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1. Einleitung

Das humane Cytomegalievirus (HCMV) ist die haufigste opportunistische Infektion nach
Lebertransplantation. Wahrend eine Infektion mit dem Virus bei Immunkompetenz meistens
keine, beziehungsweise selten leichte grippale Symptome verursacht, kann sie sich bei einer
Immunschwache, wie sie nach einer Transplantation vorliegt, zu einer Systemerkrankung
entwickeln. Da ein Grofteil der erwachsenen Bevolkerung seropositiv ist und das Virus mit
dem transplantierten Organ Ubertragen werden kann, kommt es nach einer Transplantation
nicht selten zu einer Re-Infektion, einer sogenannten Reaktivierung des Organ-Empfangers.
Insbesondere nach Nieren- und Lebertransplantation zeigen sich CMV-Infektionen haufig.
Bleibt eine Infektion mit CMV nach Transplantation unbehandelt, kann das nicht nur die
Funktionalitat des neuen Organs gefahrden, sondern erhéht im schlimmsten sogar die
Mortalitdt. Daher sind eine engmaschige Kontrolle und ggf. eine Therapieeinleitung im
klinischen Alltag unabdingbar.

In dieser Arbeit soll es um die Analyse der CMV-Infektionen nach Lebertransplantation im
eigenen Patientengut gehen. Dabei wurden die CMV-Daten aller lebertransplantierten
Patienten im Zeitraum zwischen 2020-2021 ausgewertet. Weiterhin wurde untersucht, ob der
MELD-Score, oder die Uberwachung der CMV-spezifischen Immunitét durch einen ELISpot
zur Risikostratifizierung von einer CMV-Infektion beitragen kann. Hierfur wurden die ELISpot-
Daten einer Studie zur Untersuchung der Immunreaktivitdit nach Organtransplantation

ausgewertet und interpretiert.
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1.1 Epidemiologie

Das Cytomegalievirus ist weltweit verbreitet und ca. 60-90% der Erwachsenen infizieren sich
im Laufe ihres Lebens (1). In einer Metaanalyse von Zuhair et. al zeigte sich ein Gefélle der
durchschnittlichen Seropravalenz zwischen den Industrielandern und den Landern im mittleren
Osten. In der Untersuchung schnitt die Turkei mit den héchsten Werten (97%), die europaische
Union mit den niedrigsten Werten (66%) ab (2). Diese Unterschiede sind am ehesten durch
sozibkonomische Faktoren zu erklaren. Untersuchungen zur CMV Verteilung in Deutschland
aus dem Jahr 1998 zeigten in der erwachsenen Bevdlkerung (n=6552) zwischen 18-79 eine
Seropravalenz von ungefahr 56,7% (3). Zudem waren mehr Frauen (62,3%) als Manner (51%)
seropositiv. Die Pravalanz stieg mit dem Alter und war abhangig von der Region (Nord > Sid).
Auch in anderen Studien wurden Alter, Geburtsort und Geschlecht als unabhangige
Risikofaktoren fir die CMV-Pravalenz identifiziert (4).

1.2 Grundlagen der Immunologie

Zum Verstandnis der Pathophysiologie des Cytomegalievirus sind Grundkenntnisse der
Immunologie notwendig. Das Immunsystem ist eine kérpereigenes, komplexes Schutzsystem
zur Abwehr von Krankheitserregern, und tumorartig veranderter Zellen. Es besteht aus der
Gesamtheit aller immunologisch aktiven Zellen immunkompetenter Organe. Zu diesen zahlen
u.a. Thymus, Milz, Lymphknoten, Knochenmark, gastrointestinale lymphatische Organe.
Ausléser einer Immunantwort sind Antigene, komplexe Molekile, die aus Proteinen,
Kohlenhydraten oder Lipiden bestehen. Grundsatzlich unterscheidet man zwischen einer

spezifischen (adaptiven) und einer unspezifischen (angeborenen) Immunantwort.

1.2.1. Angeborene Immunantwort

Die angeborene Immunantwort dient als Basisabwehr und ist unabhangig von der
Erregerspezies. Hat ein Erreger die korpereigenen Schutzbarrieren, wie zum Beispiel die
Schleimhaut des Respirations-, oder Magendarmtrakts iberwunden, erkennen die Zellen der
unspezifischen Immunantwort Erregerbausteine, sog. PAMPs (pathogen associated molecular
pattern) und leiten daraufhin eine ungerichtete Immunreaktion ein. Diese besteht in der
schnellen und direkten Abtdétung von Erregern und entarteten Zellen, sowie in der
Antigenprasentation und letztendlich der Aktivierung des spezifischen Immunsystems.
Wichtige Zellen der angeborenen Immunantwort sind phagozytotische Zellen, die
Krankheitserreger aufnehmen und zerstéren kdnnen, bevor sie in die Zellen eindringen sowie

naturliche Killerzellen (NK-Zellen), die bestimmten Virusinfektionen.
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1.2.2. Adaptive Immunantwort

Im Vergleich zum angeborenen Immunsystem, das einen schnellen, aber ungerichteten
Abwehrmechanismus darstellt, kommt es bei der adaptiven Immunantwort zu einer prazisen,
erregerspezifischen Reaktion. Hierbei werden erregerspezifische Antigene durch
antigenprasentierende Zellen (engl. APC) den Zellen des spezifischen Immunsystems
prasentiert, die dann durch verschiedene Mechanismen eine zielgerichtete Immunantwort

einleiten. Hauptakteure sind dabei die Lymphozyten, vor allem B- und T- Lymphozyten.

1.2.3. T-Lymphozyten

T-Zellen sind ein zentraler Bestandteil des adaptiven Immunsystems, und ihre
Effektorfunktionen werden zusammenfassend als zellulare Immunantwort definiert. Dabei
bildet sich eine groRe Anzahl von verschiedenen T-Zell-Subtypen mit unterschiedlichen
Effektorfunktionen aus. Die T-Zellen kdnnen anhand zellspezifischer Oberflachenmolekiile,
dem sog. Cluster of Differentiation (kurz CD), unterschieden werden. Reife T-Zellen kénnen
grob in CD4* T-Lymphozyten, die allgemein eine Helferfunktion besitzen, und CD8" T-

Lymphozyten, die eine zytotoxische Funktion besitzen, unterteilt werden.

1.2.4 Zellulare Immunantwort

T-Zellen erkennen Antigene im Nativzustand nicht, weshalb ein Antigen durch eine Antigen-
prasentierende Zelle (engl. APC) prasentiert werden muss, um die T-Zelle zu aktivieren. Die
Die Antigen-prasentierende-Zelle nimmt das Antigen auf, prozessiert dieses und prasentiert
es anschlieBend Uber den sog. Haupthistokompatibilitatskomplex (engl. Major
histocompatibility complex, MHC) der T-Zelle. Durch Ausschuttung verschiedener chemischer
Botenstoffe, sogenannten Zytokinen beginnt dann die Proliferation antigenspezifischer
Effektor-T-Zellen.
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1.2.5 B-Lymphozyten

B-Zellen gehéren zu den APCs und entstammen dem Knochenmark. B-Zellen zirkulieren im
Blut und zwischen den sekundaren Lymphorganen, bis ein passendes Antigen gefunden
wurde. Das Antigen wird prozessiert und auf der Zelloberflache prasentiert. Die B-Zelle migriert
dann in die sekundaren Lymphorgane wo die B-Zelle zur Plasmazelle reift und anschlielend
massenhaft antigenspezifische Antikérper produziert. Die Antikérper kdnnen dann Uberall im
Korper die spezifischen Antigene durch direkte Neutralisation, Aktivierung weiterer
Immunzellen oder einer Komplementkaskade unschadlich machen. Die Antikbrperantwort wird

auch als humorale Immunantwort bezeichnet.

1.2.6 Antivirale Immunreaktion

In der antiviralen Immunreaktion spielen sowohl B-Zellen als auch T-Zellen eine besondere
Rolle. Der virale Replikationszyklus findet ausschlieBlich intrazellular statt. Nach
abgeschlossener Replikation wird die Wirtszelle zerstort und das Virus in den extrazellularen
Raum freigesetzt, um weitere Zellen zu infizieren. B-Zellen sind insbesondere bei der Abwehr
viraler Bestandteile (Viramie) im extrazellularen Raum notwendig. Von B-Zellen produzierte
Antikérper kénnen die Adhasion des Virus an die Wirtszelle verhindern und zusammen mit
dem Komplementsystem eine Neutralisation des Virus bewirken.

Die Bekampfung des Virus in der intrazellularen Phase erfolgt durch T-Zellen. Hierflr wird das
virale Antigen durch APCs via MHC-II CD4"* T-Zellen und via MHC-I CD8" T-Zellen prasentiert.
Die durch das Antigen aktivierte CD4* Zelle schittet Zytokine aus, die weitere CD4" T-Zellen
aktivieren. Ein wichtiges ausgeschuttetes Zytokin ist IL-2, welches die Proliferation von
weiteren T-Zellen fordert und gleichzeitig als zweites Signal zur vollstandigen Aktivierung der
CD8" Zelle dient. IL-2 induziert eine weitere Reifung und Differenzierung der CD8" T-Zelle, bis
diese nach Abschluss der Reifung die infizierte Zelle zerstéren kann. Ein weiteres Zytokin das
durch ein Subset von CD4* T-Zellen, den TH1-Zellen, sezerniert wird, ist Interferon-y. Durch

IFN-y werden zusatzlich Makrophagen aktiviert.
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1.3. CMV-Taxonomie und Morphologie

Das Cytomegalievirus gehort zur Familie der humanen Herpesviren (HHV 5) und kann
taxonomisch der Subfamilie der Betaherpesviridae zugeordnet werden. Neben den
Betaherpesviren gibt es noch die Gammaherpesviren und Alphaherpesviren, zu denen die
Herpes-simplex- und Varizella-zoster-Viren gehdéren. Zu den Gammaherpesviren zahlen das
Epstein-Barr-Virus und das Kaposi-Sarkom-assoziierte Herpesvirus.

CMV kommt sowohl beim Menschen als auch beim Tier vor, eine Ubertragung zwischen
verschiedenen Spezies ist aber noch nicht beobachtet worden (5). Als Dann-Virus ist es das
grofite unter den Herpesviren und kann strukturell in 3 Regionen unterteilt werden: Das
ikosaedrische Kapsid, welches die doppelstrangige DNA mit dem viralen Genom enthalt, das
Tegument, eine innere Hullstruktur, und die aufRere Hulle (Abb.1) (6)(7). Das Tegument liegt
zwischen dem Kapsid und der Hiille und beinhaltet virale Proteine, die zur Aufrechterhaltung
der strukturellen Integritat notwendig sind (7).

Das Kapsid und das Tegument besteht aus mehreren viralen Proteinen, deren Funktionen
gréfltenteils unbekannt sind (8). Einige Tegumentproteine sind jedoch wegen ihrer Funktion
im Replikationszyklus von besonderem Interesse flr die Forschung. Das haufigste und
wichtigste Tegumentprotein ist pp65, welches insbesondere in der Immunmodulation der
humoralen und zellularen Immunabwehr der Wirtszelle eine Rolle spielt. Es inhibiert die
Synthese mehrerer menschlicher Immunprodukte, vermeidet die Erkennung viraler Proteine

und verhindert den Abbau infizierter Zellen durch das Immunsystem (9).

Die aullere Hille besteht aus einer zellularen Lipidschicht mit viralen Glykoproteinen, welche
fur die Anheftung an die Wirtszelle und den Zelleintritt wichtig sind (8). Isaacson et. al. konnten
in ihren Versuchen das Glykoprotein-gB in der Lipid-Membran deaktivieren und zeigen, das
gB-negative-Cytomegalieviren danach zwar noch in der Lage waren, sich an die Wirtzelle
anzuheften, die Fusion mit der Membran der Wirtszelle war allerdings nicht méglich (10). Die

Glykoprotein-Komplexe sind Zielstrukturen in der Forschung fur Impfstoffe.

14



Nucleocapsid
Tegument
Genome

Membrane

)
: .] 7
7o
: ‘E/ A Glycoprotein complex I

Glycoprotein complex ITI

Abbildung Nr. 1. Morphologischer Aufbau des CMV aus Tomtishen lll et. al. Human cytomegalovirus
tegument proteins (pp65, pp71, pp150, pp28). Virol J. Dezember 2012

1.4. Replikationszyklus

CMV kann ein breites Spektrum an Korperzellen infizieren. Insbesondere Fibroblasten,
Endothelzellen und Makrophagen sind betroffen, wobei letztere eine Rolle bei der
hamatogenen Streuung und Latenzbildung zu spielen scheinen (11).

Wie bei den meisten Herpesviren, erfolgt die Anheftung an die Wirtszelle Uber die
Glykoproteine der aufieren Hille. Abhangig vom Zelltyp, finden dabei mehrere Prozesse statt.
Durch die Formierung eines Pentamer-Komplexes zwischen Glykoprotein gH/gL mit anderen
Proteinen wird Glykoprotein-gB aktiviert und die Fusion der viralen und humanen Zellmembran
initiiert (1). Nachdem Tegument und Kapsid des Virus ins Cytoplasma der Wirtszelle
eingedrungen sind, migrieren diese zum Nukleus. Bei diesem Transportprozess interagieren
Tegument-Proteine mit den intrazelluldren Mikrotubuli (12). Gleichzeitig werden durch
Tegument-Proteine wie pp65 zellulare Immunprozesse inhibiert und die Produktion weiterer
viraler Proteine kaskadenartig stimuliert und reguliert (13). Die dabei entstehenden Proteine
werden gemal ihrer zeitlichen Entstehung in immediate-early (IE), delayed-early (DE), und
late (L) Proteine unterteilt. Die IE-Proteine optimieren die zellularen Umgebung der Wirtszelle
fur die Replikation des viralen Genoms (14). Ohne sie kénnen DE- und L-Proteine
anschlieftend nicht transkribiert und exprimiert werden. Die DE-Proteine sind fir die DNA-
Synthese bzw. Replikation des viralen Genoms wichtig, wahrend die L-Proteine nach
abgeschlossener Replikation fur den Bildung eines neuen Kapsids und die anschlielende

Emigration aus dem Nukleus ins Zytosol notwendig sind (13). Hat das Kapsid das Zytosol
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einmal erreicht, formiert sich durch virale Manipulation des endoplasmatischen Reticulums
und Golgi-Apparates ein viraler Montagekomplex (engl. viral assembly complex, AC) (15). Im
AC wird dann eine neue Tegument-Schicht sowie die aullere Hille des Cytomegalievirus
gebildet, in Vesikel einschnirt und anschlieRend via Exozytose in den extrazellularen Raum

entlassen.
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Abbildung Nr. 2: Ubersicht iiber den Replikationszyklus des Cytomegalovirus aus Beltran PM et. al. The
life cycle and pathogenesis of human cytomegalovirus infection: lessons from proteomics. Expert Rev
Proteomics.

1.5 Primarinfektion und Latenzbildung

Die lebenslange Latenz nach Primarinfektion ist eine immanente Eigenschaft der Herpesviren-
Familie und ist definiert als Persistenz des viralen Genoms ohne Nachweis einer
Virusreplikation. Das Virus entgeht dem Immunsystem weitgehend, indem es die virale
Replikation minimiert und sich Nischen zur Latenzbildung sucht. Dennoch sind zur weiteren
Verbreitung immer wieder Reaktivierungsepisoden mit viraler Replikation notwendig (16).
Trotz des hohen Zelltropismus, also der Mdglichkeit, viele Zellen zu infizieren, eignen sich fur
die Latenzbildung vor allem Zellen des hdmatopoetischen Systems. Die Primarinfektion erfolgt
Uber jede Form von Korperflissigkeit, zum Beispiel Speichel, Urin oder Brustmilch. Nach
initialer Infektion des Schleimhautepithels gelangt das Virus in Kontakt mit peripheren
Monozyten, die es infiziert (16). Wegen der kurzen Lebensdauer der Monozyten, wird
schlief3lich durch die virale Manipulation intrazellularer Signalwege die Differenzierung in
langlebige Makrophagen induziert (17). Durch Aktivierung intrazellularer Signalwege wird die
Migration ins Extravasat stimuliert, wo durch die Infektion hadmatopoetischer Stammzellen

lebenslange Persistenz erreicht wird (18)(19).

16



1.6. Pathomechanismus der CMV- Reaktivierung

Die zellularen Mechanismen, mit denen CMV das Immunsystem manipuliert, um nicht entdeckt
zu werden und eine lebenslange Persistenz zu bilden, sind komplex und von verschiedenen
Autoren ausfuhrlich erértert worden (19).

Sepsis, Immunsuppression oder sonstige kritische Erkrankungen bewirken eine reduzierte
,Uberwachung“ des Virus durch das Immunsystem, insbesondere durch T-Zellen, sodass es
zu einer CMV-Reaktivierung mit erneuter Virusreplikation kommt. Die Reaktivierung wird durch
eine erneute Differenzierung der myeloischen Zelllinie, also von Stammzellen in
Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen ausgeldst(Abb.3) (20). Durch die
Aktivierung pro-inflammatorischer Zytokine, insbesondere TNF-a, wird einer der wichtigsten
Genloci des CMV, die Major immediate early (MIE) Region aktiviert, durch die dann schlief3lich
IE-Proteine (Genprodukte) exprimiert werden, welche das Zellmilieu fir die Virusreplikation
optimieren (1) (21).

Diese Erkenntnis konnte auch Kklinisch bestatigt werden: Eine Arbeitsgruppe der Berliner
Charité konnte bei 60 septischen Patienten eine CMV-Reaktivierung nachweisen. Zudem fiel
die Testung auf die Zytokine Interferon-6 und TNF-a bei einem Grofdteil der untersuchten
Patienten statistisch signifikant positiv aus (22). Eine Metaanalyse von Xi Li et. al. zeigte
ebenfalls eine hohe Inzidenz an CMV-Reaktivierungen unter Intensivpatienten. Patienten mit
einer CMV-Reaktivierung mussten signifikant langer beatmet werden und waren von einer
deutlich hdheren Mortalitat und Morbiditat betroffen (23). Diese Falle zeigen, dass die CMV-
Reaktivierung auch ohne medikamentése Immunsuppression klinisch relevant sein kann und
neben der Immunsuppression auch ein pro-inflammatorischer Zustand ein Ausloser fir eine
CMV-Reaktivierung zu sein scheint. Auch der Prozess der Transplantation geht mit einer
substanziellen Entzindungsreaktionen einher, was eine Reaktivierung begunstigt. Die

medikamentdse Immunsuppression verstarkt diesen Prozess zusatzlich.
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Abbildung Nr. 3: Latenzbildung nach CMV-Infektion aus Collins-McMillen D et. al. Molecular
Determinants and the Regulation of Human Cytomegalovirus Latency and Reactivation. Viruses. 20.
August 2018

1.7 Definition der Erkrankung und Symptomatik

Neben bakteriellen Infektionen erhdht insbesondere die Infektion mit dem Cytomegalievirus
die Mortalitdt und Morbiditdt nach Organ- und Stammzelltransplantation signifikant (24).
Wahrend eine Infektion mit CMV bei immunkompetenten Menschen meistens asymptomatisch
verlauft, kann sie sich bei supprimiertem Immunsystem oder in der Schwangerschaft zu einer
problematischen Systemerkrankung entwickeln. Seropositive schwangere Frauen kdnnen das
Virus diaplazentar auf den Fétus Ubertragen, die Folge ist eine kongenitale CMV-Infektion, die
zu einem sensoneuronalen Horverlust und kognitiven Defizit des Kindes flhrt (25). Bei
Immunsuppression, z.B. nach Organtransplantation kann sich die Infektion zu einer
lebensbedrohlichen Systemerkrankung entwickeln.

In den jlngsten Leitlinien zur CMV-Infektion bei Organtransplantation (engl. Solid Organ
Transplantation, SOT) der amerikanischen Gesellschaft flr Transplantation (engl. American
Society of Transplantation) wird eine Infektion in mehrere Stadien unterteilt (26). Hiernach ist
eine CMV-Infektion als Nachweis dann CMV-DNA Replikationen in Gewebe oder Blut, ohne
Symptomatik definiert. Eine CMV-Erkrankung ist definiert als CMV-Infektion, die von
Symptomen begleitet wird. Die Erkrankung kann weiterhin eingeteilt werden in ein CMV-
Syndrom und eine Endorganerkrankung. Ljungman et. al. definieren ein CMV-Syndrom als
wahrscheinlich bei einem positiven Nachweis des Virus im Blut mit mindestens zwei der

folgenden Symptome (siehe Tab.1) (27).

18



CMV-Syndrom

Positiver CMV-Nachweis im Blut +

a) Fieber >38°C fiir mindestens 2 Tage

b) Neu aufgetretene Abgeschlagenheit oder Fatigue

c) Leukopenie oder Neutropenie, gemessen an zwei Zeitpunkten (mind. 24h Abstand):
Leukozyten < 3,5, wenn die Leukozytenzahl vor Entwicklung der Symptome > 4,0 war
oder ein Abfall der Leukozyten >20%, wenn die Leukozytenzahl vor Entwicklung der
Symptome <4,0 war

d) > 5% atypische Lymphozyten

e) Thrombozytopenie: <100.000/ mL wenn die Thrombozytenzahl vor Entwicklung der
Symptome 115.000/mL war oder einen Abfall um 20% wenn die Thrombozytenzahl vor
Entwicklung der Symptome < 115.000mL war

f) Erhohte Transaminasen Uber das Zweifache des Normwertes (nicht anwendbar bei

Lebertransplantation)

Tabelle Nr. 1: Definition des CMV-Syndroms aus Ljungman et. al. Definitions of Cytomegalovirus
Infection and Disease in Transplant Patients for Use in Clinical Trials: Clin. Infect Dis. January 2017

Von einer Endorganerkrankung wird gesprochen, wenn das Virus im jeweiligen Gewebe, das
von der Erkrankung betroffen ist, nachgewiesen werden kann. Hierbei ist nach
Organtransplantation insbesondere das jeweils transplantierte Organ fur eine

Endorganerkrankung pradestiniert (28).

1.8 Late Onset CMV-Infektion

Neben der pathologischen Definition kann eine CMV-Infektion auch gemafl dem zeitlichen
Auftreten unterteilt werden. Wahrend eine CMV-Reaktivierung/Infektion nach Transplantation
in der Regel innerhalb der ersten 3 Monate nach Transplantation auftritt, wird eine
Reaktivierung danach als Late Onset CMV-Infektion definiert(29). CMV-Reaktivierungen nach
einem Jahr treten selten auf, kommen aber vor. Das hdchste Risiko mit bis zu 30% fur eine
Late Onset CMV-Reaktivierung tragen seronegative Empfanger eines seropositiven

Spenderorgans (29).

1.9. Direkte und indirekte Effekte einer CMV-Erkrankung

Rayzonable et. al. haben die Symptome und Endorganerkrankung als direkte Effekte definiert
(28). Daneben kann eine unkontrollierte CMV-Infektion vermutlich wegen der
immunmodulierenden Eigenschaften des Virus auch zu indirekten Effekten fihren (28)(30).
So scheint eine CMV-Infektion invasive Pilzinfektionen und Infektionen anderer

opportunistischer Erreger zu begunstigen (31). Im transplantierten Organ kommt es zu einem
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histologischen Umbau der Gefal3struktur, was schliel8lich in einer akuten oder chronischen
AbstoRung enden kann (Tab.2) (28). In einer 1999 im New England Journal of Medicine
veroffentlichten Studie konnten Lowance et. al. zeigen, dass seronegative Patienten, die eine
antivirale CMV-Prophylaxe erhielten seltener eine bioptisch gesicherte akute Abstoliung (engl.
BPAR) hatte, als seronegative Patienten die nur einen Placebo erhielten (26% vs. 52%,
p=0,001)(32).

Es verdichten sich die Hinweise, dass CMV zu pathologischen Veranderungen und
nachhaltigen Schaden des Gefalisystems flhrt. So konnte in einer Metaanalyse von Wang et.
al. gezeigt werden, dass mit CMV infizierte Personen ein bis zu 22% hdéheres Risiko haben,
eine kardiovaskulare Erkrankung zu entwickeln (33). Neben einem direkten Schaden am
vaskuldren Endothel produzieren die CMV-infizierten Zellen pro-atherogene Zytokine, die

langfristig zu einer Atherosklerose fluhren (34).

Direkte Effekte Indirekte Effekte
CMV-Syndrom Akute Abstoflung
Endorgan-Erkrankung Chronische Abstolung
e CMV-Hepatitis e Bronchiolitis obliterans
¢ CMV-Kolitis ¢ Transplantat-Vaskulopathie
e CMV Pneumonitis e Tubulointerstitielle Fibrose

e CMV-Retinitis

e CMV-Nephritis

o CMV-Pankreatitis
e CMV-Myokarditis

o FEtc.

Opportunistische Infektionen
e Fungale Superinfektion
o Norcardiosis
o Bakterielle Superinfektion
e EBVund PTLD
e Andere Viren

NODM

Atherosklerose/Thrombose

Erhohte Mortalitat Erhohte Mortalitat

Tabelle Nr.2: Indirekte und direkte Effekte einer CMV-Infektion aus Razonable R. et. al. Direct and
indirect effects of cytomegalovirus: can we prevent them? Enfermedades Infecc Microbiol Clinica.
January 2010
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1.10. Die Leber als immunologisches Organ — eine Sonderstellung

Die Leber nimmt unter den transplantierbaren Organen eine immunologische Sonderstellung
ein. Durch den portalvenésen Blutzustrom ist die Leber standig Allo-Antigenen ausgesetzt.
Aufgrund immanenter immunsuppressiver Eigenschaften der Leber kommt es aber nicht zu
einem dauerhaften Entzindungszustand. Diese tolerogenen Eigenschaften der Leber konnten
erstmal 1969 von Calne et. al. in der Transplantation von MHC-Mismatch Lebern im Schwein
nachgewiesen werden (35). Damals kam es trotz fehlender Immunsuppression zu einer
Toleranzausbildung. Vermutlich ist die Vermeidung dauerhafter Entziindungszustande fir die
regenerativen Eigenschaften der Leber notwendig (36). Viele Leberzellen, wie die
Hepatozyten oder Kupffer-Zellen fungieren selbst als antigenprasentierende Zellen und
konnen mittels Zytokinausschuttung immunsuppressive T-Zellen stimulieren, die wiederum
Immunantworten herunterregulieren (37)(38).

Aus diesem Grund ist die Leber wegen der ,mangelnden“ immunologischen Uberwachung als
Ort fur Tumor/Metastasenbildung, sowie Infektionen mit parasitaren (Echinokokkose) und
viralen (Hepatitiden) Erregern pradestiniert. In der Transplantationsmedizin sind die
immunsuppressiven und tolerogenen Eigenschaften der Leber von Vorteil, da sie eine geringe

lebenslange medikamentdse Immunsuppression, oft mit nur einem Medikament, ermoglichen.

21



1.11. Immunsuppression

Die Immunsuppression nach der Lebertransplantation erfolgt nach klinikinternem Schema,
standardisierte Leitlinien stehen aktuell keine zur Verfigung. In der Regel wird die lebenslange
Therapie mit einer Steroidtherapie und einem Calcineurin-Inhibitor, meistens Tacrolimus
eingeleitet. Die Steroiddosierung wird im Verlauf nach festem Schema reduziert und
schlieBlich abgesetzt. Der Tacrolimus-Spiegel wird anfangs taglich gemessen und die

Dosierung angepasst. Bei Zeichen einer AbstoRung wird Mycophenolat -Mofetil hinzugefigt.

1.11.1 Steroide

Glucocorticoide gehéren zu den fettloslichen Steroidhormonen und besitzen diverse
metabolische Funktionen. In der Transplantationsmedizin macht man sich vor allem die
immunsuppressiven Eigenschaften zu nutzen. In der Regel erhalten die Patienten wahrend
der Transplantation eine Bolusgabe. Anschlielend erhalten sie abhangig vom
immunologischen Risiko fiir 3 bzw. 6 Monate eine Steroidtherapie.
Klinikintern wurden 3 Schemata entwickelt (Tab.3):
e Steroidschema 1: Patienten mit niedrigem bzw. normalem immunologischen
Risiko werden Schema 1 zugeteilt, dass eine Reduktion der Dosis auf die
Erhaltungstherapie innerhalb der ersten Woche vorsieht. Nach 3 Monaten wird
diese beendet.
e Steroidschema 2: Patienten mit hohem immunologischem Risiko (zum Beispiel
aufgrund von Autoimmunerkrankungen) erhalten Schema 2, dass die
Reduktion der Dosis auf die Erhaltungstherapie innerhalb von 3 Wochen
vorsieht. Nach 6 Monaten ist diese beendet.
e Steroidschema 0: Bei lebensbedrohlichen Infekten kann auf eine Steroidgabe

verzichtet werden (Schema 0).
Die Nebenwirkungen von Steroiden sind vielfaltig. Hierzu zahlen stammbetonte Adipositas,

Diabetes mellitus, arterieller Hypertonus, Muskelatrophie, Wundheilungsstérungen,

Knochenabbau.
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Tag Schema 1 Schema 2

0 (intraOP) 500mg i.v. 500mg i.v.
1 100 mg i.v. 100mg i.v.
2 80mg p.o./i.v. 80mg p.o./i.v.
3 60mg p.ofi.v. 60mg p.ofi.v.
4 40mg p.o./i.v. 40mg p.o./i.v.
5 20mg p.o./i.v. 20mg p.o./i.v.
6 16mg p.o./i.v. 16mg p.o./i.v.
7 8mg p.o./i.v. Tag 6-13: 16mg
Tag 14-20: 8mg
8 4mg p.o.fi.v.
Ab Tag 21: 4mg
Tag 8-60: 4mg Stopp nach 6
Tag 61-89: 2mg Monaten
Stopp nach 3 Monaten Bei AIH*

Dauertherapie mit
4mg
Tabelle Nr. 3: klinikinternes Steroid Reduktionsschema. *AIH=Autoimmunhepatitis

1.11.2 Calcineurin-Inhibitoren (Tacrolimus, Cyclosporin A)

Calcineurin ist ein Enzym, das Uber die Transkription verschiedener Gene T-Zellen aktiviert
und eine Immunantwort einleitet. Es gibt zwei immunsuppressive Medikamente auf dem Markt,
die Calcineurin hemmen konnen: Cyclosporin A und Tacrolimus. Beides sind sogenannte
.Prodrugs® und mussen im Korper zunadchst in ihre aktive Form umgewandelt werden.
Cyclosporin A, das Ende der 1970er entdeckt wurde und ein Produkt norwegischer
Schlauchpilze (Clindocarpon Iucidum) ist, hatte einen entscheidenden Einfluss auf die
Entwicklung der Lebertransplantation zur Routineoperation. So konnte die Uberlebensrate
lebertransplantierter Patienten dank Cyclosporin A von 30% auf 70% gesteigert werden (39).
Abhangig von der Dosis haben Tacrolimus und Cyclosporin A eine ahnliche Wirksamkeit. Bei
beiden Medikamenten ist anfangs die tagliche Messung des Zieltalspiegels im Blut notwendig,
anhand dessen die Dosis regelmafig modifiziert werden muss, bis ein konstanter Spiegel
erreicht ist. FUr die Tacrolimus-Monotherapie liegt der Zieltalspiegel in der eigenen Kilinik in
der Regel bei 5-8ng/ml.

Abhangig von der Dosis und Konzentration der beiden Medikamente verursachen diese

Nephrotoxizitat, Hyperkalidmien, Diabetes und Neurotoxizitat, meist in Form eines Tremors.
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Weiterhin kann es zu Hirsutismus und arterieller Hypertension kommen. Langfristig fuhrt die
Nephrotoxizitat in der Niere dann zur interstitiellen Fibrose und tubuldren Atrophie. In der
Regel wird die immunsuppressive Therapie mit Tacrolimus begonnen und bei
Nebenwirkungen umgestellt. Unter Abwagung der individuellen Risikofaktoren sollte bei
Vorliegen eines arteriellen Hypertonus und einer Hyperlipidamie eher Tacrolimus, bei Diabetes

oder Risikofaktoren fir Diabetes eher Cyclosporin A der Vorzug gegeben werden.

1.11.3 mTOR-Inhibitoren (Everolimus)

Eine weitere Klasse der Immunsuppressiva sind die ,mammalian target of rapamycin®, kurz
mTOR-Inhibitoren. Zu dieser Klasse zahlen Sirolimus, welches vom Bakterium Streptomyces
hygroscopycus isoliert wird, und dessen Derivat, Everolimus. Die mTOR-Kinase ist ein Enzym,
welches mitunter fir die Aktivierung und Proliferation von T-Helferzellen, Makrophagen, B-
Zellen und NK-Zellen mitverantwortlich ist. Urspriinglich wurden mTOR-Inhibitoren zusammen
mit Cyclosporin A gegeben, was zu einem deutlichen Anstieg der Nephrotoxizitat und zu
arterieller Hypertension gefiihrt hat. In Kombination mit Everolimus wird daher entweder die
Reduktion der Cyclosporin-Dosis, oder ein Cyclosporin freies Schema empfohlen (40).
Weiterhin scheinen mTOR-Inhibitoren die Haufigkeit von CMV-Infekten zu reduzieren (41).

Zudem scheinen vorteilhafte Effekte der mTOR-Inhibitoren in deren antiproliferativen und
gefalprotektiven Eigenschaften zu bestehen. Zu den Nebenwirkungen zahlen Hyperlipidamie,
Thrombozytopenie und verminderte Wundheilung. Aul3erdem kann es zu oralen Schleimhaut-

Ulzera, Pneumonitis und einer Schadigung der renalen Glomeruli kommen.

1.11.4 Mycophenolat-Mofetil (MMF)

Mycophenolsaure ist ein Produkt des Penicillium Schimmelpilzes und liegt als weiles,
kristallines Pulver vor. MMF hemmt ein fur die Purinsynthese notwendiges Enzym, welcdann
fur die DNA-Synthese und Proliferation, sowie die klonale Expansion von B-und T-Zellen
unerldsslich ist. Es wird in Kombination mit Tacrolimus oder Cyclosporin A gegeben. Zu den
Nebenwirkungen zahlen gastrointestinale Symptome, Anamie, Thrombozytopenie, und eine

deutlich erhdhte Infektneigung.
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1.12. Antivirale Therapie

1.12.1 Gancliclovir und Valganciclovir

Ganciclovir und die Prodrug Valganciclovir sind  Nukleosid-Analoga  und
Erstlinienmedikamente zur Behandlung von CMV-Infektionen nach Transplantation und bei
AIDS-Patienten. Die effektive Wirkung von Ganciclovir konnte bereits 1997 durch Boivin et. al.
festgestellt werden: Damals zeigte sich in 26 immunkomprimierten Patienten 10 Tage nach
Vergabe von Ganciclovir eine signifikante Reduktion von CMV-DNA in den Leukozyten
infizierter Patienten (42). Valganciclovir wurde 2001 von der amerikanischen Aufsichtsbehérde
FDA zugelassen und ist mittlerweile das am haufigsten zur Behandlung von CMV benutzte
Medikament. Es darf maximal 100 Tage am Stlick angewendet werden (43).

Es wird im Kdrper zu Ganciclovir verstoffwechselt und hat eine hohe Bioverfigbarkeit. In den
Zellen wird es durch virale und zellulare Enzyme zu Ganciclovirtriphosphat phosphoryliert und
hemmt die virale DNA-Synthese.

Es wird in der Regel entweder in einer therapeutischen Dosis (900mg/Tag) oder in einer
prophylaktischen Dosis (450mg/Tag) verabreicht (siehe Tab. Nr. 4). Da es stark nephrotoxisch
ist, muss eine Dosisanpassung an die Nierenfunktion erfolgen. Weitere Nebenwirkungen wie

Fieber, Durchfall oder Agranulozytose kdnnen auftreten.

GFR in ml/min Dosis Zeitintervall
>60 2x 450mg taglich
40-59 1x 450mg taglich
25-39 2x 450mg Mo+Mi+Fr
10-24 1x 450mg Mo+Do
<10 3x 100mg Nach Dialyse

Tabelle Nr. 4: Dosisanpassung bei Niereninsuffizienz geméR klinikinterner SOP (Standard Operating
Procedure) zur Infektionsprophylaxe
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1.13. Prophylaxe vs. Praemptive Strategie

Das Risiko, nach Transplantation an einer CMV-Infektion zu erkranken, wird in verschiedene
Kategorien unterteilt. Hierbei wird das Serum des Empfangers und das des Spenders auf
CMV-Antikdrper, die Immunglobuline G (IgG) und M (IgM), untersucht. Dabei weist IgM auf
ein akutes Infektionsgeschehen, CMV-IgG auf eine Viruslatenz hin. Die verschiedenen
Risikokonstellationen sind in Tabelle Nr. 5§ zusammengefasst. Es gibt insgesamt drei
Risikokonstellationen: ein niedriges (low), ein mittleres (intermediate) und ein hohes (high)
Risiko. Eine standardisierte Leitlinienempfehlung zur prophylaktischen Gabe antiviralen
Therapie abhangig vom Risikostatus gibt es nicht. Klinikintern erhalten nach
Lebetransplantation nur Patienten mit hohem Risiko eine Prophylaxe. Bei allen anderen
Patienten wird gemaly praemptiver Strategie vorgegangen. Hierbei wird einmal pro Woche
eine PCR-Untersuchung des Serums durchgeflihrt. Sobald sich Virusmaterial nachweisen
lasst, wird eine antivirale Therapie begonnen. Diese wird dann fortgefihrt, bis sich in zwei

aufeinanderfolgenden PCR-Tests kein Virusmaterial mehr nachweisen lasst.

Spender Empfianger Abkiirzung Status
negativ negativ D-/R- Niedriges Risiko
positiv positiv D+/R+ Mittleres Risiko
Negativ positiv D-/R+ Mittleres Risiko
Positiv Negativ D+/R- Hohes Risiko

Tabelle Nr. 5: CMV-Infektionsrisiko abhédngig vom CMV-IgG nach Lebertransplantation.
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1.14. Ziel dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden die Daten zu CMV bei lebertransplantierten Patienten der
Universitatsklinik Mainz im Zeitraum 2020-2021 retrospektiv analysiert. Zudem wurden die
Ergebnisse einer Immunmonitoring Studie (Titel: ,Untersuchung zur Immunreaktivitat nach
Organtransplantation®) ausgewertet. Hierfir wurde das Blut von Patienten praoperativ, und 3,
6 und12 Monate nach Lebertransplantation abgenommen und mit dem ELISpot-Verfahren auf
eine CMV-spezifische T-Zell Immunreaktion untersucht.

Die Arbeit untergliedert sich in 3 Fragestellungen:

1) Wie viele CMV-Reaktivierungen kommen im ersten Jahr nach Transplantation bei einer
praemptiven Strategie vor?

2) Kann der durchgefihrte ELISpot zur Risikostratifizierung einer CMV-
Infektion/Reaktivierung und zur Optimierung der Immunsuppression beitragen?

3) Haben CMV-Infektionen einen Einfluss auf den Transplantationserfolg?
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2. Methoden

2.1. Datenerhebung

Zur Erhebung der Patientendaten wurde auf das interne Klinikprogramm SAP der
Universitatsmedizin Mainz zurlickgegriffen. Insbesondere stationare und ambulante Arztbriefe
wurden hierfur ausgewertet. Der praoperative CMV-Status (IgG) der Patienten wurde in den
Laborwerten gesucht. Der CMV-Status des Spenders wurde dem Spenderbericht von
Eurotransplant entnommen. Jeder Transplantierte hat eine Datei mit den ihm zugeordneten
Spenderdaten. Zur Untersuchung der CMV-Reaktivierungen wurde jeder CMV PCR-Test
eines transplantierten Patienten ab dem Zeitpunkt der Transplantation bis zum Abschluss des
ersten postoperativen Jahres untersucht.

Weiterhin wurden die Daten einer an der Universitatsmedizin Mainz durchgefihrten
Immunmonitoring-Studie (Titel: ,2Untersuchung zur Immunreaktivitat nach
Organtransplantation®) ausgewertet.

Alle Patientendaten wurden erfasst, in einer Excel Tabelle gesammelt und anschliel3end in

eine Tabelle im Statistikprogramm SPSS Ubertragen. Zur Datenerfassung gehorte:

l. Patientencharakteristika:

Pseudonym, Alter, Geburtstag, Geschlecht

Il. Transplantationsdaten:

Datum der Transplantation, Indikation zur Transplantation

.  CMV -Daten:
Infektionen innerhalb des ersten Jahres nach Transplantation, Viruslast (grenzwertig,
schwach, positiv, stark positiv), Empfanger CMV-IgG, Spender CMV-IgG, CMV-
Risikokonstellation, CMV-Prophylaxe

V. Immunmonitoring Daten:

Erhobene Messdaten von IE-1 und pp65 praoperativ, nach 3, 6 und12 Monaten

V. Immunsuppression:

Tacrolimus, Cyclosporin, Urbason, Everolimus, Mycophenolat-mofetil, zum 3., 6. und

12. Monat und Dosierung, sowie die Tal-Spiegel im Serum nach 3, 6 und 12 Monaten

28



2.2. Statistische Analyse

Die gesammelten Daten wurden mit dem Statistikprogramm SPSS® der Firma IBM
ausgewertet. Die Daten wurden deskriptiv statistisch analysiert und graphisch in Boxplots,
Linien- und Streudiagrammen veranschaulicht. Metrische Daten wurden auf Normalverteilung
mittels Shapiro Wilk Test getestet. Die Uberlebensanalyse wurde in einer Kaplan Meier Kurve
visualisiert und die Signifikanz mittels Log Rank ausgerechnet. Die Immunsuppression und die
CMV-Infektionen wurden in Kreuztabellen zusammengeflihrt und auf einen Zusammenhang
mittels Chi X2 Test untersucht und das relative Risiko bestimmt.

Die ELISpot-Daten wurden in Boxplots und Liniendiagrammen veranschaulicht. Abhangig von
der Normalverteilung der Variablen wurde die statistische Signifikanz mit dem Mann- Whitney-
U-, Wilcoxon- oder T-Test flir paarige Stichproben auf Signifikanz Gberpruft.

Der Einfluss der Immunsuppression auf die IE-1-und pp65-Spots wurde mit einem
Streudiagramm dargestellt. Mdgliche Korrelationen wurden mit der Spearman-Rangkorrelation
untersucht. Fur die vorliegende Arbeit wurde die statistische Signifikanz bei <0,05

angenommen.
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2.3. Definitionen:

V.

CMV-Infektion:

Eine positive CMV-PCR ab dem ersten Tag nach der Transplantation bis zu einem
Jahr nach Transplantation wurde als CMV-Infektion definiert. Als Zeitpunkt der
Infektion wurde der Tag der Blutentnahme fur die CMV-PCR gewertet. Anhand
klinikinterner Kategorien der Labormedizin fur die Starke der PCR wurde die Viruslast
in negativ (kein Nachweis von Virusmaterial), grenzwertig, schwach positiv, positiv und

stark positiv unterteilt.

CMV -Reaktivierung:

Eine CMV-Reaktivierung ist eine CMV-Infektion, die in mindestens zwei

aufeinanderfolgenden PCR-Untersuchungen nachgewiesen werden kann. Sie betrifft
nur Patienten mit einem mittleren (D+/R-, D-/R+) und hohen (D+/R-) Risiko. Im Rahmen

der Reaktivierung ist eine antivirale Therapie erlaubt.

CMV -Neuinfektion:

Eine CMV-Infektion bei seronegativen Patienten mit niedrigem (D-/R-) Risiko wurde als

CMV-Neuinfektion gewertet. Diese muss in mindestens zwei aufeinanderfolgenden
PCR-Untersuchungen nachgewiesen werden. Im Rahmen der Neuinfektion ist eine

antivirale Therapie erlaubt.

Selbstlimitierende Infektion:

Eine Infektion wurde als selbstlimitierend gewertet, wenn in der ersten PCR ein
positiver Virusnachweis, in der zweiten dann aber bereits ein negativer Virusnachweis
erbracht wurde, ohne dass eine Therapie eingeleitet wurde. Sie kann bei allen

Risikokonstellationen auftreten.
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2.4. Patientenkollektiv

Die Daten aller Patienten, die im Zei—-raum vom 01.01.2020 - 31.12.2021 eine Leber erhielten,
wurden bericksichtigt. Zwei Patienten, die im Februar 2020 nach Transplantation verstorben
sind, wurden in die Studie nicht miteingeschlossen. In der vorliegenden Arbeit wurden

insgesamt 81 Patienten untersucht.

2.5 CMV-Antikorper Status

Im Rahmen der Analyse war die Erhebung des CMV-Status des Empfangers und Spenders
notwendig. Der CMV-Status des Empfangers wurde im Rahmen der Blutentnahme bei der
stationaren Aufnahme des Empfangers vor der Transplantation festgestellt. Hierbei wurde das
Serum des Antikorpers gegen CMV getestet. Ein positives IgM wurde als akute Infektion
gewertet. War das CMV-IgG positiv, sprach das fur eine durchgemachte Infektion und der
CMV-Status des Empfangers wurde als positiv gewertet. Der CMV-IgG Status des Spenders
wurde vor der Transplantation festgestellt und wurde im Spenderbericht mit weiteren
medizinischen Daten von Eurotransplant angegeben. Gekennzeichnet war der CMV-Status
durch die Abklrzung D (=Donor, engl. fur Spender), der CMV-Status des Empfangers durch
die Abkurzung R (=Recipient, engl. fur Empfanger). Ein Pluszeichen (+) hinter dem R oder D
bedeutete, dass der Empfanger oder Spender CMV-IgG positiv ist, ein Minuszeichen (-) wies

entsprechend auf einen CMV-IgG-negativen Status hin.
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2.6. ELISpot

Im Rahmen einer ,Immunmonitoring®- Studie (Untersuchung zur Immunreaktivitat nach
Organtransplantation) an der Unimedizin Mainz wurden den lebertransplantierten Patienten
vor und zu bestimmten Zeitabstdnden nach Transplantation 14 ml Blut entnommen und
anschlielRend mittels ELISpot die CMV-spezifische T-Zell-Antwort getestet. Die Erlaubnis zur
Durchfuhrung der Studie wurde von der Ethikkomission durch das Ethikvotum 2019-14226
gestattet. Im Rahmen der stationdren Aufnahme des Organempfangers vor der
Transplantation wurden die Patienten Uber die zusatzliche Entnahme von 7,5 ml Blut flr den
ELISpot aufgeklart und konnten freiwillig zustimmen oder ablehnen. Weitere ELISpot-
Untersuchungen wurden bei den regularen Nachsorgeuntersuchungen 3, 6, 12 Monate nach
Transplantation durchgefiihrt. Die ELISpot-Analysen wurden in den Laborrdumen der
Allgemein, -Viszeral, -und Transplantationschirurgie der Universitatsmedizin Mainz

durchgefiihrt.

2.6.1 Verfahrensprinzip

Zur Durchfiuhrung des Tests wird eine mit einer PVDF ( ¢ ¥
(Polyvinylfluorid) Membran bedeckte Platte bendétigt, die mit

Antikorpern gegen Proteine beschichtet ist. Nach Stimulation von 'Y
Zellen mit spezifischen Antigenen wird die Platte bei einer
Temperatur von 37°C und einem CO2-Gehalt von 5% flr ca. 17-24h
inkubiert.

Sobald die Effektorzellen nach Stimulation beginnen, Zytokine zu d:O
produzieren, werden diese an die Antikérper gebunden, die an die

PVDF-Platte gekoppelt sind. Durch Hinzugabe eines weiteren

spezifischen Antikérpers, der wiederum an alkalische Phosphatase d_; ”

gebunden ist, wird durch enzymatische Umwandlung an den
Zytokin-Sekretionsstellen  eine  Farbungsreaktion  aktiviert,
woraufhin viele kleine Punkte, sogenannte Spots entstehen. Jeder
Spot steht hierbei fir eine antigenspezifische Effektorzelle. Die Zahl
der Spots kann mit einem ELISpot-Reader festgestellt werden.

Abbildung Nr. 4: Ablauf des
ELISpots: 2) Bindung des Ag an
den Antikérper. Sekretion von
IFN-y (lila Punkte) 3) Bindung
des AK und der AP. 4) Farbung
der Spots
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2.6.2. Versuchsdurchfiihrung

Um die CMV-spezifische Immunreaktion auf Einzelzellniveau zu messen, wurde das T-
Track® CMV ELISpot-Testkit der Firma Lophius Biosciences benutzt.

Die Durchfuhrung des Tests dauerte insgesamt 3 Tage. Den teilnehmenden Patienten wurde
zu den angegebenen Messpunkten (prdoperativ, nach 3, 6 und 12 Monaten) 7,5ml Blut
abgenommen. Das gewonnene Blut wurde dann mit 7,5ml einer PBS-L6sung verdinnt. Die
Lésung wurde anschlielend vorsichtig auf 15ml Ficoll, einem wasserloslichen Saccharose-
Epichlorhydrin-Copolymer, pipettiert und fir 30min bei 880xg ohne Bremse zentrifugiert. Nach
Abschluss der Zentrifugation waren die verschiedenen Sedimentschichten nun klar erkennbar
(Abb. Nr. 5). Die PBMC-Schicht wurde abgenommen und in einem neuen Réhrchen mit PBS-
Losung auf 50ml aufgefullt. Anschlieffiend wurde die Lésung zweimal hintereinander fir 10min
zentrifugiert und der Uberstand jeweils verworfen. Nach Abschluss der zweiten Zentrifugation
wurde das PBMC-Zellisolat in sterilem AIM-V® Medium resuspendiert. Anschliefiend wurden
die Zellen mit Trypanblau gefarbt und unter dem Mikroskop gezahlt. Die Zellzahl wurde auf
2x10% PBMCs pro ml Medium eingestellt. Die gesamte Versuchsdurchfiihrung erfolgte unter

sterilen Bedingungen.

B "]
Pl , CTC
Centrifuge S !
Blood sample ————>
| WBC
Ficoll

Ficoll
ico w RBC, neutrophils

Abbildung Nr. 5: Beispielhafte Darstellung einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation aus Wa Shi Low
et. al. Benchtop Technologies for Circulating Tumor Cells Separation based on biophysical Properties
BioMed Research international 2015

Die PDVF-beschichtete Platte aus dem Testkit war mit einem Anti-Interferon-y-Antikorper
beschichtet und in verschiedene Wells/Vertiefungen (A-H) unterteilt. Nach Zugabe von CMV-
spezifischen Antigen wie pp65 oder IE-1 bzw. PHA (als Positivkontrolle) und Medium (als
Negativkontrolle) wurden zu jeder Vertiefung 2x10° PBMC hinzugegeben, aufller in die
Operatorkontrolle (s. Abbildung Nr. 6). Die Platte wurde fiir ca. 17-21 Stunden im Brutschrank
bei 37°C und 5% CO: inkubiert.
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— | Negativkontrolle: 50 ul Medium

2 pl IE-1 + 48 ul Medium

Je 2 ul pp65 + 48 ul Medium

4,5 ul PHA + 45,5 pl Medium

—— | Operatorkontrolle: 150 ul Medium

90000000

Abbildung Nr. 6: Versuchsanordnung des ELISpot: Links (Reihe A-H) sind die Vertiefungen der mit
PDVF beschichteten Platte. In Vertiefung A, B wird jeweils nur das Medium gegeben. In C, D Medium+
IE1. In E, F Medium + pp65. In G Medium + PHA. In H nur das Medium. AnschlieBend wird in jede
Vertiefung 2x10° PBMCs gegeben.
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AnschlieRend wurde die Zellsuspension verworfen und 6-mal mit 200 yl Waschpuffer WB1
gewaschen. Dann wurde zur Detektion des sezernierten Interferon-y ein monoklonaler
Antikérper, der mit alkalischer Phosphatase markiert war, hinzugegeben. Die Teststreifen
wurden zwei Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
mit Waschpuffer WB1 und anschlielendem dreimaligen Waschen mit Waschpuffer WB2
wurde das Farbereagenz zugegeben und sechs Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubiert. Um die Farbereaktion zu stoppen, wurde dreimal mit Leitungswasser gewaschen.
Nachdem die Teststreifen Gber Nacht getrocknet waren, gaben sich nun die Spots auf den

Teststreifen zu erkennen, die mit einem ELISpot-Reader gezahlt wurden.

2.6.3 Versuchsauswertung

Der Test galt als valide, wenn in der Negativkontrolle keine bis wenige Spots (< 10 pro 2 x 10°
Zellen) entstanden. Die Anzahl der Spots, die durch Stimulation mit pp65- bzw. IE-1-Antigen
entstanden sind, wurden als Immunantwort (Response) definiert. Wurden 0-9 Spots gezahlt,
wurde das als eine Non-Response (fehlende Immunantwort) auf das CMV-spezifische Antigen
bzw. als negatives Testresultat interpretiert. Lag die Anzahl der Spots in mindestens einem
der antigenspezifischen Vertiefungen (C, D; E, F) bei 10 Spots oder mehr, galt der Test als
positiv. Die Spotanzahl wurde weiterhin gestaffelt: 10-49 Spots wurden als Weak Response
(schwache Immunantwort) definiert. Bei mehr als 50 Spots wurde von einer Strong Response

(starke Immunantwort) ausgegangen (Tab. Nr.7).

Spotanzahl Definition
0-9 Spots Non responder
10-49 Spots Weak responder
>50 Spots Strong responder

Tabelle Nr. 6: Definition der CMV spezifischen Immunantwort im ELISpot
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2.6.4 Materialliste

Reagenzien und Kit

T-Track® CMV Kit Lophius Biosciences GmbH
Pancoll Human (Dichte: 1,077 g/ml) PAN-Biotech GmbH
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Sigma-Aldrich®
AIM-V®+AIbuMAX® (BSA) (1X) Gibco™

Serum Free Medium

Trypanblau (0,5%) Biochrom KG

Zuséatzliche Materialien
Blutenthnahmeroéhrchen:

S-Monovette Li-Heparin (7,5 ml) Sarstedt AG & Co. KG
Zentrifugen PP-R6hrchen (50ml), Cellstar® Greiner Bio-One GmbH
Pipetten:

Multipipette Eppendorf
Dispensertips (5 ml) Ritter Ritips®
Kunststoffpipetten (10 ml, 25 ml) Greiner Bio-One GmbH
Pipetten (10, 100, 1000 pl) Sartorius AG
Pipettierhilfe accu-jet® pro Brand GmbH

Pipettenspitzen:

Standardtips (10, 100, 1000 pl) Sarstedt AG & Co. KG
Reaktionsgefale (1,5 und 2 ml) Sarstedt AG & Co. KG
Neubauer Zahlkammer neolLab®
Mikrotiterplatten: Costar®

96-well (Rundboden)

Gerate
Heizplatte MEDAX
Kuhlzentrifuge 5810 R Eppendorf
Sterile Werkbank Laminar Flow HERAsafe®
CO,-Inkubator Nunc™
Inverses Forschungsmikroskop Helmut Hund GmbH
Wilovert S
Vortexer Minishaker MS1 IKA
AID iSpot Reader System Autoimmune Diagnostica

GmbH

36



3. Resultate

3.1. Patientenkollektiv

Insgesamt wurden 81 von 83 Patienten, die zwischen Januar 2020 und Dezember 2021 einer
Lebertransplantation unterzogen wurden, untersucht. Zwei Patienten, die Anfang 2020
verstorben sind, wurden nur in der Mortalitatsanalyse bertcksichtigt. Hierunter waren 60,5%
(n=49) mannliche und 39,5% (n=32) weibliche Patienten. Der alteste Patient war 73 Jahre alt,
der jungste 28 Jahre alt. Das Durchschnittsalter lag bei 54,7 Jahren, am haufigsten wurden

52-Jahrige (n=6) und 65-Jahrige (n=6) transplantiert. 11 Patienten sind insgesamt nach

Transplantation im Verlauf verstorben.

Alter
Mittelwert 54,7 Jahre
Median 56 Jahre
Max 73 Jahre
Min 28 Jahre

Tabelle Nr.7: Altersverteilung im eigenen Patientenkollektiv
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3.1.1. Mortalitatsanalyse

Im untersuchten Zeitraum sind von insgesamt 83 Patienten 11 innerhalb des ersten Jahres
nach der Transplantation verstorben (Tab. 9) Zwei Patienten, die Anfang 2020 verstorben sind,
wurden nur in der Mortalitatsanalyse und der CMV-Analyse berilcksichtigt. Die haufigste
Todesursache war das Multiorganversagen infolge einer Sepsis. Unter den Verstorbenen war
die CMV-Risikokonstellation D+/R+ am haufigsten vertreten. Innerhalb des stationaren
Aufenthalts konnte bei funf der Verstorbenen eine CMV-Reaktivierung festgestellt werden.
Zwei Patienten wurden praoperativ in die ELISpot-Studie eingeschlossen, wegen ihres

Versterbens konnten postoperativ aber keine ELISpots durchgefihrt werden.

Datum Verstorben Todesursache CMV- CcCMV Besonderheiten
LTX (Tage nach Risiko Inf./Reakt.
LTX)
2020 24 Leberversagen D+/R+ - Nicht in die

vorliegende Arbeit
eingeschlossen

2020 35 Respiratorische D-/R+ - Nicht in die

Insuffizienz vorliegende Arbeit

eingeschlossen

2020 73 Erloschene D+/R- ja
Hirnstammfunktion
2020 16 Sepsis D+/R+ Ja Selbstlimitierend
2020 97 Septisches MOF D+/R+ ja
2020 136 Sepsis D+/R- Nein In ELISpot Studie

eingeschlossen

2020 54 Septisches MOF D-/R- Ja In ELISpot Studie

eingeschlossen

2021 39 Septisches MOF D-/R- nein

2021 88 MOF D+/R- nein

2021 193 Apoplex D+/R+ ja

2021 42 MOF D-/R- nein

Tabelle Nr. 8: Mortalitédtsanalyse aller verstorbenen Patienten innerhalb des ersten Jahres nach
Lebertransplantation.
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3.1.2. Indikation

Die Indikation zur Lebertransplantation wurde in 81 Fallen gestellt. Indikationen zur
Transplantation waren Autoimmunerkrankungen (n=8), hepatozelluldres Karzinom in
Leberzirrhose (21x), athyltoxische- oder nutritiv-toxische Leberzirrhose (19x), viral verursachte
Leberzirrhose (5x), akutes Leberversagen (14x) oder sonstige Griinde (14x) (Tab.10).

Unter Autoimmunerkrankungen sind Autoimmunhepatitis, primar sklerosierende Cholangitis
und primar biliare Cholangitis subsumiert. Unter sonstige Indikationen sind seltene Erkrankung
wie das Budd-Chiari Syndrom, oder die autosomal polyzystische Leber und Nierenerkrankung
zusammengefasst. Der durchschnittliche labMELD betrug 23,11 der héchste lag bei 40, der
niedrigste bei sechs (Tab.11).

Indikation zur Transplantation Patienten (n) %
Autoimmunerkrankung 8 9,9
Leberzirrhose 45 55,5
Athyltoxische/ nutritiv toxische Leberzirrhose 19 23,9
Viral verursachte Leberzirrhose 5 6,2
Hepatozellulares Karzinom bei Leberzirrhose 21 25,9
Akutes Leberversagen 14 17,3
Sonstige 14 17,3
Total: 81 100

Tabelle Nr. 9: Indikationen zur Lebertransplantation in Jahren 2020-2022

Mittelwert Median Min Max SD

labMELD 23,11 23 6 40 10,5

Tabelle Nr. 10: Deskriptive Analyse des labMELD
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3.1.3. Indikation zur Re-Lebertransplantation

Die Indikation zur Re-Lebertransplantation

wurde insgesamt sechsmal gestellt.

Grinde hierfur waren: Ischamische

Gallengangsverletzung (ITBL) (n=2),

Leberarterienthrombose, schwere

Transplantatdysfunktion (n=2) und Zirrhose

der Transplantatleber (Abb. Nr. 7).

3.1.4. CMV-Risikokonstellationen

Re-Lebertransplantation

Patientenanzahl

80
60
40 75
20
0 [
ERe LTX Keine Re-LTX

Abbildung Nr.7: Re-LTX im eigenen
Patientenkollektiv 2020-2021

Insgesamt konnte von allen Empfangern und Spendern der CMV-Status ermittelt werden.

31/81 (37,0%) Patienten hatten vor der Transplantation einen seronegativen CMV-Status.

49/81 (60,5%) waren vor der Transplantation seropositiv. Von den 81 Organspendern waren
49 (60,5%) seropositiv, 32/81(39,5%) negativ. 14 (17,3%) Patienten hatten ein niedriges Risiko
(D-/R-), 48 (59,25%) Patienten ein mittleres Risiko (D+/R+, D-/R+) und 19 (23,46%) Patienten
ein hohes Risiko (D+/R-) an einer CMV-Infektion zu erkranken (Tab.12).

Risikokonstellation Anzahl
n (%)

Low (D-/R-) 14 (17,3)

Intermediate | D+/R+ 31(38,3)

D-/IR+ 18 (22,2)

High (D+/R-) 18 (22,2)

Gesamt 81 (100)

Tabelle Nr. 11: Risikokonstellationen in der Patientenkohorte
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3.1.5. CMV-Risiko und Prophylaxe

Die Vergabe der antiviralen Prophylaxe abhangig von der Risikokonstellation wurde
untersucht. Zur Prophylaxe wurde entweder Valganciclovir oral oder Ganciclovir intravends
verabreicht. In der Gruppe mit niedrigem Risiko hat kein Patient eine Prophylaxe erhalten. In
der Patientengruppe mit mittlerem Risiko haben 46/49 (56,8%) Patienten keine Prophylaxe
erhalten, 3/49 (3,7%) der Patienten haben eine Prophylaxe erhalten.

In der Hochrisikogruppe haben 17 (21%) von 18 (22,2%) Patienten eine Prophylaxe erhalten.

Einer von 18 Patienten hat trotz Hochrisikokonstellation keine Prophylaxe erhalten.

Prophylaxe erhalten (Ja/Nein)

Risikokonstellation | Ja Nein Gesamt
n (%)

Low (D-/R-) 0 14 (17,3) 14 (17,3)
Intermediate 3(3,7) 46 (56,8) 49 (60,5)
(D+/R+, D-/R+)

High (D+/R-) 17 (21) 1(1,2) 18 (22,2)
Gesamt 20 (24,7) 61 (75,3) 81 (100)

Tabelle Nr.12: Prophylaxe und Risikokonstellationen
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3.1.6 Immunsuppression

Die Daten fur die Immunsuppression wurden 3, 6 oder 12 Monate nach LTX untersucht. Die
meisten Patienten erhielten Tacrolimus in Kombination mit einem weiteren Medikament. Die

Immunsuppression der Verstorbenen wurde nicht angegeben (Tab. 14,15).

Monat: Tac CyA Urb Eve MMF
Entlassung 57 14 66 10 13
3. Monat 59 13 1 12 21
6. Monat 58 14 0 15 20
12. Monat 59 12 1 12 23

Tabelle Nr. 13: Patientenzahl und die jeweilige Immunsuppression (Tacrolimus, Cyclosporin A,

verstorbenen Patienten wurden nicht berticksichtigt

Urbason, Everolimus, Mycophenolat mofetil) bei Entlassung, nach 3,6 und 12 Monaten. Daten von 10

Schema, n (%) Bei Entlassung Monat 3 Monat 6 Monat 12
CNI 3(4,2) 23 (32) 35 (48,5) 30 (41,6)
CNI+ Steroid 44 (61,1) 17 (23,6) 4 (5,6) 3(4,2)
CNI+ MMF 1(1,4) 9(12,5) 11 (15,3) 16 (22,2)
CNI+ Steroid+ 13 (18) 11 (15,3) 8 (11,1) 9(12,5)
MMF
CNI+ Everolimus 8 (11,1) 6 (8,3) 4 (5,6) 2(2,8)
+Steroid
CNI+ Everolimus 2(2,8) 5(6,9) 9(12,5) 12 (16,7)
Sonstige 1(1,4) 1(1,4) 1(1,4) 0
Gesamt 72 (100) 72 (100) 72 (100) 72 (100)

Tabelle Nr.14: Kombinationen der Immunsuppression bei Entlassung, nach 3,6 und 12 Monaten
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3.2. CMV-Infektionen
3.2.1 Positiver Virusnachweis innerhalb des ersten Jahres nach LTX

Bei insgesamt 35 (43,4%) Patienten von 81 konnte im ersten Jahr nach Lebertransplantation
in mindestens einer PCR CMV-Virusmaterial nachgewiesen werden (Tab.16). 15/35 (18,5%)
Patienten wurden in einer PCR positiv getestet (selbstlimitierende Infektion). Bei 19/35 (24,7%)
seropositiven Patienten konnte in mehreren aufeinanderfolgenden PCRs CMV-Viruslast
nachgewiesen werden (CMV-Reaktivierung). Eine CMV-Neuinfektion wurde in einem Fall

beobachtet. Eine Endorgan-CMV-Erkrankung oder ein CMV-Syndrom wurde nicht festgestellt.

positiver CMV Virusnachweis inneralb des ersten
Jahres nach LTX

= Selbstlimitierende CMV-Infektion =~ = CMV-Reaktivierung = CMV-Neuinfektion

Abbildung Nr. 8: Nachweis von CMV-Virusmaterial im Serum mittels PCR innerhalb des ersten
Jahres nach Lebertransplantation

43



3.2.2. CMV- Infektionen im zeitlichen Verlauf

Bei insgesamt 20/81 Patienten hat mindestens eine manifeste CMV-Reaktivierung
(selbstlimitierende Infektionen ausgeschlossen) oder Neuinfektion innerhalb des
Untersuchungszeitraum stattgefunden (Abb. Nr. 8). Bei manchen Patienten kam es im Verlauf
zu mehrfachen Infektionen bzw. Reaktivierungen. Innerhalb der ersten 3 Monate nach
Lebertransplantation gab es 18 (22,2%) Infektionen. Innerhalb des 3. bis zum 6. Monat gab es
4 (4,9%) und im Zeitraum 6. bis 12. Monat nur noch 2 Infektionen (2,5%).

Anzahl an CMV Infektionen im zeitlichen Verlauf
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Abbildung Nr. 9: Anzahl der CMV-Infektionen innerhalb des ersten Jahres nach LTX.
Selbstlimitierende Infektionen wurden ausgeschlossen. In den ersten 3 Monaten wurden insgesamt 18

CMV-Infektionen gezéhlt. Zwischen Monat 3-6 wurden insgesamt 4, zwischen Monat 6-12 noch 2
CMV-Infektionen festgestellt.
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3.2.3. CMV-Reaktivierung/ Neuinfektion und Risikogruppen:

Die CMV-Reaktivierungen/CMV-Neuinfektionen wurden abhangig von der Risikokonstellation
untersucht. Selbstlimitierende Infektionen wurden nicht bertcksichtigt. Insgesamt hatten sechs
(7,4%) von 18 Patienten in der High Risk-Gruppe eine CMV-Reaktivierung. Von 49 (60,5%)
Patienten mit mittlerem Risiko erkrankten 14 (17,3%) an CMV (Tab.17). Hiervon erkrankten
10/49 (20,4%) mit positivem Spender und vier (8,2%) mit negativem Spender. Ein Patient
(1,2%) mit niedrigem Risiko erlitt eine CMV-Neuinfektion (Tab.18).

CMV-Infektionen nach LTX

Risikokonstellation Ja Nein Gesamt
n, (%)

Low (D-/R-) 1(1,2) 13 (16,0) 14 (17,3)

Intermediate (D+/R-, 14 (17,3) 35 (43,2) 49 (60,5)
D-/R+)

High (D+/R-) 6 (7,4) 12 (14,8) 18 (22,2)

Gesamt 20 (25,9) 61 (74,1) 81 (100)

Tabelle Nr. 15: CMV-Reaktivierung/Neuinfektion in Bezug auf die Risikogruppe

CMV-Infektion nach LTX

Risikokonstellation n, (%) Ja nein Gesamt
Intermediate D+ 10 (20,4) 21 (42,9) 31 (63,3)
Risk D- 4(8,2) 14 (28,6) 18 (36,7)
Gesamt 14 (28,6) 35(71,4) 49 (100)

Tabelle Nr. 16: CMV-Infektionen innerhalb der Patientengruppe mit mittlerem Risiko
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3.2.4. CMV und Uberleben

Eine Uberlebensanalyse nach Lebertransplantation bezlglich CMV-
Reaktivierung/Neuinfektionen innerhalb des stationaren Aufenthalts nach
Lebertransplantation wurde durchgefiihrt (Abb. Nr. 9). Insgesamt wurden 79/81 Patienten
analysiert, 20/81 hatten eine CMV-Infektion, davon 10/35 innerhalb des stationaren
Aufenthalts. In der Patientengruppe mit CMV-Infektion zeigte sich ein statistisch signifikant
reduziertes Uberleben (p=0,006).

CMYV Infektion (selbstlimitierende ausgeschlossen) innerhalb des stationdren Aufenthalts nach LTX
und Uberleben

1,0 ._L
W I Keine CMV-
Infektion
0.8
p= 0,006 B cmv-
Infektion

0,6

0,4

kumulatives Uberleben

0,2

0.0
o 12 24 36

Zeit (Monate nach Operation)

Abbildung Nr. 10: Uberlebensanalyse von Patienten mit und ohne CMV-Infektion innerhalb des
stationédren Aufenthalts nach Lebertransplantation.
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3.2.5. CMV und Krankenhausverweildauer

Der Zusammenhang zwischen CMV-Infektionen und Krankenhausverweildauer wurden
ausgewertet. Bei einer Patientin konnten die Daten zum Zeitpunkt der Datenerhebung nicht
erfasst werden, 80/81 Patienten wurden ausgewertet. 10/80 (12,5%) Patienten zeigten
wahrend ihres (ersten) Krankenhausaufenthaltes nach der Transplantation eine CMV-
Reaktivierung. 70/80 (87,5%) Patienten zeigten keine CMV-Reaktivierung. Von den Patienten
mit CMV-Reaktivierung blieben 3 Patienten <50 Tage und 7 Patienten >50 Tage. Von den 70
Patienten ohne Reaktivierung blieben 69 Patienten weniger als 50 Tage und 11 langer als 50
Tage im Krankenhaus. Die Daten hinsichtlich der Krankenhausverweildauer sind
normalverteilt (SW: 0,154). Der Unterschied in der Krankenhausverweildauer zwischen

Patienten mit und ohne CMV- Reaktivierung war statistisch signifikant (t-test, p<0,001).
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Abbildung Nr. 11: Streudiagramm der Patienten mit (n=10) und ohne CMV-Infektion (n=70) wéhrend
des postoperativen stationdren Aufenthaltes und der Krankenhausverweildauer
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3.2.6. CMV und Alter

CMV und Alter wurden analysiert und ausgewertet. Patienten mit CMV-Infektion waren im
Durchschnitt 3,7 Jahre alter als Patienten ohne CMV-Reaktivierung (56 vs. 53,1 Jahre). Der
Median lag bei Patienten mit CMV-Infektion bei 57, bei Patienten ohne CMV-Infektion bei 56
Jahren. Der alteste Patient mit Reaktivierung war 73 Jahre, der jungste war 38 Jahre. Die
Daten hinsichtlich des Alters sind normalverteilt (SPW 0,186). Statistisch signifikant war der
Unterschied nicht (t-test, p=0,89).

p=0,89

&0

60

40 f— —

Alter in Jahren

20

nein ja

CMV Infektion innerhalb des Beobachtungszeitraums (Ja/nein) (Selbstlimitierende
Infektionen nicht mitgezdhlit)

Abbildung Nr. 12: Boxplot: Alter und CMV-Infektion. Links: Patienten ohne CMV-Infektion. Rechts:
Patienten mit CMV-Infektion
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3.2.7. CMV und Immunsuppression

3.2.7.1. Immunsuppression und Haufigkeit von CMV-Infektionen innerhalb der
ersten 3 Monate nach Lebertransplantation

Die einzelnen Immunsuppressiva bei Entlassung und die CMV-Infektionen innerhalb der
ersten 3 Monate nach Transplantation wurden in einer Kreuztabelle dargestellt. Ein
Zusammenhang der Variablen wurde mittels Chi X?-Test ermittelt. Das relative Risiko und die
statistische Signifikanz wurden fur jedes Medikament dargestellt. Insgesamt zeigte sich kein
Zusammenhang zwischen den immunsuppressiven Medikamenten und der Haufigkeit von
CMV-Infektionen. Ein statistisch signifikantes relatives Risiko konnte nicht aufgezeigt werden.
Fur Urbason konnte das relative Risiko aufgrund fehlender Patienten in der Gruppe mit CMV-

Infektion ohne Urbason nicht berechnet werden.

CMV-Monat 0-3 Chi X? p RR p
ja nein
Tac bei Erhalten 10 47 0,863 0,352 0,61 0,3398
Entlassung Nicht 4 10
erhalten
CyA bei Erhalten 4 10 0,863 0,353 1,62 0,339
Entlassung Nicht 10 47
erhalten
Eve bei Erhalten 1 9 0,694 0,4 0,46 0,44
Entlassung |——qioht 13 48
erhalten
Urbason erhalten 14 52 1,321 0,25 - -
bei Nicht 0 5
Entlassung | erhalten
MMF bei Erhalten 1 12 1,454 0,228 0,3432 | 0,2793
Entlassung Nicht 13 45
erhalten

Tabelle Nr. 17: Immunsuppression und CMV-Infektion bei Entlassung. Statistische Auswertung mittels
Chi X2 Test. Relatives Risiko (RR) und statistische Signifikanz.
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3.2.7.2. Inmunsuppression und Haufigkeit von CMV-Infektionen zwischen dem
3. und dem 6. Monat nach Lebertransplantation

Die Immunsuppression bis zum 3. Monat und CMV-Infektionen ab dem 3. Monat wurden in
einer Kreuztabelle dargestellt. Der Chi X°-Test zeigte keinen statistisch signifikanten
Zusammenhang der einzelnen Medikamente und der Haufigkeit von CMV-Infektionen
zwischen dem 3. und 6. Monat. Ein signifikantes relatives Risiko konnte fiur kein Medikament

gezeigt werden.

CMYV Infektion Chi X? o) RR P
Monat 3-6
ja nein
Tac Erhalten 2 57 2,921 0,087 0,22 0,11
3.Monat Nicht 2 11
erhalten
CyA Erhalten 2 11 2,846 0,092 4,46 0,116
3.Monat Nicht 2 56
erhalten
Eve Erhalten 1 11 0,198 0,656 1,63 0,065
3. Monat _
Nicht 3 56
erhalten
Urbason erhalten 2 33 0,03 0,954 1,05 0,954
3. Monat Nicht 2 35
erhalten
MMF Erhalten 1 20 0,043 0,863 0,7937 0,837
3. Monat Nicht 3 47
erhalten

Tabelle Nr. 18: Inmunsuppression und CMV-Infektion zwischen dem 3. und 6. Monat. Statistische
Auswertung mittels Chi X2 Test. Relatives Risiko (RR) und statistische Signifikanz.
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3.2.8. labMELD und CMV-Infektionen

3.2.8.1. CMV (ohne selbstlimitierende Infektionen) und labMELD

Ein Zusammenhang zwischen labMELD und der Haufigkeit von CMV-Infektionen wurde
untersucht. (n=21) hatten im
Durchschnitt einen labMELD von 21,68, Patienten ohne CMV-Infektionen (n=21) einen
durchschnittlichen labMELD von 23,55. Die Daten sind nicht normalverteilt (Shapiro-Wilk-Test
p=0,024), der Unterschied war nicht statistisch signifikant (Mann-Whitney-U, p=0,53) (Tab 23).

Patienten mit CMV-Infektion (ohne selbstlimitierende)

p=0,53
l

40 —_ —_

30

20

labMELD

ja nein

CMV-Infektion innerhalb der ersten 3 Monate (Selbstlimitierende Infektionen
ausgeschlossen)

Abbildung Nr. 13: CMV-Infektionen innerhalb der ersten 3 Monate und labMELD

labMELD
Mean Median Min Max SD
Alle 23,11 23 6 40 10,5
Patienten(n=81)
CMV-Infektion 23,95 26 8 40 10,717
(n=21)
Keine CMV- 22,8 23 6 40 10,453
Infektion (n=60)
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Tabelle Nr. 19: deskriptive Analyse des labMELD bei Patienten mit und ohne CMV-Infektion




3.2.8.2.CMV und IabMELD bei high risk (D+/R-) (selbstlimitierende Infektionen
ausgeschlossen

High Risk Patienten (D+/R-) mit CMV-Infektion (n=6) hatten einen niedrigeren
durchschnittlichen labMELD (Mittelwert:20,25, Median: 18,5) als Patienten ohne CMV-
Infektion (n=12) (Mittelwert: 23,95, Median: 25). Die Daten sind nicht normalverteilt (Shapiro-
Wilk 0,02). Der Unterschied war nicht statistisch signifikant (Mann-Whitney-U, p=0,815).

p=0,815
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CMV Infektion innerhalb Monat 0-3 nach LTX

Abbildung Nr. 14: CMV-Infektion und labMELD bei Hochrisikopatienten Patienten

52



3.28.3. CMV und IabMELD bei intermediate risk (D+/R+, D-/R+)
(selbstlimitierende Infektionen ausgeschlossen)

12/49 (24,4%) Patienten mit mittlerem Risiko hatten eine CMV-Infektion mit einem
durchschnittlichen labMELD von 20,25 innerhalb der ersten 3 Monate. Der labMELD der 37
(75,5%) Patienten ohne CMV-Infektion lag bei durchschnittlich 23,95. Der Unterschied war
statistisch nicht signifikant (Shapiro-Wilk p= 0,02, Mann-Whitney-U-Test, p=0,334).

p=0,334
!

40 T T

30

labMELD

20

10 _I_

ja nein

CMV Infektion innerhalb Monat 0-3 nach LTX

Abbildung Nr. 15: CMV-Infektion und labMELD bei intermediate Risk Patienten
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3.3. ELISpot Daten

39/81 (48,1%) Patienten wurden in die Immunmonitoring-Studie eingeschlossen. Den
eingeschlossenen Patienten wurde praoperativ und 3, 6 und 12 Monate nach Transplantation
7,5ml Blut entnommen und die Immunreaktivitdt mit dem ELISpot-Verfahren getestet. 17
Patienten wurden praoperativ getestet, hiervon waren funf CMV-lgG-negativ und 12 CMV-IgG
-positiv. Eine Validierung des Tests wurde durchgefihrt, keiner der seronegativen Patienten
zeigte praoperativ Spots (Abb. Nr. 17). Der Unterschied zwischen seronegativen und
seropositiven Empfangern war fur pp65 signifikant (Mann-Whitney-U, p<0,05). Fur IE-1 zeigte
sich kein statistisch signifikanter Unterschied (Mann-Whitney-U, p=0,09). Bis auf die pp65-

Spotzahl nach einem Jahr sind die Daten nicht normalverteilt (Tab. 21 und 22).

Empfanger CMV-IgG
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pp65-Spots IE1-Spots pp65-Spots IE1-Spots
prdoperativ prdoperativ prdoperativ prdoperativ

Abbildung Nr. 16: CMV-IgG Status und Spotanzahl vor Transplantation. Links: Patienten mit
negativem CMV-IgG vor Transplantation. Rechts: Patienten mit positivem CMV-IgG vor

Transplantation.
IE1-Spots IE1-Spots 3. | IE1-Spots 6. | IE1-Spots 1
praoperativ Monat Monat Jahr
n 17 0 517 90
Shapiro-Wilk- 26 0 822 147,04
Test

Tabelle Nr. 20: Testung der IE-1-Daten auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test
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pp65-Spots pp65-Spots | pp65-Spots | pp65-Spots 1
praoperativ 3.Monat 6. Monat Jahr
n 17 26 28 20
Shapiro-Wilk- 0,028 0,013 0,002 0,252
Test

Tabelle Nr. 21: Testung der pp65-Daten auf Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test

3.3.1. ELISpot Response

Die Spotanzahl wurde in verschiedene Kategorien (Response) unterteilt und gestaffelt. Es
wurden alle durchgefuhrten ELISpots Tests zusammengefasst und die Response Rate
ermittelt. In der Kategorie ,Non Responder (0-9 Spots) wurden 32/92 (35%) ELISpots erfasst.
43/92 (47%) ELISpots waren Strong Responder und hatten mehr als 50 Spots. Als Weak
Responder konnten 17/92 (18%) identifiziert werden.

ELISPOT RESPONSE

mnon responder (0-9 Spots) mweak responder (10-49 Spots) mstrong responder (>50 Spots)

Non Responder (0-9)
Strong 35%
Responder (> 50
Spots)
47%

Weak Respondef“
' (10-49 Spots)
1 18%

Abbildung Nr. 16: ELISpot Response, Non-Responder 35% (blau), Weak Responder 18% (orange),
Strong Responder (grau)
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3.3.2. ELISpots im zeitlichen Verlauf

3.3.2.1 Verlauf der pp65-Spots bei seropositiven Patienten

-Spots

Alle gemessenen pp65-Spots wurden in einem Liniendiagramm graphisch dargestellt. Die
mediane Spotanzahl stieg von praoperativ 17 Spots auf 65 Spots im 3. Monat (Wilcoxon-Test,

p=.0,003). AnschlieRend fiel die mediane Spotanzahl im 6. Monat nach Transplantation auf

29,5 Spots ab (Wilcoxon, p=0,009). Nach einem Jahr stieg die mediane Spotanzahl 109,5 an
(p=0,138).
pp65-Spots im zeitlichen Verlauf bei seropositiven
Patienten
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Abbildung Nr.18: Graphische Darstellung der pp65 Spotanzahl im zeitlichen Verlauf bei seropositiven

Patienten (préoperativ, nach 3,6,12 Monaten. Die Daten sind pseudonymisiert

n Min Max Mittelwert | Median SA

praoperativ 12 0 517 127 17 171
3. Monat 19 0 822 192,2 65 235,3
6. Monat 16 0 174 58,4 29,5 73,9
12.Monat 12 0 282 108,4 109,5 139,8

Tabelle Nr. 22: deskriptive Analyse der pp65-Spots im zeitlichen Verlauf bei seropositiven Patienten

(préoperativ, nach 3,6,12 Monaten)
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3.3.2.2. Verlauf der IE-1-Spots bei seropositiven Patienten

Alle IE-1-Spots von seropositiven wurden in einem Liniendiagramm graphisch dargestellt. Die
mediane Spotanzahl stieg von praoperativ 5,5 auf 16 zum 3. Monat an (Wilcoxon Test,
p=0,013). Anschlieend fiel sie zum 6. Monat auf 8 Spots im Median (p=0,116 und nach einem
Jahr auf 7 Spots (p=0,674).
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Abbildung Nr.19: Liniendiagram der IE-1 Spotanzahl im zeitlichen Verlauf bei seropositiven Patienten
(préoperativ, nach 3,6,12 Monaten). Die Daten sind pseudonymisiert.

n Min Max Mean Median SD

praoperativ 12 0 202 38,92 55 73,5
3. Monat 19 0 582 66,58 16 143,7
6. Monat 15 0 206 38,0 8 63,6
12.Monat 12 1 241 58,1,7 7 84,9

nach 3,6,12 Monaten)
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Tabelle Nr. 23: deskriptive Analyse der IE-1-Spots im zeitlichen Verlauf bei seropositiven (préoperativ,




3.3.2.3. IE-1 Spots im zeitlichen Verlauf bei seropositiven Patienten ohne CMV-
Reaktivierung

Die mediane Spotanzahl der IE-1-Spots bei seropositiven Patienten ohne CMV- Reaktivierung
stieg innerhalb der ersten 3 Monate nach LTX von 5,5 praoperativ auf 17 an (Wilcoxon,
p=0,035). Im 6. Monat sanken die Spots bereits wieder auf 8 (p=0,099). Die mediane Spotzahl
nach einem Jahr betrug 8,5 (p=0,812).

IE-1 Spots im zeitlichen Verlauf bei seropositiven
Patienten ohne CMV-Reaktivierung
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Abbildung Nr.20: Liniendiagramm der IE-1 Spots im zeitlichen Verlauf (prdoperativ, nach 3,6,12
Monaten) bei seropositiven Patienten ohne CMV-Infektion

IE-1 n Min Max Mittelwert | Median SD
praoperativ | 8 0 202 53,13 5,50 88,0

3. Monat 15 0 582 81,0 17,0 159,68
6. Monat 14 0 206 41,64 8,0 64,75
12. Monat 12 1 274 80,67 8,5 103,15

Tabelle Nr. 24: Deskriptive Subgruppenanalyse der IE1 Spots im zeitlichen Verlauf (prdoperativ, nach
3,6,12 Monaten) bei Patienten mit seropositivem CMV-IgG-Status ohne CMV -Reaktivierung
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3.3.2.4. pp65 Spots im zeitlichen Verlauf bei seropositiven Patienten ohne CMV-
Reaktivierung

Die pp65-Spots von seropositiven Patienten, ohne CMV-Reaktivierung wurden in einem
Liniendiagramm dargestellt. Die mediane Spotanzahl stieg innerhalb von drei Monaten nach
LTX von 14,5 auf 65 an (Wilcoxon, p=0,012). Im 6. Monat fielen die pp65 Spotzahlen auf 28
ab (p=0,028). Zum 12. Monat stiegen sie wieder auf 63,5 Spots an (p=0,138).

pp65 Spots im zeitlichen Verlauf bei
seropositiven Patienten ohne CMV
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Abbildung Nr. 21: Liniendiagramm der pp65 Spots im zeitlichen Verlauf (prédoperativ, nach 3,6,12
Monaten) bei seropositiven Patienten ohne CMV-Infektion

Pp65 N Min Max Mean Median SD

préop 8 0 517 107,8 14,5 191,3
3. Monat 15 8 767 159,8 65,0 226,8
6. Monat 21 0 174 59,2 28,0 58,1
12. Monat 12 0 282 97.0 63,5 98,5

Tabelle Nr. 25: Deskriptive Subgruppenanalyse der pp65-Spots im zeitlichen Verlauf (préoperativ,
nach 3,6,12 Monaten) bei Patienten mit seropositivem CMV-IgG-Status ohne CMV-Reaktivierung
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3.3.3 Kasuistik: Spotanzahl und CMV-Infektionen

Bei insgesamt vier Patienten mit CMV-Infektion konnte zu verschiedenen Zeitpunkten
ELISpots durchgefuhrt werden. Die zeitlichen Verlaufe der jeweiligen Falle wurde graphisch in

Balkendiagrammen dargestellt, und der Zeitpunkt der CMV-Infektion schematisch eingefiigt.

3.3.3.1. Fall 1: Verlauf der Spotanzahl nach CMV-Reaktivierung

Im ersten Fall wurden die Spotzahlen nach 3, 6 und 12 Monaten gemessen. Praoperativ wurde
kein ELISpot durchgeflihrt. Der CMV-Risikostatus des Patienten war D+/R-. Der Patient wurde
zum Zeitpunkt des 6. Monat positiv gemessen, in der darauffolgenden PCR konnte kein
Virusnachweis mehr erbracht werden. Eine antivirale Therapie wurde nicht eingeleitet, es
handelt sich somit um eine selbstlimitierende Infektion. Nach Reaktivierung stieg die pp65-

Spotanzahl von 241 nach 6 Monaten auf 552 nach 12 Monaten.

Verlauf der Spotanzahl nach CMV Reaktivierung
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Abbildung Nr.22, Fall 1: Verlauf der IE-1 und pp65 Spotanzahl nach CMV-Reaktivierung.
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3.3.3.2 Fall 2: Verlauf der Spotanzahl nach CMV-Reaktivierung

Im zweiten Fall wurden praoperativ, nach 3 und 6 Monaten Spots gemessen. Der Risikostatus
des Patienten war D+/R+ (mittleres Risiko). Zum Zeitpunkt der ELISpot-Messung im 3. Monat
wurde simultan der CMV-Virusnachweis erbracht. Die pp65-Spots stiegen von praoperativ 486
auf 822 nach 3 Monaten.

ELISpot Verlauf nach Reaktivierung

900 822
800
700
< 600
R 500 486 cMV
c .o
S Reaktivierung
o 400 im 3. Monat
» 300
200
100 23 31 1
0 |
praoperativ 3. Monat 6. Monat
mpp65 486 822 31
mE1 23 16 1

mpp65 mIE1

Abbildung Nr.23, Fall 2: Verlauf der IE-1 und pp65 Spotanzahl nach CMV-Reaktivierung.
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3.3.3.3. Fall 3: Verlauf der Spotanzahl nach CMV-Neuinfektion

Im dritten Fall wurde der Verlauf der gemessen ELISpots nach einer CMV-Neuinfektion
dargestellt. Praoperativ wurde kein ELISpot durchgefiihrt. Der Patient hatte initial ein niedriges
Risiko (D-/R-). Die CMV-Infektion wurde vor der ELISpot Messung festgestellt. Die Infektion
wurde mit Valganciclovir behandelt. Nach Neuinfektion konnte ein Anstieg des pp65-Spots von
37 (nach 3 Monaten) auf 198 (nach 6 Monaten) verzeichnet werden, im 12. Monat fielen diese

dann auf 136 ab. Die IE-1 Spots steigen nach Neuinfektion von 15 auf 49, anschlieRend von
49 auf 59.

Verlauf der Spotanzahl nach CMV Neuinfektion
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Abbildung Nr. 24, Fall 3: Verlauf der IE-1 und pp65 Spotanzahl nach CMV-Neuinfektion.
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3.3.3.4. Fall 4: Verlauf der Spotanzahl nach Reaktivierung

Fall 4 zeigt wieder den Verlauf der Spotanzahl nach Reaktivierung. Der Patient hatte ein
mittleres Risiko fur eine CMV-Infektion (D-/R+). Nach der ersten ELISpot-Messung wurde eine
CMV-Reaktivierung mittels PCR festgestellt. Der Zeitraum der Reaktivierung betrug ca. 3
Wochen. Eine antivirale Therapie wurde zunachst mit Ganciclovir eingeleitet und dann auf
Valganciclovir umgestellt. Die Dauer der Therapie mit Valganciclovir war nicht bekannt. Der
praoperative Ausgangswert lag bei pp65 bei 151 und stieg im 3. Monat auf 382. Anschliel3end
fiel die Spotanzahl auf 23 im 6. Monat. Fur IE-1 stieg sie von 2 auf 13 an, danach reduzierte

sie sich auf 8.

Verlauf der Spotanzahl nach Reaktivierung
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Abbildung Nr. 25 Fall 4: Verlauf der IE-1 und pp65 Spotanzahl nach CMV-Reaktivierung
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3.3.4. Praoperative Spotanzahl und Haufigkeit von CMV-Infektionen
3.3.4.1. IE-1-Spots prdaoperativ und CMV-Infektionen

Die mediane IE-1-Spotzahl lag praoperativ bei Patienten (n=4), die sich postoperativ mit CMV
infizierten hoher (Median: 9,5), als bei Patienten (n=12), die sich nicht mit CMV infizierten
(Median:5,5). Der Unterschied war statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test,
p=0,795).
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Empfangern, (selbstlimitierende Infektionen nicht mitgezihlt)

Abbildung Nr. 26 Vergleich der préoperativen IE-1 Spots zwischen seropositiven Patienten mit und
ohne CMV-Infektion nach Transplantation. Links: Patienten ohne CMV-Infektion. Rechts: Patienten mit
CMV-Infektion.
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3.3.4.2 pp65-Spots praoperativ und CMV-Infektionen

Patienten mit CMV-Infektion (n=4) hatten praoperativ mehr Spots (Median: 87,5) als Patienten
ohne CMV-Infektion (n=12) (Median: 14,5). Der Unterschied der beiden Gruppen war
statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-U Test, p=0,552)
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Abbildung Nr. 27: Vergleich der prédoperativen pp65 Spots zwischen seropositiven Patienten mit und
ohne CMV-Infektion nach Transplantation. Links: Patienten ohne CMV-Infektion. Rechts: Patienten mit
CMV-Infektion.
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3.3.5. labMELD und Spotanzahl praoperativ

Die praoperativen IE-1-und pp65-Spots wurden mit dem labMELD in einem Streudiagramm
dargestellt. Hier lie® sich visuell kein linearer Zusammenhang erkennen. Der labMELD
korrelierte weder mit den IE-1- (Spearman-Test, p=0,034, p=0,898), noch den pp65-Spots
(Spearman-Test, p=0,111 p=0,898) statistisch signifikant.
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Abbildung Nr. 28: Streudiagramm: labMELD und pp65-Spots prdoperativ. X-Achse: pp66-Spots. Y-
Achse: labMELD
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Abbildung Nr. 29: Streudiagramm: labMELD und IE1-Spots préoperativ. X-Achse: pp65-Spots. Y-
Achse: labMELD.
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3.3.6. Immunsuppression (Tacrolimus) und ELISpots

3.3.6.1 IE-1 und Tacrolimus

Der Tacrolimus-Talspiegel im Serum und die IE-1-Spots zu den Zeitpunkten Monat 3, 6 und
12 wurden untersucht und in einem Streudiagramm dargestellt. Eine Korrelation zwischen der
Immunsuppression und den Spots konnte zu keinem Zeitpunkt festgestellt werden (Spearman-
Test, 3. Monat: p =-0,192, p=0,234, 6. Monat: p=0,038, p=0,856, p=-0,098 p=0,69).
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Abbildung Nr.30: Streudiagramm: IE1-Spots (Y-Achse) und Tacrolimus Spiegel (X-Achse) nach 3
Monaten
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Abbildung Nr. 31: Streudiagramm: IE1-Spots (Y-Achse) und Tacrolimus-Spiegel (X-Achse) nach 6
Monaten
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Abbildung Nr. 32: Streudiagramm: IE1-Spots (Y-Achse) und Tacrolimus-Spiegel (X-Achse) nach 12
Monaten

3.3.6.2 pp65 und Tacrolimus

Der Einfluss des Tacrolimus-Spiegels auf die Anzahl der pp65-Spots nach 3,6, und 12
Monaten wurde in einem Streudiagram dargestellt. Es zeigte sich keine statistisch signifikante
Korrelation zwischen dem Tacrolimus-Spiegel und der pp65-Spotzahl (Spearman, 3. Monat
p=-0,15 p=0,475, 6. Monat p=0,128 p=0,533, 12. Monat p=0,069 p=0,779).
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Abbildung Nr. 33: Streudiagramm: pp65-Spots (Y-Achse) und Tacrolimus-Spiegel (X-Achse) nach 3
Monaten
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Abbildung Nr. 34: Streudiagramm: pp65-Spots (Y-Achse) und Tacrolimus-Spiegel (X-Achse) nach 6
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Abbildung Nr. 35: Streudiagramm: pp65-Spots (Y-Achse) und Tacrolimus-Spiegel (X-Achse) nach 12
Monaten
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3.3.7. Tacrolimus-Dosis und Tacrolimus-Spiegel im zeitlichen Verlauf

Die Dosierung und der Talspiegel von Tacrolimus wurden zum Zeitpunkt der Entlassung, nach
3,6 und 12 Monaten dokumentiert. Die Immunsuppression wurde in Abhangigkeit des im
Serum nachgewiesenen Talspiegels angepasst. Die Tacrolimus-Dosierung wurde in mg
angegeben, der Spiegel wurde in ng/ml angegeben. Die Dosierung nahm im Verlauf
kontinuierlich ab. Die Talspiegel stiegen im Durchschnitt im 3. Monat etwas an, bevor sie im

Verlauf wieder abnahmen.

Tacrolimus Dosis und Spiegel bei Entlassung, nach 3,6, und

12 Monaten
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== Tacrolimus Dosis (mg) === Tacrolimus Spiegel (ng/ml)

Abbildung Nr. 36: Tacrolimus Dosierung (mg) und Spiegel(ng/ml) im zeitlichen Verlauf (bei
Entlassung, nach 3,6,12 Monaten)

70



4. Diskussion

4.1. Klinische Relevanz von Cytomegalievirus-Infektionen

Zwischen 01/20 und 12/21 wurde in der Allgemein,-Viszeral und Transplantationschirurgie an
der Universitdtsmedizin Mainz bei insgesamt 83 Patienten eine Lebertransplantation
durchgefiihrt, von denen 81 Patienten in die vorliegende Studie eingeschlossen wurden.
Hiervon waren 60,5% (n=49) mannlich, 39,5% (n=32) weiblich. Bei 43% (n=35) der Patienten
konnte serologisch der Nachweis von CMV-Virusmaterial erbracht werden. In der Literatur wird
die postoperative Inzidenz mit 29% angegeben (44). Eine grof3e Studie mit insgesamt 1427
transplantierten Patienten, ordnet die CMV-Inzidenz bei Lebertransplantation bei 35,7% ein
(45). Zieht man im vorliegenden Kollektiv die selbstlimitierenden Infektionen ab, gleicht sich
die Zahl an echten CMV-Infektionen (n=19; 23,46%) der Literatur an.

Eine koreanische Studie zur nationalen Haufigkeit von CMV-Infektionen nach
Organtransplantation kommt hingegen zu einem anderen Schluss: Hier hatten Patienten nach
Lebertransplantation die niedrigste Inzidenz (0,9%) an CMV-Infektionen, was daran liegen
konnte, dass die Patienten durchschnittlich deutlich jinger (42+26,8 Jahre) als im eigenen
Patientenkollektiv (54,7Jahre), und vermutlich pra-, und postoperativ weniger krank waren
(46).

Durch Anwendung der praemptiven Strategie konnte weder ein CMV-Syndrom noch eine
CMV-Erkrankung festgestellt werden. Unter den im Untersuchungszeitraum verstorbenen 11
Patienten, hatten insgesamt 54% (n=6) Patienten eine Reaktivierung oder Neuinfektion. In
diesem Patientenkollektiv kamen die meisten Infektionen (n=18) innerhalb der ersten drei
Monate vor. Zwischen dem 3. und 6. Monat waren es deutlich weniger (n=4) und zwischen
dem 6. und 12. Monat konnten nur noch zwei CMV-Infektionen festgestellt werden. Das
entspricht auch den Angaben in der Literatur (26)(45). Die Abnahme der CMV-Infektionen mit
der Zeit kdnnte mit dem Ausschleichen derimmunsuppressiven Medikation und der Besserung
des Gesundheitszustandes der Patienten erklart werden.

Im vorliegenden Kollektiv waren Patienten, die an CMV postoperativ erkrankten,
durchschnittlich 3,64 Jahre alter (Mittelwert: 56,8) als jene ohne Infektion (Mittelwert: 53,1)
(p=0,89). Die hdhere Infektanfalligkeit im Alter hangt vermutlich mit der im Alter zunehmenden
,<Jmmunseneszenz‘ zusammen (47). Hierbei kommt es zu einem progredienten funktionellen
Nachlassen des Immunsystems, wahrend sich der Korper in einem dauerhaften subklinisch
proinflammatorischen Zustand befindet. Eine Studie von Hemmersbach-Miller et. al. konnte
fur Patienten nach Nierentransplantation >65 Jahre ein 3,13-fach hdheres Risiko flir eine

CMV-Infektion ausmachen, als fur die jingere Patientengruppe (40-65j) (48).
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4.1.1 CMV und Mortalitat/Morbiditat

Insgesamt sind 11 Patienten nach Transplantation innerhalb des Untersuchungszeitraums
verstorben, hiervon hatten 45% (n=5) eine CMV-Infektion. Von funf Patienten, die an einem
septischen Multiorganversagen gestorben sind, hatten drei eine CMV-Reaktivierung in dieser
Zeit, was bestatigt, das Patienten in septischem Zustand wegen des komprimierten
Immunsystems fir CMV-Infektionen pradestiniert sind (22)(23). Eine zusatzliche CMV-
Reaktivierung reduziert die Uberlebenserwartung kritisch kranker Intensivpatienten deutlich,
wie in mehreren Tiermodellen, Beobachtungs-, und in in-vitro-Studien gezeigt werden konnte
(49). Auch im eigenen Kollektiv wurde ein reduziertes kumulatives Uberleben fiir Patienten mit
CMV-Infektion innerhalb des stationaren Aufenthalts beobachtet (p=0,006). Dieses Ergebnis
spiegelt die vorliegende Literatur wieder (24): In einer australischen Studie mit 435
nierentransplantierten Patienten hatten jene mit CMV-Infektion ein dreifach erhohtes
Mortalitatsrisiko (p<0,001); von 55 verstorbenen Patienten hatten 20 eine manifeste CMV-
Infektion (50). Kim et. al. konnte ebenfalls eine CMV-Infektion als unabhangigen Risikofaktor
fur eine AbstoRung (p=0,0018) und Mortalitdt (p=0,004) identifizieren (51). Wie in der
Einleitung bereits beschrieben, sind sowohl die direkten als auch indirekten Effekte von CMV
fur die erhdhte Mortalitat ursachlich (28).

In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin demonstriert werden, dass eine CMV-Infektion
innerhalb des stationdaren Aufenthalts nach LTX mit einer signifikant langeren
Krankenhausverweildauer einhergeht (p<0,001). Dasselbe gilt fur Patienten nach
Nierentransplantation, wie eine Dissertation zu diesem Thema aus Ulm zeigt (52). Eine Studie
von Falagas et. al. aus dem Jahr 1997 konnte ebenfalls einen Zusammenhang zwischen einer
CMV-Infektion und der Krankenhausverweildauer nach Lebertransplantation herstellen. Die
verlangerte Hospitalisierung wurde in der Studie durch die direkten und insbesondere
indirekten Effekte einer CMV-Infektion, wie Abstoflung, bakterielle Superinfektionen oder
Sepsis erklart (53). Zudem waren laut der Studie deutlich hdhere Behandlungskosten fur
Patienten mit CMV-Infektion notwendig als fir jene ohne Infektion. In einer anderen Studie
identifizierten Kim et. al. eine Infektion mit CMV nach Lebertransplantation als unabhangigen
Kostenfaktor: Die Kosten fir Patienten mit CMV Erkrankung waren signifikant hoher, als bei
Patienten ohne Infektion (Median 148.300 USD vs. Median 114.00 USD, p<0,001) (54).
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4.1.2 Immunsuppression und CMV-Infektionen

Alle eingeschlossenen Patienten erhielten eine Immunsuppression eine Mono-, duale oder
Triple-Therapie mit einem Calcineurin-Inhibitor als Basis.

Unter den Calcineurin-Inhibitoren konnte flir Tacrolimus protektive Eigenschaften festgestellt
werden (Monat 3: RR =0,61 p=0,3398, Monat 6 RR = 0,22 p= 0,11), wahrend Cyclosporin als
Risikofaktor identifiziert werden konnte (Monat 3 RR= 1,62 p=0,339, Monat 6 RR=4,46
p=0,116, Monat 12 RR 4,0174 p= 0,309). Trotz fehlender Signifikanz entsprechen diese
Ergebnisse der Literatur. In einer brasilianischen Studie hatten Patienten, die nach
Lebertransplantation Cyclosporin statt Tacrolimus erhalten haben, ein 5,8-fach erhdhtes
Risiko fir eine CMV-Infektion (55).

Everolimus hatte einen protektiven Einfluss auf die Haufigkeit von CMV in den ersten 3
Monaten, anschlieRend erhdhte es das Risiko fur eine CMV- Infektion (Monat 0-3 RR 0,46
p=0,44, Monat 3-6: RR 1,63 p=0,065). In der Literatur zeichnet sich hingegen ein klareres Bild
ab: Eine groRe Metaanalyse von Wolf et. al. hat bei 11.655 Patienten nach
Nierentransplantation den Einfluss von mTOR-Inhibitoren auf die Haufigkeit von CMV-
Infektionen untersucht. Hier konnte flr Everolimus in Kombination mit einem Calcineurin-
Inhibitor protektive Eigenschaften gegen CMV nachgewiesen werden (RR 0,27. p=0,0001)
(56).

In der vorliegenden Arbeit konnte MMF als protektiver Faktor identifiziert werden (Monat 0-3:
RR 0,34 p=0,2793, 6 Monat RR 0,7937 p=0,837). Das widerspricht der Literatur, da MMF
sowohl die Haufigkeit als auch die Invasivitat der CMV-Infektionen erhdht (57)(58).
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4.1.3.Evidenzlage zur CMV-Prophylaxe

Die gegenwartige Evidenzlage zeigt einen allgemeinen Vorteil sowohl einer Prophylaxe als
auch der préaemptiven Strategie bei allen Formen von Organtransplantationen, unabhangig
vom Risikostatus: So zeigt zum Beispiel eine Metaanalyse von Kalil et al. eine signifikante
Reduktion an CMV-Endorgan- Erkrankungen (Prophylaxe 80% vs. praemptive Strategie 72%),
akuten Abstoliungen, opportunistischen Infektionen (51% vs. 38%) und der Gesamtmortalitat
(59).

Eine von der Cochrane Collaboration durchgefihrte Metaanalyse von 32 randomisierten
Kontrollstudien zur CMV-Prophylaxe bei Herz,-Leber und Nierentransplantationen konnte
einen Vorteil der Prophylaxe bezlglich der Gesamtmortalitdt, der CMV-assoziierten
Infektionen und der damit verbundenen Mortalitat, gegenliber der Placebogruppe zeigen,
sodass der routinemalfige Einsatz der Prophylaxe empfohlen wird (60).

Interessanterweise scheinen Patienten mit CMV-Prophylaxe niedrigere Behandlungskosten
zu bendtigen: Legendre et. al konnten zeigen, dass sich der Krankenhausaufenthalt bei
Patienten durch die Prophylaxe im Schnitt 5,5 Tage verkirzte. Weiterhin reduzierten sich
hierdurch die Behandlungskosten, weil weniger Ressourcen wie Labortests in Anspruch
genommen wurden. Die Kosten, die eingespart wurden, tUberwogen die Kosten fur die
Prophylaxe deutlich (61).

Dennoch muissen die nicht zu unterschatzenden potenziellen Nebenwirkungen der
Prophylaxe, wie zum Beispiel Myelotoxizitdt oder Nephrotoxizitat ebenfalls bertcksichtigt
werden. Eine weitere Risikostratifizierung der Patienten scheint daher sinnvoll, und kdnnte
einen wichtigen Beitrag in der Abwagung des Nutzens und der Nachteile einer Prophylaxe und

dem Risiko eine CMV-Infektion auf der anderen Seite leisten.
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4.1.4. CMV-Risikogruppen im eigenen Patienten Kollektiv

Im vorliegenden Patientenkollektiv hatten 23,46 %(n=19) ein hohes (D+/R-), 59,25% (n=48)
ein mittleres (D+/R+, D-/R+), und 17,28% 17,28 (n=14) ein niedriges (D-/R-) Infektionsrisiko.
31% (6/19) der Patienten mit hohem Risiko infizierten sich trotz Prophylaxe mit CMV. Unter
Patienten mit mittlerem Risiko waren es 27% (13/48) und mit niedrigen Risiko 7,1% (1/14).

In einer Schweizer Studie von Stern et. al. mit 237 Patienten nach Lebertransplantation hatten
16,46% (n =39) der Patienten ein hohes, 64,9% (n= 154, D+ n=91, D- n=63) ein mittleres und
15,1% (n=36) ein niedriges CMV-Infektionsrisiko. Die Verteilung der Risikogruppen entspricht
ungefahr unserem Patientenkollektiv (62). Laut Studie infizierten sich 47,3% der Patienten mit
hohem, 56% (D+/R+) bzw. 41% (D-/R+) mit mittlerem und 3% mit niedrigem Risiko eine CMV-
Infektion nach Organtransplantation. Die Autoren beschreiben, dass in ihrem Kollektiv nur 79%
in der Hochrisikogruppe eine Prophylaxe erhielten, wahrend es in der mittleren Risikogruppe
bis zu 50% waren (D-/R+ 50%, D+/R+ 49%) (62). Leider schlief3t die Studie auch Lungen-,
Nieren- und Herztransplantationen mit ein, sodass nicht explizit beschrieben wird, bei welcher
CMV-Risikokonstellation nach Lebertransplantationen eine Prophylaxe gegeben wurde.
Insgesamt erhielten 45 Patienten eine Prophylaxe mit Valganciclovir nach
Lebertransplantation (62).

Da es im deutschsprachigen Raum fiur CMV-Infektionen nach Transplantation keine
standardisierte Leitlinienempfehlung gibt, bleibt es den jeweiligen Transplantationszentren
grundséatzlich uberlassen, ab welchem Risiko eine Prophylaxe vorgesehen ist. In der klinischen
Praxis am eigenen Transplantationszentrum erhalten nur Patienten mit hohem Risiko eine
Prophylaxe.

Im eigenen Kollektiv erhielten in der Hochrisikogruppe 94,7% (18/19) eine Prophylaxe, eine
Patientin hat die Prophylaxe abgelehnt. In der mittleren Risikogruppe bekamen 6,2% (3/49)
eine Prophylaxe, die restlichen Patienten wurden mittels pr@emptiver Strategie Uberwacht.
Grinde fir die Vergabe einer antiviralen Prophylaxe trotz mittleren Risikos waren: 1) simultane
Nierentransplantation, 2) Re-Lebertransplantation 3) Aktive CMV-Infektion wahrend der
Transplantation. In der Gruppe mit niedrigem Risiko erhielt niemand eine Prophylaxe.

Von den sechs Hochrisikopatienten mit CMV-Infektionen bekamen drei Patienten diese nach
Absetzen der Prophylaxe. Das zeigt, dass die Prophylaxe die Infektion haufig nur zeitlich
verschiebt, wie auch andere Autoren zeigen konnten (63). In einer klrzlich publizierten Studie
erlitten Hochrisikopatienten mit antiviraler Prophylaxe zwar signifikant haufiger einen CMV-
Infekt als Patienten mit praemptiver Strategie (19% vs. 9%), allerdings unterschieden sie sich
hinsichtlich der Mortalitat, der AbstoRungsrate, sowie der Haufigkeit von opportunistischen
Infektionen nicht signifikant (64). Grundsatzlich ist es vorstellbar, dass die Patienten mit

Hochrisikoprofil von einer Prophylaxe profitieren, da sie sich in dieser Zeit von der Operation
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und ihrer Grunderkrankung erholen und ihren immunologischen Status verbessern kdnnen
(65).

Die meisten CMV-Infektionen traten in der Patientengruppe mit mittlerem Risiko auf (27%
(14/48), hiervon waren in erster Linie Patienten mit positiven Spenderorgan betroffen (D- =
8,3%, 4/14 vs. D+= 20,8%, 10/14). Razonable et. al. kamen ebenfalls zu dem Schluss, dass
CMV-IgG-positive Empfanger, die ein CMV-IgG positives Organ erhalten, haufiger eine CMV
Infektion erleiden (26). In einer 2020 im World Transplantation Journal erschienenen Arbeit
bekamen seropositive Empfanger, die ein seropositives Organ erhielten, eine Prophylaxe fur
3 Monate. War das Organ seropositiv wurde sogar eine Prophylaxe flr 6 Monate empfohlen
(44). Bei Nierentransplantationen wurde bereits in der mittleren Risikogruppe eine antivirale
Prophylaxe gegeben. Hier konnte gezeigt werden, dass die Prophylaxe der prademptiven
Strategie hinsichtlich der Haufigkeit von CMV Infektionen Uberlegen ist, bei vergleichbaren
Kosten(66). Dennoch mangelt es an ausreichend Daten und Studien, die die praemptive
Strategie und Prophylaxe nach Lebertransplantation bei mittlerem Risiko vergleichen (26).
Gegebenenfalls kénnten seropositive Empfanger, die ein seropositives Organ erhalten,
ebenfalls von einer Prophylaxe profitieren. Eine weitere Optimierung der Risikostratifizierung
erscheint daher notwendig, um die Patienten, mit einer hohen Infektionswahrscheinlichkeit

genauer zu identifizieren.
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4.2 MELD-Score als Werkzeug zur Risikostratifizierung?

Der Einfluss des labMELD auf die Haufigkeit von CMV-Infektionen wurde untersucht. Der
durchschnittliche labMELD im vorliegenden Patientenkollektiv lag bei 23,11, der Median bei
23. Der labMELD unterschied sich nicht signifikant zwischen Patienten mit und ohne CMV-
Infektion (Median CMV-Infektion=26 vs. Median keine CMV-Infektion= 23) innerhalb der ersten
3 Monate nach LTX (p=0,53).

Auch in den jeweiligen Risikogruppen gab es keinen signifikanten Unterschied labMELD
zwischen Patienten mit CMV-Infektion und ohne CMV-Infektion innerhalb der ersten 3 Monate
(Hohes Risiko: p= 0,815, mittleres Risiko: p=0,334).

Eine Subgruppenanalyse von Singh et. al zur Identifikation von Risikofaktoren fir eine CMV-
Infektion nach Transplantation konnte den MELD-Score bei High Risk-Patienten ebenfalls
nicht als Risikofaktor fur eine CMV-Infektion ausmachen (67). Allerdings ist die Aussagekraft
der Studie hinsichtlich des MELD-Scores limitiert, da sich in der Gruppe ohne CMV-Viramie
nur n=15 Patienten befanden. Eine kiirzlich publizierte retrospektive Studie von Freedman et.
al. kommt zu einem anderen Ergebnis: Hier konnte ein MELD >35 bei lebertransplantierten
Patienten (n=241) mit hohem CMV-Infektionsrisiko als Risikofaktor flir eine CMV-Viramie
innerhalb der ersten 12 Monate identifiziert werden (68). Die Autoren beschreiben weiterhin,
dass das Leberversagen, meistens verursacht durch eine Zirrhose, zu einer zusatzlichen
Insuffizienz des Immunsystems fuhrt und somit eine CMV-Viramie begunstigt, was den MELD
Score grundsatzlich als ,CMV-Risikoscore® infrage kommen lasst (68). Aufgrund der geringen
Zahl an Hochrisikopatienten (n=5) mit einem MELD >35 im eigenen Patientenkollektiv konnte

dieses Ergebnis nicht nachgewiesen werden.

In der Intermediate Risk-Gruppe hatten Patienten ohne CMV-Infektion einen hoéheren
labMELD (23,95), als Patienten mit CMV-Infektion (20,25). Der Unterschied war nicht
statistisch signifikant (p=0,334). In der Literatur gibt es keine Daten zum labMELD als
Risikofaktor fur eine CMV-Infektion bei mittlerem Risiko. Von einem signifikanten Einfluss des
MELD-Scores auf die Haufigkeit von CMV-Infektionen kann anhand der vorliegenden Daten
nicht ausgegangen werden, er scheint sich daher nicht als alleiniges Instrument zur

Risikoeinschatzung fir eine CMV-Infektion zu eignen.
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4.3. ELISpots

Um eine mdgliche Nutzbarkeit der ELISpots zur Risikostratifizierung fur eine CMV-Infektion zu
beurteilen, wurden die Daten lebertransplantierter Patienten einer an der Universitatsmedizin
Mainz  durchgeflhrten Studie zur  Untersuchung der Immunreaktivitat nach
Organtransplantation (,immunmonitoring-Studie“) ausgewertet. Insgesamt wurden 39
lebertransplantierte Patienten in die Studie eingeschlossen. Den eingeschlossenen Patienten
wurde jeweils praoperativ und dann nach 3, 6 und 12 Monaten nach Transplantation 7,5ml
Blut abgenommen. Anschlielfend wurde die CMV-spezifische Immunreaktivitat mittels ELISpot
analysiert. Kein praoperativ getesteter seronegativer Patient zeigte Spots, der Test korreliert

also mit serologischen Ergebnissen.

4.3.1 ELISpots praoperativ, nach 3,6 und 12 Monaten

Alle IE-1-, als auch pp65-Spots bei seropositiven Patienten wurden in einer Liniengraphik
dargestellt. Hier zeigte sich, dass die IE-1-, als auch pp65-Spots innerhalb der ersten drei
Monate nach Transplantation deutlich anstiegen (siehe Graphik unter 3.3.3.1 und 3.3.3.2.).
Von den insgesamt 17 Patienten mit praoperativen ELISpot- Daten waren 12 seropositiv. Vor
der Transplantation wurden deutlich weniger IE-1-, und pp65 Spots gemessen, als 3 Monate
nach der Transplantation. Der Unterschied war statistisch signifikant (IE-1 p=0,016, pp65
p=0,003). Betrachtet man nur die seropositiven Patienten ohne CMV-Infektion im Verlauf, Iasst
sich ebenfalls ein Anstieg der Spotanzahl drei Monate nach LTX verzeichnen.

Interessanterweise fielen bei zwei Patienten zum 6. Monat sowohl die IE-1-, als auch pp65-
Spots ab. Einer dieser Patienten wurde innerhalb dieses Zeitraumes zweimal stationar
aufgenommen werden, einmal wegen eines Herpes Zoster-Meningitis, einmal wegen einer
Verminderung des Allgemeinzustandes unklarer Genese. Dies kdnnte die Reduktion der T-
Zellen erklaren. Fur den anderen Patienten konnte keine medizinische Ursache fir die

fallenden Spots in diesem Zeitraum gefunden werden.

Die niedrige Spotanzahl préoperativ kdnnten durch das komprimierte Immunsystem und den
reduzierten Allgemeinzustand vieler leberkranker Patienten vor der Operation erklart werden.
Lebererkrankungen, insbesondere die Zirrhose, fihren zur multiplen Fehlfunktionen des
Immunsystems, die unter dem Begriff ,Cirrhosis associated immune dysfunction®
zusammengefasst werden kénnen (69). In diesem Rahmen wurde analysiert, ob eine
Korrelation zwischen der Héhe des MELD-Scores, der die Schwere der Lebererkrankung
angibt und der Spotanzahl besteht: Weder die IE-1-Spots noch die pp65-Spots korrelierten mit
der Hohe des labMELD vor Transplantation.
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Die fehlende Korrelation ist vermutlich in der Funktion des MELD-Scores begrindet: Dieser
gibt zwar den Schweregrad der Lebererkrankung und die Uberlebenswahrscheinlichkeit
anhand des Serum-Bilirubins, -Kreatinins und der Gerinnung (INR) an, die durch die
Leberzirrhose beeintrachtigte Immunfunktion wird durch den Score allerdings nicht
wiedergegeben (70).

Der Anstieg der Spots nach 3 Monaten kénnte mit der allmahlichen Genesung der Patienten
nach der Transplantation sowie der moderaten Immunsuppression nach LTX
zusammenhangen.

Da sich die vorhandene Literatur meistens auf die Nutzung des ELISpots im Rahmen der
Nierentransplantation bezieht, konnte trotz ausfiihrlicher Recherche keine vergleichbare
Studie zum Einsatz des ELISpot bei Lebertransplantationen in der Datenbank PubMed und
Google Scholar gefunden werden. Dass sich die ELISpot- Literatur fast ausschlielich auf die
NTX bezieht, kdnnte daran liegen, dass die Niere ein anderes immunologisches Profil
aufweist, eine héhere Immunsuppression erfordert und deshalb die Uberwachung der
Immunfunktion (z.B. durch einen ELISpot) relevanter ist als bei der Leber.

Verglichen mit den leberkranken Patienten sind die Patienten vor NTX haufig praoperativ
weniger krank, mussen aber wegen der immunologischen Eigenschaften der Nieren

postoperativ starker immunsupprimiert werden (71).

Eine Studie von Stranavova et. al. hat die CMV-spezifische Immunitat mittels ELISpot bei
Nierentransplantierten ohne CMV-Infektion untersucht. Hier konnte kein Unterschied in der
Spotanzahl praoperativ und 6 Monate nach Nierentransplantation festgestellt werden (72). Die
Spotzahlen der 18 Patienten ohne CMV-Infektion stiegen nach der Transplantation innerhalb
der ersten 6 Monate zwar geringflgig an (pp65 praoperativ =262, pp65 6.Monat=320; |E-1
praoperativ=69,5, IE-1 6. Monat 87,5), der Unterschied war allerdings nicht signifikant (pp65
p=0,836, |IE-1 p=0,849) (72). Laut Studie hatte weder die Immunsuppression noch die Dialyse
einen Einfluss auf die CMV spezifische T-Zell-lmmunitat. Ebenfalls sind die praoperativen
Spotzahlen in der Studie von Stravanova et. al. deutlich hdéher als im vorliegenden Kollektiv.
Das konnte ebenfalls ein Hinweis auf praoperativ besseren Gesundheitszustand der

Nierenpatienten sein.
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4.3.2 Spots im zeitlichen Verlauf nach CMV-Infektion

Bei allen Patienten, die eine CMV-Infektion erlitten, stiegen die Spots zunachst stark an. Der
Anstieg lasst sich durch die vermehrte Proliferation an CMV-spezifischen T-Zellen erklaren.
Tischer et. al konnten ebenfalls eine deutliche Steigerung der Spotanzahl nach CMV-Infektion
feststellen (73). Allerdings fiel die Spotanzahl nach dem initialen Anstieg nach erfolgter CMV-
Infektion in der darauffolgenden Messung wieder. Grund hierfir kénnte die antivirale Therapie
sein. Eine tschechische Studie konnte zeigen, dass die Proliferation vieler Subsets von T-
Lymphozyten durch Valganciclovir gehemmt wird, allerdings waren CMV spezifische pp65 T-
Lymphozyten hiervon nicht betroffen (74). Eine Untersuchung des Einflusses von
Valganciclovir auf die CMV spezifischen pp65 und IE-1- T-Lymphozyten bei Patienten ohne
CMV-Infektion und mit Prophylaxe konnte nicht sinnvoll durchgeflhrt werden. Die Subgruppe

war mit n=2 Patienten fur eine Analyse zu klein.

4.3.3 Vergleich zwischen IE-1-, und pp65-Spots

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die pp65 -spezifische T-Zell-Reaktivitat (mehr
Spots) zu allen Messzeitpunkten deutlich héher liegt im Vergleich zur T-Zell-Reaktivitat auf
Stimulation mit IE-1. Eine kleine italienische Studie mit 20 transplantierten Patienten kam zu
einem ahnlichen Ergebnis: Hier wurden pp65 und IE-1 spezifische CD4"* - und CD8" T-Zellen
mit CMV-infizierten dendritischen Zellen stimuliert und die T-Zellzahl anschliel3end gemessen.
Es zeigte sich eine statistisch signifikant gréRere Immunreaktion der CD4"-T-Zellen auf das
pp65- als auf das IE-1-Antigen (75). Eine Studie von Bunde et. al. kam zu einem ahnlichen
Ergebnis: Hier fiel die T-Zellaktivierung nach Stimulation mit dem pp65- Antigen deutlich

ausgepragter aus als nach Stimulation mit dem IE-1-Antigen (76).

4.3.4. ELISpot als Pradikator fiir eine CMV-Infektion?

Weiterhin wurde untersucht, ob die praoperative Spotanzahl als Pradikator fur eine CMV-
Infektion im postoperativen Verlauf dienen kann. Hypothetisch missten Patienten mit weniger
Spots Uber eine schlechtere CMV-spezifische Immunantwort verfigen und fur eine CMV-
Infektion anfalliger sein.

Anhand der vorliegenden Daten konnte kein signifikanter Unterschied in der praoperativen |E-
1-, und pp65 Spotanzahl (IE-1 p=0,795, pp65 p=0,552) hinsichtlich einer CMV-Infektion
festgestellt werden.

Im Gegensatz dazu konnten andere Autoren eine signifikante Korrelation zwischen der
Spotanzahl und der Haufigkeit von CMV-Infektionen nachweisen: In der bereits erwahnten

Studie von Bunde et. al. mit insgesamt 27 Patienten erlitten jene mit vielen IE-1-Spots deutlich
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seltener eine CMV-Infektionen, als Patienten mit vielen pp65-Spots, sodass eine hohe |IE-1-
Spotanzahl als protektiver Faktor identifiziert wurde (76).

In einer Studie von Bestard et. al. mit 137 nierentransplantierten Patienten wurde gezeigt, dass
seropositive Empfanger mit wenigen |E-1-Spots praoperativ signifikant haufiger CMV-
Infektionen nach der Transplantation entwickelten, als Patienten mit praoperativ hoher
Spotanzahl (77). Die Autoren vermuten, dass die medikamentése T-Zell-Depletion, die bei der
Nierentransplantation durchgeflhrt wird, die Zahl der IE-1-spezifischen T-Zellen deutlich
reduziert. Das Immediate Early Protein (IE-1) spielt eine entscheidende Rolle in der friihen
Replikationsphase des Virus, und eine suffiziente T-Zell-Antwort gegen dieses Protein scheint
fur eine adaquate CMV Kontrolle post transplantationem unerlasslich zu sein (78).

Eine weitere Studie bei Nierentransplantierten konnte zeigen, dass ein praoperativ
durchgefuhrter ELISpot zwar nicht durch den positiven Vorhersagewert (engl. Positive
predictive Value, PPV) fur eine CMV-Infektion nach Transplantation genutzt werden kann
(PPV pp65= 37%, PPV IE-1=35%). Allerdings konnte sowohl flir pp65 (NPV =94%) als auch
IE-1 (NPV=93%) ein hoher negativer Vorhersagewert (negative predictive Value, NPV) erzielt
werden (79). Seropositive Patienten mit praoperativ hohen Spotzahlen entwickelten also
seltener CMV-Infekte nach der NTX.

Eine 2018 verdffentlichte koreanische Studie kommt zu dem Ergebnis, dass bei NTX Patienten
mit Risiko D+/R+ oder D-/R+ ein negativer pp65 ELISpot ein unabhangiges Risiko fir eine
CMV Infektion darstellt (80).

Die fehlende Signifikanz der eigenen Ergebnisse kénnte auch durch niedrige Patientenzahl in
dieser Subgruppe und begriindet werden: Von 12 seropositiven Patienten konnten praoperativ
die ELISpot-Daten ausgewertet werden. Hiervon infizierten sich 4 Patienten nach
Transplantation mit CMV.

Auch wenn wir anhand der vorliegenden Daten nicht zeigen konnten, dass sich die
praoperativen Spots als Marker fur eine CMV-Infektion eignen, gibt es in der Literatur
Hinweise, dass der ELISpot hierfir genutzt werden koénnte (76)(79)(80). Da sich die
Ergebnisse der genannten Studien vor allem auf Patienten nach einer NTX beziehen, muss

noch untersucht werden, ob sich diese auch auf die Lebertransplantation Ubertragen lassen.
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4.3.5 Einwirkung der Imnmunsuppression auf die Spotanzahl

Die Immunsuppression stellt in der klinischen Praxis nach wie vor eine grof3e Herausforderung
dar, da die individuell notwendige Dosis unterschiedlich ausfallt und nur Uber die Serum-
Talspiegel eingestellt wird. Daher erscheint es sinnvoll, die direkte Auswirkung der
Immunsuppression auf die T-Zell-Aktivitat zum Beispiel mittels ELISpots zu untersuchen. Die
meisten Patienten im eigenen Kollektiv erhielten ein Calcineurin-Inhibitor basiertes Schema,
ggf. in Kombination mit einem weiteren immunsuppressiven Medikament. Medikamente wie
Urbason, Everolimus, oder MMF wurden nie als Monotherapie gegeben, was eine sinnvolle
Untersuchung der Auswirkung der einzelnen Immunsuppression auf die Spotzahlen nur
begrenzt, mdglich. Cyclosporin wurde als Alternative fir Tacrolimus (z.B. bei Tacrolimus-
Unvertraglichkeit) benutzt. Da von den Patienten mit Spots nur wenige Cyclosporin zu den
jeweiligen Untersuchungszeitpunkten (3. Monat n=1, 6. Monat n=2 und 12. Monat n=1)
einnahmen, konnte eine Untersuchung nicht sinnvoll durchgefiihrt werden.

Von den 81 untersuchten Patienten erhielten die meisten Patienten Tacrolimus. Bei
Entlassung erhielten 57, nach 3 Monaten 59, nach 6 Monaten 58 und nach einem Jahr 59
Patienten Tacrolimus entweder als Monotherapie oder in Kombination mit weiteren
Immunsuppressiva. Die notwendige Dosis von Tacrolimus wurde abhangig vom Talspiegel
angepasst.

Wir konnten zeigen, dass der Tacrolimus-Talspiegel zu keinem Messzeitpunkt (Monat 3,6,12)
mit der IE-1-Spotanzahl korreliert.

Vergleichbare Studien zum Einfluss der Immunsuppression auf die CMV-spezifische T-Zell-
Immunitat im Rahmen von Lebertransplantationen liegen nicht vor. Hypothetisch muisste die
Spotanzahl beeinflusst werden, da die verschiedenen Immunsuppressiva die T-Zell
Proliferation auf unterschiedlichen Wegen inhibieren.

In der bereits erwahnten Studie von Stravanova et. al konnte gezeigt werden, dass die T-Zell-
Depletion bei 24 Patienten nach Nierenlebendspende keinen Einfluss auf die CMV-spezifische
T-Zell-immunitat hatte (72). Die CMV-spezifische Immunitat wurde in der Studie ebenfalls
mittels ELISpot getestet. Die Autoren vermuten, dass der mangelnde Einfluss in der
lebenslangen Persistenz der CMV-spezifischen Memory-T-Zellen begrindet liegt. In einer
anderen Studie konnten Pearl et. al. zeigen, dass die residualen T-Gedachtnis-Zellen resistent
gegenuber einer T-Zell-Depletion zu sein scheinen (81). Allerdings geht aus der Studie nicht
hervor, ob CMV-spezifische T-Gedachtniszellen hiervon auch betroffen sind, zudem wurde in
den Studien vor allem der Einfluss der T-Zell-depletierenden Immunsuppression untersucht.

Eine Korrelation zwischen Calcineurin-Inhibitoren und der Spotanzahl wurde nicht untersucht.
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Weiterhin beziehen sich vorliegenden Daten auf die Nierentransplantation, und kénnen nicht
unbedingt auf die Lebertransplantation Ubertragen werden. Anhand der vorliegenden Daten

scheint keine Korrelation zwischen Tacrolimus und den Spots zu bestehen.
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4.4, Limitationen

Zunachst muss erwahnt werden, dass es sich in der vorliegenden Arbeit um eine retrospektive
Analyse handelt, weshalb sie in der gerade in der Datenerhebung einer Stichprobenverzerrung
(engl. Selection Bias) unterliegen kann. Die Daten wurden Arztbriefen aus der LTX-Nachsorge,
Laborbefunden und dem Spendenreport von Eurotransplant entnommen. Da die Erfassung
der Studiendaten im Rahmen der reguldaren Nachsorge erfolgte, war eine exakte

Datenerhebung zu fixen Zeitpunkten (Monat 3,6,12) nicht immer maoglich.

4.5. Ausblick auf zuklinftige Strategien

CMV st eine infektiologische Herausforderung nach Organtransplantation und die adaquate
Pravention und Therapie ist nach wie vor Gegenstand der Forschung.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine CMV-Infektion nach Lebertransplantation
einen signifikanten Einfluss auf die Krankenhausverweildauer hat und das Uberleben von
Patienten wahrend des stationaren Aufenthalts nach Transplantation signifikant reduziert.
Auch wenn ein Nutzen einer CMV-Prophylaxe grundsatzlich belegt ist (59), bleibt unklar, ob
seropositive Empfanger, die ein seropositves Organ erhalten, ebenfalls von einer Prophylaxe
profitieren. Weitere Studien sollten hierzu durchgefiihrt werden, um das CMV-Infektionsrisiko
weiter zu individualisieren. Um das individuelle Risiko weiter zu stratifizieren, konnte die
Bestimmung der CMV-spezifischen Immunitat, z.B. mittels ELISpot, eine wichtige Rolle
spielen. Auch wenn wir nicht zeigen konnten, dass sich der ELISpot zur Risikoeinschatzung
bei der Lebertransplantation eignet, ermutigen die Ergebnisse nach der Nierentransplantation,
in einer groRer angelegten Studie den Nutzen der Spots im Rahmen von

Lebertransplantationen zur prifen, um die Datenlage weiter zu verbessern.
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4.6. Zusammenfassung

Wir haben eine retrospektive Analyse zu CMV-Infektionen nach Lebertransplantation in der
Klinik far Allgemein-, Viszeral und Transplantationschirurgie an der Universitdtsmedizin Mainz
durchgefuhrt und die ELISpot Daten von 39 lebertransplantierten Patienten ausgewertet.

Wir konnten zeigen, dass CMV einen signifikanten Einfluss auf die Mortalitat (p=0,006) und
Krankenhausverweildauer (p=0,001) hat. Insgesamt wurden 21 ,echte® CMV-Infektionen
beobachtet, hiervon 6 (7,4%) in der Gruppe mit hohem Infektionsrisiko, 14 (17,2%) in der
Gruppe mit mittlerem Risiko und eine Infektion (1,2%) in der Gruppe mit niedrigem Risiko. Die
Vermeidung einer CMV-Infektion ist ein wichtiger Bestandteil in der Versorgung der Patienten
nach Lebertransplantation. Mit der Absicht, das individuelle Infektionsrisiko weiter zu
stratifizieren, wurde untersucht, ob ein praoperativ durchgefihrter ELISpot zur
Risikoeinschatzung flir eine CMV-Infektion beitragen kann. Wir konnten keinen signifikanten
Unterschied der Spots zwischen Patienten mit CMV-Infektion und solchen ohne CMV-Infektion
beobachten (IE1 praoperativ p=0,795, pp65 praoperativ 0,552).

Ebenso konnten wir zeigen, dass sich der MELD-Score zwischen Patienten mit und ohne
CMV-Infektion nicht signifikant unterschied. Wir haben eine der ersten Studien zur Nutzung
von ELISpots im Rahmen von Lebertransplantationen durchgefiihrt und konnten zeigen, dass
die Immunreaktivitat innerhalb der ersten 3 Monate nach Lebertransplantation statistisch
signifikant steigt (IE-1 p=0,013, pp65 p=0,003). Grund hierfir kénnte die Genesung der
schwerkranken Leberpatienten nach der Transplantation sein. Aufbauend auf unseren
Ergebnissen, empfehlen wir weitere Studien zur Nutzung des ELISpots nach

Lebertransplantation.
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