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FEinleitung

Einleitung

Der Gedanke der Organersatztherapie hat lange Tradition. Erste Versuche fremde Organe
oder Teile davon auf andere Individuen zu transplantieren fanden bereits im 17. Jahrhundert
statt, allerdings waren diese aufgrund mangelnder Gefdfinahttechniken auf Hauttransplan-
tate beschrankt.

Zu Beginn des 20. Jahrhundert unternahmen Mediziner dann erste Experimente, chronisch
niereninsuffiziente Patienten durch eine Nierentransplantation zu therapieren. So experimen-
tierte der Osterreicher Emerich Ullmann erstmals 1902 mit extrakorporalen Nierentransplan-
taten an Kaninchen und Hunden (autologe und Xenotransplantation) [108], die Versuche
scheiterten jedoch an einer raschen Thrombose des Spenderorgans. Erst mit neuen opera-
tiven Techniken und Methoden, etwa die Entwicklung der Gefafinaht durch Alexis Carrel
(1902, 1908), der dafiir 1912 mit dem Nobelpreis geehrt wurde, waren die Grundvorausset-
zungen fiir eine erfolgversprechende Transplantation geschaffen.

Sehr schnell zeigte sich jedoch, dafl optimierte chirurgische Methoden alleine kein Garant
fiir ein funktionierendes Transplantat waren, vielmehr wurde deutlich, daf§ die transplan-
tierten Organe entweder gar nicht, oder nur fiir kurze Zeit ihre Funktion aufnahmen und
dann vom Empfangerorganismus abgestolen wurden. Schon zu dieser Pionierzeit erkannte
die Wissenschaft, daf§ es sich dabei einerseits um immunologische andererseits auch um nicht-
immunologische Reaktionen des Empfangerorganismuses gegen das Spenderorgan handelt.
So postulierte Georg Schone bereits 1912 die These [92, 8, 96], dal wohl immunologische
Phénomene fiir das Transplantatversagen verantwortlich sein sollen. Doch erst Peter Brian
Medawars Untersuchungen [61, 62] an Hauttransplantaten legten den Grundstein fiir das
Versténdnis immunologischer Reaktionen im Rahmen der Transplantatabstoffung.

Bis Mitte der 50iger Jahre waren Nierentransplantationen von Miflerfolgen gekennzeich-
net; so scheiterten Versuche von Jabouly (1906, erste Xenotransplantation von Tier auf
Mensch) [41], Voronoy (1933, erste Nierentransplantation von einem Kadaverspender) [111],
Hume (1947) [39], Hamburger (1946;1953, erste Nierentransplantation von einem Lebends-
pender) [64] bereits nach wenigen Tagen an thrombosierten und/oder abgestofienen Organen
klaglich. Erst 1954 erfolgte die erste dauerhaft erfolgreiche Nierentransplantation zwischen
eineiigen Zwillingen durch Murray [72].

Obwohl sich die chirurgische Technik der Nierentransplantation in den folgenden Jahren
stetig verbesserte, waren die ldngerfristigen Ergebnisse enttduschend. Dies lag zum einen
an dem geringen pathophysiologischen Wissen und Versténdnis der Abstoflungsreaktionen,
andererseits an einer limitierten immunsuppressiven Therapie, die sich in den 50iger Jah-
ren auf Hochdosis-Ganzkoperbestrahlungen beschrinkte. Erste Verbesserungen der Trans-
plantatprognose ergaben sich zwischen 1957 und 1960 mit der Beschreibung des Azathio-
prins durch Hitchings und Elion [26], die Entdeckung des immunsuppressiven Potentials
durch Schwartz, Stack und Damashek [93] und die Einfithrung in die klinische Transplan-
tationmedizin durch Murray und Calne [13, 71|, wodurch auf die &uflerst myelotoxischen
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Ganzkoperbestrahlungen verzichtet werden konnte. Nur kurze Zeit spater beschrieben Star-
zel et al. [100] die supportive Wirkung des Prednisolons im Rahmen der Azathioprintherapie.
Die ,anti-rejection“ -Standardtherapie der folgenden Jahre bestand somit aus Azathioprin
und Kortisonpraperaten.

Mitte der 70iger Jahre extrahierten Dreyfuss et al. [25] eine neue antilymphozelluldr wirken-
de, immunsuppremierende Substanz aus Trichoderma polysporum, das Cyclosporin-A (CSA).
Borel et al. [5] zeigten als erste die immunsuppremierende Wirkung an Hauttransplantaten
bei Laborméausen. Im Gegensatz zur herkommlichen Therapie verfiigte CSA iiber eine deut-
lich geringere Myelotoxizitdt. CSA erwies sich im laufe der folgenden Jahre als potentestes
Immunsuppressivum, klinisch zuerst bei der Knochenmarkspende, spéater auch routineméfig
bei nierentransplantierten Patienten eingesetzt.

Die Triple-Therapie aus CSA, Azathioprin und Prednisolon stellte bis vor kurzem die Thera-
pie der Wahl dar (alle Patienten dieser Untersuchung erhielten diese Therapie). In den letzten
Jahren kamen allerdings neue Immunsuppressiva, etwa Tacrolimus (frithere Bezeichnung FK
506) oder MMF auf den Markt, die die urspriingliche Therapie ergédnzen oder ersetzten zu
scheinen.

Obwohl die Optimierung von Transplantationsbedingungen und immunsuppressiver Thera-
pie sowie effektivere Therapiemdoglichkeiten in der Behandlung von Infektionen die Inzidenz
als auch den Schweregrad der Abstoflungsreaktionen in den letzten Jahrzehnten signifikant
senken konnten, kommt es auch in heutiger Zeit immer wieder zum Auftreten von Absto-
Bungsreaktionen gegen das transplantierte Organ, sie stellen eine gefiirchtete Komplikation
und einen entscheidenden kritischen Faktor fiir die Uberlebensprognose des Transplantates
dar.

Klinisch ist ein schnelles Erkennen der AbstofSungsreaktion sowie die Abgrenzung gegen nicht
abstofungsbedingte Verdnderungen (z.B. isoliertes akutes Nierenversagen) fiir die entspre-
chende Therapie von zentraler Bedeutung. Weitreichende technisch-apparative sowie labor-
chemische Entwicklungen der letzten Jahre, so z.B. der spezifische und quantitative Nachweis
von mRNA des Perforins und Granzyme B [53] oder die Bestimmung des Macrophage mi-
gration inhibitory factor (MIF) [9] im Urin bei Verdacht auf eine akute Abstofungsreaktion,
ermoglichten zwar eine diagnostische nicht-invasive Abschiatzung des AbstoBungsprozesses,
doch letztlich ist die invasive Nierenbiopsie weiterhin als entscheidende diagnostische Instanz
zu betrachten [18, 43].

Die Morphologie einer Transplantatabstoffungsreaktion ist vielfaltig und weist zusétzlich zu
priméren abstoungsbedingten Verdnderungen - in Form von mononukledren Infiltraten -,
sekundére, nicht abstoffungsbedingte Verdnderungen auf, die das urspriingliche morpholo-
gische Bild der Abstolungsreaktion iiberlagern kénnen. Um die histologischen Verdnderun-
gen der AbstoBungsreaktionen zu klassifizieren, hat sich mittlerweile die Banff-Klassifikation
[85] etabliert, die in der téglichen Diagnostik richtungsweisend angewandt wird. Die Banff-
Klassifikation orientiert sich dabei obligat an den interstitiellen Veranderungen, fakultativ
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werden vaskuldre Abstoungsprozesse beurteilt.

Diese Untersuchung befafit sich mit der Morphologie der Abstoungsreaktionen; ein be-
sonderer Augenmerk gilt dabei neben den obligaten interstitiellen Abstoflungsreaktionen,
fakultativen vaskuldren und glomeruldren Abstoflungsprozessen. Zusétzlich soll der Fra-
ge einer Assoziation morphologischer Befunde mit klinischen, immunologischen und nicht-
immunologischen Faktoren nachgegangen werden.

Neben der histologischen Diagnose steht die Quantitit und Qualitdt der einzelnen Zellfrak-
tionen im Vordergrund. Mittels Morphometrie sollen die Infiltrate weiter spezifiziert und
eventuelle Assoziationen sowie eine mogliche prognostische Relevanz erortert werden.

In der aktuellen Literatur [103, 81] werden eine Vielzahl unterscheidlichster, sowohl klinisch-
immunologischer und klinisch-nichtimmunologischer Einfluifaktoren auf die Transplantat-
iiberlebensprognose in unterschiedlicher Kontroversitat diskutiert. Die vorliegende Untersu-
chung soll deshalb zur Frage der prognostischen Bedeutung der einzelnen Faktoren darunter
das Geschlecht sowie die Grunderkrankung des Empfiangers, das Spendergeschlecht, Infektio-
nen (insbesondere CMV), das HLA-Matching, die Kaltischdmiezeit, die Anzahl verabreichter
Bluttransfusionen, dem Blutdruck bei Transplantation und die Titer panel-reaktiver An-
tikorper, sowie zu ihrem Zusammenspiel und Abhéngigkeiten Stellung nehmen. Dariiber
hinaus sollen die Faktoren mittels eines Rankings nach ihrer Wertigkeit hinsichtlich der Pro-
gnose aufgeschliisselt werden.

Die Beantwortung dieser Fragen macht eine detaillierte Beobachtung und Korrelation der
klinischen und morphologischen Verldufe erforderlich. Die unterschiedlichen Faktoren wer-
den dabei mittels univariater Analysen einzeln betrachtet, ihre Abhéngigkeit und Wertigkeit
durch multivariate Analysen erfafit.

Ein Schwerpunkt dieser Arbeit stellt die Rolle plasmazellreicher AbstofSungsreaktionen dar.
Bereits vor iiber 20 Jahren wurden plasmazellreiche Infiltrate bei Abstoungsprozessen im
Rahmen morphologisch-deskriptiver Arbeiten von Busch et al. [10] sowie Garavoy et al. [31]
beschrieben. Thre Rolle in Bezug auf die Prognose des Transplantatiiberlebens und weiter-
reichende Korrelationen mit anderen morphologischen und klinischen Parametern blieben
bis heute allerdings weitgehend unberiicksichtigt und ungeklirt. So beschreiben David-Neto
et al. [22] zwar den Plasmazellreichtum im Rahmen akuter AbstoBungsprozesse, sahen dies
allerdings als Folge einer Infektion an. In neueren Publikationen sehen Charney et al. [16]
und Meehan et al. [63] plasmazellreiche Infiltrate als eigenstdandige Komponente im Absto-
Bungsprozel an.

Um speziell den Plasmazellreichtum als etwaigen prognostischen Faktor herauszustellen und
zu analysieren ist es notig das zu untersuchende Kollektiv hinsichtlich anderer moglicher
Einflufifaktoren zu parallelisieren.

Beziiglich des Verlaufes soll der Vorstellung nachgegangen werden, ob der Plasmazellgehalt
der einzelnen Biopsien im Krankheitsgeschehen zunimmt und das Organ final im Transplan-
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tatversagen endet - der Plasmazellreichtum als prognostisch entscheidender Faktor 7
Diese Frage soll anhand deskriptiver Morphologie, Morphometrie sowie uni- und multivaria-
ten Analysen diskutiert werden.

Die bei der Entwicklung plasmazellreicher Abstolungsprozesse bedeutsamen immunolohi-
schen Prozesse und Pathomechanismen sind Gegenstand aktueller Diskussionen und For-
schungsaktivitdten [16, 63]; da haufig erst das Wissen um die pathogenetischen Zusam-
menhédnge die Voraussetzung fiir gezielte praventive und therapeutische Konzepte in der
Transplantationsmedizin sein kann. Schluffendlich sollte daher im Rahmen der Diskussion auf
die bisherigen Vorstellungen zur Atiologie und Pathogenese plasmazellreicher AbstoBungs-
prozesse eingegangen werden, sowie eine weiterreichende Hypothese aufgestellt werden.




Material und Methoden

Material und Methoden
12.1] Kollektive

Das Gesamtkollektiv bestand aus 109 transplantierten Patienten (62 Ménner, 47 Frauen),
wobei die tiberwiegende Mehrzahl der Transplantationen (103 Patienten) in der Chirurgi-
schen Klinik des Universititsklinikums Tiibingen erfolgte. 6 Patienten wurden im Klinikum
Groflhadern, Miinchen, transplantiert und im Zentralklinikum Augsburg nachbehandelt. Bei
14 Patienten wurde parallel zur Niere auch das Pankreas transplantiert. Alle untersuch-
ten Biopsien entstammen dem Nierenregister des Instituts fiir Pathologie der Universitéit
Tiibingen aus den Jahren 1985 - 1998. Sémtliche Transplantationen wurden zwischen 1985
und 1996 durchgefiihrt, so daf bis zum Stichtag (01.01.1998) ein Beobachtungszeitraum von
mindestens 2 Jahren gewéhrleistet war.

Von den 109 Patienten wurden insgesamt 357 Biopsien und 42 Explantate analysiert, wo-
bei von der Mehrzahl der Patienten entsprechend deren Krankheitsverlauf mehrere Biopsien
vorlagen.

Abbildung 1: Kollektive - Einteilung nach Abstolungsreaktion und Plasmazellreichtum

Gesamtkollektiv
n=109

Gruppe | plasmazelreich Gruppe I nicht plasmazelreich
=53 =00

Gruppe l: Gruppe b: Gruppe [l Gruppe I
akute Abstobung | chronische Abstobung | | akute Abstoung | chronische AbstoRung
=21 =20 =) =00
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2.2 Definition der AbstoBungsreaktionen Material und Methoden

Da im Zentrum der vorliegenden Untersuchung die Frage der Relevanz plasmazellrei-
cher Abstoflungsreaktionen stand, wurde das Gesamtkollektiv in plasmazellreiche (Gruppe I)
und nicht-plasmazellreiche (Gruppe II) Félle eingeteilt und weiter in akute plasmazellreiche
(Gruppe la), akute nicht-plasmazellreiche (Gruppe I1a), chronische plasmazellreiche (Grup-
pe ITa) und chronische nicht-plasmazellreiche (Gruppe IIb) Fille unterteilt (Abbildung: 1,
Seite 10). Entscheidend fiir die Zuteilung der Patienten zu einem der vier Unterkollektive war
dabei die erste plasmazellreiche Biopsie. Bei Patienten, die {iberhaupt keine plasmazellreiche
Biopsie in ihrem Verlauf aufzeigten, wurde die Kollektivzugehorigkeit in Abhéngigkeit von
der Anzahl akuter und chronischer AbstoSungsreaktionen festgelegt. Um gleiche Verhéltnis-
se bei der Beurteilung zu gewahrleisten, wurden die Kollektive untereinander nach Anzahl
der AbstoBungsreaktionen, Geschlecht und Alter der Patienten sowie nach der Anzahl der
Biopsien parallelisiert (,,clinically matched®).

12.2] Definition der AbstoBungsreaktionen

Zumeist bedingen klinische Symptome, etwa ein Harnverhalt, ein Kreatininanstieg oder eine
Temperaturerhohung die Indikation zur Nierenbiopsie, oder bei schwerwiegenden Kompli-
kationen gar zur Explantation des transplantierten Organes. In der klinisch-pathologischen
Diagnostik werden mit dem Begriff | AbstofSungsreaktion® immunologische Reaktionen des
Empfangerorganismus gegen das transplantierte Organ definiert. Diese immunulogische Re-
aktion findet bei transplantierten Nieren obligat im Interstitium, fakultativ im Bereich grofie-
rer renaler Geféfle - als Transplantatvaskulopathie bezeichnet - sowie im Bereich der Glo-
merula in Form einer Transplantatglomerulopathie, statt. Dabei basiert die Auswertung der
Histologie im Detail auf folgenden morphologischen Bildern und Definitionen:

Akute AbstoBungsreaktion
2.2.1.1] Interstitiell

Das histologische Bild der akuten interstitiellen Abstoungsreaktion entspricht einer aku-
ten interstitiellen Entziindung mit unterschiedlich dicht gelagerten Infiltraten mononukleérer
Zellen im 6dematos aufgelockerten Interstitium, wobei neben Makrophagen, CD41-, CD8%T-
Lymphozyten, vereinzelt auch Granulozyten und Plasmazellen nachzuweisen sind [18]. Ent-
scheidendes morphologisches Substrat einer interstitiellen Abstofungsreaktion ist dabei die
Tubulitis mit eingewanderten mononukledren Infiltraten im Tubulusepithelverband und Zei-
chen einer Tubulusdestruktion Grundsétzlich zeigt die akute interstitielle Abstofungsreak-
tion per definitionem keine interstitielle Fibrose.

Vaskular

Die akute vaskuldre Abstoungsreaktion ist morphologisch durch eine Schwellung und Va-
kuolisierung aber auch Destruktion des Gefaflendothels sowie durch Infiltrate mononukleédrer

11



2.2 Definition der AbstoBungsreaktionen Material und Methoden

Zellen im Bereich der Gefafwand mit dem Bild einer Endothelialitis charakterisiert. Eine In-
filtration der Intima durch Lymphozyten, Makrophagen und einzelnen Plasmazellen, wird
als intimale Arteriitis, die der gesamten Gefifiwand, als transmurale Arteriitis bezeichnet.
Neuere Arbeiten schliefen mit dem Begriff ,akute vaskuldre AbstofSlungsreaktion“ zudem
Abstolungsprozesse im Bereich peritubulédrer Kapillaren und Venen mit ein.

Glomerular

Akute glomeruldre Abstolungsprozesse, als akute Transplantatglomerulopathie bezeichnet,
préasentieren sich lichtmikroskopisch durch Schwellung sowie Ablésung und Destruktion des
Endothels. Innerhalb der Kapillarlumina lassen sich vermehrt Makrophagen und T-Lympho-
zyten nachweisen. Das Mesangium ist héufig aufgelockert. In schweren Féllen kénnen sich
Schlingennekrosen mit einer Halbmondbildung entwickeln.

In der vorliegenden Untersuchung wurde als obligater Parameter die Quantitéit der intersti-
tiellen Infiltrate nach einer Einteilung in 3 Schweregrade

e Grad I: geringgradig
e Grad II: mittelschwer

o Grad III: schwer

sowie weitere fakultative abstofungsbedingte (vaskuldre AbstoBung, Transplantatglomeru-
lopathie) und nicht-abstoffungsbedingte (Hyper- bzw. Minderperfusionsschiaden, Glomerulo-
sklerose) Befunde ausgewertet.

Bei zusétzlicher diskreter Fibrosierung des Interstitiums wurde die Diagnose einer akuten
Abstolungsreaktion mit beginnender Chronizitéit gestellt.

Chronische AbstoBungsreaktion

2.2.2.1| Interstitiell

Im Zentrum der chronischen interstitiellen Abstoffungsreaktion steht die unterschiedlich
schwere interstitieller Fibrose, die Aktivitdt einer interstitiellen Abstoffungsreaktion wird
durch die Quantitit der Infiltrate bestimmt. Die Tubuli sind atrophisch und héufig destru-
lert.

Vaskular

Der chronisch vaskulédre Abstoungsreaktion, als chronische Transplantatvaskulopathie be-
zeichnet, ist durch eine konzentrische Verdickung der Intima mit Stenosierung des Gefafilu-
mens gekennzeichnet. Im Lumen und in der Gefiwand finden sich je nach Aktivitat der
AbstoBBungsreaktion unterschiedlich dichte Infiltrate.

12



2.3 Datenerfassung Material und Methoden

Glomerular

Das chronische Stadium der Transplantatglomerulopathie ist durch Basalmembranneubil-

dungsprozesse im subendothelialen Bereich charakterisiert, die mit dem histologischen Phé-
nomen der Doppelkonturierung einhergehen.

Die chronische Abstoffungsreaktion wurde primér nach der Intenstitéit der interstitielle Fi-
brose durch eine Unterteilung in drei Schweregrade beurteilt:

e Grad I: geringgradig
e Grad II: mittelschwer

e Grad III: schwer

Zusatzlich wurden die immunologischen Aktivitédtszeichen, d.h. die Quantitit der Infiltrate
(CD47"-, CD8"T-Lymphozyten und Makrophagen) mit Differenzierung in drei Schweregrade
(geringgradig, mittelschwer, schwer) beurteilt, sowie weitere fakultative abstoungsbedingte
Parameter (vaskuldre AbstoBung, Transplantatglomerulopathie) ausgewertet.

Plasmazellreiche AbstoBungsreaktion

Wihrend normalerweise CD41-, CD8*T-Lymphozyten und Makrophagen das histologische
Bild einer Abstoflungsreaktion bestimmen, fallen bei einem Teil der Biopsien und Explanta-
ten plasmazellreiche Infiltrate auf.

Um eine Biopsie als plasmazellreich zu werten, wurde die Anzahl der interstitiell lokalisierten
Plasmagzellen in Relation zu der Gesamtzahl der infiltrierten Zellpopulationen gesetzt. Waren
dabei mindestens 20 % aller Infiltrate Plasmazellen, so wurde die Biopsie als plasmazellreich
bewertet. Die Quantitit der Plasmazellinfiltrate wurde histologisch mit wenig [+], méBig
viel [++] und zahlreich [+4+] beurteilt. AuBlerdem wurde die Quantitat der Infiltrate im
Verhiiltnis zu ihrer Lokalisation (peritubulér, perivaskuldr und periglomerulér) untersucht.
Bei eindeutig plasmazellreichen Biopsien wurde die Kollektivzuordnung semiquantitativ an-
hand der Lichtmikroskopie durchgefiihrt, bei grenzwértigen Befunden erfolgte eine detail-
lierte Auszéhlung der Infiltrate mittels Morphometrie!.

12.3] Datenerfassung

Séamtliche Daten wurden anhand von Erfassungsbogen dokumentiert. Morphologische Be-
funde wurden fiir jede Biopsie oder jedes Explantat anhand eines tabellarischen Bogens
(Abbildung 2, Seite 15) ausgewertet und notiert. Die Dokumentation der klinischen und
laborchemischen Parameter erfolgte zum Zeitpunkt der Transplantation mit Erfassung der
Empfinger- (Abbildung 5, Seite 19) und Spenderdaten (Abbildung 4, Seite 18), sowie im wei-
teren Verlauf im Rahmen der Nachsorge bei Biopsie- oder Explantationsdatum (Abbildung
6, Seite 20).

! Absatz - 2.5 Morphometrie, Seite 14
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2.4 Morphologie Material und Methoden

ﬂ Morphologie

Alle Biospien wurden lichtmikroskopisch und immunhistologisch, Félle mit zusétzlichen Be-
funden (vaskuldre AbstoBungsreaktion, Transplantatglomerulopathie) auch elektronenmikro-
skopisch beurteilt. Die elektrononenmikrospische Untersuchung war erforderlich um Verénde-
rungen in Form einer Transplantatglomerulopathie von einer Immunkomplex- oder de novo-
Glomerulonephritis - AusschluSkriterium fiir die Kollektiveinbindung - zu unterscheiden.

Lichtmikroskopie

Von den in 4%igem Formalin fixierten, in Paraffin eingebetten Gewebsproben wurden 3-5
pm dicke Schnitte hergestellt, die anschlieBend durch ein standardisiertes Verfahren nach der
PAS-Methode gefiarbt wurden.

Immunbhistologie

Die immunbhistologischen Untersuchungen der Nierenbiospien erfolgten zur Qualitéits- und
Quantititsbestimmung der zelluldren Infiltrate (Makrophagen, CD4%-, CD8"-T-Lympho-
zyten, B-Lymphozyten), sowie zum Nachweis von Immunglobulinen und Komplementkom-
ponenten, d.h. zur Bestdtigung oder Ausschluff von Immunkomplexablagerungen.

Zur Darstellung der einzelnen Zellpopulationen wurden spezielle Antikorper benutzt, die
aus der Tabelle 1, Seite 16 zu entnehmen sind. Die Immunglobuline wurden mittels der
konventionellen PAP-Methode bestimmt.

Elektronenmikroskopie

Von den in Araldit eingebetteten Gewebsproben, die mit Osmium-Uranyl-Acetet kontrastiert
und zusétzlich mit Blei-Citrat nachkontrastiert wurden, konnten mittels des Ultramiktrom
Ultradiinnschnitte (Schichtdicke: 0,5 pm) angefertigt und diese elektronenmikroskopisch aus-
gewertet und fotodokumentiert werden.

Morphometrie

Die morphometrische Auswertung erfolgte durch manuelle Auszéhlung von 10 zufillig aus-
gewihlten Gesichtsfeldern pro Biopsie und diente der quantitativen und qualitativen Analyse
der mononukleiren Infiltrate (CD4"-, CD8*T-Lymphozyten, Makrophagen, B-Lymphozyten,
Plasmazellen).

Um eine zufillige Verteilung der auszuwertenden Gesichtsfelder zu gewéhrleisten, wurden
geeignete Biopsien anhand eines Zahlokkulars in vertikal und horizontale Felder eingeteilt
(Skizze: Abbildung 3, Seite 17). Anhand eines eigens entwickelten Computerprogramms?
wurden 10 zufillig gewéhlte Gesichtsfelder bestimmt und anschlieSend unter dem Mikro-
skop unter Anwendung eines Zihlokkulars mit Rasterung der Feldgréfie von 65 pm? bei

2Anhang: Auswahl der Gesichtsfelder, Seite 73
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2.5 Morphometrie Material und Methoden

Abbildung 2: Erhebungsbogen - morphologische Befunde

Transplantatglomerulopathie ja / nein

akut / chronisch

Vaskulédre AbstoBungsreaktion ja / nein

akut / chronisch

Tubulitis ja / nein
Tubulusdestruktion ja / nein
Tubulusatrophie ja / nein
Interstitielle AbstofSungsreaktion ja / nein

akut / chronisch

Interstitielles Odem ja / nein

Interstitielle Fibrose keine Fibrose
geringgradig
mittelgradig
schwer

Verteilung der Infiltrate diffus, fokal

diffus, zusétzlich mit fokalen Herden

Lokalisation der Infiltrate ohne Bezug

perivaskular
periglomerular

perivaskuldr+periglomeruléar

Qualitédt der Infiltrate Lymphozyten, Makrophagen

Plasmazellen, Granulozyten

gemischt
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Material und Methoden

2.5 Morphometrie

verwendete Antikorper

Tabelle 1: Immunhistologische Farbungen
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2.6 Klinische Daten Material und Methoden

400-facher Vergroerung (,,high-power-field“) ausgewertet.

War ein ermitteltes Gesichtsfeld fiir die Auswertung ungeeignet (z.B. kein Rindengewebe)
wurde ein alternatives, geeignetes Gesichtsfeld ebensfalls randomisiert ausgewihlt, so dafl
eine kontinuierliche Auswertung von 10 Gesichtsfeldern pro Biospie gewéhrleistet war.

Abbildung 3: Schema - Bestimmung der Gesichtsfelder; die maximale Anzahl der
Gesichtsfelder wird durch Auszdhlung mittels Zéahlokkular in der horizontalen und vertikalen
Ausrichtung (x*y) bestimmt. Sie ist die Eingabegrofie fiir das Computerprogramm.
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12.6] Klinische Daten

Vor der Transplantation wurden klinische Parameter des Spenders und Empfangers doku-
mentiert. Um den klinischen Verlauf der transplantierten Patienten zu verfolgen, wurden au-
Berdem bei jeder Biopsieentnahme klinische und laborchemische Parameter des Empfingers
ermittelt.

Klinische Parameter des Spenders

Von dem Spender wurden - soweit erruierbar - das Alter bei Organspende, das Geschlecht,
der CMV-Status sowie der Blutdruck dokumentiert.

Klinische Parameter - Empfanger und Spenderkonstellation

Im Rahmen der Spender- und Empfangerkonstellation wurde an erster Stelle das HLA-
Mismatching beriicksichtigt (HLA-A-, HLA-B-, HLA-DR-~, HLA-Gesamt-Mismatch). Beim
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2.6 Klinische Daten Material und Methoden

Abbildung 4: Erhebungsbogen - Klinische Parameter des Spenders zum Zeitpunkt der
Transplantation

Geschlecht ménnlich / weiblich
Alter in Jahren

Kreatinin bei Entnahme mg/dl

CMV-Status pos. / neg. / unbek.
Blutdruck bei Entnahme (syst. / diast.) mmHg

HLA-Mismatching wurden die nicht iibereinstimmenden Antigene gewertet (bei HLA-A-
HLA-B-, HLA-DR-Mismatch: 0 = komplette Ubereinstimmung, 2 = keine Ubereinstimmung
des Locus, bei HLA-Gesamt-Mismatch: 0 = komplette Ubereinstimmung, 6 = keine Uberein-
stimmung der Antigene). Ebenfalls beriicksichtigt wurde die CMV-Serologie-Konstellation
zwischen Spender und Empfanger.

Klinische Parameter des Empfangers pra-, intra- und postoperativ

Neben spezifischen Patientendaten (Geburtsdatum, Geschlecht, Alter bei NTx) wurde die
Ursache der terminalen Niereninsuffizienz (z.B. chronisch interstitielle Nephritis, chronische
Pyelonephritis, Zystennieren, Analgetikanephropathie [Abbildung 29, Seite 43]), eine kom-
binierte Nieren-Pankreastransplantation, primér nicht-immunologische Parameter (CMV-
Status, Anzahl der Bluttransfusionen intraoperativ bzw. kurz postoperativ, Kaltischdmie-
zeit) sowie immunologische Faktoren (maximaler Titer panel-reaktiver Antikorper innerhalb
des Beobachtungszeitraumes [PRA max.|, PRA vor Tx, PRA nach Tx) und die medika-
mentdse immunsuppressive Therapie direkt nach Tx (Cyclosporin A, Azathioprin, Cortison,
ATG/ALG) erfafit. Zusétzlich wurde eine supportive Dialyse direkt nach Tx, sowie eine
eventuelle szintigraphische Transplantatfunktionskontrolle dokumentiert.

Klinische Parameter des Empfingers im weiteren Verlauf, jeweils zum
Zeitpunkt der Biopsie

Parallel zur Verlaufsbiopsie wurden bei jedem Patienten folgende klinische und laborche-
mische Parameter erfafit: Alter, Zeitspanne zwischen Transplantation und Biopsie, aktueller
Kreatinin-Wert, aktueller Blutdruck, eine eventuell indizierte Dialysetherapie sowie eine not-
wendige Explantation.

18



2.6 Klinische Daten

Material und Methoden

Abbildung 5: Erhebungsbogen - Daten des Empfangers zum Zeitpunkt der NTx, sowie

Parameter zur Empfénger-Spenderkonstellation

Geburtsdatum

Geschlecht

ménnlich / weiblich

Alter bei Transplantation

in Jahren

Ursache der terminalen Niereninsuffizienz

Niere+Pankreas-Transplantation

nein / ja / unbek.

CMV-Status pos. / neg. / unbek.
Bluttransfusionen Anzahl
PRA maximal in %

PRA vor Tx in %

PRA nach Tx in %
HLA-A-Mismatch [0-2 ]
HLA-B-Mismatch [0-2 ]
HLA-DR-Mismatch [0-2]
HLA-Gesamt-Mismatch [ 0-6 |
Kaltischémiezeit inh / min
Dialyse nach Tx ja / nein
Szintigraphische Kontrolle ja / nein
Medikation: Cyclosporin A nach Tx ja / nein
Medikation: Azathioprin nach Tx ja / nein
Medikation: Cortison nach Tx ja / nein
Medikation: ATG/ALG nach Tx ja / nein
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2.7 Verlaufsbeobachtungen und Risikofaktoren Material und Methoden

Abbildung 6: Erhebungsbogen - Klinische Parameter des Empfangers zum Zeitpunkt
der Biopsie

Alter des Patienten in Jahren
Zeit zwischen Transplantation und Biopsie in Monaten
Kreatinin mg/dl
Blutdruck (syst. / diast.) mmHg
Dialyse ja / nein
Explantation ja / nein

Verlaufsbeobachtungen und potentielle Risikofaktoren fiir die
Transplantatiiberlebensprognose

Der klinische Verlauf der transplantierten Patienten erstreckte sich durchschnittlich {iber
einen Zeitraum von 4,3 Jahre (x=52 Monate), wobei grundsétzlich drei Moglichkeiten des
Transplantatschicksals in der Auswertung beriicksichtigt wurden:

e Der Patient hatte zum Ende des Beobachtungszeitraum ein funktionierendes Spender-

organ.

e Der Patient muflte aufgrund eines Transplantatversagens wieder dialysiert werden oder

wurde retransplantiert.

e Der Patient ist wihrend des Beobachtungszeitraumes mit funktionierendem Transplan-
tat verstorben.

Die Verlaufsbeobachtungen umfafiten den morphologischen Vergleich der einzelnen Biopsien
untereinander, sowie die Korrelationen mit klinischen (Ursache der terminalen Niereninsuffi-
zienz, Niere+Pankreas-Transplantation, Anzahl der Bluttransfusionen, PRA max., PRA vor
NTx, PRA nach NTx, HLA-A-, HLA-B-, HLA-DR-, HLA-Gesamtmismatch, Kaltischamie-
zeit, Medikation) und spender- sowie empfingerspezifischen Parametern (Geschlecht, Alter
bei NTx, CMV-Status).

Um die einzelnen moglicherweise prognostisch relevanten Parameter zu bestimmen, wurden
Transplantatiiberlebensraten (Kaplan-Maier-Kurven) mittels univariater Analysen berech-
net. Als EinfluBgrolen wurde das Auftreten einer vaskuldren AbstoBung, einer Transplan-
tatglomerulopathie, der Plasmazellreichtum, das HLA-Mismatch (HLA-A, HLA-B, HLA-
DR und Gesamtmismatch), die Titer vor und unmittelbar postoperativ der panel-reaktiven-
Antikorper, sowie deren maximaler Wert im Verlauf des Beobachtungszeitraumes, eine CMV-
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2.8 Molekularbiologie Material und Methoden

Infektion, die Anzahl der Blutkonserven, das Geschlecht des Empfingers, das Alter des Spen-
ders, sowie die Empfanger-Spendergeschlecht-Konstellation untersucht.

2.8| Molekularbiologie
Um die Relevanz von Herpes-Viren (EBV-, CMV-, HSV1-, HSV2-, HHV6) in der Gene-

se plasmazellreicher AbstofSungsprozesse zu untersuchen, wurde der Nachweis von Herpes-
Viren-Genomen mittels nested PCR durchgefiihrt.

Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die PCR ist eine in vitro-Methode zur Amplifikation von DNA, die auf einer enzymatischen
Synthese von DNA-Sequenzen mittels DNA-Polymerase beruht [86, 70]. Grundlage der PCR
ist die zyklische Wiederholung von thermischer Denaturierung, Primerhybridisierung (Anne-
aling) und DNA-Synthese (Elongation). Spezifische Oligonukleotide (Primer) flankieren den
zu vermehrenden DNA-Abschnitt von den 3‘-Einzelstrangenden her und dienen als Initiati-
onsstelle fiir den Polymerisationsprozel der thermostabilen DNA-Polymerase.

Die Methode der nested PCR dient z.B. zum Nachweis von Krankheitserregern, die nur
in einer geringen Kopienanzahl vorliegen. Dabei wird in einer 1. PCR Runde das virale
Material amplifiziert. Dies reicht jedoch meist nicht aus um es im Agarosegel darzustel-
len. Deshalb wird mittels eines zweiten Primerpaares, welches innerhalb des amplifizierten
Segmentes liegt, eine 2. PCR Runde durchgefiihrt. Dadurch erhoht sich die zum einen Spe-
zifitdt, zum anderen wird durch diese 2. PCR-Amplifikation die Nachweisgrenze von viralen
Krankheitserregern um ein vielfaches erhoht. Abschliefend erfolgt die Darstellung der PCR-
Amplifikante mittels Elektrophorese im 2y. TBE-Agarosegel, wobei die DNA-Fragmente nach
ihrer Grofle aufgetrennt werden. Unter Zuhilfenahme von Ethidiumbromid, das sich zwischen
den GC-Basenpaaren einlagert und mit der DNA einen Komplex bildet, kénnen die Frag-
mente sichtbar gemacht werden [95]. Nach Abschluf der Elektrophorese konnen die DNA-
Fragmente im kurzwelligen Licht identifiziert werden.

Am Ende des Kapitels sind die PCR-Protokolle fiir die einzelnen DNA-Viren (Tabelle 3-7,
Seite 22-24) angegeben.

Gerate

Fiir die histologische Diagnostik sowie die Morphometrie wurden folgende Geréte verwendet

(Tabelle 2, Seite 22).

Statistische Auswertung

Alle erhobenen Daten wurden patienten-anonym verschliisselt und als Datenbank elektro-
nisch erfaBt. Die statistische Auswertung erfolgte an MS-DOS®-Windows®-PCs mit dem
Statistical Analysis System (SAS®), SAS Institute Inc., Version 6.12, Cary, NC. Zur Aus-
wertung der multivariaten Analysen wurde das Programm JMP, SAS Institute Inc., Versi-
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2.10 Statistische Auswertung Material und Methoden

Tabelle 2: Produkte und Hersteller
Lichtmikroskop BH2 Olympus, Hamburg, Deutschland

Lichtmikroskop 473011-9901 Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Zahlokkular mit Gitterraster Zeiss, Oberkochen, Deutschland

Elektronenmikroskop EM 10 Zeiss, Oberkochen, Deutschland
AMIGA 2000 Computer AMIGA Inc., Langen, Deutschland

on 3.1.5, Cary, NC. eingesetzt. Die Priifung auf Signifikanz mittels Vier-Felder-Tafeln und
Gruppenvergleichen mit mehreren Auspriagungsgraden erfolgte anhand des Chi Square-Tests.
Der Vergleich von Mittelwerten wurde durch T-Test durchgefiihrt. Bei der Bestimmung der
Transplantatiiberlebensprognose mittels univariater Analysen kamen Log-Rank-Tests zur
Anwendung. Zielgréfle war die wiederkehrende Dialysepflichtigkeit. Die multivariate Ana-
lysen wurden nach dem Cox-Proportional-Hazard-Model durchgefiihrt.

Ein Signifikanzniveau von p<0.05 war Mindestvoraussetzung fiir die Annahme einer signifi-

kanten Differenz.

Tabelle 3: HCMYV - Protokoll der PCR-Untersuchungen

Primer Basenfolge 5°-3° Paare

1. PCR: RZ-1E3 GGACATCTTTCTCGGGGTTCTCG 23mer
1. PCR: RZ-1E4 GACACGATGGAGTCCTCTGCC 21mer
nested PCR: RZ-IE1 | CGGCCAACTCTGGAAACAGCGGG 23mer
nested PCR: RZ-1E2 | CCCTGATAATCCTGACGAGGGCCC 24mer

PCR-Bedingungen:

Temp. Zeit Temp. Zeit
1. PCR n. PCR
Denaturierung | 94° C 30 sec. Denaturierung | 94° C 30 sec.
Annealing 56° C 30 sec. Annealing 56° C 30 sec.
Elongation 72° C 45 sec. Elongation 72° C 45 sec.

Erwartete PCR-Basenpaare: 1. PCR: 364/250bp, n.PCR: 269/155bp

Quelle: Chee,M.S., Bankier,A.T., Beck,S., Bohni,R., Brown,C.M., Cerny,R., Horsnell,T., Hut-
chison II1,C.A., Kouzarides,T., Martignetti,J.A. Preddie,E., Satchwell,S.C., Tomlinson,P., We-
ston,K.M. and Barrell,B.G.: Analysis of the protein-coding content of the sequence of human
cytomegalovirus strain AD169, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 154, 125-169 (1990) Modifiziert
von Ch. Aepinus
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2.10 Statistische Auswertung Material und Methoden

Tabelle 4: EBV - Protokoll der PCR-Untersuchungen

Primer Basenfolge 5°-3° Paare

1. PCR: EBVNA 1A AAGGAGGGTGGTTTGGAAAG 20mer
1. PCR: EBVNA 2A AACAGACAATGGACTCCCTTAG 20mer
nested PCR: EBVNA 1IN | ATCGTGGTCAAGGAGGTTCC 20mer
nested PCR: EBVNA 2N | ACTCAATGGTGTAAGACGAC 20mer

PCR-Bedingungen:

Temp. Zeit Temp. Zeit
1. PCR n. PCR
Denaturierung | 94° C 30 sec. Denaturierung | 94° C 30 sec.
Annealing 56° C 30 sec. Annealing 56° C 30 sec.
Elongation 72° C 45 sec. Elongation 72° C 45 sec.

Erwartete PCR-Basenpaare: 1. PCR: 296 bp, n.PCR: 208bp

Quelle: Parker,B.D., Bankier,A., Satchwell,S., Barrell,B. and Farrell,P.J.: Sequence and tran-
scription of Raji Epstein-Barr virus DNA spanning the B95-8 deletion region, Virology 179
(1), 339-346 (1990). Modifiziert von Ch. Aepinus

Tabelle 5: HHVG6 - Protokoll der PCR-Untersuchungen

Primer Basenfolge 5°-3° Paare
1.P..HHV 6-1A | TCTCACAGGCCAGGACAATGGATTATATAT 30mer
1.P..HHV 6-2A | TGAGATCATTCTCCCGTTCTTGAGGG 26mer
n.P..HHV 6-1N | TCCACTACTTAAAACCGA 18mer
n.P..HHV 6-2N | TGATGAAGTATGTGATAG 18mer

PCR-Bedingungen:

Temp. Zeit Temp. Zeit
1. PCR n. PCR
Denaturierung | 94° C 30 sec. Denaturierung | 94° C 30 sec.
Annealing 50° C 30 sec. Annealing 50° C 30 sec.
Elongation 72° C 45 sec. Elongation 72° C 45 sec.

Erwartete PCR-Basenpaare: 1. PCR: 160 bp, n.PCR: 90bp

Quelle: Isegawa,Y., Mukai,T., Nakano,K., Kagawa,M., Chen,J., Mori,Y., Sunagawa,T., Ka-
wanishi,K., Sashihara,J., Hata,A., Zou,P., Kosuge,H. and Yamanishi,K.: Comparison of the
complete DNA sequences of human herpesvirus 6 variants A and B, J. Virol. 73 (10), 8053-
8063 (1999). Modifiziert von Ch. Aepinus
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2.10 Statistische Auswertung Material und Methoden

Tabelle 6: HSV-1 - Protokoll der PCR~Untersuchungen

Primer Basenfolge 5°-3° Paare

1. PCR: HSV1-1 ATCACGGTAGCCCGGCCGTGTGACA 25mer
1. PCR: HSV1-2 CATACCGGAACGCACCACACAA 22mer
nested PCR: HSV1-3 | CCATACCGACCACACCGACGA 21mer
nested PCR: HSV1-4 | GGTAGTTGGTCGTTCGCGCTGAA 23mer

PCR-Bedingungen:

Temp. Zeit Temp. Zeit
1. PCR n. PCR
Denaturierung | 94° C 30 sec. Denaturierung | 94° C 30 sec.
Annealing 56° C 30 sec. Annealing 56° C 30 sec.
Elongation 72° C 45 sec. Elongation 72° C 45 sec.

Erwartete PCR-Basenpaare: 1. PCR: 220bp, n.PCR: 137bp

Quelle: Aurelius E., Johansson B., Skoldenberg B., Forsgren M.: Encephalitis in immuno-
competent patients due to herpes simplex virus type 1 or 2 as determined by type-specific
polymerase chain reaction and antibody assays of cerebrospinal fluid, J. Med. Virol. 39:179-
186 (1993).

Tabelle 7: HSV-2 - Protokoll der PCR-Untersuchungenn

Primer Basenfolge 5°-3° Paare

1. PCR: HSV2-1 TCAGCCCATCCTCCTTCGGCAGTA 24mer
1. PCR: HSV2-2 GATCTGGTACTCGAATGTCTCCG 23mer
nested PCR: HSV2-3 | AGACGTGCGGGTCGTACACG 20mer
nested PCR: HSV2-4 | CGCGCGGTCCCAGATCGGCA 20mer

PCR-Bedingungen:

Temp. Zeit Temp. Zeit
1. PCR n. PCR
Denaturierung | 94° C 30 sec. Denaturierung | 94° C 30 sec.
Annealing 56° C 30 sec. Annealing 56° C 30 sec.
Elongation 72° C 45 sec. Elongation 72° C 45 sec.

Erwartete PCR-Basenpaare: 1. PCR: 183bp, n.PCR: 100bp

Quelle: Aurelius E., Johansson B., Skoldenberg B., Forsgren M.: Encephalitis in immuno-
competent patients due to herpes simplex virus type 1 or 2 as determined by type-specific
polymerase chain reaction and antibody assays of cerebrospinal fluid, J. Med. Virol. 39:179-
186 (1993).
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Ergebnisse

Ergebnisse

13.1] Morphologische Parameter und ihre Beziehungen zueinander
Interstitielle AbstoBungsreaktion

Von den histologisch ausgewerteten Biopsien und Explantaten, zeigten sich bei 19 Erst-
biopsien, obwohl klinisch der Verdacht bestand, keine Verdnderungen im Sinne einer Ab-
stofungsreaktion. Dabei handelte es sich um Erstbiopsien von Patienten, die im weiteren
Verlauf eine unterschiedlich schwere Abstoffungsreaktion entwickelten. In 108 Biopsien lief3
sich eine geringgradige, in 93 Biopsien eine mittelschwere und in 15 Biopsien eine schwe-
re akute AbstoBfungsreaktion beobachten. Bei 61 Préparaten zeigten sich Verdnderungen in
Form einer geringgradigen, bei 74 Praparaten einer mittelschweren und bei 29 Prédparaten
einer schweren chronischen Abstoflungsreaktion (Abbildung 7, Seite 25).

Abbildung 7: Ubersicht der histologischen Befunde - Einteilung in keine, akute und
chronische AbstoBung. Graduierung erfolgte nach den geschilderten Definitionen [Absatz 2.2,
Seite 11]
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Vaskuldre AbstoBung, Transplantatvaskulopathie (VAR)

Bei der morphologischen Auswertung aller Biopsien und Explantate konnte bei insgesamt 93
(23,3 %) der 399 untersuchten Priaparate eine vaskuldre Abstofungsreaktion diagnostiziert.
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3.1 Morphologische Parameter und ihre Beziehungen zueinander Ergebnisse

Da es sich bei dieser Analyse um eine rein morphologische, d.h. nicht patientenbezogene
Auswertung handelte, wurden zum Teil mehrere Biopsien eines Patienten erfaft.

Wurden die Daten patientenbezogen ausgewertet, d.h. ein Patient wurde dann als positiv
gewertet, wenn er in seinem Krankheitsverlauf eine VAR entwickelte, zeigte sich, daf§ 50
Patienten (46,9 %) innerhalb des Beobachtungszeitraumes eine VAR entwickelten.

Glomeruldre AbstoBungsreaktion, Transplantatglomerulopathie (TGP)

Auch bei der Analyse der TGP wurde analog zur Auswertung einer VAR die Untersuchung
zuerst praparatebezogen durchgefiihrt, d.h. die Biopsien und Explantate wurden unabhéngig
vom Patienten einzeln gewertet. Histologisch konnte dabei in 81 (20,3 %) der insgesamt 399
Praparate eine TGP ermittelt werden.

Bei der patientenorientierten Auswertung der Praparate, d.h. ein Patient wurde dann als
positiv gewertet wenn zumindest in einem Préparat eine TGP diagnostiziert werden konnte,
wurde deutlich, dafl 40 (36,7 %) der 109 Patienten innerhalb des Beobachtungszeitraumes
eine TGP entwickelten.

Bei 27 Patienten wurde ein paralleles Auftreten einer VAR mit einer TGP, bzw. die Ent-
wicklung einer TGP nach Diagnose einer VAR im weiteren Verlauf, gesehen.

Plasmazellreiche interstitielle AbstoBungsreaktion

Tabelle 8: Morphologische Analyse der Plasmazellinfiltrate - Relation zwischen Lo-
kalisation und Quantitét (Prozentualer Anteil der Plasmazellinfiltrate)

Quantitdat peritubuldr | perivaskuldr | periglomeruldr
Gruppe I - komplett 35,4 % 27,0 % 37,6 % 100 %
[+] 38,1 % 24,4 % 37,5 % 100 %
[++] 29,7 % 45,8 % 24,5 % 100 %
[+++] 38,1 % 10,8 % 51,1 % 100 %

Im Gesamtkollektiv konnte in 58 Préparaten (14,6 %) ein Plasmazellreichtum gesehen
werden. Im Kollektiv der Patienten mit plasmazellreichen Abstofungsreaktionen (Gruppe
I) wurde prozentual ein Anteil an Plasmazellen von 30,4 % an den gesamten interstitiel-
len Infiltraten beobachtet. In der Gruppe nicht-plasmazellreicher Félle (Gruppe II) lag der
prozentuale Anteil der Plasmazellen in Realation zu den gesamten Infiltraten bei durch-
schnittlich 4,6 %.

Bei der morphologisches Auswertung des plasmazellreichen Kollektives (Gruppe 1) wurde
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3.1 Morphologische Parameter und ihre Beziehungen zueinander Ergebnisse

deutlich, daf die Infiltrate zumeist in Zellnester (Clustern) gruppiert waren und mit steigen-
der Quantitat hinsichtlich der Lokalisation gehduft perivaskuldr und periglomerulér auftreten
(Abbildung 16, Seite 34).

So zeigte sich bei detaillierter Auswertung der Quantitiat plasmazellreicher Infiltrate bei Bi-
opsien mit méBig vielen [+] Infiltraten eine fast homogene Verteilung der Plasmazellen peri-
tubulér (38,1 %) und periglomerulér (37,5 %). Werden hingegen die Biopsien mit steigender
Quantitit [++] betrachtet, so wurde deutlich, daf die Infiltrate primér perivaskular (45,8
%); bei Biopsien mit zahlreichen [+4+] Plasmazellinfiltraten vornehmlich periglomerulér
(51,1 %) lokalisiert sind (Tabelle 8, Seite 26).

Korrelation zwischen Plasmazellen und VAR/TGP

Bei der Korrelation plasmazellreicher Infiltrate mit anderen morphologischen Befunden wur-
de deutlich, daf§ im Gesamtkollektiv plasmazellreiche Infiltrate in Kombination mit einer
VAR/TGP in 46,9 % der Félle auftreten. Im Vergleich dazu trat in der Gruppe mit Plas-
mazellreichtum (Gruppe I) vs. der nicht-plasmazellreichen Gruppe (Gruppe II) eine VAR +
TGP mit 58,5 % vs. 41,7 % signifikant hiufiger auf [Chi® p=0,0044] (Tabelle 9, Seite 27).

Tabelle 9: Entwicklung einer vaskuliren AbstofBungreaktion / Transplantatglo-
merulopathie - Betrachtung der einzelnen Kollektive

Morphologischer Befund | Gesamtkollektiv | Gruppe I | Gruppe II

ohne VAR/TGP 53,1 % 41,5 % 58,3 %
mit VAR/TGP 46,9 % 58,5 % 41,7 %
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3.2  Morphometrie Ergebnisse

Morphometrie

Tabelle 10: Morphometrie - Prozentuale Verteilung der Zellpopulationen im Gesamtkol-
lektiv, bei akuten und chronischen interstitiellen AbstoBungsreaktionen (Gruppe I und II)
sowie in den einzelnen Unterkollektiven

Koll. | CD4"-Lymph. | CD8"-Lymph. | B-Lymph. | Makroph. | Plasmaz.
Gesamtkollektiv
I+I11 4,52 % 31,33% 25,38 % 21,89% 16,92%
akut
la+ITa 2,36 % 30,50% 23,75 % 26,99% 16,43%
chronisch
Ib+IIb 6,67 % 32,15 % 27,01 % 16,78 % | 17,41 %
plasmaczellreich
I 2,34 % 29,85 % 26,8 % 11,42 % 29,6 %
Ia 0,47 % 39,24 % 23,92 % 7,41 % 28,96 %
Ib 421 % 20,45 % 29,68 % 15,43 % | 30,23 %
nicht-plasmazellreich
IT 6,68 % 32,80 % 23,96 % | 32,35 % 424 %
E) 424 % 21,75 % 23,57 % | 46,56 % 3,89 %
ITb 9,12 % 43,84 % 24,34 % 18,13 % 4,59 %

Bei der Analyse der Qualitdt und Quantitét der untersuchten Zellpopulationen (CD4%-,
CD8"-T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Makrophagen und Plasmazellen), (Tabelle 10, Sei-
te 28) wurde deutlich, da CD8'-T-Lymphozyten im Gesamtkollektiv mit 31,33 % sowie
bei akuten (Gruppe Ia+Ila) mit 30,50 % und chronischen Abstoffungsreaktionen (Gruppe
Ib-+1Ib) mit 32,15 % die Hauptfraktion unter den Infiltraten darstellen.

Bei nicht-plasmazellreichen akuten Abstoflungsprozessen (Gruppe Ila) dominieren Makro-
phagen mit 46,56 % der Infiltrate das zellulare Bild, wobei hingegen das morphologische
Bild bei nicht-plasmazellreichen chronischen Abstoflungsprozessen (Gruppe IIb) mit 43,84
% durch CD8'-T-Lymphozyten bestimmt wird. B-Lymphozyten machen sowohl bei akuten
als auch chronischen nicht-plasmazellreichen AbstofSungsprozessen rund 25 % der Infiltrate
aus.

Bei den plasmazellreichen AbstoBungsreaktionen (Gruppe la, Ib) finden sich neben einem
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3.2  Morphometrie Ergebnisse

hohen Anteil von Plasmazellen mit 28,96 % (akut, plasmazellreich) bzw. 30,23 % (chronisch,
plasmazellreich) vor allem CD8'-T-Lymphozyten mit 39,24 % (akut, plasmazellreich) bzw.
20,45 % (chronisch, plasmazellreich) und B-Lymphozyten mit 23,92 % (akut, plasmazell-
reich) bzw. 29,68 % (chronisch, plasmazellreich). Makrophagen und CD4"-T-Lymphozyten
sind in nur geringer Anzahl nachzuweisen (0,47 %, 7,41 % im akut, plasmazellreichen Kol-
lektiv bzw. 4,21 %, 15,43 % im chronisch, plasmazellreichen Kollektiv).
CD4"-T-Lymphozyten sind in allen Kollektiven mit einem Anteil von 0,47 % bis maximal
9,12 % nur in geringer Anzahl vorhanden. Die prozentuale Quantitit der infiltrierten B-
Lymphozyten ist in allen Unterkollektiven relativ konstant, morphologisch erschienen die
Infiltrate durchweg fokal lokalisiert.

Zur Analyse der sezernierten Immunglobuline (IgG, IgA, IgM) wurden die Gesamtanzahl der
Plasmazellen ermittelt und prozentual ausgewertet. In den beiden plasmazellreichen Unter-

Tabelle 11: Morphometrie - Prozentualer Anteil der Plasmazellen in Bezug auf die se-
zernierten Immunglobuline (IgG, IgA, IgM)

Kollektiv IgG IgA IgM
Ia 54,3 % 0 % 457 % | 100 %
Ib 655 % | 11,5 % | 23% | 100 %
IIa 50 % 50 % 0% 100 %
b 100 % 0% 0% 100 %

kollektiven (Gruppe la, Ib) sezernierten iiber die Hilfte der Plasmazellen IgG (Gruppe la -
54,3 %, Gruppe Ib - 65.5 %) und einige IgM (Gruppe Ia - 45,7 %, Gruppe Ib - 23 %) (Tabelle
11, Seite 29). In allen untersuchten plasmazellreichen Préparaten handelte es sich um poly-
klonale, sowohl \- als auch x-Fragmente sezernierende, Plasmazellinfiltrate. Die Auswertung
in den nicht-plasmazellreichen Kollektiven (Gruppe Ila/b) ist aufgrund der geringen Anzahl
der Plasmazellen nicht aussagekréftig.
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3.2 Morphometrie Ergebnisse

Abbildung 8: Akute interstitielle Abstoflungsreaktion - Das Interstitium ist tiberwie-

Abbildung 9: Akute interstitielle Abstoflungsreaktion, Tubulitis - Eingewanderte
Lymphozyten mit Destruktion der Tubulusepithelien, Immunhistologie: PAP-Reaktion

o P 3 F R " ¢ o g o
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3.2 Morphometrie Ergebnisse

Abbildung 10: Akute vaskulidre Abstoflungsreaktion - Bild einer transmuralen Arte-
riitis, Lichtmikroskopie: PAS-Reaktion

LT O35 e 1Y TP

Abbildung 11: links - Transplantatglomerulopathie, akutes Stadium (Friithstadium)
mit Endotheldestruktion und eingewanderten Rundzellen (Makrophagen und Lymphozyten),
PAS-Reaktion; rechts - Nachweis von T-Lymphozyten, Inmunhistologie; PAP-Methode
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3.2 Morphometrie Ergebnisse

Abbildung 12: Chronisch interstitielle Abstoflungsreaktion - interstitielle Fibrose
mit interstitiellen Infiltraten und Tubulusatrophie, PAS-Reaktion

Abbildung 13: links - Chronisch vaskulidre Abstoflungsreaktion, konzentrische Ver-
dickung der Intima mit Stenosierung, Lamininfdrbung rechts - Chronische Transplantat-
glomerulopathie, Basalmembranneubildungsprozesse im subendothelialen Bereich, Phéino-
men der Doppelkonturie
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3.2 Morphometrie Ergebnisse

Abbildung 14: Akute plasmazellreiche interstitielle Abstoflungsreaktion - Das In-
terstitium ist von Plasmazellen durchsetzt, PAS-Reaktion

Abbildung 15: Akute plasmazellreiche Abstoflungsreaktion - Perivaskulédre Lokali-
sation der Plasmazellinfiltrate bei zusétzlicher vaskuldrer Abstoﬁung, PAS-Reaktion
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3.2  Morphometrie Ergebnisse

Abbildung 16: Akute plasmazellreiche interstitielle Abstoflungsreaktion - Plasma-
zellen in periglomerulédrer Lokalisation, PAP-Reaktion
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Abbildung 17: Chronische plasmazellreiche interstitielle Abstoflungsreaktion -
Fibrotisch verdndertes Interstitium mit plasmazellreichen Infiltraten, PAP-Reaktion
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3.2  Morphometrie Ergebnisse

Abbildung 18: Chronische plasmazellreiche Abstoflungsreaktion - Perivaskulére Lo-
kalisation der Plasmazellinfiltrate bei zusétzlicher vaskuldrer Abstoffungsreaktion, Immun-

histologie
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Abbildung 19: Chronische plasmazellreiche interstitielle Abstoflungsreaktion -
Interstitielle Fibrose mit plasmazellreichen Infiltraten, teils periglomerulér lokalisiert zusétz-
lich Zeichen einer chronischen Transplantatglomerulopathie, PAP-Reaktion
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3.3 Molekularbiologie Ergebnisse

Molekularbiologie

Zum Nachweis der Herpes-Virus-Genome wurden von jedem Unterkollektiv (Gruppe Ia, Ib,
[Ta, IIb) zuféllig ausgewiihlte Biopsen mittels nested PCR untersucht. Dabei zeigte sich, dafl
sowohl fiir HSV-1, HSV-2 und auch fiir CMV keine der ausgewéhlten Biopsien fiir Herpes-
Viren-Kopien positiv gewertet werden konnte. In jedem Unterkollektiv konnte hingegen EBV
und HHV-6-Virus-DNA nachgewiesen werden, ohne dafl jedoch die Anzahl der positiven und
negativen Fille als signifikant different gewertet werden konnte (Tabelle 12, Seite 36).

Tabelle 12: Herpes-Viren, Ubersicht - Nachweis von Herpes-Virus-DNA in den Unter-
kollektiven: positive Félle / untersuchte Fille

Kollektiv | HSV-1 | HSV-2 | CMV | HHV-6 | EBV
Ta 0/5 0/5 | 0/8 | 2/5 | 2/9
Ib 0/12 | 0/12 | 0/12 | 3/12 | 4/15
Ila 0/4 0/4 | 0o/5 | 2/4 | 2/7
ITb 0/8 0/8 | 0/8 | 4/8 | 4/8

Kein Patient mit verifiziertem EBV-Nachweis entwickelte innerhalb des Beobachtungs-
zeitraumes eine lymphoproliferative Neoplasie. Die Abbildung 20, Seite 36 zeigt beispielhaft
positive und negative Fille von Herpes-Virus-DNA (HSV1, HSV2, HHV6, EBV).

Abbildung 20: Herpes-Viren - positive und negative Proben von Herpes-Viren-DNA. P
(Probe) reprisentiert das jeweilige Fallbeispiel, © die Negativkontrolle, & die entsprechende
Positivkontrolle, M stellt den Langenmarker (¢X DNA, Haelll) dar.

HSV1/2 HCMV HHV-6 EBV
M P - + P - +4 MP - + P - + M
BP
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3.4 Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse Ergebnisse

m Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse in Relation
zu verschiedenen morphologischen und klinischen Parametern

Gesamtkollektiv

Das untersuchte Gesamtkollektiv wurde durchschnittlich {iber einen Zeitraum von x=52,18
+ 38,40 Monaten (min.: 1 Monat, max.: 150 Monate) zwischen dem Transplantationstermin
und dem Transplantatfunktionsverlust bzw. dem Datum der letzten vorliegenden Biopsie
beobachtet.

Von den 109 untersuchten Patienten hatten am Ende des Beobachtungszeitraumes [Stichtag:
01.01.1998] 35 Patienten (32,1 %) ein funktionierendes Transplantat, 70 Patienten (64,2
%) muBten wieder dialysiert werden (Kaplan-Maier-Kurve fiir das Transplantatiiberleben,
Abbildung 21, Seite 37). In 4 Fillen lieB sich der Status der Transplantatfunktion zum
Zeitpunkt des Untersuchungsendes aufgrund mangelnder Datenlage nicht erheben.

Morphologische Parameter

3.4.2.1| Interstitielle AbstoBungsreaktionen

3.4.2.1.1 | Akute und chronische IAR

Beim Vergleich des Gesamtkollektives mit den Unterkollektiven bestehend aus Féllen akuter
(Gruppe Ia+IIa) und chronischer (Gruppe Ib+IIb) Abstoflungsreaktionen zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Transplantatiiberlebensrate [Chi%: p>0.05] (Abbildung 21,
Seite 37).

Abbildung 21: Transplantatiiberlebensrate - Vergleich zwischen dem Gesamtkollektiv
sowie der Kollektive mit akuter interstitieller (Gruppe la+Ila) und chronischer interstitieller
Abstofungsreaktion (Gruppe Ib+IIb)
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3.4 Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse Ergebnisse

3.4.2.2| Plasmazellreiche AbstoBungsreaktionen

Wie die Analyse der Transplantatiiberlebensprognose verdeutlicht, haben Patienten mit plas-
mazellreichen Abstoflungsreaktionen eine signifikant schlechtere Prognose als Patienten ohne
plasmazellreiche Abstoflungsreaktionen (Abbildung 22, Seite 38) [Chi%: p=0.0024].

Abbildung 22: Transplantatiiberlebensrate - Vergleich der Félle mit und ohne Plas-
mazellreichtum (Gruppe I vs. Gruppe II)
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3.4.2.2.1| Akute, plasmazellreiche AbstoBungsreaktionen

Beim Vergleich plasmazellreicher akuter Abstoflungsreaktionen mit akuten nicht-plasmazell-
reichen Abstofungsprozessen (Gruppe la vs. IIa) konnte keine signifikante Differenz in der
Transplantatiiberlebensprognose ermittelt werden (Abbilung 23, Seite 39) [Chi%: p=0.5636].
Auch gelangen Patienten mit akuten plasmazellreichen Abstoffungsreaktionen nicht signifi-
kant frither in die Phase der chronischen Abstofung [Chi?: p=0.5526].

3.4.2.2.2| Chronische, plasmazellreiche AbstoBungsreaktionen

Werden chronisch plasmazellreiche mit chronisch nicht-plasmazellreichen AbstofSungsprozes-
sen (Gruppe Ib vs. IIb) verglichen, so zeigt sich, dafl Patienten mit Plasmazellreichtum eine
signifikant schlechtere Transplantatiiberlebensprognose haben (Abbilung 24, Seite 40)[Chi?:
p=0.0148].

3.4.2.3| Vaskuldre AbstoBungsreaktionen (VAR)

Im Beobachtungszeitraum traten bei 46 % aller Patienten histologische Verdnderungen in
Form einer VAR auf. Beim Vergleich der Transplantatiiberlebensrate fiir Patienten mit und
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3.4 Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse Ergebnisse

Abbildung 23: Transplantatiiberlebensrate - Vergleich der Prognose zwischen akuten
Abstofungsprozessen mit plasmazellreichen (Gruppe la) und nicht-plasmazellreichen (Grup-
pe ITa) Infiltraten
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ohne vaskuldre AbstofSungsprozesse zeigte sich eine signifikant schlechtere Prognose fiir Pa-
tienten mit VAR (Abbildung 25, Seite 40) [Chi*: p<0.0001].

3.4.2.4| Transplantatglomerulopathie (TGP)

Die bei 37,2 % der Patienten im Krankheitsverlauf auftretende TGP hatte ebenfalls einen
signifikant negativen Einflu§ auf die Transplantatiiberlebensprognose (Abbildung 26, Seite
41) [Chi%: p=0.0002].

3.4.2.5| Plasmazellreiche AbstoBungsreaktionen und VAR+TGP

Da bei den histologischen Untersuchungen auffallend héufig plasmazellreiche Infiltrate in
Kombination mit vaskuldren Abstofungsprozessen beobachtet wurden (Absatz 3.1.2, Seite
25), wurde eine eventuelle prognostische Bedeutung fiir diese Koexistenz tiberpriift. Hierfiir
wurden insgesamt 3 Gruppen gebildet, wobei die Kontrollgruppe aus Fillen bestand, die we-
der plasmazellreiche Infiltrate noch eine VAR aufwiesen. Die zweite Gruppe bildeten Félle
mit einer VAR, aber ohne Plasmazellreichtum, wahrend die dritte Gruppe aus plasmazell-
reichen Féllen mit zusétzlicher VAR bestand. Bei der Auswertung wurde deutlich, daf§ un-
abhéngig vom Plasmazellgehalt die Gruppen mit einer VAR (Gruppe 2 und 3) jeweils eine
signifikant schlechtere Prognose im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweisen [Chi?: p<0.0001].
Beim direkten Vergleich der Prognose fiir Patienten mit VAR + Plasmazellreichtum (Grup-
pe 2 vs. 3) konnte indessen keine signifikante Differenz nachgewiesen werden (Abbildung 27,
Seite 41).
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3.4 Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse

Ergebnisse

Abbildung 24: Transplantatiiberlebensrate - Vergleich der Prognose zwischen chroni-
schen Abstoungsprozessen mit (Gruppe Ib) und ohne (Gruppe IIb) Plasmazellreichtum
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Abbildung 25: Transplantatiiberlebensrate - Vergleich der Prognose fiir Patienten mit
vaskuldren und ohne vaskuldren Abstoungsprozessen
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3.4 Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse

Ergebnisse

Abbildung 26: Transplantatiiberlebensrate - Vergleich der Prognose fiir Patienten mit
und ohne Transplantatglomerulopathie
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Abbildung 27: Transplantatiiberleben - Vergleich der Prognose fiir Patienten mit einer
vaskuldren Abstofungsreaktion + Plasmazellreichtum
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3.4 Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse Ergebnisse

Spenderspezifische Faktoren

Spenderalter

Das durchschnittliche Spenderalter lag zum Zeitpunkt der Organspende bei x=37+18 Jahren
(min.: 4 Jahre, max.: 75 Jahre). Um eine Analyse des Spenderalters durchzufiihren, wurden
die Spender in 4 Altersgruppen eingeteilt, wobei Schritte von 20 Lebensjahren gewéhlt wur-
den (Tabelle 28, Seite 42).

Abbildung 28: Spenderalter - Einteilung der Spender in Abhéingigkeit des Alters

Spenderalter

Gruppe D
9,4% Gruppe A

Gruppe C
35,4%

Gruppe B
28,1%

Alter(Gruppe) 1-20 J.(A) 21-40 J.(B) 41-60 J.(C) 61+ J.(D)
Spenderanzahl 26 (27.1%) 27 (28.1%) 34 (354%) 9 (9.4%)

Bei der Auswertung der Transplantatiiberlebensprognosen zeigten sich zwischen den ein-
zelnen Altergruppen keine signifikanten Differenzen [Chi?: p=0.53].

3.4.3.2| Blutdruck bei NTx

Der systolische Blutdruck des Spenders lag bei Entnahme des Organs bei durchschnittlich 118
+ 14 mmHg (max.: 160 mmHg, min.: 90 mmHg), der diastolische bei 73 + 11 mmHg (max.:
100 mmHg, min.: 50 mmHg). Bei der Berechnung der Transplanatiiberlebensraten zeigte sich
weder fiir den systolischen Blutdruck (<120mmHg, 120-140mmHg, >140mmHg) noch fiir
den diastolischen Blutdruck (<60mmHg, 60-90mmHg, >90mmHg) signifikante Unterschiede
[Chi%: p=0.38, Chi?: p=0.55].
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Empfangerspezifische Faktoren
3.4.4.1| Grunderkrankung

Die Diagnose der urséchlichen Niereninsuffizienz wurde oftmals ausschliefllich klinisch ge-
stellt, da nur in seltenen Fillen eine Biopsie zur histologischen Diagnostik vorlag. Die haufig-
ste klinische Diangnose war in n=23 Fillen eine chronische Glomerulonephritis, gefolgt von
Schrumpfnieren (n=12) und einer chronischen Pyelonephritis (n=9). In Féllen, in denen
eine spezifische histologische Diagnose vorlag, wurde eine membranoproliferative Glomeru-
lonephritis mit n=17 Patienten als héufigste Ursache einer chronischen Niereninsuffizienz,
gefolgt von einer diabetischen Nephropathie mit n=12 Féllen diagnostiziert. Andere, weniger
hiufige Grunderkrankungen, sind der Abbildung 29, Seite 43 sowie der Tabelle 13, Seite 44
zu entnehmen.

Abbildung 29: Grunderkrankungen - Ursache der terminalen Niereninsuffizienz im Ge-
samtkollektiv
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Tabelle 13: Ursache der terminalen Nierenisuffizienz - Grunderkrankung der Patien-
ten in den einzelnen Unterkollektiven und dem Gesamtkollektiv

Gr.Ia Gr.Ib Gr. IIa Gr. IIb Gesamt
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Gesamtkollektiv 109

Die Verteilung der Grunderkrankungen zwischen den einzelnen Unterkollektiven zeigte
keinen signifikanten Unterschied. Die chronische Glomerulonephritis ist in allen vier Unter-
kollektiven die haufigste Ursache der Niereninsuffizienz.

3.4.4.2| Geschlecht des Empfangers

Im untersuchten Gesamtkollektiv, bestehend aus 65 Mannern und 44 Frauen, hatte das Ge-
schlecht des Empfingers keinen signifikanten EinfluB auf die Uberlebensprognose des Trans-
plantats [Chi?: p=0.89].

CMV-Status

Von den 109 untersuchten Patienten lag nur bei 86 (78,9 %) Organempfingern ein aktueller
serologischer CMV-Status vor NTx vor, wobei 53 (61,6 %) CMV-positive, 33 (38,4 %) CMV-
negative Serobefunde aufwiesen. Der CMV-Status des Empféangers hatte im Gesamtkollektiv

44



3.4 Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse Ergebnisse

keinen signifikanten EinfluB auf die Transplantatiiberlebensrate [Chi?: p=0.44].

Spender / Empfanger-Spender-Konstellationen
3.4.5.1 | Geschlecht des Spenders / Empfangers

Das Durchschnittsalter des Spenders zum Zeitpunkt der Transplantation betrug 39 + 3
Jahre (min.: 16 Jahre, max.: 65 Jahre). Von den 109 Spendern waren 56 Ménnern (51 %)
und 38 Frauen (35 %), von 15 Spendern (14 %) war das Geschlecht nicht dokumentiert. Zur
Beurteilung des Empfianger- und Spendergeschlecht-Matchings wurde eine 2x2-Felder-Tafel
erstellt. Im vorliegenden Kollektiv konnte im direkten Vergleich der einzelnen Empfinger-

Abbildung 30: Empfinger-Spenderkonstellation
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O | 30 (31,9 %) | 20 (21,3 %)
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Spender-Geschlechtskonstellationen (m:m; m:w; w:m; w:w) keine Konstellation als signifikant
ungiinstiger Parameter fiir die Transplantatprognose ermittelt werden [Chi?: p=0.21].

HLA-Matching

Angaben zur Auswertung und Prognose des HLA-Matchings sind unter Absatz 3.4.7.1, Seite
46 angegeben.

3.4.5.3| CMV-Status des Empfangers und des Spenders

Gleich dem CMV-Status des Empfingers allein (Absatz 3.4.4.3, Seite 44), hatte das serolo-
gische CMV-Matching zwischen Spender und Empfinger (CMV-pos. Spender auf CMV-pos.
Empfanger, CMV-neg. Spender auf CMV-neg. Empfinger, CMV-pos. Spender auf CMV-
neg. Empfanger, CMV-neg. Spender auf CMV-pos. Empfénger) keinen signifikanten Einflufi
auf die Transplantatprognose [Chi?: p=0.65]

Klinisch-operative Faktoren

3.4.6.1| Bluttransfusionen

Durchschnittlich wurden dem Empfanger 6,53 4+ 12,50 Blutkonserven wéahrend bzw. kurz
nach der Transplantation transfundiert. Dabei zeigte sich grofle Varianzbreite der trans-
fundierten Blutkonserven, von einem generellen Verzicht bis zu 70 Konserven intra- bzw.
postoperativ.

Im untersuchten Gesamtkollektiv zeigte sich ab einem Transfusionsvolumen von 10 oder

45



3.4 Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse Ergebnisse

mehr Blutkonserven eine signifikante Verschlechterung der Transplantatiiberlebensrate [Chi?:
p=0.04] (Abbildung 31, Seite 46).

Abbildung 31: Transplantatiiberlebensrate - Vergleich der Prognose zwischen
Empfangern mit bis zu 10 und Empféangern mit mehr als 10 Blutkonserven
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3.4.6.2 | Kaltischamiezeit

Als Kaltischdmiezeit wird der Zeitraum zwischen der Explantation des Spenderorgans in-
klusive Kiihlung und dem Beginn der Wiedererwidrmung mit Reperfusion definiert. Haupt-
sichlich ist die Kaltischdmiezeit von der Transportstrecke vom Explantationsort zum Im-
plantationsort abhéngig. Zur Analyse einer prognostischen Bedeutung der Kaltischdmiezeit
wurden in der vorliegenden Untersuchung 4 Gruppen gebildet; Gruppe A: < 15 h, Gruppe
B: >=15 h,<20 h, Gruppe C: >20 h,<=25 h, Gruppe D: > 25 h. Im Durchschnitt lag die
Kaltischdmiezeit bei 22.54 £+ 7.39 h.

Fiir die Transplantatiiberlebensrate spielte die Kaltischdmiezeit keine entscheidende Rolle
[Chi?: p=0.37].

Immunologische Faktoren

3.4.7.1| HLA-Matching

Die fehlenden Ubereinstimmungen der Gewebsdeterminaten (HLA-A, HLA-B, HLA-DR so-
wie deren Addition) des Spenders mit denen des Empfingers werden als HLA-Mismatch
bezeichnet. Im Gesamtkollektiv lag der durchschnittliche Mismatch des HLA-A Lokus bei
1.08 + 0.77, der des HLA-B Lokus bei 1.14 + 0.71, der des HLA-DR Lokus bei 0.78 + 0.70
und der Gesamt-HLA-Mismatch bei 2.76 £+ 1.51. Im vorliegenden Gesamtkollektiv zeigten
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Abbildung 32: Kaltischimiezeit - Einteilung in Gruppen abhéngig von der Dauer der
Kaltischdmiezeit
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zeit (Gruppe) <15h (A) 15-20h (B) 20-25h (C) 25+ h (D)
Anzahl der
Patienten 7(92%) 17 (22.4%) 34 (44.7%) 18 (23.7%)

sich bei der Analyse der Transplantatiiberlebensprognose keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Mismatchauspragungen weder auf dem HLA-A, HLA-B oder HLA-DR Lokus
noch in deren Addition (Gesamt-HLA-Mismatch). Lediglich fiir HLA-A konnte ein Trend
bestimmt werden, ohne daf dieser jedoch eine Signifikanz erreichte [Chi?*: p=0.08].

3.4.7.2| Panel-reaktive Antikorper

Zur Bestimmung panel-reaktiver Antiképer (PRA), d.h. empfingereigener komplementbin-
dener zytotoxischer Antikorper gegen korperfremde Leukozyten, wird das Empfiangerserum
mittels standardisierter Testseren und Komplementlésung auf einen potentiellen Grad einer
Zytolyse untersucht. Die Angabe erfolgt dabei in [%], wobei 0 % keine, 100 % eine kom-
plette Zytolyse der Fremdleukozyten bedeutet. Die Bestimmung PRA erfolgt standardisiert
vor NTx, wenige Wochen nach NTx und wihrend der weiteren Nachsorge. Fiir die statisti-
sche Auswertung erfolgte eine Einteilung in 3 Gruppen, wobei der ersten Gruppe Patienten
mit PRA-Titern unter 33 %, der zweiten Gruppe Patienten mit PRA-Titern zwischen 33 %
und <66 % und der dritten Gruppe Patienten mit einem PRA-Titer iiber 66 % zugeordnet
wurden. Diese Einteilung wurde jeweils fiir die Titer prd- und postoperativ sowie fiir den
Maximaltiter wiahrend des Nachsorgezeitraumes durchgefiihrt.

In 105 der 109 untersuchten Félle lagen Untersuchungsergebnisse panel-reaktiver Antikérpern
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Abbildung 33: HLA-Mismatch - Durchschnittliches Mismatching im Gesamtkollektiv
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vor. Dabei konnten bei der Mehrzahl der Patienten sowohl vor und nach NTx, als auch
wéhrend der Nachsorge, Titer unter 33 % (Gruppe 1) bestimmt werden. Lediglich in 8 bzw.
9 Féllen lieBen sich PRA-Titer iiber 33 % vor und nach NTx (Gruppe 2) sowie in 7 (vor
NTx) bzw. 10 Fillen (nach NTx) PRA-Titer iiber 66 % (Gruppe 3) messen. Auch bei der
Verlaufskontrolle im Rahmen der Nachsorge lagen die meisten Patienten unter 33 %, jedoch
wiesen immerhin 22 Patienten einen Titer von mehr als 33 %, 15 Patienten sogar Titer von

iiber 66 % auf (Abbildung 34, Seite 48).

Abbildung 34: Panel-reaktive Antikorper - Einteilung der Patienten (P) in drei Grup-
pen, nach dem maximalen Titer panel-reaktiver Antikérper nach NTx (< 33%, > 33% <
66%, > 66%)

PRA vor NTx PRA nach NTx PRA max.

< 33% 90 (P) 86 (P) 68 (P)
> 33% < 66% 8 (P) 9 (P) 22 (P)
> 66% 7 (P) 10 (P) 15 (P)

Durchschnitt:  17.34£27.36 23.46+31.60  37.52%30.71

Bei der Analyse der Transplantatiiberlebensraten zeigte sich im Gesamtkollektiv eine
signifikante Verschlechterung der Prognose ab einem Titer >33 % nach NTx (Gruppe 1 vs.
Gruppe 2 und 3)(Abbildung 36, Seite 49) [Chi?*: p<0.05]. Hingegen konnte keine zusétzliche
Signifikanz zwischen Patienten mit einem PRA-Titer zwischen 33 % und 66 % (Gruppe 2)
und Patienten mit PRA-Titern > 66 % (Gruppe 3) erkannt werden.

48



3.4 Transplantatiiberlebensprognose - univariate Analyse

Ergebnisse

Abbildung 35: Panel-reaktive Antikorper - Mittelwerte panel-reaktiver Antikorper-
Titer in den drei Gruppen: vor und nach N'Tx, sowie der Maximaltiter wihrend der Nachsorge
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Abbildung 36: Transplantatiiberlebensrate - Analyse der Transplantatiiberlebenspro-
gnose von Patienten mit niedrigen, mittleren und hohen Titern panel-reaktiver Antikorper
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3.5| Transplantatiiberlebensprognose - multivariate Analyse

Tabelle 14: Multivariate Analyse - Transplantatsiiberlebensrate in Relation zu den mor-
phologischen Befunden, Cox-Proportional-Hazard-Model

EinfluBgrife Risiko Ratio | Lower CL | Upper CL | Signifikanzniveau

VAR + TGP 3,18 1,39 8,41 <0,001

TGP isoliert 0,94 0,52 1,73 0,369
Plasmazellreichtum 1,16 0,75 1,80 0,4663

Zur Bestimmung der Wertigkeit der einzelnen Faktoren in Bezug auf das Transplan-
tatiiberleben wurde eine multivariate Analyse mittels des Cox-Proportional-Hazard-Models
durchgefiihrt. Die untersuchten Faktoren umfafiten die vaskuldre Abstoflung, die Trans-
plantatglomerulopathie, den Plasmazellreichtum, die Grunderkrankung, das Geschlecht des
Empfiangers und des Spenders, eine CMV-Infektion des Empfangerns und des Spenders,
das Spenderalter, den Blutdruck des Spenders bei NTx, die Anzahl der Bluttransfusionen,
das HLA-A-, HLA-B-, HLA-DR-, und HLA-Gesamt-Mismatching, die Titer panel-reaktiver
Antikorper pria- und postoperativ sowie des Maximaltiter innerhalb des Beobachtungszeit-
raumes und die Kaltischdmiezeit.

Tabelle 15: Multivariate Analyse - Transplantatsiiberlebensrate in Relation zu nicht-
immunologischer Parametern, Cox-Proportional-Hazard-Model

Einflufigrife Risiko Ratio | Lower CL | Upper CL | Signifikanzniveau
Alter bei Tx 1,00 0,98 1,03 0,582
Geschlecht - Empf. 0,86 0,53 1,40 0,554
Grunderkrankung 1,01 0,95 1,07 0,753
Alter - Spender 1,00 0,98 1,01 0,669
Geschlecht - Spen. 0,89 0,98 1,01 0,641
Blutdruck syst. 1,00 0,98 1,02 0,980
Blutdruck diast. 0,97 0,94 1,00 0,05
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Wie aus Tabelle 14, Seite 50 ersichtlich wird, hat bei den morphologischen Parametern
lediglich die vaskuldre Abstoflungsreaktion einen signifikanten Einflul auf die Transplan-
tatiiberlebensrate. Der Plasmazellreichtum ansich, sowie eine alleinige Transplantatglome-
rulopathie, d.h. ohne ein Auftreten einer VAR iiber den gesamten Beobachtungszeitraum,
sind keine signifikant relevanten Faktoren fiir ein schlechteres Transplantatiiberleben.

Bei der Betrachtung der nicht-immunologischen Parameter (Tabelle 15, Seite 50) zeigte sich,
dafl das Alter des Empfangers bei Transplantation, sein Geschlecht, die zugrunde liegende
Grunderkrankung, das Alter des Spenders, dessen Geschlecht, der systolische sowie diastoli-
sche Blutdruck bei Organentnahme keinen unabhéngigen Einflul auf das Transplantatiiber-
leben haben. Auch bei der Betrachtung immunologischer Parameter (Tabelle 16, Seite 51)

Tabelle 16: Multivariate Analyse - Transplantatsiiberlebensrate in Relation zu priméren

immunologischen und sekundér wirksamen immunologischen Parametern, Cox-Proportional-
Hazard-Model

EinfluBgrife Risiko Ratio | Lower CL | Upper CL | Signifikanzniveau
Bluttransfusionen 1,01 0,93 1,10 0,744
HLA-A 0,68 0,20 2,23 0,534
HLA-B 1,96 0,46 8,50 0,369
HLA-DR 1,36 0,32 5,75 0,685
HLA-Gesamt 0,87 0,27 2,80 0,829
Kaltischamiezeit 1,06 0,99 1,14 0,078
PRA vor Tx 1,02 0,99 1,04 0,254
PRA nach Tx 1,01 0,97 1,04 0,471
PRA max. 0,99 0,97 1,00 0,099
CMYV - Empfanger 1,24 0,67 2,24 0,478
CMYV - Spender 1,08 0,58 2,00 0,814

konnte fiir keinen Faktor eine unabhéngige Signifikanz in Bezug auf eine schlechtere Trans-
plantatiiberlebensprognose ermittelt werden. Dies gilt fiir die Anzahl der Bluttransfusionen,
das HLA-Matching, die Kaltischémiezeit, die Blutwerte panel-reaktiver Antikérper pra- und
postoperativ sowie des Maximaltiters wahrend der Nachsorge und fiir CMV-Infektionen des
Empfingers und Spenders.

Bei der abschlielenden Analyse (Tabelle 17, Seite 52) aller moglichen relevanten Einfluifak-
toren auf die Transplantatiiberlebensrate wurde abermals deutlich, das die vaskuldre Ab-
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stofungsreaktion mit Abstand den entscheidenden Parameter fiir eine schlechte Prognose
darstellt.

Tabelle 17: Multivariate Analyse - Transplantatsiiberlebensrate in Relation zu allen
untersuchten moglichen EinfluBfaktoren, Cox-Proportional-Hazard-Model

Einflugrife Risiko Ratio | Lower CL | Upper CL | Signifikanzniveau
VAR + TGP 6,98 1,24 41,75 <0,001
TGP isoliert 3,21 0,09 115,97 0,511
Plasmazellreichtum 1,54 0,35 7,11 0,589
Alter bei Tx 1,01 0,95 1,07 0,788
Alter - Spender 1,00 0,95 1,06 0,976
Grunderkrankung 0,78 0,54 1,17 0,216
Geschlecht - Empf. 0,80 0,15 4,06 0,788
Geschlecht - Spender 0,40 0,08 2,84 0,332
RR sys. 0,86 0,75 0,97 0,101
RR diast. 1,08 0,95 1,24 0,214
CMV - Empf. 0,56 0,14 2,61 0,442
CMYV - Spender 2,12 0,57 8,59 0,247
Kaltischdmiezeit 1,37 1,11 1,75 0,301
Bluttransfusionen 0,89 0,74 1,11 0,285
HLA-A 1,24 0,27 5,31 0,779
HLA-B 2,51 0,48 31,31 0,159
HLA-DR 1,64 0,49 7,07 0,436
HLA-Gesamt 1,21 0,59 2,56 0,602
PRA vor Tx 1,06 0,99 1,15 0,075
PRA nach Tx 0,97 0,91 1,04 0,357
PRA max. 1,03 0,57 1,08 0,279
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4] Diskussion

Die morphologische Diagnostik zur Differenzierung von abstoffungs- und nicht-abstoflungs-
spezifischen Lésionen ist fiir die klinische Therapie von entscheidender Bedeutung. Dabei
ist die invasive Nierenbiopsie bis heute als Goldstandard anzusehen [18]. Das morphologi-
sche Bild einer Abstolungsreaktion ist, wie viele Autoren bestétigen [2, 18, 85, 98], obligat
durch eine interstitielle Infiltration immunkompetenter Zellen, darunter CD4%-, CD8"-T-
Lymphozyten, Makrophagen und B-Lymphozyten, charaktersiert. Zusétzlich spielen sich fa-
kultativ AbstoBungsprozesse auch im Bereich der Geféfle - als Transplantatvaskulopathie -
und der Glomerula - als Transplantatglomerulopathie bezeichnet - ab.

Neben diesen klassischen morphologischen Konstellationen werden in der histopathologi-
schen Diagnostik immer wieder Biopsien mit einer auffallend hohen Plasmazellfraktion ge-
sehen. Bereits Busch et al., sowie Schliiter et al. [10, 11, 89] beschrieben Mitte der 70iger
Jahre dieses histologische Phdnomen, wobei die Pathogenese oder gar die prognostische Be-
deutung dieser plasmazellreichen Infiltrate nicht weiter verfolgt wurde. Obgleich diese Form
der interstitiellen Abstoflungsreaktion bereits seit langem bekannt ist, wurde ihre Dignitét
hinsichtlich Verlauf und vor allem die prognostische Bedeutung und die damit verbundenen
klinisch-therapeutischen Optionen bis heute nicht hinreichend aufgeklart.

Um das morphologische Bild einer Abstolungsreaktion richtig interpretieren zu konnen, ist
das Verstédndnis der Pathogenese von Abstoflungsprozessen von grundlegender Bedeutung.
Abstoflungsreaktionen basiereren grundsétzlich darauf, daf§ das Transplantat durch den
Empfiangerorganismus als fremd erkannt wird [61]. Sie stellen in ihrer Genese einen kompli-
zierten, multifaktoriellen Prozel dar, der durch das Zusammenspiel von antigenprésentieren-
den Zellen mit dem T-Zell-System unter Beteiligung des B-Zell-System ausgelost wird [4]. So
lassen sich grundsitzlich zellvermittelte und humorale Abstofungsmechanismen unterschei-
den, wobei die unterschiedliche Beteiligung dieser Mechanismen in Transplantaten variiert,
was sich auch in dem entsprechenden histologischen Korrelat widerspiegelt.

Bereits erste Experimente auf dem Gebiet der Transplantation zeigten, daf§ die fiir die Im-
munogenitéit verantwortlichen Antigene sich hauptsichlich auf den HLA (human leukoyte
antigen)-Loki befinden [113, 102, 84, 101]. Wie kommt es nun aber im einzelnen zu einer
Abstoflungsreaktion gegen das Transplantat ?

Professionelle antigenprisentierende Zellen (APCs) - Makrophagen und dendritische Zel-
len - erkennen iiber einen spezifischen Rezeptor ein vermeindliches Pathogen mittels des-
sen PAMP (pathogen-associated molecular pattern), das ein fiir das Pathogen spezifisches
membranstéindiges Zelloberflichenmolekiilmuster darstellt [24]. Die APCs phagozytieren und
prozessieren das Fremdantigen intrazelluldr und présentieren es in der antigenbindenden Gru-
be der wirtseigenen MHC-Klasse-II-Molekiile. CD4-TCD28-"T-Zellen erkennen mittels des
T-Zellrezeptors das prozessierte Fremdantigen im MHC-Komplex. Diese spezifische Zellin-
teraktion des T-Zell-Rezeptor mit dem MHC-Komplexes wird als Signal 1 bezeichnet. Zur
endgiiltigen Aktivierung der T-Zellen sind jedoch weitere costimulatorische Interaktionen
(als Signal 2 bezeichnet) nétig: So bindet das CD28-Molekiil der T-Zellen vor allem an B7
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(B7-1/CD80, B7-2/CD86), ein von dendritischen Zellen exprimiertes oberflichliches Mo-
lekiil [15]. Des Weiteren ist eine costimulatorische Aktivierung auch iiber die Bindung von
CD40 der T-Zellen mit CD154 (CD40-Ligand) moglich [33]. Experimentelle Studien bewei-
sen, daf} fiir eine Abstofungsreaktion costimulatorische Faktoren von entscheidender Bedeu-
tung sind: B7-Molekiile kénnen bei Transplantaten bereits 24 Stunden nach Transplantation
auf Endothelzellen des Spenderorganes nachgewiesen werden [88], bei genetischen identi-
schen Spender- und Empfiangermechanismen ist diese Expression nicht zu beobachten. Die
Expression von costimulatorischen Faktoren ist somit Folge der Transplantation genetisch
nicht identischer Empfianger und Spender [88].

Zudem kommt es durch die Freisetzung von Zytokinen, die von den verschiedensten Zellpo-
pulationen (vor allem CD4"-T-Lymphozyten) gebildet werden und durch eine direkte Inter-
aktion der Zellen untereinander zu einer Aktivierung unterschiedlicher Lymphozytenpopu-
lationen, darunter CD4" T-Zellen (Thl und Th2), CD8*" T-Zellen, Makrophagen, B-Zellen
und antikorperbildenden Plasmazellen, die dann in den Abstoflungsprozefl involviert werden.
Bei diesen komplexen Interaktionen spielen auch Adhésionsmolekiile, vor allem ICAM [94],
eine wichtige Rolle. Nach Womer et al. [113] 148t sich bei zellvermittelten Abstoflungsreak-
tionen ein direkter von einem indirekten Weg unterscheiden:

Beim direkten Weg erkennen T-Zellen des Empfingers allogene MHC-Molekiile auf der
Oberflache einer antigenprésentierenden Zelle des Spenders. Normalerweise erkennen T-
Zellen fremde Peptide nur iiber die Priasentation mit eigenen MHC-Molekiilen; im Falle des
direkten Weges wird ein Erkennungsmechanismus in Form des molekulares Mimikrys ange-
nommen, d.h. Spender-MHC mit gebundenen Fremdpeptiden dhnelt in der 3-dimensionalen
Struktur dem natiirlichen MHC-Komplex des Empfiangers [88]. Dendritische Retikulumzel-
len sind als APCs besonders immunogen, nicht nur weil sie MHC Klasse I und IT Molekiile,
sondern auch reichlich costimulatorische Molekiile, insbesondere B7, exprimieren. Sowohl
CD4 " Helfer- als auch CD8"-zytotoxische T-Zellen des Transplantatempfingers sind an der
TransplantatabstofSungsreaktion beteiligt, CD4"Helfer-T-Zellen werden mittels Erkennung
der Fremdpetide mit Klasse II-Antigenen stimuliert und proliferieren. Vorlaufer der CD8"-T-
Zellen mit Rezeptoren fiir MHC Klasse I- Molekiile differenzieren sich, abhéngig von der Frei-
setzung bestimmter Zytokine (IL-2, INF-v, TNF-3, GM-CSF) durch die Th1-Subpopulation
der CD4*"-T-Helfer-Lymphozyten zu reifen CD8"T-Zellen. Nach Ausreifung der CD8"T-
Lymphozyten findet die eigentliche direkte zytotoxische Reaktion mit dem Transplantat
statt. CD4"-T-Zellen proliferieren ebenfalls, produzieren Zytokine mit Mediatorenwirkung
und koénnen iiber die CD4*-Thl-Subpopulation Makrophagen aktivieren. CD4"-T-Zellen
und aktivierte Makrophagen sind in Abwesenheit von CD8"-Lymphozyten [47] iiber eine
delayed-type hypersensitivity-Reaktion (DTH) effektiv an der Abstoflungsreaktion mitbetei-
ligt.

Der indirekte Weg der Alloerkennung erfolgt dadurch, dafl Antigene des Transplantats
durch antigenprésentierende Zellen des Empfingers aufgenommen werden und nach ei-
nem Processing als Fremdpeptide in der antigenbindenden Grube des wirtseigenen MHC
Klasse II Molekiils prisentiert und iiber eine Interaktion mit CD4"-T-Lymphozyten erkannt
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werden. CD4% Thl-Lymphozyten stimulieren iiber IL-2, INF-v, TNF-3, GM-CSF CD8"T-
Lymphozyten und Makrophagen, die dann wiederum in zytotoxischen Reaktionen das Trans-
plantat schiadigen.

Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dafy der direkte Weg bei akuten Abstoungspro-
zessen, der indirekte Weg bei chronischen Abstofungsprozessen dominiert [113].

Neben den Major Histocompatibility Complex (MHC) spielen auch Minor Histocompati-
bility Antigens (mHAgs) eine wichtige Rolle bei Abstofungsprozessen. Reaktionen gegen
einzelne mHAgs sind weit weniger ausgeprigt als gegen MHCs, da die Anzahl spezifisch
reaktiver CD8'T-Lymphozyten limitiert ist. Die mHAgs - prozessierte Peptide aus poly-
morphen, korpereigenen Proteinen - werden dabei iiber Selbst-MHC-Klasse-I, seltener iiber
Selbst-MHC-Klasse-II an der Zelloberflache préasentiert. Theoretisch kann jedes Zellprotein
in Peptide gespalten werden und als mHAgs fungieren, wobei nur einzelne klinisch relevantes
antigenes Potential zu haben scheinen [36].

Neben zelluldaren konnen auch humorale Abstofiungsmechanismen, d.h. antikérperabhéangige
Abstoflungsreaktionen zum Tragen kommen. Dabei konnen préaformierte Antidonor-Anti-
korper (Antikérpern gegen MHC und non-MHC-Antigene wie Antigene des Endothels sowie
ABO-Blutgruppenantigene), etwa durch eine Schwangerschaft oder vorausgegangene Trans-
plantation induziert, eine Abstolungsreaktion ausgelosen. Diese als hyperakute Abstofung
bekannte Reaktion ist heute durch entsprechendes Matching sehr selten.

Der weitaus hiufigere Weg erfolgt iiber eine Interaktion reifer B-Zellen mit CD4t-Th2-
Lymphozyten. Dabei wird ein Antigen von der B-Zelle iiber den membranstéindigen B-Zell-
Rezeptor spezifisch gebunden, aufgenommen und nach einem Processing zusammen mit
MHC-Klasse-1I-Molekiilen CD4"-Lymphozyten prisentiert. Uber die Bindung von CD154
(CD40L), einem Oberflichenmarker der T-Zellen mit CD40 der B-Zellen wird eine Signal-
kaskade initiiert, die die B-Zelle zur Proliferation und Differenzierung in Plasmazellen anregt.
Dieser Vorgang wird durch verschiedenste Zytokine darunter IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,
IL-14, die vor allem durch T-Helfer-Zellen exprimiert werden, unterstiitzt bzw unterhal-
ten. Die Antikérperwirkung kommt sowohl im Rahmen des direkten als auch des indirekten
Weges durch verschiedene Mechanismen - antikorpervermittelte komplementabhéngige Zy-
totoxizitét, antikorperabhingige zellvermittelte Zytotoxizitdt - zum Tragen.

Prinzipiell konnen sich sowohl zelluldre als auch humorale Abstofungsreaktionen im In-
terstitium sowie im Bereich der Gefifle und Glomerula abspielen. Obwohl die akzeleriete
akute AbstoBungsreaktion, d.h. eine akute AbstofSlungsreation innerhalb der ersten Tage bis
Wochen, als Ursache eines fulminanten Transplantatverlustes mittlerweile eine Seltenheit
ist [59], macht fast jeder Empfinger im Verlauf nach Transplantation mehrere akute inter-
stitielle Abstoflungsprozesse durch.

Korrelierend mit Beschreibungen von Colvin [18] konnte auch in der vorliegenden Arbeit
das grundlegende morphologische Bild einer IAR mit Dominanz von CD8"-T-Lympho-
zyte gefolgt von Makrophagen und B-Lymphozyten bestéitigt werden, wihrend CD4"-T-
Lymphozyten in dieser Untersuchung mit 4,52 % nur in geringer Anzahl nachweisbar waren.
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Dies kann durch den zeitlichen Ablauf der Transplantatabstofungsreaktion erkléart werden,
wobei, wie oben bereits erldutert, CD4"-T-Lymphozyten Transplantatantigene auf APCs in-
itial erkennen und konsekutiv CD8*-T-Lymphozyten aktivieren. Das in den meisten Biopsien
zu beobachtende morphologische Bild kénnte so einem bereits spéteren Stadium in der Patho-
genese interstitieller AbstoSungsreaktionen entsprechen. Diese Beobachtungen werden durch
morphologische Untersuchungen Colvins [18] bestétigt, bei denen CD4"-T-Lymphozyten
ebenfalls vorndmlich in frithen Biopsien zu beobachten waren.

Die vaskuldre Abstofungsreaktion ist eine gefiirchtete Komplikation, die im untersuchten
Kollektiv bei 47 % der Patienten im Krankheitsverlauf histologisch nachgewiesen werden
konnte. Diese Angaben decken sich nicht mit Ergebnissen von Kooijmans-Coutin et al. [44],
die in ihrem Kollektiv bei 18 von 67 Patienten (27 %) eine vaskulidre Abstofungsreaktion
diagnostizierten, sowie mit Untersuchungen von Koike et al [42], die in ihrem Kollektiv nur
bei 11 % der Patienten eine akute vaskuldre AbstoBungsreaktion beobachten konnten. Diese
deutliche Differenz zeigt eine prinzipielle Schwierigkeit dieser Auswertung auf. Im Gegensatz
zu den meisten Publikationen, die auf Daten von Patienten basieren, die im Rahmen der kli-
nischen Nachsorge erhoben werden, geht die vorliegende Arbeit von einem morphologischen
Kollektiv aus, das auf einer Analyse von Biopsien und Explantaten aufbaut. Da in der heu-
tigen klinischen Nachsorge nicht standardméfig, sondern nur bei Komplikationen biopsiert
wird, ist das Patientengut dieser Arbeit bereits von vornherein im Sinne schwerwiegender
ungiinstiger Verlaufe vorselektiert. Damit wird auch verstandlich, dafl in dieser Analyse die
Anzahl der Patienten mit vaskuldren Abstoflungsprozessen erwartungsgeméfl deutlich iiber
den Angaben anderer Autoren liegt.

Die Transplantatglomerulopathie (TGP) ist eine weitere, den klinischen Verlauf komplizie-
rende Manifestation einer vaskuldren AbstofSungsreaktion, gerichtet gegen das Endothel der
Glomerula. Im vorliegenden Kollektiv konnte bei 20 % aller 399 Praparate eine TGP diagno-
stiziert werden. Diese Ergebnisse stimmen mit Angaben von Gértner et al. [32] iiberein, die
in 16 % der untersuchten Nierenbiopsien eine Transplantatglomerulopathie diagnostizieren
konnten. Auch konnte in der vorliegenden Untersuchung das von Gértner et al. [32] beschrie-
bene oftmals parallele Auftreten einer VAR und einer TGP bestétigt werden.

All die oben beschrieben morphologischen Befunde sind in der zeitgendssischen Literatur
ausfithrlich dokumentiert und diskutiert, allerdings gibt es nur wenige Untersuchungen, die
sich mit den Plasmazellen im Rahmen akuter und chronischer AbstofSungsprozesse beschéfti-
gen [63, 16, 22, 73, 10]. Selbst der Begriff einer plasmazellreichen Abstoflungsreaktion ist in
der gegenwértigen Literatur strittig. So sehen David-Neto et al. [22] die Plasmazellen nicht in
einem direkten Zusammenhang mit einer AbstofSungsreaktion, sondern sprechen von einer
yakuten plasmazellreichen Nephritis“ als Ausdruck einer aufgepropften Infektion oder ei-
ner Hypersensitivitidtsreaktion gegen Medikamente. Threr Meinung nach 148t sich dies durch
das fehlende Ansprechen bei Intensivierung der immunsuppressiven Therapie (Cortison) be-
griinden. Allerdings bleiben David-Neto et al. in ihrer Arbeit [22] einen Nachweis des Erregers
bzw. des Medikaments schuldig.

Bei der vorliegenden retrospektiven morphologischen Analyse iiber einen Zeitraum von 13
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Jahren konnten in 15 % aller Priaparate plasmazellreiche Infiltrate im Rahmen einer aku-
ten oder chronischen interstitiellen AbstofSlungsreaktion beobachtet werden. Diese Angaben
liegen deutlich iiber den Ergebnissen der Untersuchungen von Meehan et al. [63], die Nie-
renbiopsien iiber einen Zeitraum von 3 Jahren morphologisch ausgewertet haben. In ihrer
Arbeit sind lediglich 2 % der untersuchten Nierenbiopsien plasmazellreich, obwohl die Ein-
schlulkriterien vergleichbar waren. Eine Erklérung fiir diese Differenz liegt moglicherweise im
unterschiedlichen gew#hlten Beobachtungszeitraum begriindet. Wéhrend in der vorliegenden
Untersuchung die meisten plasmazellreichen Biopsien aus den Anfangsjahren (1985-1994) des
Beobachtungszeitraumes stammen, haben Meehan et al. [63] ausschliefllich Biopsien aus den
90iger Jahren iiber einen Zeitraum von 3 Jahren untersucht. Ein Grund fiir den Riickgang
plasmazellreicher Biopsien ist moglicherweise im Wandel des immunsuppressiven Regimes
zu sehen.

Quantitativ machen Plasmazellen bei plasmazellreichen, akuten interstitiellen AbstofSungs-
reaktionen durchschnittlich 29 %, bei plasmazellreichen, chronischen Abstoungsprozessen
rund 30 % der Infiltrate aus. Diese Angaben decken sich mit Untersuchungen von Meehan
et al. [63], die bei plasmazellreichen, akuten Abstofungsreaktionen die Plasmazellfraktion
mit einem durchschnittlichen Anteil 32 % an den gesamten Infiltraten angeben. Explanta-
te blieben bei dieser Untersuchung allerdings unberiicksichtigt. Fiir die plasmazellreichen,
chronischen interstitiellen Abstoflungsreaktionen liegen in der gegenwartigen Literatur keine
Angaben vor.

Eine zentrale Stellung dieser Arbeit nahm die Rolle der Plasmazellinfiltrate im Krankheits-
verlauf sowie ihre mogliche Relevanz auf die Transplantatprognose ein. So stellte sich ins-
besondere die Frage, ob die Plasmazellen im weiteren Krankheitsverlauf und damit in den
Folgebiopsien an Quantitit zunehmen und ob daraus ein rascheres Transplantatversagen re-
sultiert.

Der morphologische Verlauf der plasmazellreichen Fille stellte sich jedoch als sehr heterogen
dar. So gab es Verldufe, bei denen eine plasmazellreiche akute Abstoungsreaktionen nur
einmalig auftrat. Andererseits zeigten sich bei einigen Patienten plasmazellreiche Infiltra-
te nur im Rahmen chronischer Abstoflungsreaktionen, die vorausgegangenen Biopsien mit
akuter AR waren nicht plasmazellreich. Bei einzelnen Patienten lieBen sich plasmazellreiche
Abstoflungsreaktionen iiber mehrere Biopsien verfolgen. Dies galt sowohl fiir Biopsieabfol-
gen mit ausschlieBlich akuten interstitiellen AbstoBungsreaktionen als auch beim Ubergang
in chronische Abstolungsreaktionen. Oftmals zeigte sich bei diesen Fiéllen eine Zunahme der
Plasmazellen im Verlauf. Erstaunlicherweise lieflen sich auch Fille mit initialem Plasmazell-
reichtum bei der Erstbiopsie (akute IAR) beobachten, die im weiteren Beobachtungszeitraum
plasmazellarm (akute und chronische TAR), bei Explantation allerdings wieder plasmazell-
reich waren. Héufiger traten allerdings Félle auf, bei denen plasmazellreiche Abstoffungs-
prozesse nur im Rahmen chronischer AbstofSungsreaktionen oder nur einmalig im Explantat
zu beobachten waren. Die urspriingliche Vermutung, daf§ Plasmazellinfiltrate {iber die Bi-
opsien hinweg an Quantitdt zunehmen, 148t sich histologisch nicht bestétigen, vielmehr ist

o7



Diskussion

der Verlauf plasmazellreicher Félle - wie bereits beschrieben - sehr variabel. Dies bedeutet,
dal die Quantitat der Plasmazellinfiltrate kein zuverldssiger Marker fiir den aktuellen ,,Sta-
tus® des Verlaufes ist. Dies wird durch Verldufe mit plasmazellhaltigen (Plasmazellfraktion
< 20 % der Gesamtpopulation der Infiltrate) Biopsien bestétigt, die wihrend der weiteren
Beobachtung nicht unmittelbar in plasmazellreiche Félle (Plasmazellfraktion > 20 % der
Gesamtpopulation der Infiltrate) {ibergegangen sind.

Bei der Analyse der Plasmazellinfiltrate nach der Quantitdt in Relation zur Lokalisation
konnte diese Arbeit erstmals belegen, dafl Plasmazellinfiltrate mit steigender Quantitéit vor-
wiegend perivaskulédr und periglomeruldr anordnet sind. Andere Autoren [63, 16, 22, 73, 10]
gingen auf diese Beobachtungen bisher nicht ein. Nach ihren Aussagen liegen die Plasmazel-
len, korrelierend zu Ergebnissen dieser Untersuchung, zwar oftmals in Zellnestern (Clustern)
angeordnet im Interstitium, eine Beziehung zu Gefaflen oder Glomerula war aber nicht zu
erkennen. Dies mag auch sicherlich daran liegen, dafl diese Arbeiten die Quantitéit der Plas-
mazellinfiltrate nicht weiter differenzierten. In der vorliegenden Untersuchung konnte die
Korrelation zwischen der Quantitéit der Plasmazellen und ihrer Lokalisation zu Gefaflen und
Glomerula auch erst ab einer relativ hohen Dichte der Infiltrate beobachtet werden.

Bei Betrachtung der Geschlechtsverteilung plasmazellreicher Abstoflungsreaktionen zeigten
sich in dieser Untersuchung keine signifikanten Unterschiede. Wihrend Charney et al. [16]
eine deutliche Haufung plasmazellreicher Biopsien bei weiblichen Patienten beschreiben, de-
monstrierten David-Neto et al. [22] an ihrem Kollektiv geradezu das Gegenteil; plasmazell-
reiche Biopsien wurden in ihren Untersuchungen zum groflen Teil bei ménnlichen Patienten
beobachtet. Diese Kontroversitit legt den Schlul nahe, daf§ plasmazellreiche AbstofSungsre-
aktionen unabhéngig vom Geschlecht auftreten.

Das Auftreten plasmazellreicher Abstoflungsreaktionen scheint zudem unabhéngig vom Al-
ter der Patienten zu sein. So konnte, wie in vergleichbaren Arbeiten von David-Neto et
al. [22] und Charney et al. [16] bereits erwéhnt, auch in der vorliegenden Auswertung kein
signifikanter Altersunterschied zwischen Patienten mit und ohne plasmazellreichen Absto-
Bungsreaktionen ermittelt werden.

Wie durch die morphologische Analyse dieser Arbeit deutlich wird, treten Plasmazellen oft-
mals gemeinsam mit anderen morphologischen Parametern auf. Dabei gehen plasmazell-
reiche AbstoBungsreaktionen in iiber der Hélfte der Fille und damit signifikant haufiger
im Vergleich zu dem Kontrollkollektiv mit vaskuldren Abstofungsprozessen und/oder einer
Transplantatglomerulopathie einher, was lediglich Saisu et al. [87] in ihren Untersuchungen
zu histologischen Merkmalen zwischen interstitiellen Verdnderungen und einer akuten vas-
kuldren Abstoflungsreaktion auffiel, andere Autoren [63, 16, 22, 73] gingen in ihren Analysen
nicht néher darauf ein. Die Assoziation mit einer VAR bedeutet, daf§ plasmazellreiche In-
filtrate keinen eigenstindiger Parameter darstellen, sondern als Indikator einer zusétzlichen
VARATGP anzusehen sind, was sich, wie bei der Diskussion des prognostischen Relevanz
noch deutlich wird, auch in der Transplantatprognose niederschlagt.
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Betrachtet man alleinig zytologische Parameter (CD41-, CD8"-T-Lymphozyten, Makropha-
gen, B-Zellen, Plasmazellen) so lassen diese nur bedingten Riickschlufl auf die Prognose
zu [69], im Gegensatz dazu sind weiterreichende histologische Befunde etwa der Schwere-
grad der Abstofungsreaktion sowie die Anzahl der Abstoflungsperioden fiir die Prognose
sehr wohl entscheidend. So sind sich alle Autoren [38, 57, 58, 1] einig, daf} die Quantitét
und Intensitét interstitieller akuter Abstoffungsreaktionen als entscheidende prognostische
Faktoren die Entstehung einer chronischen Abstoflungsreaktion zu sehen sind.

Im vorliegenden Kollektiv konnte diese Aussage erwartungsgeméf allerdings nicht nach-
vollzogen werden. Wie bereits in der Einleitung erwédhnt, war es unter der Fragestellung
des Plasmazellreichtums als prognostischen relevanter Parameter notwendig, das vorliegen-
de Kollektiv hinsichtlich anderer méglicher prognostischer Einflufaktoren zu parallelisieren.
Diese Parallelisierung wurde selbstversténdlich auch fiir die Anzahl und Intensitdt akuter
und chronischer Abstoungsprozesse durchgefiihrt. Da eine Prognoseberechnung hinsichtlich
parallelisierter Faktoren statistisch nicht sinnvoll ist, wurde auf eine Auswertung verzichtet.

Neben der Haufigkeit und Intensitét akuter interstitieller AbstoBungsprozesse wird in der ak-
tuellen Literatur [87, 32] die vaskuldre Abstofungsreaktion als entscheidender histologischer
Prognosefaktor angesehen. Diese Erkenntnis konnte auch in der vorliegenden Untersuchung
mittles univariater als auch multivariater Analysen bestétigt werden. Bei der univarianten
Analyse handelt es sich um eine statistische Methode die abhéngig von einem einzelnen Pa-
rameter die Prognose auswertet, im Gegensatz dazu ermoglicht es die multivariate Analyse
das Zusammenspiel und die Abhéngigkeit multipler Parameter in einem Ranking auszuwer-
ten.

In der vorliegenden Auswertung konnte anhand der univariaten Analyse die Transplantat-
glomerulopathie als signifikanter Parameter fiir eine schlechtere Transplantatiiberlebenspro-
gnose bestimmt werden, jedoch nicht bedingt durch die TGP als solche, sondern - wie die
multivariate Analyse verdeutlicht - durch die haufige Assoziation einer TGP mit einer zusétz-
lichen vaskuldren Abstoflungsreaktion. Diese Erkenntnisse unterstreichen Untersuchungen
von Gértner et al. [32], die die TGP in den meisten Féllen ebenfalls mit einer sich parallel
oder im spateren Verlauf entwickelnden VAR korrelieren konnten.

Die TGP als eigenstédndige Entitdt wird in der zeitgendssischen Literatur aber durchaus
kontrovers diskutiert [32, 65, 55]. Prinzipiell sind sich alle Autoren einig, dafl die TGP als
glomerulires Aquivalent einer VAR anzusehen ist. Diskrepante Meinungen bestehen in der
Interpretation der Befunde. Da es sich bei der TGP als auch bei der VAR um eine Immun-
reaktion gegen die Endothelien arterieller Gefiafie handelt, gehen Mihatsch et al. [65] und
Maryniak et al. [55] stets von einem parallelem Auftreten einer TGP mit einer VAR aus.
Nach ihrer Auffassung sind Biopsien, die keine oder unzureichende Gefaflabschnitte zeigen,
unterdiagnostiziert. Mihatsch et al. [65] folgern daraus, daf§ die Diagnose einer TGP unmit-
telbar auf eine gleichzeitig priasente VAR schlieBen 148t. Zwar konnten Gértner et al. [32]
diese Parallelitét in einer Vielzahl von Biopsien auch belegen, dennoch sind sie der Meinung,
daf} sich eine TGP vereinzelt auch ohne eine VAR manifestieren kann. Sie belegen dies an
histologischen Analysen einzelner ldngerer Verlaufe, in denen sich trotz manifester TGP zu
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keinem Zeitpunkt keine VAR entwickelte. Abschlieend sollte die TGP dennoch zumindest
als Indikator fiir eine bereits manifeste oder sich spéter entwickelnde vaskuldre Abstoflung
angesehen werden, sie ist deshalb als indirekter Pradiktor fiir eine ungiinstige Prognose zu
werten.

Bei der Frage nach der Ursache eines limitierten Transplantatiiberlebens miissen viele wei-
tere mogliche Einfluifaktoren, sowohl immunologischer, nicht-immunologischer, als auch kli-
nischer Natur, mit in die Uberlegungen einbezogen werden. Grundsitzlich ist beziiglich aller
Parameter ein Vergleich der Daten dieser Untersuchung mit denen der aktuellen Literatur nur
bedingt aussagekriftig. Wie bereits kurz erwéahnt, unterscheidet sich das vorliegende Kollek-
tiv von denen anderer Untersuchungen erheblich. So lagen dieser Untersuchung ausschlieflich
Krankheitsverldufe von Patienten zugrunde, von denen Biopsien und/oder Explantate vorla-
gen. Da in der heutigen klinischen Nachsorge nur noch bei unklaren, schwerwiegenden Kom-
plikationen und nicht routineméflig biopsiert wird, ist das vorliegende Kollektiv hinsichtlich
ungiinstigerer Verldufe vorselektiert. Beispielhaft sei dies an der mittleren Transplantatiiber-
lebensprognose demonstriert. Wéhrend Berechungen der Prognose an grofien Kollektiven der
klinischen Nachsorge zeigen, dafy die Hélfte der Patienten mit einem Transplantat eines Tod-
spenders nach durchschnittlich 13,8 Jahren wieder dialysiert oder retransplantiert werden
miissen [34], wird diese Redialyse- oder Retransplantationsrate im untersuchten Kollektiv
bereits nach rund 4 Jahren erreicht. Deutlicher konnen die Differenzen zwischen einem ,, mor-
phologischen®“ und , klinischen“ Kollektiv nicht aufgezeigt werden.

Nennen wir nun die Faktoren, fiir die eine eventuelle prognostische Relevanz hinsichtlich der
Transplantatiiberlebensrate bestehen koénnte.

Zuerst zu den klinischen Faktoren. Hinsichtlich der Empfénger-, Spendergeschlechtkonstel-
lationen (0", 92, 2:2, ?:0") wurden in den letzten Jahren Untersuchungen an grofien
Kollektiven veroffentlich, die mitunter signifikante Differenzen in der Transplantatiiberleben-
sprognose berechnen konnten [3, 6, 7, 105, 110]. So sollen insbesondere ménnliche Empfénger,
die Transplantate von Frauen erhalten haben, im Vergleich zu ménnlichen Empféangern mit
ménnlichen Spenderorganen, eine schlechtere Prognose haben [6, 105, 74]. Dies konnte in der
vorliegenden Untersuchung nicht bestétigt werden; dies mag sicherlich zu einem Teil an dem
mit 109 Patienten fiir diese Fragestellung relativ kleinen Kollektiv liegen, da eine Signifikanz
in den anderen Arbeiten erst ab einer grofien Patientenanzahl (mehrere hundert Patienten)
moglich war.

Ebenso sollen auch adulte Empféanger mit kindlichen Spenderorganen im Vergleich zu Patien-
ten mit altersgleichen Spenderorganen eine schlechtere Prognose haben [105, 7]. Eine mogli-
che Erklarung dieses Phanomens geht auf die Hypothese von Brenner et al. [6] zuriick, in der
ein Missverhéltnis zwischen der Anzahl der funktionierenden Nephrone und der Kérpermasse
beschrieben wird. So kommt es bei verhdltnisméfig vermehrter Kérpermasse in den Glome-
ruli zu einer Hyperperfusion und damit zu einer progressiven glomeruldren Schédigung. Der
Untergang eines einzelnen Glomerulums resultiert im Sinne eines circulus vitiosus in den
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verbleibenden Glomeruli in einer Aggravierung der Hyperperfusion, so daf§ sich das Bild
einer schleichenden renalen Dysfunktion akkzeleriert. Clark et. al [17] sehen in einer gerin-
gen Nephronanzahl zudem einen Risikofaktor fiir die Entwicklung eines renales Hypertonus,
eines chronischen Nierenversagens und damit sekundér natiirlich auch fiir ein schlechteres
Transplantatiiberleben, was die These Brenners ,,One size may not fit all“ [6] unterstreichen
mag.

Aktuelle Arbeiten bestitigen diese pathogenetischen Uberlegungen aber nur zum Teil. So
untersuchten Nichsolson et al. [75] ultrasonographisch die Transplantatgrofie und setzten sie
ins Verhéltnis zur Korpermasse in kg. Die Ergebnisse zeigten zwar, dal Patienten mit ei-
ner niedrigen Transplantatgrofie/Korpermasse-Ratio eine signifikant schlechtere glomeruldre
Filtrationsrate und einen erhchten Kreatininspiegel aufweisen, die Transplantatiiberlebens-
prognose aber nicht signifikant verschlechtert ist [75]. Untersuchungen von Nyengaard et
al. [77] machen zudem deutlich, daf§ die Anzahl der Nephrone unter den einzelnen Menschen
sehr variabel ist. So zeigen die Ergebnisse eine Variabilitdt von 300.000 bis zu {iber 1 Million
Nephrone bei 37 untersuchten normalen Nieren [77].

Berechungen zur Transplantatiiberlebensrate fiir adulte Empféinger mit kindlichen Spender-
organen machten im Rahmen dieser Untersuchung aufgrund der Patientenselektion (lediglich
2 der Spender waren jiinger als 16 Jahre) keinen Sinn.

Wenn schon die Geschlechtskonstellationen als Parameter fiir die Transplantatprognose kon-
trovers diskutiert werden, kann dann wenigsten fiir das Spenderalter eine eindeutige Aussa-
ge getroffen werden? Auch in diesem Punkt sind die Ergebnisse widerspriichlich. Wahrend
Prommool et al. [84] in ihren Untersuchungen zeigen konnten, daBl Empfénger, die ein
Transplantat eines Spenders iiber 55 Jahre erhalten haben, eine schlechtere Lanzeitransplan-
tatiiberlebensprognose haben, konnte diese Aussage im vorliegenden Kollektiv nicht bestatigt
werden. Ein Grund hierfiir liegt mdglicherweise in dem mit 522 Patienten rund 5-fach gréfle-
rem Kollektiv Promools. Aulerdem konnten Prommool et al. einen signifikanten Einflufl des
Spenderalters erst bei Berechnungen der Langzeitprognose (> 5-Jahre) der Transplantate
errechen; im Vergleich dazu lag der durchschnittliche Beobachtungszeitraum im vorliegen-
den Kollektiv bei 4,33 Jahre; dies war moglicherweise ein Grund dafiir, so daf§ sich dieser
Faktor nicht nachhaltig auf die Prognose auswirken konnte.

Dariiber hinaus untersuchten Terasaki et al. [104] parallel zum Alter des Spenders auch
das HLA-Matching. Postoperativ fielen bei Empfingern mit Organen &lterer Spender si-
gnifikant haufiger klinische Komplikationen wie Anurie, erhchter Kreatininserumwert und
eine temporére erforderliche Dialyse auf. Bei der Berechung der Transplantatiiberlebensra-
ten hatten Empfanger mit perfektem HLA-Mismatch sowie junger Spenderorgane die beste
Prognose. Des weiteren zeigte sich parallel mit steigendem HLA-Mismatch eine schlechtere
Transplantatiiberlebensrate, wobei Empfanger mit sehr alten Spenderorganen (Spenderalter
> 60 Jahre) unabhingig vom HLA-Mismatch eine schlechtere Prognose zu haben scheinen.

Die beiden Faktoren Empfanger-Spendergeschlecht und Spenderalter miissen sicherlich im
Zusammenhang gesehen werden. So vermindert sich die Anzahl der funktionierenden Ne-
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phrone physiologischerweise im Alter von 1 Million auf um bis zu 25 % des Ausgangswertes,
was fiir einen alteren Korper aber aufgrund des parallel verminderten Stoffwechsels ausrei-
chend ist. Wird hingegen ein &lteres Organ in einen jungen stoffwechselintensiven Korper
transplantiert, so ist das Spenderorgan von der Leistung her unterdimensioniert. Dasselbe
gilt auch fiir kleine Spenderorgane in einem einen ,,groflen Organimus. Wird das transplan-
tierte Organ dann zusétzlich z.B. durch immunologische Faktoren weiter geschadigt, so ist
die Kompensationsfiahigkeit bald aufgebraucht. Obwohl die Rolle der Empfanger-Spender-
geschlechtes und des Spenderalters sicherlich noch weiterer Abklarung bediirfen, sollte ein
Geschlecht-, Gewicht-, und Altersparallelisierung im Transplantationmanagement angestrebt
werden.

Was die Anzahl der Blutkonserven angeht, beschrieben bereits 1968 Morris et al. [68] sowie
1973 Opelz et al. [78] einen kausalen Zusammenhang zwischen der Anzahl der bendtig-
ten Bluttransfusionen und dem Transplantatiiberleben. So zeigten Beobachtungen der 1-
und 5-Jahres Transplantatiiberlebensrate, dafl Patienten, denen mehr als 10 Blutkonserven
intraoperativ transfundiert wurden, eine giinstigere Prognose haben (1-Jahres Transplan-
tatiiberlebensprognose bei 10+ Bluttransfusionen: 66 % vs. keine Bluttransfusion: 29 %).
Diese Erkenntnisse stehen allerdings im krassen Gegensatz zu den im Rahmen dieser Un-
tersuchung ermittelten Ergebnissen. Patienten mit mehr als 10 Bluttransfusionen hatten in
der univariaten Analyse eine signifikant schlechtere Transplantatiiberlebensprognose. Diese
deutliche Diskrepanz liegt sicherlich im schlechteren Allgemeinzustand einiger Patienten be-
griindet, die einen therapeutisch notwendigen, erhohtem Transfusionsbedarf aufwiesen.

Die Beobachtungen von Opelz et al. [78] legten Mitte der 70iger Jahre den Schlufl einer
durch Bluttransfusionen induzierten Toleranzentwicklung des Empfiangerorganismus gegen
das Spenderorgan nahe. Seit Beginn der 80iger Jahre, d.h. seit Einfithrung einer intensi-
vierten Immunsuppressionstherapie durch Cyclosporin A in den klinischen Alltag, konnten
allerdings diese signifikanten Ergebnisse nicht mehr reproduziert werden [106]. Trotzdem
schlagen neuerdings einzelne Autoren [30, 99] sogar vor, gekiihlte Bluttransfusionen des Spen-
ders dem Empfanger iiber einen Monat postoperativ zu transfundieren bzw. dem Empfanger
Spenderleukozyten vor Transplantation zu verabreichen [76] um damit die spiter bendtigte
medikamentose Immunsuppression zu reduzieren.

Ein weiterer wichtiger Faktor fiir die Prognose des Transplantats scheint die Kaltischamie-
zeit zu sein. Sie ist definiert als Zeitspanne zwischen der Abkiihlung des Transplantats nach
Explantation und dem Wiederaufwérmen direkt vor der Implantation in den Empféngerorga-
nismus. Zum allergroBten Teil wird die Kaltischdmiezeit durch die Transportstrecke zwischen
dem Explantations- und dem Implantationsort bestimmt. Untersuchungen zur prognosti-
schen Relevanz der Kaltischdmiezeit konnten zeigen, dafl sich mit ansteigender Zeitspanne
die Prognose fiir das Transplantat verschlechtert [109, 82, 46, 14]. Dies konnte am unter-
suchten Kollektiv in dieser Form - erwartungsgeméfl - nicht nachvollzogen werden, da in
rund der Hélfte der untersuchten Félle ein relativ konstantes Zeitfenster (20-25h) zwischen
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Entnahme und Implantation des Organes eingehalten wurde. Um eine eventuelle Signifikanz
zu erkennen wire ein grofleres, speziell auf diese Fragestellung zugeschnittenes Kollektiv,
d.h. mit einer grofleren zeitlichen Varianz zwischen Entnahme und Implanatation, vonnéten
gewesen.

Pathogenetisch werden zwei Mechanismen diskutiert. Zum einen kommt es trotz Kiihlung
des Gewebes bei langerdauernder Nicht-Perfusion zu Zelluntergéngen mit der Folge einer Re-
duktion funktionierendem Nierenparenchyms [56]. Zum anderen steigt bei langerer Minder-
oder Nicht-Perfusion des Gewebes die Konzentration von freien Radikalen an [56, 90, 115].
Bei anschliefender Reperfusion kommt es nun zur Mobilisation, Anflutung und Konzentrie-
rung freier Radikaler mit dem Resultat einer Schidigung des transplantierten Organes, in der
gegenwirtigen Literatur unter dem Begriff ,, Reperfusionsschiaden* zusammengefafit [49, 90].
Diese Zellschiadigung wiederum induziert die Freisetzung verschiedenster proinflammatori-
scher Zytokine [51] und Adhésionsmolekiile [50] - wichtige pathogenetische Faktoren in der
Entwicklung akuter sowie chronischer Abstoflungsreaktionen.

Das HLA-Matching wird von vielen Autoren [19, 34, 102, 84| als wichtiger immunologischer
Faktor fiir das Transplantatiiberleben angesehen, konnte in der vorliegenden Untersuchung
kein Zusammenhang zwischen einem schlechten HLA-Matching und der Verschlechterung der
Prognose gesehen werden. Lediglich fiir die Gruppe mit HLA-A-Mismatch konnte ein Trend
beziiglich der Verschlechterung der Prognose mit steigendem Mismatch berechnet werden,
ohne daB jedoch eine Signifikanz erreicht wurde.

Diese Diskrepanz der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit denen anderer Publikatio-
nen [19, 34, 102, 84] mag zu einem grofien Teil an der Auswahl des Kollektives liegen, wel-
ches vorrangig zwar nach personellen Parametern (Alter, Geschlecht) parallelisiert wurde,
sekundér aber auch nach der Anzahl der Abstofungsreaktionen und dem HLA-Mismatch.
Leider waren die vorliegenden klinischen Angaben zum Teil sehr liickenhaft, sodafl von den
109 Patientendaten jeweils nur 80 (HLA-B und HLA-DR) bzw. 79 (HLA-A) Patienten aus-
gewertet werden konnten. Bei der Berechnung des Gesamtmismatches konnten vom Gesamt-
kollektiv lediglich 39 Patienten beriicksichtigt werden, so daf§ bei dieser Auswertung schon
rein statistisch keine Signifikanz zu erwarten war.

Prommool et al. [84] sind abweichend von anderen Autoren [19, 34] der Meinung, daf sich ein
steigendes HLA-Mismatching lediglich in der Zunahme akuter Abstofungsreaktionen duflert.
Madore et al. [54] - wie auch viele andere Autoren [58, 57, 54, 38, 114]- konnten wiederum
anhand einer multivarianten Analyse zeigen, dafl die Anzahl der akuten Abstoffungsreaktio-
nen einen entscheidender Pradiktor fiir das Transplantatiiberleben ist.

Die Bedeutung des HLA-Mismatchs wird von Takemoto et al. [102] bestétigt, die an einem
groflen Kollektiv die Auswirkung des HLA-Matchings auf die Transplantatiiberlebenspro-
gnose demonstrierten. So wurde der Verlauf von 7614 komplett HLA-gematched mit 81364
nicht-HLA-gematchen Tranplantaten verglichen. Dabei wurde deutlich, daf3 die 10-Jahres
Transplantatiiberlebensrate bei den komplett HLA-gematchen Transplantaten bei 52 % lag,
jedoch nur 37 % der nicht-HLA-gematchen Transplantate nach 10 Jahren noch funktionierte.
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Des Weiteren zeigten die Berechnungen, dafl das geschétzte mittlere Tranplantatiiberleben
bei nicht-HLA-gematchten Organen auf 8.6 Jahre verkiirzt war, im Gegensatz zu 12.5 Jah-
ren bei komplett HLA-gematchten Transplantaten. Erginzend dazu fanden Held et al. [35]
bei ihrer Auswertung der 5-Jahres-Transplantatiiberlebensraten von 30564 Nierentransplan-
tierten einen zwar verhiltnisméfig geringen, aber signifikanten Vorteil von 4,4 % zwischen
komplett gematchten und nicht-gematchten Transplantaten. Sie demonstrierten dariiberhin-
aus, dafl sich die Transplantatiiberlebensrate nicht linear mit steigendem HLA-Mismatch
verschlechtert, sondern daf§ eine signifikante Verbesserung der Tranplantatiiberlebenrate nur
fiir Transplantate mit einem Mismatch <=2 erreicht werden kann.

Diese Ergebnisse demonstrieren die Wichtigkeit des HLA-Matchings als prognostischen Fak-
tor fiir die Transplantatiiberlebensprognose.

Die Wertigkeit der einzelnen HLA-Loki und deren Bedeutung fiir das immunologische Mat-
ching ist bis heute strittig. Connolly et al. sowie Opelz et al. [19, 79] konnten in ihren
Arbeiten zeigen, daf§ der HLA-DR-Lokus fiir das Transplantatiiberlebens von besonderer
Bedeutung zu sein scheint, die HLA-A- und HLA-B-Loki sollen hingegen eine untergeord-
neter Rolle spielen. Bei Opelz et al. [79] waren diese Erkenntnisse aber lediglich fiir die
1-Jahres-Transplantatiiberlebensrate signifikant, fiir die Langzeitprognose ergaben sich zwi-
schen den einzelnen HLA-Loki keine priagnanten Unterschiede mehr.

Inwieweit sich die einzelnen HLA-Loki beim HLA-Matching beziiglich der Transplantatpro-
gnose auswirken ist weiterhin Gegenstand der gegenwértigen Forschung und Diskussion.

Aktuelle Studien beschéftigen sich zudem mit der Risikoabwéigung einzelner Faktoren, insbe-
sondere dem Verhéltnis des HLA-Mismatch mit der Kaltischdmiezeit [102, 91]. So sollte eine
lingere Kaltischamiezeit zugunsten eines optimierten HLA-Mismatches in kauf genommen
werden, da dies die Prognose des Transplantats entscheidend verbessert [102].

Weitere zu beriicksichtigende Faktoren sind die Titer der panel-reaktiven Antikérper. Auch
ihre Rolle in bezug auf die Transplantatiiberlebensrate wird kontrovers diskutiert. So muf3
prinzipiell zwischen den Titern panel-reaktiver Antikorper pri-, und postoperativ sowie
wahrend des Nachsorgezeitraums differenziert werden. In der vorliegenden Untersuchung
konnte zwar keine prognostische Differenz zwischen den Titern pra- und postoperativ gese-
hen werden, sehr wohl konnte aber ein signifikanter Unterschied zwischen hohen (> 33 %) und
niedrigen (<=33 %) Titern im Rahmen der Nachsorge bestimmt werden, wonach Patienten
mit hohen PRA-Titern eine schlechtere Prognose haben. Ergénzend demonstrierten Monteiro
et al. [67] sowohl fiir hohe Titer (> 50 %) PRA préoperativ als auch wihrend des Beobach-
tungszeitraumes eine enge Korrelation mit klinischen Komplikationen (temporire Dialyse)
sowie einer schlechteren Transplantatiiberlebenswahrscheinlichkeit. Creemers et al. [21] sehen
in ihren Analysen sogar bereits in PRA-Titern > 10% einen der wichtigsten prognostischen
Faktoren fiir das Auftreten einer Abstoflungsreaktion [21]. Im Gegensatz dazu sind Mjorn-
stedt et al. der Meinung, dal panel-reaktive Antikérper bis zu einem Titer von 50% keine
nennenwerten Auswirkungen auf das Transplantatiiberlebens haben [66].
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Nun zu den Infektionen; wie wirken sie sich auf die Transplantatprognose aus 7 Infektio-
nen, seien sie nun bakterieller oder viraler Natur sind fiir das Transplantatiiberleben von
grofler Bedeutung [29]. Thre Rolle, insbesondere die einer CMV-Infektion, als ausloBendes
Agens bei AbstoBungsprozessen werden allerdings kontrovers diskutiert [28, 12, 107]. Obwohl
im Rahmen dieser Untersuchung kein signifikanter Unterschied in der Transplantatiiberle-
bensprognose CMV-positiver und CMV-negativer Empfinger nachgewiesen werden konnte,
gibt es Arbeiten, die eine CMV-Infektion eng mit der Entwicklung eines chronischen Trans-
plantatversagen sowie mit einer chronischen Transplantatvaskulopathie korrelieren konn-
ten [113]. Eine mdogliche Ursache wird in einer durch CMV unterhaltenen persistierenden
Entziindungsreaktion gesehen [45]. Molekularbiologische Untersuchungen unterstiitzen die-
se Theorie durch den Nachweis einer gesteigerten Expression von Adhésionsmolekiilen und
Wachstumsfaktoren sowohl im Interstitium, als auch in der Gefawand [52, 27]. Soderberg-
Naucler et al. [97] zeigten in ihrer Arbeit, das CMV aktiv die Migration und Proliferation
von glatten Muskelzellen - wichtige pathogenetische Prozesse in der Entwicklung einer Trans-
plantatvaskulopathie - aktiv unterstiitzen und unterhalten kann.

Als weitere wichtige Virusinfektion die im Rahmen der Immunsuppression auftritt ist vor
allem die Reaktivierung des Epstein-Barr-Viruses zu nennen. Diese werden nicht nur fiir
die Akkzeleration der Abstoflungsprozesse verantwortlich gemacht, sondern sie spielen auch
eine entscheidende Rolle in der Entstehung lymphatischer Neoplasien oder eines Karposi-
Sarkoms. In den dieser Arbeit zugrunde liegenden 109 untersuchten Féllen wurde aller-
dings kein einziger Patient mit transplantationsassoziierter lymphoproliferativer Neoplasie
und/oder Karposi-Sakrom beobachtet.

Neben viralen Infektionen spielen auch bakterielle Infekte eine wichtige Rolle fiir das Trans-
plantatiiberleben. Transplantierte Nieren sind einerseits aufgrund der immunsuppressiven
Therapie besonders anfillig fiir bakterielle Infekte andererseits ist bei transplantierten Pa-
tienten wihrend der Miktion ein ureteraler Reflux kontaminierten Urins h&éufig, da die chir-
urgischen Ureteranastomosen aus der Blase oft keinen hinreichenden Schutz bilden. Daher
sind Harnwegsinfekte bei Transplantierten héaufiger und fithren aufgrund der Immunsuppres-
sion Ofter zu schweren Krankheitsbildern in Form einer bakteriellen oder funguiden Urosep-
sis [83, 48].

In der aktuellen Literatur werden noch viele weitere Faktoren mit eventueller prognosti-
scher Relevanz diskutiert. So konnten etwa der Body-Mass-Index oder das Vorliegen eines
Hirntodes des Spenders Einflufl auf das Transplantatiiberleben haben. Da es sich bei dem
vorliegenden Kollektiv z.'T. um 15 Jahre alte Félle handelte, konnten Angaben zu diesen
Parametern aus der Krankengeschichte nicht mehr zuverlaflig rekonstruiert und ausgewertet
werden.

Wiéhrend die oben genannten morphologischen und klinischen Parameter in den letzten Jah-
ren ausfithrlich hinsichtlich ihren immunologischen und nicht-immunologischen Pathomecha-
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nismen sowie auf ihrer mogliche prognostische Bedeutung hin untersucht wurden, konnten
nur wenige Autoren Angaben zur prognostischen Relevanz plasmazellreicher Abstofungsre-
aktionen machen.

Wie die vorliegende Arbeit erstmals an einem solch umfassenden Kollektiv beweiflen kann,
haben Patienten mit plasmazellreichen Abstofungsreaktionen eine signifikant schlechtere
Prognose. Diese Aussage mufl jedoch fiir akute plasmazellreiche und chronisch plasma-
zellreiche Abstoflungsreaktion separat betrachtet werden. So haben Patienten mit akuten
plasmazellreichen Verldufen, iibereinstimmend mit Untersuchungen von Meehan et al. [63],
zwar keine signifikant schlechtere Transplantatiiberlebensprognose, sehr wohl aber Patienten
mit chronisch plasmazellreichen Verldufen. Charney et al. [16] hingegen konnten in ihrem
Kollektiv auch fiir akute plasmazellreiche AbstoBungsreaktionen eine schlechtere Transplan-
tatiiberlebenprognose im Vergleich zu nicht-plasmazellreichen Abstoffungsreaktionen berech-
nen. Dies mag sicherlich daran liegen, dal Charney et al. [16] sich nur mit akuten Absto-
Bungsprozessen beschéftigt haben und chronische plasmazellreiche Félle anscheinend nicht
beriicksichtigt haben; werden ihre Ergebnisse jedoch genauer betrachtet, wo fillt auf, daf§ 8
Patienten, die dem plasmazellreichen Kollektiv mit akuten Abstoffungsreaktionen zugerech-
net wurden, histologisch bereits Merkmale einer chronischen Nephropathie aufwiesen. Solche
Fille wurden in der vorliegenden Arbeit als chronisch plasmazellreich gewertet. Ein direkter
Vergleich der Ergebnisse ist somit nicht moglich.

Vergleichsarbeiten zur Transplantatprognose bei chronisch plasmazellreichen Verldufen liegen
in der gegenwértigen Literatur bisher nicht vor. Diese Arbeit verdeutlicht aber, dafl chronisch
plasmazellreiche Fille eine signifikant schlechtere Prognose im Vergleich zu chronisch nicht-
plasmazellreichen Féllen haben. Dies wirkt sich auch signifikant auf die schlechtere Prognose
der plasmagzellreichen Fille im Gesamtkollektiv aus.

Samtliche Auswertungen plasmazellreicher Fille in Bezug auf das Transplantatiiberleben
basieren in der aktuellen Literatur auf univarianten Analysen. Um nun eine Wertigkeit
der einzelnen Faktoren zu ermitteln, wurden in der vorliegenden Auswertung zusétzlich zu
den univariaten, erstmalig multivariante Analysen durchgefiihrt. Dabei war insbesondere die
Rangordnung plasmazellreicher AbstofSungsreaktion in Relation zu einer VAR von Interes-
se, da zwischen diesen beiden Faktoren haufig ein histologisch zu beobachtende Assoziation
bestand.

Dabei zeigte sich in der differenzierten Auswertung folgendes Bild: Plasmazellreiche Absto-
Bungsprozesse als eigenstandige Entitdt haben keinen signifikanten Einflufl auf eine schlechte-
re Prognose; die in der univarianten Analyse gezeigte Prognoseverschlechtung wird eindeutig
durch die haufige Assoziation mit vaskuldren Abstolungsprozessen bestimmt.

Diese Aussage wird durch die multivariate Analyse bestétigt, nach der ausschliellich die vas-
kuldre Abstoflungsreaktion als relevanter unabhéngiger Prognosefaktor fiir das Transplan-
tatiiberleben bestimmt werden konnte. Plasmazellreiche Infiltrate sind durch ihre haufige
Assoziation mit einer VAR aber als Indikator einer schlechten Prognose anzusehen.
Pathogenetisch scheinen in plasmazellreichen Fillen neben der zelluldren vor allem auch
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humorale Mechanismen zum Tragen zu kommen. Die auffillig haufige Lokalisation der Plas-
mazellen perivaskuldr und periglomerular ist moglicherweise Ausdruck einer Dominanz hu-
moraler Immunmechanismen gegen das Geféaflendothel.

Bei der Diagnose plasmazellreicher Infiltrate sind viele Fragen noch offen, so ist prinzipi-
ell zu kldren, warum sie auftreten, im weiteren Verlauf oftmals wieder riickldufig sind oder
gar ganz verschwinden; zudem ist unklar, ob es sich iiberhaupt um die AbstofSungsreakti-
on handelt. Differentialdiagnostisch kommt bei der Diagnose plasmazallreicher Infiltrate eine
medikamentos-induzierte Hypersensitivitéatsreaktion oder eine Nephritis als Reaktion auf ex-
trarenal ablaufende Infektionen in Frage.

Bei der Auswertung der klinischen Daten zeigten sich jedoch keine Unterschiede in der Me-
dikamentenanamnese zwischen Patienten des plasmazellreichen und des Kontrollkollektives,
so dafl ein Zusammenhang zwischen Medikamenteneinnahme und Plasmazellreichtum aus-
geschlossen scheint.

Auch beziiglich des Infektionsstatuses zwischen Patienten mit plasmazellreichen und nicht-
plasmazellreichen Verldufen liefl sich anamnestisch kein signifikanter Unterschied erkennen.
Da jedoch eine Infektion oder Reaktivierung von Herpes-Viren eine plasmazellreiche Immun-
reaktion induzieren bzw. eine plasmazellreiche Abstoffungsreaktion imitieren kann, wurde
dieser mogliche Pathomechanismus separat verifiziert.

Wie bereits durch mehrere Autoren beschrieben [37, 16, 63] kann es bedingt durch die not-
wendige Immunsuppression nach Organtransplantation zu einer Reaktivierung von Herpesvi-
ren - insbesondere des Epstein-Barr-Virus - kommen, die im histologischen Bild einer plasma-
zellreichen Abstoflungsreaktion dhneln kann [16, 63]. Um dieser Frage nachzugehen, wurden
jeweils mehrere Biopsien mit plasmazellreichen und nicht-plasmazellreichen Abstofungsre-
aktionen molekularbiologisch untersucht. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen plasmazellreichen und nicht-plasmazellreichen Féllen weder fiir EBV, CMV, HHV-
6, noch fiir HSV-1 und HSV-2. Dies deckt sich auch mit Untersuchungen von Charney et
al. und Meehan et al. [16, 63], die in ihren Kollektiven ebenfalls keine Assoziation zwischen
Plasmazellreichtum und einer EBV-Infektion sehen konnten. Ebenso wie Charney et al. [16]
konnte auch in dieser Untersuchung keine lymphoproliferative Neoplasie nach Transplanta-
tion in den Féllen mit plasmazellreichen Abstofungsreaktionen beobachtet werden.

Auch spricht die nachgewiesene Poliklonalitdt der untersuchten Plasmazellinfiltrate gegen
eine durch Reaktivierung von Herpes-Viren induzierte Plasmazellproliferation.

Wihrend bei Abstoflungsreaktionen im allgemeinen zelluldre Mechanismen in Form von
CD4%-, CD8"-T-Lymphozyten und Makrophagen das morphologische Bild bestimmen, sind
Plasmazellen Ausdruck einer humoralen Immunreaktion. Nach Kenntnissen der allgemeinen
Immunolgie erfolgt eine humorale Immunantwort durch die Aktivierung der B-Zellen mit-
tels Zytokinen, die vor allem durch CD4"-Th2-Zellen sezerniert werden, dies bedeutet, das
bei plasmazellreichen Abstoflungsreaktionen ein Shift einer Thl- nach Th2-Immunanwort
erfolgt, parallel mit Verdnderung des Zytokinprofils. Wie kommt es nun zu diesem Shift der
Immunantwort ?
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Leider 148t sich diese Frage nicht eindeutig beantworten. Aktuelle Studien weisen aber darauf
hin, dafl neben den klassischen costimulatorischen Faktoren (Signal 2) der T-Zell-Aktivierung
(CD28-B7, CD40-CD154), ICOS (inducible co-stimulator), ein erst kiirzlich entdeckter co-
stimulatorischer Faktor [20, 40] und dessen Ligand (B7RP-1) eine wichtige Rolle bei Ab-
stoBungsprozessen zu spielen scheinen. So zeigten Arbeiten von Ozkaynak et al. [80], daB
es selbst bei Blockade des CD28-B7 und des CD40-CD154 Weges zu einer Aktivierung der
T-Zellen mit dem Resultat einer Abstoffungsreaktion kommt. Gleichzeitig kam es bei den un-
tersuchten Fillen zu einer Expression von ICOS/B7RP-1. Dies bedeutet, dal ICOS/B7RP-1
fiir die Initiierung einer Abstoffungsreaktion, experimentell sowohl fiir akute als auch chroni-
sche Abstoflungsreaktionen nachgewiesen [80], eine wichtige Rolle zu spielen scheint, da bei
Blockade des ICOS/B7RP-1 Weges mittels spezifischer Antikorper keine AbstoBungsreaktion
auftrat. McAdam et al. [60] beobachteten im Rahmen ihrer tierexperimentellen Untersuchun-
gen, dafl ICOS vor allem die Th2-, im geringeren Mafle auch die Th1-T-Lymphozyten stimu-
liert. Daraus folgt, daf in Féllen, in denen die T-Zell-Aktivierung iiber den ICOS/B7RP-1
Weg erfolgt, signifikant mehr Th2-T-Lymphozyten aktiviert werden, die ihrerseits wieder-
rum iiber Zytokine B-Zellen in den Abstolungsprozef involvieren und ihre Transformation
in Plasmazellen induzieren.

Moglicherweise ist dieser Weg der Pathogenese bei plasmazellreichen Abstoflungsreaktio-
nen relevant, d.h. dem sekundéren Shift einer Th1- nach Th2-Reaktionen geht ein primérer
Shift im T-Zell-Aktivierungs-Profils voraus, vom klassischen CD28/B7 oder CD40/CD154
zu ICOS/B7RP-1.

Ein anderer pathogenetischer Aspekt ist eine B-Zell-Aktivierung ohne die Hilfe von Th2-
Helfer-Lymphozyten. Dieser ,, T-cell-independant® genannte Weg der B-Zell-Aktivierung wird
durch spezielle, sogenannte Typ-2-Antigene ausgelost, die iiber eine multivalente Bindung
mit Oberfldchenstrukturen der B-Zellen reagieren [112]. Die Aktivierung der B-Zelle erfolgt
tiber eine funktionale Bruton‘s tyrosine kinase (Signal 1), sowie costimulatorisch iiber Toll-
like-Rezeptoren (Signal 2) [112]. Als Ausloser einer ,, T-cell-independant® B-Zell-Aktivierung
konnten bis dato nur bakterielle und virale Antigene nachgewiesen werden, ein Antigen-
nachweis im Rahmen von Abstoffungsreaktionen steht noch aus. Obwohl Typ-2-Antigene
in vivo eine starke Antikorperproduktion induzieren kénnen, konnten diese Beobachtungen
in vitro ohne zusétzliche Gabe von Zytokinen oder gleichzeitiger Stimulation iiber Toll-like-
Rezeptoren bisher nicht reproduziert werden [23]. Eine abschliefende Aussage, in wie fern der
Weg einer ,, T-cell-independant* B-Zell-Aktivierung in Abstoffungsreaktionen, insbesondere
auch in plasmazellreichen Abstoflungsreaktionen, von Relevanz ist, ist noch nicht méglich,
zumal in vivo Untersuchungen noch fehlen.

14.1| Konklusion

Plasmazellreiche Infiltrate stellen als eigensténdige Entitét - wie die multivariate Analyse be-
weist - keinen unabhéngigen prognostischen Faktor fiir die Transplantatprognose dar, sie sind
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aber wegen ihrer engen Korrelation mit vaskuldaren Abstoungsprozessen als indikativ anzu-
sehen und somit als sekundérer Préadiktor eines ungiinstigen Verlaufes zu werten. Obwohl im
Rahmen dieser Studie einige Parameter, sowohl histologischer (VAR, TGP, plasmazellreiche
Infiltrate) als auch klinischer Natur (Anzahl der Bluttransfusionen, Titer panel-reaktive An-
tikorper nach NTx) in der univarianten Analyse als signifikante Faktoren fiir eine schlechte
Transplantatprognose ermittelt wurde, konnte diese Signifikanz in der multivariaten Analyse
lediglich fiir die vaskulare AbstoBungsreaktion belegt werden. Die VAR ist damit der ent-
scheidende Parameter fiir die Prognose des Transplantats.

Beziiglich der Pathogenese plasmazellreicher Abstoflungsprozesse mufl von einem Wechsel
der Immunantwort von zellularen Mechanismen hin zu einem B-Zell-abhéngigen Immunme-
chanismus ausgegangen werden, d.h. von einem Shift einer Th1l- nach Th2-Immunantwort,
inklusive einer Anderung des Zytokinprofils. Dieser Shift scheint jedoch nicht durch Herpesvi-
ren, insbesondere nicht durch EBV | induziert zu sein. Moglicherweise ist dafiir die vermehrte
Expression des inducible costimulators (ICOS) auf T-Zellen verantwortlich, der neben den
klassischen costimulatorischen Faktoren (CD28-B7 und CD40-CD154) bei der Aktivierung
der T-Zellen eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Aktuelle experimentelle Untersuchungen
zeigen, dafl bei diesem ,alternativen“Aktivierungweg vor allem Th2-T-Lymphozyten stimu-
liert werden, was letztlich iiber die Freisetzung von IL-4 und IL-10 zu einer Stimulation und
zu einer Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen fiihrt.
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5| ZusammenfaBung

Die fiir das Transplantatiiberleben prognostisch entscheidenden Abstoflungsprozesse sind
morphologisch durch interstitielle, sowie durch eine potentielle vaskuldre und/oder glome-
ruldre (Transplantatglomerulopathie) Abstofungsreaktionen charakterisiert. Normalerweise
bestehen die interstitiellen Infiltrate aus unterschiedlich dicht gelagerten Lymphozyten und
Makrophagen, wobei die Quantitéit der Infiltrate die Schwere der Abstoffungsreaktion be-
stimmt. In der Routinediagnostik von Transplantatbiopsien und Explanaten findet sich in
14,6 % der Félle jedoch ein auffallend hoher Plasmazellanteil.

In der vorliegenden Untersuchung an Nierenbiopsien und Explantaten wird zur Morphologie,
Klinik, klinisch-morphologischer Korrelationen, Prognose und Pathogenese plasmazellreicher
Abstolungsreaktionen Stellung genommen.

Die Erhebung der Daten erfolgte an Préaparaten aus dem Nierenregister des Institutes fiir Pa-
thologie der Universitét Tiibingen, die im Zeitraum 1985 - 1998 eingegangen sind. Insgesamt
wurde der Verlauf von 109 Patienten mit 356 Biopsien (von der Mehrzahl der Patienten
lagen mehrere Biopsien vor) und 42 Explantaten ausgewertet. Das Gesamtkollektiv wur-
de zur reprisentativen Analyse in 2 Hauptgruppen (plasmazellreich [53 Patienten| versus
nicht-plasmazellreich [56 Patienten]) und jeweils 2 Untergruppen (akute, plasmazellreiche
AbstoBungsreaktion [27 Patienten]; chronische, plasmazellreiche Abstofungsreaktion [26 Pa-
tienten]; akute, nicht-plasmazellreiche AbstofSungsreaktion [30 Patienten]; chronische, nicht-
plasmazellreiche Abstofungsreaktion [26 Patienten]) gegliedert. Um gleiche Verhéltnisse bei
der Beurteilung zu gewéhrleisten, wurden die Kollektive untereinander nach Anzahl der Ab-
stoBungsreaktionen, Geschlecht und Alter der Patienten sowie nach Anzahl der Biopsien
parallelisert.

Um eine Biopsie als plasmazellreich zu definieren, wurden die interstitiellen Infiltrate von 10
zuféllig gewdhlten Gesichtfeldern mittels Morphometrie bestimmt und der durchschnittliche
Plasmazellgehalt ermittelt. Bei einem prozentualen Anteil >20 % wurde die Biopsie als plas-

mazellreich gewertet.

Nach der allgemeinen Definition der verschiedenen Abstoflungsreaktionen folgt ein ausfiihrli-
cher morphologischer Teil, in der die obligate interstitielle Abstoungsreaktion in ihren unter-
schiedlichen Schweregraden in der akuten und chronischen Form beschrieben wurde. Dariiber
hinaus wird in den morphologischen Untersuchungen auf potentiell vorliegende vaskuléare
und/oder glomeruldre AbstofSungsprozesse eingegangen, sowie die Verteilung der Infiltrate
(diffus oder fokal), in der plasmazellreichen Gruppe auch die Lokalisation der Plasmazellen,
bezogen auf die verschiedenen Parenychmstrukturen, beriicksichtigt. In der morphologischen
Auswertung aller histologischen Préparate - von der Mehrzahl der Patienten lagen entspre-
chend ihrem Krankheitsverlauf mehrere Biopsien vor - zeigte sich in 23% der Biopsien und
Explantate neben der obligaten interstitiellen Abstoflungsreaktion zusétzlich eine vaskuldre

70



ZusammentafBung

AbstoBungsreaktion sowie in 20% eine Transplantatglomerulopathie. Betrachtet man die
Héaufigkeit der vaskuldren AbstoBung und der Transplantatglomerulopathie auf den Patien-
ten bezogen, liegt der Prozentsatz logischerweise hoher. So konnte bei 47% der Patienten des
Gesamtkollektives eine vaskuldre Abstoflungsreaktion diagnostiziert werden, fiir die Trans-
plantatglomerulopathie lies sich eine Haufigkeit von 37% bestimmen. Das gleichzeitige Auf-
treten einer vaskuldren und glomeruldren Abstoflungsreaktion oder die Entwicklung dieser
beiden AbstoBungsphianomene im weiteren Krankheitsverlauf konnte in 25% aller Patienten
beobachtet werden. Bei 59% der Patienten mit plasmazellreichen Abstofungsprozessen war
eine vaskuldre und/oder glomeruldre Abstoflungsreaktion signifikant haufiger diagnostizier-
bar als bei Patienten ohne plasmazellreiche AbstofSungsreaktionen.

Bei der morphologisches Auswertung des plasmazellreichen Kollektives wurde hinsichtlich
der Lokalisation der Plasmazellen zudem deutlich, daf§ die Infiltrate mit steigender Quan-
titdt gehduft perivaskuldr und periglomerulér lokalisiert auftreten.

Bei der Analyse klinischer Daten, sowohl fiir das Gesamtkollektiv, als auch fiir das plasmazell-
reiche Kollektiv, wurden Angaben iiber Alter und Geschlecht des Empféingers und Spenders,
HLA-Matching, Titer panel-reaktiver Antikérper, Kaltischdmiezeit sowie iiber die Anzahl
intra- und postoperativer Bluttransfusionen ausgewertet, wobei zwischen dem plasmazell-
reichen und nicht-plasmazellreichen Kollektiv keine signifikanten Unterschiede zu ermitteln

warerm.

Bei der Bestimmung potentiell relevanter prognostischer Parameter fiir die Transplantatiiber-
lebensprognose wurden neben dem Plasmazellreichtum an sich folgende Faktoren unter-
sucht: Die potentielle Manifestation einer vaskuldren + glomeruldren AbstofSungsreakti-
on, Grunderkrankung, Alter, Geschlecht sowie CMV-Status des Empfiangers und Spenders,
Blutdruck des Spenders bei NTx als Ausdruck der Durchblutung des Transplantates, das
HLA-Matching (HLA-A, HLA-B, HLA-DR und Gesamtmismatch), intraoperative Anzahl
der Bluttransfusionen, Kaltischamiezeit, sowie die Titer panel-reaktiver Antikorper vor, un-
mittelbar nach NTx und im weiteren Beobachtungsverlauf. Eine prognostische Signifikanz
der verschiedenen morphologischen und klinischen Parameter wurde mittels univariater Ana-
lysen ermittelt. Zusétzlich wurde zur Abhéngigkeitspriifung der Faktoren eine multivariaten
Analyse durchgefiihrt.

Patienten mit plasmazellreichen Abstoffungsreaktionen haben eine signifikant schlechtere
Transplantatiiberlebensprognose [Chi?: p=0.0024], wobei dies bei detaillierterer Betrachtung
nicht fiir akute plasmazellreiche Fille [Chi%: p=0.5636], sondern nur fiir chronisch plasma-
zellreiche Abstofungsprozesse [Chi?: p=0.0148] gilt. Daneben konnten eine vaskuldre Ab-
stoBungsreaktion [Chi?*: p<0.0001], eine Transplantatglomerulopathie [Chi*: p=0.0002], 10+
Bluttransfusionen intra-/postoperativ [Chi?: p=0.04], ein maximaler Titer panel-reaktiver
Antikérper nach NTx iiber 33 % [Chi?: p<0.05] als weitere signifikante EinfluBgréfien fiir eine
schlechte Transplantatiiberlebensprognose mittels univariater Analyse identifiziert werden,
die anderen untersuchten Faktoren zeigten keinen signifikanten Einflufl auf das Transplan-
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tatiiberleben. Wie die multivariate Analyse verdeutlicht, muf3 die prognostische Relevanz
plasmazellreicher Infiltrate auf die signifikant hdufigere Assoziation mit vaskuldren Absto-
Bungsreaktionen zuriickgefiithrt werden. Dies bedeutet, dafl der Plasmazellreichtum in einer
interstitiellen Abstoflungsreaktion zwar nicht als eigensténdiger unabhéngiger prognostischer
Parameter angesehen werden kann, jedoch, durch die héufige hochsignifikante Assoziation
mit einer vaskuldren Abstoffungsreaktion indessen als Indikator und damit als indirekter
Pradiktor zu werten ist.

Um die Frage einer etwaigen pathogenetischen Bedeutung von Herpes-Viren in der Ent-
wicklung plasmazellreicher Abstoungsprozesse zu beantworten, wurden molekularbiologi-
sche Untersuchungen zum Nachweis von Herpes-Virus-Genom (EBV, CMV, HSV-1, HSV-2,
HHV-6) durchgefiihrt. Dazu wurden jeweils randomisiert ausgewéhlte Biopsien aus allen
Kollektiven mittels nested PCR untersucht. Samtliche PCRs wurden nach standardisierten
Laborprotokollen durchgefiihrt. In den Untersuchungen konnte fiir keinen Virustyp ein signi-
fikanter Unterschied zwischen dem plasmazellreichen und nicht-plasmazellreichen Kollektiv
hinsichtlich einer stattgefundenen Infektion demonstriert werden.

Im Hinblick auf die Pathogenese plasmazellreicher Abstoflungsprozesse mufl von einem Wech-
sel der Immunantwort hin zu einem B-Zell-abhéngigen Immunmechanismus ausgegangen
werden, d.h. von einem Shift einer Thl- nach Th2-Immunantwort, inklusive einer Ande-
rung des Zytokinprofils. Dieser Shift scheint jedoch nicht durch Herpesviren induziert zu
sein, insbesondere nicht durch EBV. Moglicherweise ist dafiir die vermehrte Expression des
inducible costimulators (ICOS) auf T-Zellen verantwortlich, der neben den klassischen costi-
mulatorischen Faktoren (CD28-B7 und CD40-CD154) bei der Aktivierung der T-Zellen eine
wichtige Rolle zu spielen scheint. Aktuelle experimentelle Untersuchungen zeigen, dafl bei
diesem , alternativen“ Aktivierungweg neben Thl-, vor allem Th2-T-Lymphozyten stimuliert
werden, was letztlich iiber die Freisetzung von IL-4 und IL-10 zu einer Stimulation und zu
einer Differenzierung der B-Zellen zu Plasmazellen fiihrt.
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A| Auswahl der Gesichtsfelder

Folgendes Computerprogramm berechnet aus einem 2-dimensionalem Array 10 zufillige Ge-
sichtfelder. Da das Programm nach ANSI® Konventionen geschrieben ist, sollte es unter
jedem ANSI-Kompatiblen C/C++ System kompilierbar sein. Getestet wurde es auf AMIGA-
Systemen|[www. amiga.com] mit StormC, Version 3.0 (©) Haage-Partner GmbH [www.haage-
partner.com| sowie gce, Version 2.9.0 [www.gnu.orqg/software/gcc/|

/>/<

** Gesichtsfelder.c

*k

**wdhlt zufillig 10 Gesichtsfelder aus einem 2-dimensionalem Array
** variabler Gréfle

**(C) 1998 Thomas Eigentler
*x

Y/

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <time.h>

Ve

** Anmerkung: Folgender Algorithmus wurde in modifizierter Form
** entnommen aus: Kernighan, B.W.; Ritchie, D.M.:

** The C Programming Language, Second Edition, ANSI C

*¥*(C) 1988, 1978 by Bell Telephone Laboratories, Incorporated

*ok

** Angeregt durch ein Demo-Programm aus:

** SAS Institute Inc., SAS/C Development System Library Reference,
** Version 6.50, Cary, NC:

** SAS Institute Inc, 1993. 733 pp.

*k
*/

3ANSI - American National Standards Institute
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int myrand(int maz) {
long x;

int zufall;

z = time(NULL);
srand(x);
zufall = rand();

return zufall % maz;

)
s

** Hauptprogramm
*ok

Y/
void main() {
int Gesichtsfelder_Vertikal;
int Gesichtsfelder_Horizontal;
int Gesichtsfelder[10];
mt 1,1;
printf(” Anzahl der vertikalen Gesichtsfelder: ”);
scanf(”%d”, 69 Gesichtsfelder_Vertikal);

printf(” Anzahl der horizontalen Gesichisfelder: ”);
scanf(”%d” € Gesichtsfelder_Horizontal);

if((Gesichtsfelder_Vertikal*Gesichtsfelder_Horizontal )< 10) {

printf(”Es kénnen weniger als 10 Gesichtsfelder
bestimmt werden \n”);

exit(0);
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else {

printf(” Auswahl 10 zufillig gewdhlter Gesichtsfelder aus %d
Gesichtsfeldern \n”,Gesichtsfelder_Vertikal*
Gesichtsfelder_Horizontal);

}
for(i=0;i<=9;i++) Gesichtsfelder[i] = 0;
for(z=0;2<=9;z++) {

int Zufall;
int ok = (int)0;

do {

Zufall = myrand(Gesichtsfelder_Vertikal*
Gesichtsfelder-Horizontal)+1;

for(i=0;i<z;i++) {
if(Gesichtsfelder[i] == Zufall) break;

}

ili==) {
Gesichtsfelder[x] = Zufall;
ok = 1;

}

} while (ok==0);

}

printf(”Es wurden folgende Gesichtsfelder ausgewdhlt:\n”);
for(i=0;i<=9;i++) printf(” %d\n”, Gesichtsfelder[i]);
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