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Abkirzungsverzeichnis

APZ Antigen-préasentierende Zellen

ATN akute Tubulusnekrose

CMV Cytomegalovirus

CNI Calcineurininhibitoren

C-P Clindamycin / Primaquin

CTLA-4 Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen 4
DSA Donor-spezifische (HLA-) Antikdrper

EBV Epstein-Barr-Virus

ELISPOT Enzyme-linked immunosorbent spot

ERBP European Renal Best Practice

FKBP FK506-bindendes Protein

GFR Glomerulare Filtrationsrate

HLA Human Leucocyte Antigen

IE-1 immediate early-1

IL2-RA IL2-Rezeptorantagonisten

JAK-3 Januskinase 3

KDIGO Kidney Disease: Improving Global Outcomes
KDOQI Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
MBL Mannose-bindendes Lektin

MHC Major Histocompatibility Complex

MLR Mixed Lymphocyte Reaction

MPA Mycophenolsaure, Derivat Mycophenolat Mofetil
mTOR Mammalian Target of Rapamycin

NFAT Nuclear Factor of activated T-cells

NFkB Nuclear Factor Kappa B

PBMC Mononukleére Zellen des peripheren Blutes
PjP Pneumocystis jirovecii-Pneumonie

PRA Panel Reactive Antibody

PRR Pattern Recognition Receptor

PRT Panel of Reactive T cells

PTLD Post-Transplant Lymphoproliferative Disorder
RTE Recent Thymus Emigrants

SRL Sirolimus

TMP/SMX Trimethoprim/Sulfamethoxazol



1. Einleitung

Die Nierentransplantation zeigt in grof3en retrospektiven Analysen Uberlegene Morbiditét,
Mortalitat, Lebensqualitat sowie geringere Kosten gegentber Dialyseverfahren und ist daher
fur geeignete Patienten die Nierenersatztherapie der Wahl [1-3]. In Deutschland sind weniger
als 1/3 der terminal niereninsuffizienten Patienten nierentransplantiert, wahrend ca. 71.000
Patienten mit Dialyseverfahren behandelt werden [4, 5]. Durch den zunehmenden
Organspendermangel nahmen die Transplantationszahlen in den letzten Jahren weiter ab [5-
7]. Im Jahr 2013 waren es 2270 Nieren (davon 725 nach Lebendspende) bei insgesamt 7900
Patienten auf der Warteliste [5-7].

Das Organuberleben nach Nierentransplantation konnte in den letzten Jahrzehnten vor allem
in der Fruhphase kontinuierlich verbessert werden [8, 9]. Neben vielen anderen
Errungenschaften konnte dies vor allem durch die Beherrschung von friihen Rejektionen
durch die modernen Immunsuppressiva erreicht werden [8, 9]. Die heutzutage noch
auftretenden frihen Transplantatverluste beruhen neben Rejektionen auf primarer
Funktionslosigkeit, rekurrenter Grunderkrankung, Polyomavirus-assoziierter Nephropathie,
Sepsis/Hypotension und Pyelonephritis [10-13].

Trotz der hervorragenden Ergebnisse der Friihphase blieb der Einfluss auf die Langzeit-
Transplantattiberlebensraten nach dem ersten Jahr vergleichsweise gering [8, 9]. Wahrend
in Deutschland gegenwartig 94,4% der Organe nach einem Jahr funktionieren, betragt die
Funf-Jahres-Funktionsrate 87,5% fur Lebendspenden und 70,9% fiir postmortal gespendete
Nieren [6, 7]. Der Tod von Patienten mit funktionierendem Transplantat macht dabei in der

Spatphase nach Transplantation weiterhin einen Grof3teil der Organverluste aus [8 -10].

Angesichts des zunehmenden Mangels an Spenderorganen, steigender Wartezeiten auf ein
Transplantat und haufig geminderter Organqualitat ist die Suche nach Strategien zur
Optimierung der Langzeit-Transplantationsergebnisse dringlich und hochaktuell. In den
letzten Jahren wurden durch histologische Untersuchungen Abstof3ungsreaktionen als
Hauptursache des chronischen Transplantatversagens ohne Tod des Patienten identifiziert,
wahrend die lange Zeit favorisierte Calcineurininhibitor-induzierte Nephrotoxizitdt in den
betreffenden Studienresultaten zumindest keine zentrale Rolle spielte [14-18]. Damit wurden
Grenzen von unselektiven Minimisierungsstrategien der immunsuppressiven Therapie
aufgezeigt. Eine Optimierung der Langzeittransplantationsergebnisse kénnte zukinftig durch
den Einsatz von Biomarkern zur Erfassung des immunologischen Risikos moglich werden
[19]. Hochrisikopatienten kdnnten engmaschiger kontrolliert und friihzeitig eine Intervention
erhalten, wahrend Niedrigriskopatienten von zu intensiver Immunsuppression und damit

erhdhtem Infektions- und Malignomrisiko verschont blieben [19].



T-Zellen spielen eine zentrale Rolle als Effektoren der Alloimmunantwort und sind Angriffsort
der modernen immunsuppressiven Therapie [19]. Medawar und Gibson entdeckten erstmals
bei Verbrennungsopfern in den 40er Jahren des 20. Jahrhunderts die Bedeutung des
immunologischen Gedachtnisses [20]. Sie beobachteten, dass eine zweite Serie von
allogenen Hauttransplantaten in einem vortransplantierten Patienten deutlich rascher und
heftiger abgestoRen wurde als die ersten Transplantate [20]. Die Charakterisierung und
Quantifizierung alloreaktiver Gedéachtnis-T- und B-Zellantworten ist daher ein lange
verfolgtes Ziel der Transplantationsmedizin [19]. Wé&hrend humorale Gedéachtnisantworten
mittels der HLA-Antikdrpertechniken schon frithzeitig zur Vorhersage des immunologischen
Risikos detektiert werden konnten, stand fur die zellularen Gedachtnisantworten erst um die
Jahrtausendwende mit dem Enzyme-linked Immunosorbent Spot (Elispot)-Test eine
routinefahige Methode zur Quantifizierung alloreaktiver T-Zellfrequenzen im peripheren Blut
zur Verfuigung, dessen klinische Einsatzfahigkeit wir testeten [19, 21].

Ein hochdosierte immunsuppressive Therapie in Nierentransplantationspatienten birgt das
Risiko zunehmender Infekte und Malignome sowie kardiovaskularer Komplikationen [8, 11].
Beispielhafte Infektionserkrankungen sind die Polyomavirus-Nephropathie und die
Pneumocystis jirovecii-Pneumonie (PjP), deren Inzidenzen in der Ara der modernen
Immunsuppression zugenommen haben und die Transplantat- bzw. Patiententberleben
beeintrachtigen. Im zweiten Teil der Arbeit wurden Risikofaktoren fir das Auftreten dieser
Erkrankungen untersucht. Zudem wurden erstmals in einer retrospektiven Arbeit mit
Einschlul® aller Nierentransplantierten der Charité, die zwischen 2001 und 2010 eine PjP
entwickelten, Effektivitdt und Sicherheit der Therapiealternative Clindamycin und Primaquin

im Vergleich zum Therapiestandard Trimethoprim/Sulfamethoxazol (TMP/SMX) verglichen.

1.1. Nierentransplantationsergebnisse und immunsuppressive Therapie

Historischer Uberblick

Nach der Einfuhrung von Azathioprin und Steroiden lag Mitte der 1960er Jahre das Ein-
Jahres Transplantatiberleben in der postmortalen Spende bei 50% nach einem Jahr und bei
bis zu 80% bei der Lebendspende [21]. Unter Einsatz neuer Methoden flr
Organpraservierung, Gewebetypisierung, HLA-Matching und teilweise auch depletierender
anti-Lymphozytenantikorper zeigten die 1970er und 1980er Jahre ricklaufige Inzidenzen
akuter Rejektionen und schwerer Infektionen mit verbessertem Patienten- und
Organuberleben [21-23]. Die Einfihrung des ersten Calcineurininhibitors (CNI) Ciclosporin
Anfang der 1980er Jahre war ein entscheidender Fortschritt [22]. Der noch effektivere CNI

Tacrolimus, der Proliferationshemmer Mycophenolat Mofetil (Mycophenolsdure, MPA),



Sirolimus (SRL) als erster mammalian Target of Rapamycin (mTOR)-Inhibitor sowie IL2-
Rezeptorantagonisten (IL2-RA) wurden in den 1990er Jahren eingesetzt [24]. Nachdem
akute Rejektionen Ende der 1990er Jahre nur noch in einer Minderheit der Patienten
auftraten (1996 24% im ersten Jahr), aber die Langzeitergebnisse unbefriedigend blieben,
gerieten einerseits subklinische, d.h. nicht mit einem Kreatininanstieg assoziierte
Rejektionen, andererseits nicht-immunologische transplantatschadigende Faktoren in den
Fokus [24-33]. Protokollbiopsien konnten friihe subklinische Rejektionen nachweisen, die mit
histologischem Schaden und reduziertem Transplantatiberleben assoziiert waren [28-33].
Dennoch lassen die wenigen randomisierten Studien bis heute keine eindeutige Aussage
zum Benefit von Protokollbiopsien zu [25, 34, 35].

Bereits kurz nach der Einflhrung von Ciclosporin in den 1980er Jahren wurden bei
Herztransplantierten Nierenfunktionseinschrdnkungen unter Ciclosporin beobachtet [36].
CNI-Nephrotoxizitat tritt einerseits akut und reversibel durch Veranderungen des
GefalR3widerstandes auf, andererseits durch einen irreversiblen Nierenarchitekturschaden,
der vor allem durch muskulare arteriolare Hyalinose gekennzeichnet ist [37, 38]. Heutzutage
ist belegt, dass hyaline Arteriolopathie auch unabhéngig von CNI mit Spenderfaktoren,
Hypertonie, unspezifischen Alterungsprozessen, HLA-Mismatch und Ischamie assoziiert ist
[39, 40].

Im Jahre 1993 wurde die chronische Transplantatnephropathie in die internationale Banff-
Klassifikation der Nierentransplantatpathologie aufgenommen, definiert als interstitielle
Fibrose, Tubulusatrophie, Vaskulopathie mit Intimafiborose und Glomerulosklerose [41].
Hiermit sollte der kumulative Schaden dargestellt werden, der meist tubulointerstitiell mit dem
Ischamie/Reperfusionsschaden beginnt und tUber multiple Pathomechanismen wie zellulare
und humorale Rejektionen, Hypertonie, Infektionen, Rekurrenz der Grunderkrankung und
CNI-Toxizitat fortschreitet [41].

Nachdem Nankivell et al. 2003 in seriellen Nierentransplantatbiopsien von kombinierten
Nieren- und Pankreastransplantatempfangern kaum chronische Inflammation oder Rejektion,
jedoch nach zehn Jahren vor allem dem Ciclosporin zugeschriebene Schaden gefunden
hatten, wurden CNI als ungeeignet fUr die Langzeittherapie angesehen und auch angesichts
der Nebenwirkungen wie Diabetes, Hypertonie und Hyperlipoproteindmie grof3e Hoffnungen
auf Minimierungsstrategien gesetzt [9, 14, 42-45]. SRL als erster Vertreter der mTOR-
Inhibitoren wurde mit geringerer Nephrotoxizitéat, jedoch auch mit Wundheilungsstérungen,
Knochenmarksdepression und Hyperlipiddmie in Verbindung gebracht [46]. Die
wegweisende Elite-Symphonie-Studie verglich verschiedene Minimisierungsstrategien und
zeigte eine Uberlegenheit niedrigdosierter Tacrolimustherapie zusammen mit IL2-RA, MPA

und Steroiden gegeniber einem Ciclosporin-Arm und einem CNI-freien Regime mit



niedrigdosiertem SRL [15]. Dieses Regime gehoért zum gegenwartigen Standard in der

Nierentransplantation und fand seit 2009 Eingang in die aktuellen Leitlinien [15, 46-49].

Aktuelle Leitlinien

Zu den internationalen KDIGO-Leitlinien wurden Kommentare der European Renal Best
Practice-Arbeitsgruppe (ERBP), und der US-amerikanischen National Kidney Foundation mit
ihrer Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI) publiziert [46-48].

In den KDIGO Leitlinien wird eine perioperative Induktionstherapie mit IL2-RA empfohlen, bei
erhéhtem immunologischen Risiko mit depletierenden anti-Lymphozytenantikdrpern, die in
den USA breit eingesetzt werden [46]. Die ERBP-Arbeitsgruppe sieht dagegen keinen
generellen Vorteil von IL2-RA bei Tacrolimus- und MPA-basierter Therapie [47].

Die Erhaltungstherapie sollte nach KDIGO aus einer Kombination von CNI,
Proliferationshemmer und Steroiden bestehen [46]. Wegen hoherer Effektivitat wird
Tacrolimus vor Ciclosporin und MPA vor Azathioprin bevorzugt [46]. Nach dem USRDS-
Datenbericht von 2013 war zuletzt Tacrolimus mit 91% initialer CNI, und MPA ersetzte
Azathioprin fast vollstéandig [9].

Akute Rejektionen sollten bioptisch nachgewiesen und mittels Steroidbolus und
anschlieRender Steroid-Dauertherapie sowie moglichst MPA behandelt werden [46]. ERBP
empfiehlt eine Umstellung auf Tacrolimus [47]. Depletierende anti-Lymphozytenantikorper
sollten bei therapierefraktdren und rekurrenten zelluldren Rejektionen eingesetzt werden
[46]. Akute antikdrpervermittelte Rejektionen sollten mittels Plasmapherese, intravendsen
Immunglobulinen, anti-CD20-Antikérpern oder anti-Lymphozytenantikrpern behandelt
werden [46]. Subklinische und Borderline-Rejektionen sollten therapiert werden, wahrend
KDOQI hierfiir jedoch keine ausreichende Evidenz sieht [46, 48].

Steroidminimisierung

Eine hochdosierte perioperative Steroidtherapie, die innerhalb der folgenden Monate
reduziert und dauerhaft niedrigdosiert fortgeftihrt wird, gehdért in vielen Zentren zum Standard
und liegt beispielsweise in den USA nach einem Jahr deutlich Uber 60% [9]. Nachdem
frlhere Steroidentzugsversuche nach drei Monaten unter Ciclosporin fehlschlugen [50],
wurde mit IL2-RA/Tacrolimus/MPA Besserung bezlglich Diabetes, Knochendichte und
Lipidprofil erreicht bei gleicher Mortalitéat, Rejektionen und Anzahl an Transplantatversagen
im Kurzzeitverlauf [51]. In Niedrigrisikopatienten fand eine wegweisende Studie fur friihen
Steroidentzug ab dem achten Tag Vorteile fir Gewichtszunahme, Lipidprofil und Diabetes

ohne Unterschiede fir Tod, Transplantatverlust und Nierenfunktion nach flnf Jahren [52].



Eine Cochrane-Analyse von 30 randomisierten Studien mit kurzer Verlaufsbeurteilung zeigte
unter  Steroid-Einsparung  mehr  zumeist milde  Rejektionen bei  gleichem
Transplantatiiberleben aber Besserung von Hypertonie, Lipidprofil, Diabetes und
kardiovaskularen Ereignissen [53]. KDIGO erachtet ein Absetzen von Steroiden nach einer
Induktionstherapie in Patienten mit niedrigem immunologischen Risiko innerhalb der ersten
Woche fiur moglich, bei ERBP bestehen keine Bedenken gegen ein Absetzen unter
Tacrolimus/MPA auch zu spateren Zeitpunkten [46, 47]. KDOQI weist dagegen auf die

Rejektionsgefahren eines spaten (>12 Monate) Steroidentzuges hin [48].

Einsatz von mTOR-Inhibitoren

Der Zulassung von SRL als erstem mTOR-Inhibitor im Jahre 2001 folgte 2003 dessen
Derivat Everolimus mit kirzerer Halbwertszeit. Nach Komplexbildung mit zytosolischen
FKBP-Proteinen wird Uber eine Hemmung der mTOR-Kinase neben anderen Funktionen die
Zellzyklus-Regulation und Proliferation in T- und B-Lymphozyten, aber auch Myozyten und
Fibroblasten inhibiert [54]. Bei einer Vielzahl potentieller Anwendungen wie Vaskulopathie,
Virusinfekten und Malignome sollten die im Vergleich mit CNI geringere Effektivitat aber
vermehrte  Hyperlipidamie, Knochenmarksuppression, Wundheilungsstérungen und
Proteinurie bertcksichtigt werden [55-57]. In Kombination mit CNI sollten wegen vermehrter
Nephrotoxizitat CNI-Dosen reduziert werden [55-57].

Wahrend KDIGO im Normalfall ein dauerhaftes Fortfiihren von CNI empfiehlt, beflrwortet
KDOQI einen Wechsel von CNI auf mTOR-Inhibitoren nach drei bis sechs Monaten [46, 48].
Bei Funktionsverschlechterung und histologischem Verdacht auf CNI-Toxizitat sollte jedoch
auch nach KDIGO eine Minimisierung von CNI erfolgen. Sofern die GFR >40 ml/min/1,73m?
und die Proteinurie <500 mg/g Kreatinin sind, wird eine Konversion auf mTOR-Inhibitoren
beflirwortet [46].

Ein Einsatz von mTOR-Inhibitoren ab dem Transplantationszeitpunkt zeigte in kleinen
Studien im Vergleich zu CNI bessere GFR bei vereinzelt vermehrten Rejektionen, wobei
hohe SRL-Spiegel glinstig erschienen [57-63]. Die grol3e Elite-Symphony-Studie fand fur ein
Regime mit niedrigdosiertem SRL ohne Spiegelbestimmungen inferiore GFR und
Transplantatiiberleben mit den héchsten Rejektionsraten im Vergleich zu CNI [15]. Die
ORION-Studie fand ebenfalls gehaufte Rejektionen flir SRL/MPA verglichen mit CNI [64].
Eine Metaanalyse und neuere retrospektive Analysen fanden fir mTOR-Inhibitoren mehr
Transplantatverluste beziehungsweise héhere Mortalitat im Vergleich zu CNI [65-67].

Studien zu spaterer Umstellung auf mTOR-Inhibitoren ergaben bessere Ergebnisse. In einer
grol3en Studie zur Konversion auf SRL nach sechs bis 120 Monaten fanden sich zwar bei

initialer GFR<40 m/min mehr Rejektionen, Transplantatverluste und Tod, jedoch im Falle



einer initialen GFR >40 ml/min Verbesserungen der GFR, gleiche Rejektionsrate und
verbessertes Patienten- sowie Transplantatiiberleben bis zu 24 Monaten [68].

Zusétzliches Absetzen von Steroiden nach vorheriger mTOR-Konversion fihrte in der
Concept-Studie zu besserer GFR aber erhohten Rejektionsraten [69]. Eine Konversion auf
SRL nach ein bis sechs Monaten ergab in der “Spare the Nephron”-Studie geringere
Mortalitat und verbessertes Transplantatiiberleben nach zwei Jahren [70]. In der Zeus-Studie
fuhrte eine Konversion auf Everolimus nach 4,5 Monaten trotz vermehrter Rejektionen zu
besserer Ein-Jahres GFR, nach drei Jahren waren aber in 28% der Patienten wieder CNI
begonnen worden [71, 72]. Eine gepoolte Analyse zweier Patientenkohorten mit Konversion
von Ciclosporin auf Everolimus nach 3 bis 4,5 Monaten und ca. 60% Steroidentzug nach 12
Monaten zeigte kirzlich héhere Raten an neu aufgetretenen Donor-spezifischen Antikérpern
(DSA) und humoralen Rejektionen im Verlauf [73].

Ein wichtiges Indikationsfeld fir mTOR-Inhibitoren sind Hauttumoren [74]. Eine multivariate
Analyse von 33.000 Nierentransplantationspatienten fand zudem eine signifikant geringere
Neubildungsrate fiir solide Tumoren unter CNI-freien Regimen im Verlauf bis 963 Tage [75].
Vorteile fur mTOR-Inhibitoren wurden auch fir virale Infektionen beschrieben [76-78].
Zusammenfassend lassen die bisher vorliegenden Daten zwar Optimismus fur ausgewahlte
Patientengruppen und  Medikamentenkombinationen, aber bei eingeschrankter
Langzeitbeobachtung noch keinen Schluss auf die Langzeiteffekte der Konversion von CNI

auf mTOR-Inhibitoren zu.

Neuere Immunsuppressiva

Belatacept ist ein Fusionsprotein der extrazellularen Doméane von CTLA-4 und des Fc-
Fragments von humanem IgG1, dessen Zulassung 2011 als neues Therapieprinzip zur CNI-
Einsparung erfolgte [79-83]. Durch Bindung an CD80 bzw. CD86 auf Antigen-
prasentierenden Zellen wird die CD28-vermittelte Kostimulation auf T-Zellen inhibiert [79-83].
Fehlende Nephrotoxizitdt und metabolische Nebenwirkungen sind entscheidende Vorteile
des humanisierten Antikorpers, wegen erhthter PTLD-Risiken besteht jedoch eine
Kontraindikation flr Belatacept in EBV-seronegativen Patienten [83]. Vincenti et al. fanden in
einer Phase |I-Studie in den Belatacept-Gruppen eine verbesserte GFR nach 12 Monaten,
histologisch  weniger chronische Transplantatnephropathie [79], sowie stabile
Transplantatfunktion nach funf Jahren gegenlber einer Verschlechterung unter Ciclosporin
[80]. Die BENEFIT-EXT-Studie fand bei Empfangern von Nierentransplantaten mit
erweiterten Spenderkriterien fur Belatacept versus Ciclosporin nach drei Jahren
vergleichbare Rejektionsraten, Patienten- und Transplantatiberleben sowie bessere

Nierenfunktion [81]. Die BENEFIT-Studie zeigte fir Belatacept-Regime gegenlber



Ciclosporin nach einem Jahr ein vergleichbares Patienten- und Organiberleben mit besserer
Nierenfunktion trotz héherer Rejektionsraten und vermehrten PTLD [82]. Die Drei-Jahres-
Daten zeigten hervorragende Ergebnisse mit stabiler Nierenfunktion ohne neue akute
Rejektionen und PTLD sowie gleiche Raten an Infekten, Tumoren und Bildung von DSA [83].
Neben Belatacept wurden in den letzten Jahren neue Medikamente wie der CNI Voclosporin,
der anti-CD40-Antikorper ASKP1240 und der JAK-3-Inhibitor Tofacitinib geprift, deren

breiter klinischer Einsatz gegenwaértig jedoch nicht abzusehen ist [84-86].

Humorale und zellulare HLA-Prasensibilisierung

Ein erheblicher Anteil der Patienten auf der Warteliste zur Nierentransplantation zeigt eine
HLA-Sensibilisierung auf B-Zell-Ebene, d.h. Panel Reactive Antibody (PRA) 6-85%, bzw.
eine Hochimmunisierung bei PRA285% (Abb. 1). Nach vorlaufigen Untersuchungen mittels
des IFN-y Elispot-Tests weist ein signifikanter Anteil der Patienten auch eine zellulare
Prasensibilisierung auf, die zumindest teilweise unabhangig von humoraler
Prasensibilisierung auftritt [91]. Alloreaktive T- und B-Memoryzell-Antworten werden im
Allgemeinen auf Bluttransfusionen, Schwangerschaften und frihere Transplantationen
zurlckgefuhrt [19, 87, 91, 92]. Fur die zellulare Sensibilisierung wurde daneben auch die
Rolle der sogenannten heterologen Immunitat gegen fremde HLA-Antigene beschrieben [96,
97]. Hierbei kreuzreagieren Effektor-/Memory-T-Zellen, die gegen Nicht-HLA-Antigene wie
z.B. virale Proteine im Rahmen von Infektionen generiert wurden, gegen Alloantigene [96,
97]. Die heterologe Immunitdt wird als einer der Grinde angesehen, warum
toleranzinduzierende Protokolle in der Praxis bislang schwer zu realisieren waren [96, 97].
Da Effektor-/Memory-T-Zellen langlebig sind und durch die dblichen immunsuppressiven
Regime nur partiell kontrolliert werden kénnen, erhalten préasensibilisierte Patienten haufig
Protokolle mit perioperativer Induktion durch depletierende anti-Lymphozytenantikdrper wie
polyklonales Thymoglobulin oder den humanisierten monoklonalen anti-CD52 Antikorper
Campath 1H [91, 92, 98-100].
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Abbildung 1. Anteil immunisierter Patienten auf der Nierentransplantations-Warteliste bei
Eurotransplant. Highly Immunized: PRA=85%; Immunized: PRA 6 bis <85%; Transplantable: PRA

<6%. Quelle: Eurotransplant International Foundation Annual Report 2013 (www.eurotransplant.org)

Auf dem Gebiet der HLA-Antikdrper-Diagnostik wurden in den letzten Jahren entscheidende
Fortschritte erzielt [101]. Die klassischen Tests zur Detektion lymphozytotoxischer HLA-
Antikdrper gegen einzelne Spender (Crossmatch) oder gegen ein Panel von Blutspendern
(PRA) wurden durch hochsensitive Festphase-Techniken wie die Luminex-Technologie
erganzt, die Sensibilisierungen bis auf die Ebene einzelner HLA-Antigene identifiziert [101].
Im Quartalsscreening kdnnen bei Wartelistenpatienten HLA-Sensibilisierungen detektiert und
bei der Allokation als inakzeptable Antigene berlcksichtigt werden [102]. HLA-sensibilisierte
Hochrisikopatienten kénnen bei Eurotransplant im ,Acceptable Mismatch Program® durch
Auswahl von kompatiblen Transplantaten mit zusétzlich reduziertem HLA-Mismatch
Organangebote mit akzeptablem AbstoRungsrisiko erhalten [102]. Aktuelle Leitlinien geben
Empfehlungen zum HLA-Antikdrper-Screening vor und nach Transplantation [95].

Neben der HLA-abhangigen Immunreaktion wurde auch die Relevanz von Non-HLA-
Antikorpern in Patienten mit schwerer vaskularer Rejektion und maligner Hypertonie ohne
nachweisbare HLA-Antikorper gezeigt [94]. Dabei richten sich Non-HLA-Antikorper-

Bildungen vor allem gegen Antigene auf Epithel- und Endothelzellen [95].
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1.2. AbstoRungsreaktionen als haufigste Ursache des chronischen

Transplantatversagens ohne Tod des Patienten

GroRRere Protokoll- und Indikationsbiopsiestudien identifizierten in letzter Zeit Antikorper-
vermittelte AbstoRungen als Hauptursache des spaten Transplantatversagens ohne Tod des
Patienten [16, 17, 103-112]. Dies wurde auch ermoglicht durch zunehmende Aufklarung der
Mechanismen akuter und chronischer Abstol3ungsprozesse [87-136]. Die verbesserte HLA-
Antikorper-Diagnostik steigerte die Sensitivitat auf der humoralen Ebene, zudem wurden
viele weitere Biomarkerkandidaten entdeckt, die =zur nichtinvasiven Vorhersage von
Rejektionen dienen konnten [16-19, 87, 101-136].

Zunachst zeigten Verlaufsbiopsien bis zum funften Jahr mit 17% Fibrose geringere
histologische Schaden als erwartet [14, 40]. Transplantatverluste in dieser Phase waren
durch rekurrente Grunderkrankung und Transplantatglomerulopathie (37%), Rejektion (12%)
sowie medizinische bzw. chirurgische Ereignisse (16%) bedingt [11]. Die DeKAF-Studie fand
in Indikationsbiopsien nach im Mittel sieben Jahren in 57% antikérpervermittelte Schaden
verbunden mit schlechter Prognose, wahrend CNI-Toxizitatszeichen prognostisch sogar
gunstig waren [103]. Sellares et al. fanden als Ursachen chronischen Transplantatversagens
in Indikationsbiopsien Antikorper-vermittelte oder gemischte Rejektionen (64%) in
Assoziation mit Non-Adhérenz, sowie rekurrierende Grunderkrankung (18%), Polyomavirus-
Nephropathie (7%) und gré3ere medizinisch-chirurgische Ereignisse (11%) [17]. Wiebe et al.
zeigten durch serielle HLA-Antikorperbestimmungen, dass ca. 15% der Patienten mit
niedrigem immunologischen Risiko im Mittel 4,6 Jahre nach Transplantation DSA
entwickelten, was das Transplantatiiberleben nach zehn Jahren um 40% reduzierte. Die
Entwicklung von DSA ging in den Studien der klinischen Transplantatdysfunktion h&ufig um
Monate bis Jahre voraus [109-111].

Eine grol3e Studie zum Nachweis von komplementbindenden und damit zytotoxischen C1g-
bindenden HLA-Antikérpern  nach  Transplantation  zeigte  ein Funf-Jahres-
Transplantatiberleben von nur 54% gegenuber 94% bzw. 93% bei fehlenden bzw. nicht-
Komplement-bindenden Antikdrpern, verbunden mit bioptisch vermehrten Antikorper-
vermittelte Rejektionen, Mikrovaskulitis und C4d-Ablagerungen [104]. Eine weitere
mafdgebliche Neuerung der jungsten Zeit ist die kirzlich in die Banff-Klassifikation neu
aufgenommene C4d-negative Antikérper-vermittelte Rejektion, die zunehmend in den Fokus
gerat. Hierbei ist zusatzlich zum DSA-Nachweis bereits eine signifikante Mikrovaskulitis
(Glomerulitis, peritubulare Kapillaritis oder thrombotische Mikroangiopathie) oder ein
Nachweis validierter spezifischer Gentranskripte flr Endothelschaden diagnostisch
hinreichend [108].
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Studien der jungsten Zeit beschaftigen sich mit Risikofaktoren fir humorale Rejektionen, und
identifizierten dabei unter anderem in Microarray-Analysen von Transplantatbiopsien durch
Definition von Transkripten fur Antikdrper- und T-Zell-vermittelte Rejektionen letztere als
Vorboten spat auftretender Antikdrper-vermittelter Rejektionen [105-107].

Als Pradiktoren fir die Entwicklung von DSA wurden Faktoren wie HLA-Mismatch (vor allem
Klasse 1), jingeres Alter, Non-Adhérenz, gering immunsuppressive Protokolle sowie
vorangegangene T-Zell-vermittelte subklinische oder akute Rejektionen identifiziert [9, 17,
30, 73, 109-115]. Mikrovaskulare Schaden wie peritubulare Kapillaritis und Glomerulitis als
klassische Merkmale humoraler Rejektion wurden auch in der zellularen Rejektion gefunden,
insbesondere bei Fehlen von C4d und DSA [109, 115-116].

1.3. BKV-Infektionen nach Nierentransplantation

Nach Einfihrung der modernen intensiven Immunsuppression mit Tacrolimus/MPA wurde
die Polyomavirus-assoziierte Nephropathie (PVAN) als zunehmende infektiose Komplikation
nach Nierentransplantation entdeckt, die in 10 bis >50% der Falle zum Transplantatversagen
fuhrt [137-141]. Die Mehrheit der PVAN wird durch den BK-Virus hervorgerufen, der nach
Primarinfektion in der Kindheit in Tubulusepithelien persistiert und eine Seropravalanz von
mehr als 80% aufweist [142].

Ein Grolteil der PVAN wird im ersten Jahr nach Transplantation diagnostiziert, die Infektion
kann jedoch auch deutlich spéater auftreten [143-146]. Eine aktuelle Analyse von mehr als
48.000 Patienten zeigte eine steigende Inzidenz der PVAN von 2,18% nach einem Jahr auf
3,5% nach zwei und 6,6% nach funf Jahren [144]. Erhohtes PVAN-Risiko wurde fir
Thymoglobulin- und Tacrolimus- sowie MMF-basierte Immunsuppression gefunden, zudem
fur afroamerikanische Ethnizitat, HLA-Mismatch und akute Rejektion innerhalb der ersten
sechs Monate, wahrend weibliches Geschlecht, aber auch Lebendspende mit niedrigerem
Risiko assoziiert waren [143-146]. Die konkreten Mechanismen der Virusreaktivierung sind
noch unzureichend identifiziert, zu den wesentlichen Auslosern werden jedoch
Immunsuppression, geringe Virus-spezifische Immunitat, Inflammation und Gewebeschéaden
gezahlt [147]. Nach Reaktivierung des Virus kommt es zu einer Tubulusschadigung mit
Zelluntergang und Virusfreisetzung, was eine Virurie und bei Progredienz eine Viramie
bedingt [147].

Der Goldstandard in der Diagnostik ist der histologische Nachweis von typischen
virusassoziierten Zytopathien [147]. Da jedoch eine frihe Diagnosestellung der BK-
Virusreplikation fir die Prognose entscheidend ist, und trotz antiviraler Therapieversuche mit
Cidofovir, Leflunomid oder Ciprofloxacin keine Standardtherapie zur Verfigung steht,

beruhen Therapieempfehlungen auf engmaschiger Kontrolle der BK-Viruslasten im Plasma
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und Reduktion der Netto-Immunsuppression im Falle einer frihzeitig detektierten
signifikanten Virusreplikation [146, 148, 149]. Aktives Screening auf Polyomavirus-
Replikation und rechtzeitige Interventionen kénnen zu deutlich geringerer Inzidenz von
PVAN fuhren [46, 140]. Die KDIGO-Leitlinien schlagen ein regelmaRiges Screening nach
Transplantation mittels quantitativer DNA-PCR mindestens monatlich in den ersten 3 bis 6
Monaten, danach alle 3 Monate bis zum Ende des ersten Jahres vor, zudem bei jeder
unerklarten Transplantatfunktionsverschlechterung und nach Rejektionstherapie. Sollte die
BK-Viruslast anhaltend tber 10.000 Kopien pro ml Plasma liegen, wird eine Reduktion der

Immunsuppression empfohlen [46].

1.4. Pneumocystis jirovecii-Pneumonie

Wie die PVAN zeigte in den letzten Jahrzehnten auch die PjP steigende Inzidenzen in
Nierentransplantationspatienten, die sich haufig in Form lokaler Ausbriche durch
Ansteckung manifestierten [150-152]. Seit 2004 kam es auch in verschiedenen deutschen
Transplantationszentren [153] zu dramatischen Anstiegen der PjP-Inzidenzen in Form lokaler
Ausbriiche (Abb. 2).

Als mdgliche Infektionsquellen fur Ansteckungen zwischen Patienten finden sich einzelne
Indexpatienten mit PJP, aber auch hohe Pneumocystis-Kolonisierungsraten der oberen
Atemwege beispielsweise bei COPD- und Steroid-behandelten Patienten, HIV-Infizierten und

Patienten mit Bronchialkarzinomen sind mdglicherweise von Bedeutung [154].
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Choukri et al. fanden Hinweise auf aerogene Ubertragung, da bei PjP Patienten in einem
Meter Abstand 80% der Luftproben DNA positiv waren, und noch 33% im Abstand von acht
Metern. PjP-Patienten sollten daher strikt von anderen immunkompromittierten Patienten
separiert werden [155].

Als Préadisposition fir eine Ansteckung wurde einerseits die hohe Netto-Immunsuppression
der Patienten vermutet, weshalb eine Chemoprophylaxe in erster Linie mit TMP/SMX fur 3-
12 Monate nach Nierentransplantation empfohlen wird [46, 152]. Eine Fall-Kohorten-Studie
der deutschen PjP-Ausbriiche 2004-2008 identifizierte schlechte Nierenfunktion,
AbstoRungen, MPA-Immunsuppression und geringeren Anteil an IL2-RA-Therapien als
Risikofaktoren fiir das Auftreten der PjP [153]. Darliber hinaus wird bereits lange eine Rolle
fur Steroide diskutiert [152, 156, 157]. Nicht selten kann die PjP auch spat nach
Nierentransplantation aufteten, und lokale Ausbriiche unter Langzeittransplantierten wurden
beschrieben [151]. Es erscheint somit essentiell, immunologische Risikofaktoren fur die PjP
in Nierentransplantationspatienten besser zu charakterisieren.

Fur die PjP ist TMP/SMX allgemein akzeptierte Erstlinien-Therapie [158]. Typische
unerwinschte Wirkungen umfassen Hepatotoxizitdt, Knochenmarksuppression und
Niereninsuffizienz [159]. Als Therapiealternativen wurden intravendses Pentamidin,
Atovaquon und Clindamycin-Primaquin (C-P) vorgeschlagen, obwohl vergleichende Studien

in Nierentransplantierten und anderen Nicht-HIV-Patientenkohorten fehlen [158].

1.5. Mannose-bindendes Lektin

Das Mannose-bindende Lektin (MBL) wird in der Leber synthetisiert und ist sowohl als
I6slicher Pattern Recognition Receptor (PRR) als auch als Aktivator des Lektin-abh&ngigen
Weges der Komplementkaskade ein essentieller Bestandteil des angeborenen
Immunsystems [162]. MBL bindet im Serum an Mannose-haltige Bestandteile z.B. von
Bakterienzellwanden, wodurch MBL-abh&ngige Serinproteasen und die Komplementkaskade
aktiviert werden, daneben jedoch auch an viele weitere mikrobielle Zucker- und
Phospholipidstrukturen, Nukleinsauren und Immunglobulin [162]. Polymorphismen im MBL2
Gen bedingen unterschiedlich hohe MBL-Spiegel, fir die in vielen Studien
Krankheitsassoziationen gefunden wurden [160, 161]. In Abhangigkeit von der Definition
eines Schwellenwertes (meist <500 ng/ml) weisen ca. 10-50% der Normalbevélkerung eine
MBL-Defizienz auf [162]. Assoziationen mit Atemwegsinfekten, aber auch Pilzinfektionen wie
Candidiasis und invasiver Aspergillose wurden beschrieben [162-166]. Andererseits zeigen
Diabetiker und Patienten mit Autoimmunerkrankungen schlechtere renale und

kardiovaskulare Prognosen bei hohen MBL-Spiegeln [162].

15



In der Transplantationsmedizin erlangte MBL kirzlich Beachtung, nachdem gezeigt wurde,
dass hohe MBL-Spiegel mit vermehrtem Ischdmie-Reperfusionsschaden und AbstoRRung
assoziiert waren [166]. Zudem wurden vermindertes Transplantatiiberleben bei
Nierentransplantierten und verschlechtertes Patiententberleben nach kombinierter

Pankreas-/Nierentransplantation beschrieben [166].

1.6. Fragestellungen der vorliegenden Arbeiten

Die vorliegenden Arbeiten beschéftigten sich mit einer Risikostratifizierung fir Abstof3ungs-
und infektiose Komplikationen von Nierentransplantationspatienten. Die drei Studien im
ersten Teil der Arbeit etablierten und untersuchten Teste zur Erkennung zellularer HLA-
Sensibilisierung und deren pradiktiven Wert fir frihe AbstoRungsepisoden und
Transplantatfunktionsverschlechterung. Im zweiten Teil der Arbeit werden Studien zur
Polyomavirus-Nephropathie (PVAN) und Pneumocystis jirovecii Pneumonie (PjP) nach
Nierentransplantation vorgestellt. Wir untersuchten hier zum einen Risikofaktoren fir PVAN
und PJP, zum anderen wurde in einer retrospektiven Analyse aller PJP-Patienten der Charité
eines 10-Jahres-Zeitraums die antimikrobielle Therapie der PJP untersucht und dabei das
Regime  Clindamycin/Primaquin  (C-P) mit der etablierten  Standardtherapie

Trimethoprim/Sulfamethoxazol (TMP/SMX) verglichen.
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2. Eigene Arbeiten

2.1. Frequenzen Donor-reaktiver T-Zellen im peripheren Blut sind Pradiktoren von

AbstoBungsereignissen und Nierentransplantatfunktion nach 6 und 12 Monaten

Nickel P, Presber F, Bold G, Biti D, Schénemann C, Tullius SG, Volk HD, Reinke P.
Enzyme-linked immunosorbent spot assay for donor-reactive interferon-gamma-producing
cells identifies T-cell presensitization and correlates with graft function at 6 and 12 months in

renal-transplant recipients. Transplantation. 2004 Dec 15;78(11):1640-6.

http://dx.doi.org/10.1097/01.tp.0000144057.31799.6a

17



2.2. Identifizierung von Patienten auf der Warteliste zur Nierentransplantation mit
Panel-reaktiven Effektor-/Memory-T-Zellen

Andree H, Nickel P, Nasiadko C, Hammer MH, Schénemann C, Pruss A, Volk HD, Reinke
P. J Am Soc Nephrol. 2006 Feb;17(2):573-80. Identification of dialysis patients with panel-

reactive memory T cells before kidney transplantation using an allogeneic cell bank.

http://dx.doi.org/10.1681/asn.2005030299

25
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Polyomavirus-Nephropathie assoziiert
Liman P, Babel N, Schachtner T, Unterwalder N, Konig J, Hofmann J, Reinke P, Nickel P.

Transpl Immunol. 2012 Mar;26(2-3):123-7. Mannose-binding lectin deficiency is not

associated with increased risk for polyomavirus nephropathy.

http://dx.doi.org/10.1016/j.trim.2011.12.004

46



2.5. Eingeschrankte Thymusfunktion und CD4+ T Lymphopenie, aber nicht Defizienz
des Mannose-bindenden Lektins, sind Risikofaktoren fir Pneumocystis jirovecii-

Pneumonien nach Nierentransplantation
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3. Diskussion

Eine dauerhafte immunsuppressive Therapie zur Erhaltung der Nierentransplantatfunktion ist
nach der gegenwartigen Datenlage unverzichtbar. Diese wird zum Transplantationszeitpunkt
unter Berlcksichtigung humoraler HLA-Sensibilisierung und anamnestischer Risikofaktoren
verordnet und im Verlauf haufig erst nach Auftreten von
Transplantatfunktionsverschlechterung oder anderen Ereignissen modifiziert. Eine moglichst
frihzeitige Vorhersage des immunologischen Risikos wéare fur eine Individualisierung der
Immmunsuppression wiinschenswert, um die Langzeitliberlebensraten der Transplantate zu
verbessern [87, 91]. Bisher wurde in Studien und Leitlinien erh6htes immunologisches Risiko
definiert fir einen Nachweis von Faktoren wie Panel Reactive Antibody (PRA)>0-80%,
Vorhandensein von DSA, hohes HLA-Mismatch, jingeres Empfangeralter, hoéheres
Spenderalter, Ethnizitat, Blutgruppeninkompatibilitat, verzégerte Funktionsaufhnahme des
Transplantates und kalte Ischamiezeit>24h [46-49]. Die ERBP-Arbeitsgruppe definiert
erhdhtes immunologisches Risiko auch fir mehrere frihere Transplantationen oder nach
Transplantatverlust durch Rejektion [47]. Methoden zur Messung der zellularen
Alloimmunitét konnten die immunologische Risikovorhersage hier verbessern und wiederholt
vor und nach Transplantation Anwendung finden [87, 91, 117].

Auch in Hinblick auf Infektionserkrankungen nach Transplantation wéare eine nahere
Charakterisierung von Risikofaktoren fir typische virale, bakterielle und fungale Infektionen
unter der Immunsuppression winschenswert. um eine bessere Steuerbarkeit der
immunsuppressiven Therapie und gezielteren Einsatz antiinfektioser medikamentdser
Prophylaxen zu erreichen.

Unsere Arbeiten sind Teil der internationalen Bestrebungen, das individuelle Abstol3ungs-
und Infektionsrisiko vor und nach der Transplantation durch immunologische Biomarker

besser vorhersagen zu kénnen [19, 87, 91, 117].

Mechanismen von Abstof3ungsprozessen

In den letzten Jahren konnten die Mechanismen akuter und chronischer Abstof3ungen in
Abhangigkeit vom Zeitpunkt nach Transplantation charakterisiert und auf diesem Boden eine
wachsende Anzahl von potentiellen Markern zur nichtinvasiven Diagnostik von
Alloimmunschaden entwickelt werden [16, 17, 87-93, 103-115].

Die AbstolBungsmechanismen verdienen zunachst eine besondere Betrachtung im zeitlichen
Verlauf nach Transplantation. Unmittelbar nach Freigabe der Perfusion eines Transplantates

werden durch den Ischdmie-Reperfusionsschaden oxidative Schaden in zuvor ischdmischem
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Gewebe hervorgerufen, woraus eine Aktivierung des angeborenen, in zweiter Linie auch des
adaptiven Immunsystems resultiert [88-92]. Freigesetzte Zytosolbestandteile werden von
membranstandigen oder sezernierten PRR wie Toll-Like Rezeptoren oder MBL erkannt,
wodurch Antigen-préasentierende Zellen (APZ) und das Komplementsystem aktiviert,
proinflammatorische Zytokine, Adh&sionsmolekile und Chemokine freigesetzt und
Entziindungszellen rekrutiert werden [88, 89].

Neben den Lektin-abh&ngigen oder alternativen Wegen mit Bildung von C3a bzw. C3b wird
Komplement auch dber den klassischen Weg durch Alloantikbrperbindung an Clqg unter
Bildung von C4d aktiviert, das in der Antikdrper-vermittelten Rejektion histologisch
nachgewiesen werden kann [92]. Die Komplement-Spaltprodukte fiihren zur
GefalRerweiterung, Rekrutierung weiterer Entziindungszellen und Opsonisierung von
Zielzellen mit Verstarkung von Effektormechanismen wie Phagozytose und
Antigenprasentation [92].

Naive T-Zellen erkennen in der Frihphase nach Transplantation Uber den T-Zell-Rezeptor
auf dem direkten Weg der Alloantigenerkennung allogene Peptide auf HLA-Molekilen von
Spender-APZ, was im Falle zusatzlicher kostimulatorischer Signale wie Uber CD28 oder das
affinere CTLA4, die durch CD86 oder CD80 auf aktivierten APZ gebunden werden, zur T-
Zell-Aktivierung fahrt [91]. In spéateren Phasen nach Transplantation wurde T-Zell-Aktivierung
bisher mit dem indirekten Weg der Alloantigenerkennung assoziiert, wobei Empfanger-APZ
den T-Zellen Allopeptid nach Prozessierung im autologen HLA-Kontext prasentieren [91].
Intrazellular werden im Zuge der T-Zell-Aktivierung unter anderem verschiedene
Signalmolekile phosphoryliert und die Phosphatase Calcineurin aktiviert, die den
Transkriptionsfaktor NFAT dephosphoryliert und weitere Transkriptionsfaktoren wie NFkB
aktiviert, wodurch die Zytokinproduktion hochreguliert wird [92]. Innerhalb weniger Tage wird
auto- sowie parakrin vermittelt eine klonale Expansion und Differenzierung in Effektor-T-
Zellen erreicht [92]. Im Falle einer Alloantigenstimulation sind im Zeitraum bis 24h lediglich
Effektor-Memory-T-Zellen, nicht jedoch naive T-Zellen in der Lage, Zytokine zu produzieren
[91].

In Abhangigkeit vom lokalen Milieu erfolgt nach Aktivierung eine Differenzierung naiver T-
Zellen in unterschiedliche CD4+ bzw. CD8+ T-Zell-Subtypen wie Thl- (IFN-y, TNF-a) oder
Th2- (IL-4, IL-5, IL-13), Th17- (IL-17) bzw. Tcl- (mit direkt zytotoxischen Effektorfunktionen)
und Tc2-Subtypen [90-92]. Ein klassischer Mechanismus akuter Rejektionen umfaf3t die
Aktivierung von alloreaktiven CD4+ Thl-Zellen, die eine zellulare Typ 4-Immunreaktion vom
verzdgerten Typ (,delayed type of hypersensitivity“; DTH) nach Coombs und Gell auslésen
[90-92]. Durch Produktion proinflammatorischer Zytokine (TNF-a, IFN-y) werden hierbei

Monozyten, Granulozyten aber auch B-Zellen und nachfolgend unspezifische
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transplantatschadigende Mediatoren rekrutiert [90]. Neben den Thl- wurden aber auch fur
Th2- oder Th17-Zellen eigene Rejektionswege beschrieben [90-92].

Teile der im Verlauf einer T-Zell-Alloimmunantwort aus naiven T-Zellen generierten Effektor-
T-Zellen differenzieren sich in Memory-T-Zellen mit geringerer Aktivierungsschwelle und

geringem Bedarf fur Kostimulation [91, 92].

Eine Aktivierung von B-Zellen erfolgt zumeist Uber T-Zell-Hilfe und fuhrt zur HLA-
Antikorperproduktion mit dem Risiko der Entwicklung Antikdrper-vermittelter Rejektionen. B-
Zellen nehmen auch direkt und als APZ an Abstoliungsmechanismen teil [92].

Lefaucheur et al. identifizierten kurzlich in frihen Indikationsbiopsien bis zum dritten Monat
einer grol3en Patientenkohorte neben T-Zell-vermittelter vaskularer (9%) und zellularer (46%)
Rejektion einen geringeren Anteil an Antikdrper-vermittelten Rejektionen mit (21%) bzw.
ohne Vaskulitis (24%), welche jedoch die Prognose verschlechterten [93].

Mehrere aktuelle Studien zeigten, dass T-Zell-vermittelte Rejektionen vor allem frih nach
Transplantation auftreten, wahrend humorale oder gemischte Rejektionen eher spat nach
Transplantation beobachtet wurden [105-107]. Zellulare Rejektionen waren dabei
Risikofaktoren fur die Entwicklung von DSA [30, 114, 115]. Wiebe et al. fanden bei Patienten
mit neu aufgetretenen DSA eine verdoppelte Inzidenz zuvor aufgetretener klinischer oder
subklinischer zellularer AbstoBungen innerhalb der ersten sechs Monate [109, 115].

Es wurde kirzlich anléasslich des Nachweises von Mikrovaskulitis in der zellularen Rejektion
postuliert, dass zelluldre Rejektionen mit peritubuldrer Kapillaritis zu erhdhter HLA-
Expression in der Mikrozirkulation mit Stimulation einer B-Zell-Alloantwort fihren kdnnten
[115]. Diese Daten deuten neben multiplen experimentellen Daten darauf hin, dass eine
frihzeitige Biomarker-basierte Risikovorhersage fur T-Zell-vermittelte Rejektionen gute

Ansétze fir eine Individualisierung der Immunsuppression bieten kénnte.

Biomarker von zellularen AbstofRungen

Unter den neuen Biomarkern zur Charakterisierung und Abgrenzung von T-Zell-vermittelten
Alloimmunantworten besitzt zunachst die Microarray-Technologie Potential, zumal
Alloimmunantworten im Transplantat zuklnftig auch im Zusammenhang mit dort ausgeldsten
Schaden und Reparaturmechanismen untersucht werden konnten [105-107]. Microarray-
Techniken wurden bereits erfolgreich zur simultanen Transkriptionsanalyse multipler Gene
und micro-RNA im Blut, Urin und in Biopsien getestet [87, 105-107, 117]. Kirzlich konnte
bereits eine simultane Analyse von funf Genen im peripheren Blut akute Rejektionen im

Transplantat mit 91%er Sensitivitdt und 90%er Spezifitdt diagnostizieren [118]. In

70



ausgewahlten Kohorten von klinisch toleranten Patienten ohne Erhaltungsimmunsuppression

wurden zudem kirzlich Microarray-Marker fur partielle Toleranz entwickelt [117].

Viele Studien beschéftigten sich mit inflammatorischen Markern in
Nierentransplantatbiopsien, aber auch im Urin als nichtinvasive Rejektionsmarker [87].
Suthanthiran et al. fanden fir 3 ausgewahlte mRNA im Urin eine Sensitivitat von 79% und
Spezifitat von 78% fur eine Detektion von akuten Rejektionen sowie einen prognostische
Aussagekraft des Testes Uber eine Periode von 20 Tagen vor Rejektion, gestort nur von BK-
Virusinfektionen, nicht jedoch CMV- oder Harnwegsinfekten [119]. Auch Chemokine wie
CXCL9 wurden im Urin untersucht und korrelierten mit subklinischer Tubulitis bzw.

intrarenaler Inflammation [120].

Unter den zellularen Funktionstesten quantifiziert der sogenannte ImmuKnow-Test die
stimulationsbedingte Freisetzung von Adenosintriphosphat (ADP) durch CD4+ T-Zellen als
T-Zell-Funktionstest zur potentiellen Vorhersage von Uber- und Unterimmunsuppression [91,
117]. Die T-Zell-Stimulation erfolgt hier jedoch unspezifisch bzw. HLA-unabhangig mit
Phythdmagglutinin, und der pradiktive Wert fur die Vorhersage von Rejektionen bleibt
umstritten [91, 117]. Der Marker I6sliches CD30 (sCD30) im Serum wurde durch viele
Studien untersucht, hierbei konnten niedrige Spiegel des sCD30 immunologische

Niedrigrisikopatienten vor Transplantation identifizieren [117].

Friher haufig eingesetzte Antigen-spezifische Methoden zur Quantifizierung alloreaktiver T-
Zell-Antworten im peripheren Blut sind die gemischte Lymphozytenreaktion (mixed
lymphocyte reaction, MLR) als klassischer aber nicht ausreichend pradiktiver
Histokompatibilitdtstest durch Proliferationsmessung von Lymphozyten nach mehreren
Tagen Stimulation, und daneben die Limiting Dilution-Technik, welche sich aufgrund des
hohen Aufwandes als nicht routineféhig erwies [121]. Erst die Entwicklung neuerer Methoden
wie der DurchfluRzytometrie oder des Enzyme-linked immunosorbent spot (Elispot)-Tests
erlaubte es, die niedrigen Frequenzen von antigenspezifischen Effektor-/Memory-T-Zellen

mit vergleichsweise geringem Aufwand im Blut zu quantifizieren [121-136].

IFN-y Elispot-Test

Unter den verfligbaren Testen zur Quantifizierung alloreaktiver T-Zell-immunantworten bietet
der IFN-y Elispot-Test vielfaltige Einsatzmdglichkeiten. In Analogie zur HLA-Antikorper-

Diagnostik zeigt dieser Globaltest die Prasenz von Donor-reaktiven Effektor-/Memory-T-

Zellen im peripheren Blut als Hinweis auf eine abgelaufene (zellulare) Alloimmunreaktion
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gegen das Transplantat an [91, 121]. Obwohl T-Zell-Subtypen wie z.B. regulatorische T-
Zellen dabei nicht differenziert werden kdnnen, konnte ein pradiktiver Wert des IFN-y Elispot-
Tests fur AbstoRungsepisoden und Transplantatfunktionsentwicklung durch uns und
verschiedene Arbeitsgruppen nachgewiesen werden [123-130, 134].

Nachdem Heeger et al. zuerst eine Assoziation von Frequenzen IFN-y-produzierender
Effektor-/Memory-T-Zellen vor Transplantation mit frihen akuten Rejektionen unabhangig
von HLA-Mismatch, PRA, Transfusionen oder Schwangerschaften gefunden hatten [122],
konnten wir und andere Gruppen dies weitgehend bestéatigen und zusatzlich eine Assoziation
der nach Transplantation gemessenen IFN-y-produzierenden T-Zellen mit der 6- und 12
Monats-Transplantatfunktion finden [123-130]. Eine weitere Studie fand eine Korrelation vor

Transplantation gemessener IFN-y-produzierender T-Zellen mit der Dialysedauer [124, 127].

In den ersten beiden hier vorgestellten Arbeiten war das Risiko einer frihen
Transplantatschadigung durch die zellulare Alloimmunitat Untersuchungsgegenstand,
weshalb wir auf dem direkten Weg der Alloantigenprasentation aktivierte Donor-reaktive
Effektor-/Memory-T-Zell-Frequenzen quantifizierten, die als Effektoren der frihen Post-
Transplantationsphase allgemein etabliert sind [124, 132]. Als Allostimulatoren dienten
hierfir in der ersten Studie noch bestrahlte Donor-Milzzellen oder -Lymphozyten. Die
Bestrahlung der Stimulatoren wurde urspriinglich aus der gemischten Lymphozytenreaktion
ubernommen, womit deren Proliferation wahrend der Stimulation unterdrickt wird, wahrend
die enthaltenen T-Zellen auch nach Bestrahlung unverandert Zytokine produzieren konnten
[121]. In nachfolgenden Arbeiten optimierten wir und andere Gruppen daher die Spezifitat
des Tests, indem die Stimulatorzellen von T-Zellen depletiert wurden, bevor sie im IFN-y
Elispot-Test eingesetzt wurden [125-136].

Unsere erste Studie zeigte in der untersuchten Kohorte einen hohen Anteil von 5/42 (11,9%)
der vor Transplantation untersuchten Patienten, die trotz negativen humoralen
Crossmatches stark erhohte Effektor-/Memory-T-Zell-Frequenzen aufwiesen und frihe akute
Rejektionen entwickelten, die zum Teil (3/5) schwer verliefen [124]. Zuséatzlich fanden wir
eine Korrelation vor allem frih nach Transplantation (Woche 2 und 3) gemessener T-Zell-
Frequenzen zur 6- und 12-Monats-Transplantatfunktion. Dieses Ergebnis wurde zusatzlich
untermauert durch eine Korrelation zum Gesamt-HLA und HLA-DR-Mismatch [124].
Augustine et al. zeigten nachfolgend in einer retrospektiven Untersuchung an 130
Nierentransplantierten, dass alle Patienten mit Nachweis von Donor-reaktiven T-Zellen vor
Transplantation, die eine Induktionstherapie erhielten, keine Rejektion erlitten und eine
bessere 12-Monats-GFR aufwiesen im Vergleich zu Patienten mit Donor-reaktiven T-Zellen
ohne Induktionstherapie, von denen 46% eine akute Rejektion und inferiore GFR nach 12

Monaten entwickelten [129]. Zudem konvertierten 86% der Patienten mit Donor-reaktiven T-
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Zellen nach der Induktionstherapie zu einem negativen Elispot-Test nach Transplantation,

wahrend dies nur bei 35% der Patienten ohne Induktion beobachtet wurde [129].

In einer Folgestudie von Bestard et al. wurden erstmals 60 Nierentransplantierte auf der
Basis eines IFN-y Elispot-Tests vor Transplantation in 38 hoch- versus 22 niedrig-reaktive
Patienten stratefiziert zur Gabe einer CNI-freien Immunsuppression unter Einsatz von SRL
[131]. Nach 6 Monaten wurde eine erneute Messung des IFN-y Elispots und zuséatzlich eine
Protokollbiopsie durchgefiihrt, woraufhin im SRL-Arm bei anhaltend negativem Test eine
weitere Reduktion der Immunsuppression erfolgte, wahrend bei Entwicklung eines positiven
Tests oder Rejektion eine Umstellung auf Tacrolimus/MPA/Steroid erfolgte [131]. Im
Tacrolimus-Arm wurde bei negativem Folgetest das Steroid ausgeschlichen [131].
Unabhéngig von der Immunsuppression zeigten Patienten mit einem positiven 6-Monats-
IFN-y Elispot schlechtere Transplantatfunktion und vermehrt subklinische zellulare
Rejektionen nach 6 und 12 Monaten [131].

Da die Auswertung des Elispot-Tests langer als 24h bendétigt, etablierten wir in der zweiten
hier vorgestellten Studie unabhéngig aber simultan zur Gruppe Heegers in Analogie zum
PRA-Test einen IFN-y Elispot-Test zur Messung Panel-reaktiver Effektor-/Memory-T-Zellen
(PRT) gegen ein Panel von Blutspendern mit den haufigsten HLA-Antigenen der deutschen
Bevolkerung zur frihzeitigen Vorhersage des zellularen AbstoRungsrisikos bei Patienten auf
der Warteliste zur Nierentransplantation [132, 133].

Die untersuchten Hamodialysepatienten wiesen hohere PRT-Werte im Vergleich zu
Normalprobanden auf [132]. Dies konnte dadurch bedingt sein, dass Patienten an der
Hamodialyse chronischer Entzindung, Komplement-Aktivierung, aber auch vermehrt
Infektionen ausgesetzt sind, was zu chronischer T-Zell-Aktivierung und konsekutiver
Kreuzreaktivitéat von Effektor-/Memory-T-Zellen gegen HLA-Antigene fuhren konnte. Die im
IFN-y Elispot gemessenen alloreaktiven T-Zellen erfassen zudem zum Grof3teil T-Zellen, die
einen Thl-Ph&notyp aufweisen [92]. Sester et al. konnten zeigten, dass Patienten im
terminalen Nierenversagen einen vermehrten Anteil von Thl CD4+ T Zellen aufwiesen, der
in Zusammenhang mit dysregulierter monozytarer IL-12-Produktion stand [167]. Ein zu
vermutender Zusammenhang zu Transfusionen bei HD-Patienten konnte fir die Elispot-
Parameter nicht gefunden werden, im Gegensatz dazu zeigten jedoch die PRA-Werte eine
hochsignifikante Korrelation zu Transfusionen [132].

Wahrend wir in vortransplantierten Patienten eine erhdhte T-Zell-Alloreaktivitdt nachweisen
konnten, wiesen ca. 50% der zellular prasensibilisierten Patienten keinen historischen oder
aktuellen PRA-Nachweis oder anamnestische Sensibilisierungshinweise auf [132]. Unsere
Daten belegten somit, dass ein erheblicher Anteil von PRT-hochpositiven Patienten nicht

mittels PRA-Test oder anamnestischen Sensibilisierungsereignissen identifziert werden
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kann. Diese Patienten kénnten jedoch immunologischen Hochrisikopatienten entsprechen,
was in prospektiven Studien untersucht werden sollte [124, 132].

In dem simultan durch Heegers Gruppe etablierten PRT-Test waren Patienten mit breiter
PRT-Reaktivitat gehauft jingeren Alters und Afro-Amerikaner [133]. Auch hier wurde kein
Zusammenhang von humoraler und zellularer Présensibilisierung gefunden [133]. Somit
kann auch aus dieser Arbeit geschlussfolgert werden, daf3 der IFN-y Elispot-Test eine
sinnvolle Ergadnzung zur Detektion HLA-préasensibilisierter Patienten auf zellularer Ebene
darstellt. Tatsachlich zeigte eine Folgestudie von Poggio et al. einen pradiktiven Wert der
PRT-Messungen fir akute Rejektionen in 30 Nierentransplantationspatienten, der erneut

unabhangig von PRA-Werten war [134].

In der dritten in dieser Arbeit vorgestellten Studie untersuchten wir zirkulierende Donor-
reaktive T-Zellen in Langzeit-Nierentransplantierten Patienten mittels zweier verschiedener
Methoden, um sowohl auf dem direkten Weg als auch auf dem indirekten Weg der
Alloantigenerkennung aktivierte T-Zellen zu quantifizieren [128].

Wir konnten zeigen, dass direkt aktivierte Donor-reaktive T-Zellen auch lange nach
Transplantation nachweisbar und mit Transplantatschadigung assoziiert waren [128]. Im
Unterschied zu friiheren Arbeiten, die indirekte T-Zell-Alloantworten quantifizierten, aber
nicht in naive und Memory-T-Zellantworten trennen konnten, und mittels Spender-HLA-
Peptiden und Limiting Dilution-Technik arbeiteten, erfal3ten wir im 24h IFN-y Elispot-Test nur
Effektor-/Memory-T-Zellfrequenzen und setzten fragmentierte Donor-Zellen als Stimulatoren

ein, womit potentiell mehr Spender-Antigene untersucht werden kénnen [167, 168].

Dass trotz Abwesenheit von Spender-APZ noch Jahre nach Transplantation Frequenzen von
direkt aktivierten T-Zellen nachweisbar sind, die sogar hoher liegen als die vorbeschriebenen
Frequenzen in der frihen Phase nach Transplantation, erklart sich u.a. durch den von
Herrera et al. erstbeschriebenen semi-direkten Weg der Alloantigenerkennung [92, 169,
170]. Hierbei nehmen Empfanger-APZ komplette Spender-HLA-Peptid-Komplexe auf und
prasentieren diese den T-Zellen wie bei der direkten Alloantigenerkennung. Zudem kénnten
Frequenzen von Effektor-/Memory-T-Zellen wiederholte Reaktivierungen auch durch andere
Spenderzellen wie Endothelien erfahren, da sie geringere Aktivierungsschwellen und Bedarf

an Kostimulation zur Aktivierung aufweisen [128].
Auf der anderen Seite zeigte ein Teil der Patienten eine Donor-spezifische

Hyporesponsivitét, die ein geringes Risiko fur alloimmunvermittelte Transplantatschadigung

anzeigen konnte, da diese Gruppe die beste Nierenfunktion aufwies [128].
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Auch Poggio et al. fanden mittels Elispot-Analysen des direkten Wegs und Peptid-Analysen
des indirekten Wegs zum einen erhthte direkt aktivierte T-Zell-Frequenzen, zum anderen
aber auch erhdhte indirekt aktivierte T-Zell-Antworten in Patienten mit chronischer
Transplantatnephropathie [171]. Ferner wurden auch vermehrt neu aufgetretene HLA-
Antikérper in Patienten mit chronischer Transplantatnephropathie detektiert, die mittels
Durchflusszytometrie und HLA-beschichteten Beads gemessen wurden [171], so dal3 hier
sowohl erhdhte zellulare als auch humorale Alloreaktivitat kennzeichnend fir die Patienten

mit chronischer Transplantatdysfunktion waren [171].

Die Griunde fur die Korrelation indirekt aktivierter T-Zellfrequenzen mit der Proteinurie im
Streifentest in unserer Studie konnten bei fehlender Transplantathistologie nicht geklart
werden, und konnten beispielsweise in vermehrten humoralen Rejektionen, aber auch
vermehrter anderer glomerularer Schadigungen oder Rekurrenzen der Grunderkrankungen
liegen. Die Membranpréparationen zur Stimulation indirekter T-Zell-Antworten wurden mittels
dreier Zyklen von -80° Frieren und Tauen hergestell t, woraufhin keine intakten Zellen mehr
nachweisbar waren, und im Western Blot Klasse | und Klasse II HLA-Molekile
nachgewiesen werden konnten. Die Stimulationsfahigkeit dieser Praparation wurde getestet,
indem eine Zelllinie durch Stimulation Uber 6 Tage hergestellt wurde, deren Spezifitat mittels

Re-Stimulation nachgewiesen wurde [128].

Neue Biomarkerstudien

Standardisierungen und Kreuzvalidierungen des IFN-y Elispot-Tests durch européische und
amerikanische Labore wurden kirzlich in Arbeiten von Ashoor et al. und Bestard et al. fur
das NIH-unterstitzte nordamerikanische CTOT-Konsortium (Clinical Trials in Organ
Transplantation) bzw. das EU-geférderte multinationale RISET-Konsortium (Reprogramming
the Immune System for Establishment of Tolerance) publiziert [135,136].

Der IFN-y Elispot-Test ist Bestandteil der im EU-Projekt ,BIO-DrIM* (Biomarker-Driven
personalized Immunosuppression) getesteten Biomarker zur personalisierten Minimisierung
der Immunsuppression nach Organtransplantation [172]. Hier soll erstmals in 5 groRRen
Biomarker-Studien der Versuch unternommen werden, die Langzeitergebnisse und
gesundheitsékonomischen Daten der Transplantation durch Biomarker-gesteuerte
Patientenstratifizierung zu verbessern [172].

Klinische Anwendung erfahrt der IFN-y Elispot-Test gegenwartig zudem in der ONE-Studie
[173]. Diese multizentrische Studie untersucht die Sicherheit und Durchflhrbarkeit eines
Einsatzes regulatorischer T-Zell-Produkte bei Lebendspende-

Nierentransplantationspatienten [173].
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Non-Adhéarenz

Das Problem der Non-Adhérenz ist seit langerer Zeit auch in Nierentransplantationspatienten
gut beschrieben worden [174]. Da aktuelle Studien die Assoziation von spaten
Transplantatverlusten mit Antikorper-vermittelter Rejektion und Non-Adhéarenz zeigen
konnten, sollte diese in Studien kinftig besser untersucht und behandelt werden, um die
Transplantationsergebnisse zu optimieren [17, 18, 174]. Bestimmte Faktoren wie jingeres
Lebensalter und Zeitraum nach der Transplantation wurden mit verstarkter Non-Adharenz
assoziiert [177]. Obwohl wir in unseren Studien die Adharenz bislang nicht erfassten, ist dies
zur Abgrenzung von rein biologischen Effekten notwendig. Die bislang durchgefiihrten
Interventionsstudien zeigten unterschiedliche, teils jedoch vielversprechende Ergebnisse
[175, 176].

Polyomavirus-Nephropathie

Die Tatsache, dass die Polyomavirus-Nephropathie (PVAN) unter moderner hochdosierter
Immunsuppression mit Induktionstherapie und Tacrolimus steigende Inzidenzen zeigt und
eine der haufigsten Ursachen flur Transplantatversagen ist, stellt einen weiteren Beleg daflr
dar, dass eine unzureichende Definition immunologischer Risikofaktoren von
Nierentransplantationspatienten zur Verschlechterung der Transplantationsergebnisse
fuhren kann [17, 144-146].

Wahrend bisher das Risiko fiir PVAN durch frithere Studien vor allem im Zusammenhang mit
intensiver Immunsuppression und antiviraler T-Zell-immunitat untersucht wurde, gingen wir
erstmals der Frage nach, ob der haufige Immundefekt einer MBL-Defizienz in Patienten nach
Nierentransplantation einen Zusammenhang zur BKV-Replikation héheren oder geringeren
Ausmaldes zeigen wirde. Diese Frage war auch deshalb von besonderem Interesse, weil in
der Organtransplantation auf der einen Seite hohe Spiegel des Mannose-bindenden Lektins
mit schlechterem Patienten- und Transplantatiberleben sowie verstarktem Ischamie-
Reperfusionsschaden assoziiert worden waren, andererseits aber niedrige MBL-Spiegel mit

multiplen Infektionen in Zusammenhang gebracht wurden [165].

In unserer Arbeit fanden wir in Ubereinstimmung mit friiheren Studien [178, 179] stabile
MBL-Spiegel bis zum Tag 180 nach Transplantation. Mittels einer Definition der MBL-
Defizienz als <500 ng/ml fand sich in unserer Studie wie erwartet eine haufige Préavalenz der

MBL-Defizienz von 24% unter den untersuchten Patienten. Dies liegt im Bereich der zuvor
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beschriebenen Pravalenzen der MBL-Defizienz bei Nierentransplantierten, die zwischen 14%
und 37% lagen [178-180]. Wir fanden keinen signifikanten Unterschied der MBL-Spiegel
zwischen den Gruppen mit unterschiedlicher BKV-Replikation. Von Interesse war jedoch
angesichts der fir hohe MBL-Spiegel durch frihere Arbeiten gefundenen schlechteren
Prognose fur Patienten- und Transplantatiiberleben, dass wir einen Trend zu niedrigeren
MBL-Spiegeln in der Gruppe mit niedrigen BK-Viruslasten im Vergleich zur Gruppe mit
hohen BK-Viruslasten fanden. Dieser Trend fand sich vor allem nach Ausschluss von
Patienten mit akuter Rejektion. Die letztere Analyse fuhrten wir durch, da akute Rejektion
selbst ein Risikofaktor fur die Entwicklung einer PVAN ist und in friheren Studien die
Inzidenz von akuten Rejektionen bei hohen MBL-Spiegeln als erhoht beschrieben wurde
[180].

Unsere Daten zeigen, dass eine MBL-Defizienz nicht mit erhéhtem PVAN-Risiko einhergeht,
sondern lassen im Gegenteil die Hypothese zu, dass eine MBL-Defizienz im Falle einer BKV-
Replikation ein geringeres Risiko fur eine Progression zur BKV-Nephropathie darstellen
kénnte. Diese Hypothese wird einerseits durch Untersuchungen gestitzt, welche
beispielsweise Ischamie-Reperfusionsschaden im Kontext von Alloimmunitat als
Risikofaktoren fir PVAN beschrieben, und andererseits durch Daten, die Ischamie-
Reperfusionsschaden mit hohen MBL-Spiegeln und Lektin-abhéangiger
Komplementaktivierung assoziierten [139].

Von noch grélRerem Interesse in diesem Zusammenhang sind jedoch zwei Studien, die in
letzter Zeit histologisch vermehrt C4d-Ablagerungen der tubuléren Basalmembran bei PVAN
zeigten, was auf eine Komplementaktivierung im Zuge einer BKV-Replikation hinweist [181,
182]. Diese Arbeiten stutzen unsere Hypothese, dass im Falle niedriger MBL-Spiegel und
damit konsekutiv zu erwartender geringerer lokaler Komplementaktivierung das Risiko fir

eine Progression einer BKV-Replikation hin zu einer PVAN geringer sein kdnnte.

Pneumocystis jirovecii Pneumonie

Die Pneumonie durch den Schlauchpilz Pneumocystis jirovecii ist eine schwere infektiose
Komplikation nach Nierentransplantation mit hoher Mortalitdt [150]. Die PjP zeigte in den
letzten Jahren steigende Inzidenzen und gehéauft lokale Ausbriiche unter
Nierentransplantierten, und betrifft immer wieder Patienten frih nach Transplantation als
Phase der intensivsten Immunsuppression [150]. PjP-Ausbriche wurden jedoch auch in der
Spéatphase nach Transplantation beobachtet, und immunologische Risikofaktoren sind hierfr
bislang nur unzureichend belegt worden [151].

Die KDIGO-Leitlinien zur Nierentransplantation empfehlen daher eine universelle PjP-

Prophylaxe mit TMP/SMX fur mindestens drei bis sechs Monate nach Transplantation und
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fur sechs Wochen nach einer Rejektionsbehandlung [46]. Bei Verdacht auf eine PjP sollte
eine Diagnosesicherung mit bronchoalveolarer Lavage und/oder Lungenbiopsie erfolgen
[46]. Die antimikrobielle Therapie der ersten Wahl besteht in TMP/SMX fur eine Dauer von 2-
3 Wochen, als Therapiealternative wird intravendses Pendamidin benannt [46]. Patienten mit
moderater bis schwerer PjP, definiert durch PaO2 <70 mm bei Raumluft, sollten in Analogie

zu friheren HIV-Studien zusatzlich Steroide erhalten [46].

In der ersten hier vorgestellten Studie untersuchten wir im Rahmen eines Immunmonitoring-
Programms 321 konsekutive Nierentransplantationspatienten unseres Zentrums, von denen
22 eine PjP im Zeitraum von 3,5 bis 13 Monaten nach Transplantation erlitten hatten, und
ermittelten retrospektiv Risikofaktoren fir das Auftreten einer PjP. Hierbei erfassten wir
einerseits klinisch-anamnestische Risikofaktoren vor allem der ersten 3 Monate nach
Transplantation vor Auftreten der PjP, andererseits untersuchten wir im Rahmen des
Immunmonitorings gemessene periphere T-Zell-Zahlen und MBL-Spiegel auf einen
Zusammenhang mit dem Auftreten der PjP.

Die Immunstaten umfafdten neben durchfluBzytometrisch gemessenen CD3+, CD4+, CD8+
T-Lymphozytenzahlen auch CD45RA+CD31+CD4+ T-Zellen, die wir in einer vorherigen
Arbeit als Rezente Thymus-Emigranten (RTE) bereits in der Frihphase nach
Nierentransplantation untersucht hatten [183]. Die RTE-Frequenzen als Mal3 der
Thymusaktivitdt bzw. —Funktionalitat sind fir die antiinfektiése Immunantwort von potentieller
Relevanz, da die Thymusfunktion mit der T-Zell-Repopulation durch naive T-Zellen nach
diversen Zustanden mit T-Lymphopenien assoziiert wurde [183].

Demgegentber stellt die homdostatische Proliferation peripherer T-Zellen einen zweiten
Prozess der Repopulation dar, bei dem die proliferierenden T-Zellen allerdings einen
Memory-Phanotyp erlangen, was tolerogenen Prozessen entgegensteht, und zudem nicht
die hohe Diversitat von T-Zell-Rezeptoren frischer Thymusemigranten aufweisen, was fir die
T-Zellantwort gegen infektiose Erreger von Bedeutung sein konnte [183]. Die
durchflusszytometrische Messung von CD45RA+CD31+CD4+ T-Zellen stellt eine einfach zu
guantifizierende Population von naiven CD4+ T-Zellen mit Eigenschaften von frischen
Thymusemigranten dar, die mit dem Alter abnimmt und in unserer frlheren Studie unter
Standard-Immunsuppression innerhalb der ersten 6 Monate nach Nierentransplantation
stabil blieb [183].

Wir fanden in Bestatigung friherer Studien hdheres Alter und vermehrte CMV-Infektionen
innerhalb der ersten 3 Monate, multivariat auch akute Rejektionen innerhalb der ersten 3
Monate als Risikofaktoren fur PjP im Vergleich zu den Kontrollen [153, 156, 157, 184-187].

Erstmals im Mittel 4-mal gemessene periphere Immunstaten ermdglichten uns zudem einen
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Zusammenhang festzustellen zwischen altersabhangigem PjP-Risiko, altersabhangig
eingeschrankter Thymusfunktion und einer CD4+ T-Lymphopenie, die bereits vor

Transplantation nachweisbar war.

Tatsé&chlich zeigten die PjP Patienten in der ersten Auswertung ein signifikant héheres Alter.
Wiederum invers korreliert mit dem Alter waren sowohl die CD4+ als auch die CD8+ T-Zell-
Zahlen bereits vor Transplantation und danach bis zum Tag 180. Signifikante CD4+ T-
Lymphopenie nahm unter der Immunsuppression in der Haufigkeit von 9,5% vor

Transplantation auf 23-30% nach der Transplantation zu.

Wichtigstes Ergebnis der Arbeit ist jedoch, dass PjP-Patienten niedrigere CD4+ T-Zell-
Zahlen bereits vor und im Mittel der Messungen nach Transplantation aufwiesen, daneben
aber auch erhohtes Alter und eingeschréankte Thymusfunktion im Vergleich zu den
Kontrollen. Dies bestétigte auch eine multivariate Analyse mit Einschluss von CD4+ und RTE
T-Zell-Zahlen vor Transplantation, Alter, CMV Infektionen und akuten Rejektionen der ersten
3 Monate nach Transplantation, in der nur die CD4+ T-Zellzahl und akute Rejektionen
pradiktiv fur PjP waren.

Dennoch konnte, wie bereits in friheren Studien bei PjP-Patienten ohne HIV-Infektion kein
direkter Schwellenwert fir CD4+-T-Zell-Zahlen im Zusammenhang mit einem eindeutigen
PjP-Risiko definiert werden [184].

Im Vergleich zu HIV-Patienten, deren Schwellenwert von 200/ul CD4+ Zellen gut belegt ist,
muss bei Nierentransplantationspatienten auch das zuséatzliche immunologische Risiko
durch funktionelle Defizienz der T-Zellen unter der Immunsuppression bericksichtigt werden.
Neben dem Alter als Ursache abnehmender RTE und CD4+ T-Zell-Zahlen missen auch
abnehmende Kapazitdten zur Zytokinsynthese oder Proliferation als altersabhangige
Risikofaktoren fur PjP diskutiert werden [184].

Ein von uns zudem erstmals untersuchter Zusammenhang von MBL-Defizienz, die mit einer
Haufigkeit von 22% auftrat, zum PjP-Risiko bei Nierentransplantierten konnte nicht
nachgewiesen werden, obwohl die Oberflachenantigene von Pneumocystis Bindungsstellen
fur MBL bieten [185]. Tatsachlich wird Pneumocystis Uber einen Mannose-Rezeptor von
Makrophagen aufgenommen [188]. MBL selbst konnte nur in entzindlichem
bronchoalveolaren Sekret gefunden werden, weshalb die Rolle von MBL in der pulmonalen
Infektabwehl am ehesten in der Abwehr von hamatogener Aussaat von infektiosen Erregern
gesehen wurde [163]. Andere PRR wie TLR-2 kdnnten in der PjP-Abwehr eine wichtigere
Rolle als MBL spielen [189] Eine wichtige Limitation der Studie ist die Beschrankung auf

Patienten, die mindestens 6 Monate mit intakter Transplantatfunktion tberlebten.
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Antibimikrobielle Therapie der PjP

In einer weiteren Arbeit untersuchten wir erstmals die Sicherheit und Effektivitat von
Clindamycin und Primaquin als alternatives antimikrobielles Regime im Vergleich zur
Standard-Therapie mit TMP/SMX in einer Kohorte aller nierentransplantierter Patienten mit
gesicherter PjP der Charité zwischen Januar 2001 und Dezember 2010. Da die Zahl von
Nierentransplantierten mit PjP weltweit numerisch gering ist, finden sich in der Literatur
bislang keine vergleichbaren Daten. Aus diesem Grunde bietet unsere Studie eine Reihe
wertvoller Informationen. Obwohl keine vergleichenden Studien in Nierentransplantierten
existieren, ist die antimikrobielle Therapie mit TMP/SMX der allgemein akzeptierte
Therapiestandard [46, 152]. Die Untersuchung von Therapiealternativen ist jedoch fiur die
Falle von Allergien gegen TMP/SMX oder gelegentlich auftretender
Unvertraglichkeitsreaktionen  wie  Nephrotoxizitdt, = Knochenmarksuppression  oder

Lebertoxizitat wiinschenswert [190].

Der retrospektive Charakter unserer Studie schrénkt die mdoglichen Schlussfolgerungen
naturgemaf ein. Vor allem mufd berticksichtigt werden, dass Patienten mit schwerer PjP
bevorzugt mit TMP/SMX behandelt wurden. Dennoch tragen einige der durch uns
verwendeten Definitionen zur Vergleichbarkeit der Daten mit anderen Populationen bei. Das
zeitliche Intervall fir Therapieversagen wegen mangelnder Effektivitat von 7 Tagen
entspricht friiheren Definitionen [191-192].

Die in unserer Studie beobachtete Mortalitat von 12,3% liegt im bekannten Bereich fur die
PjP, der in der Literatur zwischen 5 bis 38% berichtet wird [150, 193].

TMP/SMX stellte sich in unserer Untersuchung retrospektiv als effektiver gegeniiber C-P
heraus. In der Salvagetherapie war dies am aufféalligsten: 7 Patienten wurden von C-P auf
TMP-SMX umgestellt und alle geheilt, wahrend bei Umstellung von TMP/SMX auf C—P in 2
Patienten beide aufgrund eines Therapieversagens bei mangelnder Effektivitat verstarben.
Insgesamt erschien somit C-P zwar sicher, aber von geringerer Effektivitat im Vergleich mit
TMP/SMX zu sein. Tatséchlich wurden alle Patienten, die mit C-P initial behandelt wurden,
im Verlauf geheilt. Entgegen unserer Erwartung fanden wir fir TMP/SMX ein akzeptables
Sicherheitsprofil bei leicht erhéhter Nebenwirkungsrate im Vergleich zu C-P. Unter C-P
wurden keine behandlungslimitierenden Nebenwirkungen beobachtet. Tatséachlich war aber
beispielsweise die hohere Rate an Nierenersatztherapie unter TMP/SMX (47% versus 22%
unter C-P) am ehesten auf den hoheren Anteil schwerer PjP in dieser Gruppe
zurickzufuhren (Nierenersatztherapie in 7/16 Patienten mit schwerer PjP versus 3/16

Patienten mit milder bis moderater PjP).
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Die vorliegende Studie kann somit die Rolle von TMP/SMX als Erstlinien-Therapie in der PjP
bestétigen. Da jedoch alle Patienten, die mit C-P die Therapie begannen, geheilt wurden,
kann auch C-P als Alternative zu TMP/SMX im Falle von schweren Nebenwirkungen oder

Allergien unter dieser Therapie erwogen werden.
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4. Zusammenfassung

Far Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz im  Endstadium stellt die
Nierentransplantation im Falle einer Eignung zur Transplantation unverandert die beste
verfugbare Nierenersatztherapie dar. Die Optimierung des Langzeit-Transplantatiberlebens
erscheint angesichts des zunehmenden Mangels und der abnehmenden Qualitat der
Spenderorgane von hoher Dringlichkeit. Aktuelle Daten zeigen dabei Absto3ungsreaktionen
als haufigste Ursache fir spate Transplantatverluste in lebenden Patienten, woraus die
Grenzen der bislang eingesetzten Minimisierungsstrategien der medikamentbsen
Immunsuppression ersichtlich werden. Neue Biomarker-gesteuerte individualisierte
Therapieansétze konnten zukilnftig Verbesserungspotential fir die Langzeitiberlebensraten
bieten. Zukunftige Studien sollten die Non-Adhérenz als Risikofaktor flr Transplantatverlust

bertcksichtigen und Interventionen zu ihrer Verbesserung untersuchen.

Der durch uns mitentwickelte IFN-y Elispot-Test zur Quantifizierung zirkulierender Donor-
reaktiver Effektor-/Memory-T-Zellen bei Nierentransplantierten stellt auf der zellularen Ebene
in Analogie zur HLA-Antikérper-Messung auf der humoralen Ebenen ein MalR flr
abgelaufene Sensibilisierung gegen Alloantigene dar und bietet - wie erste klinische Daten
zeigen - Potential fir die Anwendung zur Patientenstratifizierung fir Minimisierungsprotokolle
der Immunsuppression. Die Tatsache, dass Zell-vermittelte Rejektionen h&ufig frih nach
Transplantation auftreten, zeigt potentielle Einsatzgebiete fir die nichtinvasive Detektion
zellularer Alloreaktivitdt. Der Test wurde in jlungster Zeit weiter standardisiert und
kreuzvalidiert. Im Rahmen der geplanten Studien des EU-Projekts ,BIO-DrIM* und der
multizentrischen One-Studie ist der IFN-y Elispot-Test Bestandteil der getesteten Biomarker

zur Individualisierung der Immunsuppression nach Nierentransplantation.

In weiteren Untersuchungen fanden wir, dass eine Defizienz des Mannose-bindenden
Lektins MBL keinen Risikofaktor fur die Polyomavirus-Nephropathie darstellt. Im Gegenteil
stellten wir die Hypothese auf, dass im Falle einer Polyomavirus-Replikation niedrige MBL-
Level und damit geringere Komplementaktivierung eine geringere Tendenz zur Progression

hin zur Polyomavirus-Nephropathie bedingen.

In unseren Untersuchungen zum Risiko von Pneumocystis-jirovecii (PjP)-Pneumonien zeigte
sich erstmals ein Zusammenhang von altersabhdngigem PjP-Risiko, eingeschrankter
Thymusfunktion und konsekutiver CD4+ T-Lymphopenie frih nach Transplantation. Ein
Hinweis auf einen Schwellenwert fir CD4-T-Zell-Zahlen in Hinblick auf das PjP-Risiko fand

sich nicht, auch war eine MBL-Defizienz nicht mit erhéhtem PjP-Risiko assoziiert.
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Die durch uns durchgefiihrte retrospektive Kohortenanalyse aller nierentransplantierten PjP-
Patienten der Jahre 2001-2010 der Charité bestatigte im Vergleich zu einem Clindamycin-
Primaquin (C-P)-Regime die Rolle von Trimethoprim/Sulfamethoxazol (TMP/SMX) als
Erstlinien-Therapie bei Hinweisen auf eine hohere Effektivitdit. Dennoch kann auf Basis
unserer Daten C-P als Alternative zu TMP/SMX im Falle von schweren Nebenwirkungen

oder Allergien unter dieser Therapie erwogen werden.
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