reason for this is
the change in the judgement of the value of
tissue and especially HLA typing for prevention
of an immune reaction in perforating corneal
transplantation. Besides HLA or major antigens,
there are other immunologically relevant tissue
surface molecules such as the non-MHC antigens
of which blood groups and minor antigens are
the most important. With regard to effective
cost-benefit and waiting time-benefit analyses,
differentiated matching strategies are needed to
assure optimized utilization and allocation of the
still unsatisfactory number of available corneal
grafts.With special matching strategies, such as
the calculation of the individual waiting time, the

consideration of split,non-MHC and HLA anti-
gens, additional HLA loci as well as so-called
“permissible”and “taboo” mismatches, much
more has to be taken into account in the future
than just the numerical correspondence of HLA
antigens.This will make it possible to turn from a
pure numerical approach to a functional match-
ing strategy. This review summarizes the discus-
sion and different matching strategies, possibili-
ties and limitations of HLA and tissue typing in
perforating corneal transplantation.

Keywords

Perforating corneal transplantation -
Tissue typing - Matching strategies -
Cornea donor - HLA-antigens
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weitere immunologisch bedeutsame Ge-
webeoberflichenmolekiile, die sog. Non-
MHC-Antigene, zu denen vor allem die
Blutgruppen- und die Minor-Antigene
zéhlen.

ABO- und Lewis-Blutgruppenantigene

Sowohl die ABo- als auch die Lewis-Anti-
gene werden als Blutgruppenantigene be-
zeichnet und auf der Oberfléche von Ery-
throzyten exprimiert. Aus biochemischer
Sicht sind sie sich relativ dhnlich, da sie
beide von den gleichen Vorldufermole-
kiilen abstammen [62]. Die Lewis-Anti-
gene konnten bisher in der Bindehaut
nachgewiesen werden [28], die ABo-An-
tigene sowohl im Hornhautepithel [25,71]
als auch im -endothel [23, 63].

Im Gegensatz zur Nierentransplantati-
on [45] scheint der Einfluss der ABo-In-
kompatibilitit auf die Immunreaktion bei
der Keratoplastik eher nachrangig zu sein
[4,11,62,76],wenngleich auch hier einzel-
ne Studien mit anderen Ergebnissen vor-
liegen [16, 75].

Wenige Arbeiten befassen sich mit der
Rolle der Lewis-Antigene bei der Kerato-
plastik. Moglicherweise beeinflusst auch
die Ubereinstimung dieses Antigens [62]
den Transplantatiiberlebensverlauf nach
Hornhauttransplantation. Im Rahmen der
Transplantation solider Organe wird den
Lewis-Antigenen jedoch eine eher gerin-
ge Immunogenitét zugeschrieben [62].
Prinzipiell ist die Bestimmung dieser An-
tigene vergleichsweise einfach und kos-
tengiinstig und kann problemlos durchge-
fithrt werden.

Minor-Antigene (Minor-Ag)

Bei diesen Antigenen handelt es sich um
s0g. ,schwache® Transplantationsantige-
ne, deren Einfluss auf die Entstehung ei-
ner Immunreaktion bisher als eher gering
eingestuft und folglich auch nur selten be-
riicksichtigt wurde. Die Minor-Ag sind ur-
spriinglich zytosolische Proteine, die auf
der Zelloberfliche, gebunden an HLA-
Klasse-I-Antigene, prédsentiert werden
konnen [29, 47, 51]. Das bekannteste Bei-
spiel eines Minor-Ag ist das ménnliche H-
Y-Antigen, das im Mausemodell zu einer
vermehrten AbstofSung von Hauttrans-
plantaten von méannlichen Spendern auf
weibliche Empfénger fiithrt [24]. Bei der
menschlichen Hornhaut scheint jedoch
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der Geschlechtsunterschied von Spender
und Empfinger keinen Einfluss auf das
Transplantatiiberleben zu haben [81].

Bei der Keratoplastik im Mdusemodell
[31] konnte gezeigt werden, dass bei sonst
vollstindiger Ubereinstimmung im HLA-
System durch ein einziges Mismatch, in
diesem Fall beim H-3-Minor-Ag, die Ab-
stoffungsrate auf 29-50% je nach Allel-
kombination gegeniiber 0% bei der Kon-
trollgruppe ansteigt. Weiterhin wurde
ebenfalls im Miusemodell demonstriert
[67],dass bei Spenderhornhduten, die nur
Mismatches in den Minor-Ag aufwiesen,
wesentlich hdufiger (50%) eine Transplan-
tatabstofSung auftrat als bei Transplanta-
ten mit Mismatches nur in den MHC-An-
tigenen (20%). Moglicherweise sind Mi-
nor-Ag im Vergleich zu MHC-Molekiilen
in groferer Zahl auf der Oberfldche von
Spenderzellen vorhanden und kénnen so-
mit leichter iiber antigenprésentierende
Zellen das Immunsystem des Empfingers
aktivieren [65].

Trotz dieser tierexperimentellen Er-
gebnisse ist noch wenig {iber die Rolle von
Minor-Ag bei der Immunreaktion nach
Keratoplastik beim Menschen bekannt.
So konnte zwar nachgewiesen werden,
dass die Minor-Ag H-Y und HA-3 in der
menschlichen Kornea exprimiert werden
[29],die Identifizierung und Typisierung
von Minor-Ag ist generell jedoch nur teil-
weise moglich und zudem schwierig und
kostenintensiv [69] und wird aus diesen
Griinden zurzeit nicht klinisch angewen-
det. Es miissen weitere Ergebnisse abge-
wartet werden, bevor ein Urteil iiber die
Bedeutung des ,Minor-Matching“ gefallt
werden kann.

Splits und andere HLA-Loci

Die HLA-Typisierung erfolgte urspriing-
lich rein serologisch, und die Antigene
wurden in verschiedene Obergruppen,
dem ,,broad typ und in Untergruppen,
die so genannten Splits, unterteilt. So lasst
sich beispielsweise das HLA-Obergrup-
pen-Antigen B1s in die Splitantigene HLA-
B62, 63, 75, 76 und 77 als Untergruppen
des Antigens HLA-B15 unterteilen. Im ge-
nannten Fall konnten durch DNA-basier-
te Methoden bisher weitere ca. 80 ver-
schiedene Allele, die sich teilweise nur
durch einzelne DNA-Sequenzen unter-

scheiden, differenziert werden. Die Un-
terscheidung dieser Allele ist weitaus auf-
wiéndiger und kostenintensiver als die Ty-
pisierung nur der Obergruppen [8, 43].
Aus theoretischer Sicht wére eine Uber-
einstimmung auf Splitebene wegen der ge-
ringeren HLA-Inkompatibilitét hinsicht-
lich des Auftretens einer Immunreaktion
von Vorteil. Dieser positive Effekt auf das
Transplantatiiberleben wurde bei der Nie-
rentransplantation bereits teilweise belegt
[53,54]. Bei der Keratoplastik existieren
hierzu nur wenige klinische Studien. So
wurde beispielsweise bei der Hochrisikoke-
ratoplastik ein signifikant positiver Effekt
der HLA-Ubereinstimmung auf Splitebene
bei den HLA-A- und -B-Antigenen festge-
stellt [6]. In einer anderen Arbeit konnte
sowohl bei der Hoch- wie auch Normalri-
sikokeratoplastik kein signifikanter Unter-
schied des Split-Matchings fiir HLA A,
HLA B und HLA DR im Vergleich zum
»broad-typ*“-Matching gezeigt werden [40].
Durch verfeinerte molekulargenetische
Typisierungstechniken lassen sich Splits
und Untergruppen, die sich teilweise in nur
wenigen Aminosduresequenzen unter-
scheiden, weiter differenzieren und ande-
re,bisher nicht berticksichtigte HLA-Loci,
wie z. B. HLA C und HLA DQ, DP, zuver-
lassiger und genauer bestimmen. Somit er-
offnet sich die Moglichkeit, in Zukunft
durch Berticksichtigung dieser Antigene
eine noch genauere Ubereinstimmung von
Transplantat und Empfinger zu erzielen.

HLA-Antikorper

Fiir die Keratoplastik konnte gezeigt wer-
den, dass vom Empfinger gebildete Allo-
antikorper einen signifikanten Einfluss auf
das Uberleben des Transplantats haben
koénnen [30, 61]. Dabei kann zwischen be-
reits schon prioperativ vorhandenen An-
tikérpern und in Folge einer Sensibilisie-
rung durch Fremdantigen (Korneatrans-
plantat) entstandenen Antikérpern unter-
schieden werden. Fiir die tégliche Routi-
ne ergibt sich hieraus die Konsequenz zu-
mindest bei einer Rekeratoplastik, besser
aber bei jeder Keratoplastik, ein Antikor-
perscreening durchzufiihren und beim
Vorhandensein von spezifischen Antikor-
pern gegen bestimmte HLA-Allele eine
Spenderhornhaut, die genau diese Antige-
ne auf sich trdgt, nicht zu transplantieren.
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Gute Prognose Schlechte Prognose

Auftreten einer Immunreaktion nach Kpl Auftreten einer Immunreaktion nach Kpl

Mismatch in HLA-A/B/ DR Mismatch in HLA-A /B /DR

E =
£ 10 £ 10
2 39 2 8
4 =
.a B .E »B
S 5 7
“n 0N
g 5 5; B Mismatches é‘ 5 5,6 Mismatches
= 4 = ’4
2 3 2 13
2 = e =
E :]2 0:1:2:3:4 Mismatches E f 0,1,2:3;4 Mismatches
1 A op] s

0 24 48 72 988 120 144 1BB 0 24 48 72 98 120 144 168

12 38 B0 B84 108 132 156 18O 12 36 B0 84 108 132 156 180

a Nachbeobachtungszeit (Monate post-operativ) b Nachbeobachtungszeit (Monate post-operativ)

Abb. 3a,b A Kaplan-Meier-Analyse: Auftreten einer Inmunreaktion nach Keratoplastik. a signifikan-
ter Unterschied in der Haufigkeit der Inmunreaktion beim Vergleich von Patienten mit guter Prog-
nose und 0;1;2;3;4-Mismatches in HLA A/B/DR (n=249 (30)) und Patienten mit guter Prognose und
5;6-Mismatches in HLA A/B/DR (n=46 (12)); log-rank-Test: p<0,04. b signifikanter Unterschied in der
Haufigkeit der Inmunreaktion beim Vergleich von Patienten mit schlechter Prognose und 0;1;2;3;4-
Mismatches in HLA A/B/DR (n=130 (53)) und Patienten mit schlechter Prognose und 5;6-Mismatches
in HLA A/B/DR (n=13 (12)); log-rank-Test: p<0,0001

Unterschiedliche Konservierung
des Spendermaterials

Es gibt Hinweise dafiir, dass das Trans-
plantatiiberleben durch die Art bzw. Dau-
er der Konservierung des Transplantates
beeinflusst werden kann. Im Miusemo-
dell wurde bei sowohl MHC- wie auch Mi-
nor-Ag-differenten Spendern und Emp-
fangern gezeigt, dass nach einer Konser-
vierung von mindestens 7 bzw. 14 Tagen
Dauer die Immunreaktionsrate 44 bzw.
30% betrug, wogegen bei nicht konser-
vierten Hornhéduten eine Immunreakti-
on in 90% der Fille auftrat [39]. Ursache
hierfiir konnte eine verminderte Immuno-
genitét der konservierten Hornhdute [39]
sein.

Im Tiermodell kommt es durch die
Konservierung zu einer verminderten
Expression der Klasse-I- und Minor-An-
tigene [39], bei menschlichen Spender-
hornhduten konnte eine verminderte Ex-
pression von HLA-Klasse-II-Antigenen,
bedingt durch den Verlust der antigen-
préasentierenden Langerhans-Zellen,im
kornealen Epithel gefunden werden [1].

Diskussion/Ausblick

Auch wenn mittlerweile weitestgehend
(Tbereinstimmung dariiber herrscht, dass
das HLA-Matching fiir alle Keratoplastik-
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patienten — unabhéngig ob mit norma-
lem oder hohem Risiko - von Vorteil ist,
ermdglicht es das zurzeit vorhandene An-
gebot an typisierten Korneatransplanta-
ten nicht, fiir jeden Patient ein vollstén-
dig HLA-identisches Transplantat zu er-
halten. Da jedoch alleine schon die Mini-
mierung der HLA-Inkompatibilitdt um
2 Mismatches zu einer signifikant gerin-
geren Rate von Immunreaktionen fiihrt
(8 Abb.3a,b), ist es unter Abwagung der
personlichen Situation des Patienten
durchaus legitim, mit weniger Uberein-
stimmungen zu transplantieren.

Dies ist in bestimmten Fillen, bei de-
nen eine seltene Allelkombination auf den
Loci A, B und DR oder spezifische HLA-
Antikorper nach vorausgegangener Im-
munreaktion vorliegen [18], notwendig,
um unrealistische Wartezeiten von meh-
reren Jahren zu vermeiden.

Im Hinblick auf eine effektive Kosten-
Nutzen- bzw. Wartezeit-Nutzen-Kalkula-
tion sind differenzierte Matching-Strate-
gien erforderlich, um eine optimale Nut-
zung und Verteilung der immer noch in
ungeniigender Zahl vorhandenen Kor-
neatransplantate zu gewdhrleisten.

Die nachfolgend aufgefiihrten Mat-
ching-Strategien sind denkbar:

Berechnung der Wartezeit fiir ein gematch-
tes Transplantat. In der Arbeitsgruppe der
Lions Hornhautbank und der Universi-
tatsaugenklinik in Diisseldorf wurde hier-
zu ein mathematisches Modell erstellt, mit
dem es moglich ist, die potenzielle Warte-
zeit fiir jeden Patienten individuell zu be-
rechnen [9, 10]. Die berechneten Ergeb-
nisse zeigten eine sehr gute Korrelation
mit den tatsdchlichen Wartezeiten. So ist
es moglich, bei seltenen Allelen eine ge-
ringere Anzahl von Ubereinstimmungen
zu akzeptieren.

Funktionelle Typisierung durch Beriicksich-
tigung von,,permissible”- und, taboo”-Mis-
matches. Nicht jedes Antigen wirkt auf
gleiche Weise immunogen. Bei der Nie-
rentransplantation fiel erstmals auf, dass
nicht alle Mismatches unweigerlich zu ei-
ner Immunreaktion fithren. Es lassen sich
weitere Anhaltspunkte dafiir finden, dass
nicht nur die Anzahl der HLA-Uberein-
stimmungen fiir die Vermeidung einer
Immunreaktion ausschlaggebend ist. So
finden sich bei abgestofienen Nierentrans-
plantaten bestimmte HLA-Antigene be-
sonders hiufig. Weiterhin wurde festge-
stellt, dass bestimmte HLA-Klasse-I-An-
tigene bei Patienten mit bestimmten HLA-
Phénotypen besonders immunogen er-
scheinen, wihrend sie bei anderen Pati-
enten, die diesen Phénotyp nicht aufwei-



sen, unauffillig bleiben [20]. So konnten
sowohl fiir HLA-Klasse I wie auch fiir
Klasse II bestimmte HLA-Mismatches
identifiziert werden, die die Transplantat-
prognose signifikant verschlechterten,
und andere, die keinen Einfluss hatten [20,
21, 74]. Dies fiihrte zu dem Konzept der
sog.akzeptablen oder ,,permissible“- und
den inakzeptablen oder ,,taboo“-Mismat-
ches [20]. Dieses Konzept wurde von ver-
schieden anderen Arbeitsgruppen dhn-
lich beschrieben [42, 74]. Erste Hinweise
auf die mogliche Relevanz solcher ,ta-
boo“-Mismatches auch bei der Kerato-
plastik lieferte eine Arbeit, die die Spen-
der-HLA-Antigene A26, B35 und B44 als
besonders schidlich einstufte [17].

Es existieren verschiedene Erklarungs-
modelle des ,,taboo“-Phidnomens. Postu-
liert werden unter anderem Kreuzreak-
tionen zwischen verschiedenen Pathoge-
nen und HLA-Antigenen [20] oder eine
mogliche Kopplung von bestimmten
Empfinger-HLA-Phdnotypen mit einer
erhohten Aktivitdt des Immunsystems
[68]. So wurde, assoziiert zum Vorhan-
densein von bestimmten HLA-DR-Alle-
len (unter anderem DR1, DR3, DR4 und
DRy ), eine erhohte Sekretion von TNF-o
nachgewiesen [7,38, 59, 66,78].

Grundsitzlich scheinen aber in ver-
schiedenen Organsystemen verschiedene
»taboo“- und ,,permissible“-Mismatches
aufzutreten. Die Erkenntnisse konnen so-
mit nicht ohne weiteres von einem Organ-
system auf ein anderes iibertragen wer-
den [17]. Ebenso scheint der Kontext, in
dem ein bestimmtes Antigen steht - also
der HLA-Phénotyp des Empfingers — eine
wesentliche Rolle zu spielen [20].

Trotz dieser momentanen Schwierig-
keiten konnte die Identifizierung und kli-
nische Uberpriifung von ,,permissible“-
und ,,taboo“-Mismatches ein denkbares
und sinnvolles Konzept fiir zukiinftige
Matching-Strategien sein. Somit konnte
auch die zurzeit praktizierte numerische
Matching-Strategie durch eine funktio-
nelle ersetzt werden und der Grundsatz,
dass Spender und Empfinger moglichst
identische HLA-Molekiile aufweisen soll-
ten, durch die Forderung abgelost wer-
den, dass das Immunsystem des Empfin-
gers durch die Auswahl akzeptabler Mis-
matches so wenig als moglich sensibili-
siert werden sollte [14].

AbschlieBende Bemerkung

Wie bereits erldutert, wird bei der Gewe-
betypisierung bei der perforierenden Ke-
ratoplastik mit der Berticksichtigung von
Split-, Non-MHC- und HLA-Antigenen,
zusédtzlichen HLA-Loci sowie ,,permissi-
ble“- und ,,taboo“-Mismatches in der Zu-
kunft weitaus mehr als nur die zahlenma-
Bige Ubereinstimmung von HLA-Antige-
nen zu beriicksichtigen sein. Diese sollte
allerdings heutzutage als Standardverfah-
ren sowohl fiir die Normal- als auch die
Hochrisikokeratoplastik gelten.

Eine addquate Typisierung kann das
Risiko einer Immunreaktion vermindern,
aber moglicherweise nicht eliminieren.
Tritt trotzdem eine Immunreaktion auf,
ist nach wie vor eine potente medikamen-
tose Immunmodulation gefordert. Die Ge-
webetypisierung kann auch die prophy-
laktische medikament6se Therapie nach
Keratoplastik nicht ersetzen,jedoch ist hier
eine Reduktion moglich, wodurch die Ne-
benwirkungen reduziert bzw. teilweise ver-
mieden werden kénnen. Dies sollte bei der
Kosten-Nutzen-Analyse ebenso bertick-
sichtigt werden wie die Tatsache, dass jede
auftretende (auch reversible) Immunre-
aktion zum Verlust von Endothelzellen
und somit zu einem potenziell verkiirzten
Transplantatiiberleben fiihren kann [52].
Die Rate an Transplantatversagen durch
Immunreaktion bei der Verwendung von
nicht typisiertem Spendermaterial ist ho-
her als bei gematchten Hornhéuten, folg-
lich ist die Zahl der erforderlichen Retrans-
plantationen ebenfalls hoher. Dies hat wie-
derum ein erhohtes Abstoflungsrisiko und
eine zusétzliche Verknappung der Zahl zur
Verfiigung stehender Hornhauttransplan-
tate zur Folge. Durch die Verwendung von
typisierten Korneatransplantaten sowohl
bei der Normal- als auch bei der Hochri-
sikokeratoplastik konnen diese Probleme
minimiert werden. Es ist zu erwarten, dass
die Bedeutung der Gewebe- und HLA-Ty-
pisierung mit weiter verbesserten Typisie-
rungstechniken und -strategien zunimmt.
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