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Einleitung

1 Einleitung

Als haufigste Organtransplantation ist die Nierentransplantation (NTX) die Behandlung der
Wabhl fur Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz (1). Nierentransplantierte zeigen im
Vergleich zu Patienten an der Hamodialyse eine hohere Lebensqualitat, ein hdheres
Funktionsniveau und ein langeres Uberleben (2, 3). Durch einen Mangel an Spenderorganen
koénnen jedoch nicht alle Patienten zeitnah nierentransplantiert werden. Zwischen der Anzahl
der Patienten, die auf eine NTX warten und derer, die ein Spenderorgan erhalten, liegt eine
groBe Diskrepanz. 2021 standen rund 7000 Patienten auf einer Warteliste und nur 1992
Nierentransplantationen wurden in Deutschland durchgefihrt (4). Zudem weisen auch bei
erfolgreicher Transplantation die Nierentransplantate nur eine beschrankte Lebensdauer auf.
In Europa funktionieren nach erstmaliger NTX nach 16,8 Jahren noch 41 % aller postmortal
gespendeten Nieren (5). Eine wichtige Ursache fir das Transplantatversagen stellt die
chronische Absto3ung dar (6).

Um eine AbstolRung des Organs zu unterdriicken, missen Patienten lebenslang
immunsuppressive Medikamente einnehmen. Trotz der langjahrigen Weiterentwicklung der
immunsuppressiven Therapie haben Immunsuppressiva einige Nebenwirkungen und Risiken
fur die transplantierten Patienten (7). Die immunsuppressive Therapie erhéht die Anfélligkeit
des Immunsystems fir bakterielle, virale (zum Beispiel Cytomegalievirus, CMV) und
mykotische Infektionen (8). Zudem besteht auch ein erhdhtes Risiko fur bestimmte
Krebsarten, da eine unkontrollierte Vermehrung von Krebszellen durch ein geschwéchtes
Immunsystem maoglich ist (9). Das Risiko fur einen Transplantierten an einem Basaliom zu
erkranken, ist beispielsweise um das Zehnfache erhoht (10). Auch Begleiterkrankungen wie
Bluthochdruck, Diabetes, Osteoporose und Stérungen des Fettstoffwechsels kdnnen
entstehen (11).

Die genaue medikamentdse Einstellung ist hierbei entscheidend, da eine zu starke
Immunsuppression das Risiko fiir Infektionen erhéht, wohingegen eine zu schwache
Immunsuppression die Gefahr einer akuten, aber auch chronischen Abstol3ung mit sich bringt.
Um eine individuelle, patientenorientierte Einstellung der immunsuppressiven Medikamente
gewahrleisten zu kénnen, wird empfohlen, nach Transplantationen (Tx) regelmafig im Serum
der Patienten die Talspiegel der immunsuppressiven Medikamente zu kontrollieren. Je nach
Medikament, angestrebter Dosierung, sowie Zeitpunkt der Tx gibt es bestimmte Zielspiegel,
die erreicht werden sollten, um eine dauerhafte Unterdriickung des Immunsystems zum
Schutz vor TransplantatabstoBung zu gewahrleisten. Jedoch gibt es keinen Test, der es
ermdglicht, eine Aussage Uber den Status des Immunsystems zu treffen, welches durch die

immunsuppressiven Medikamente verandert wird.
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Das weit verbreitete Cytomegalievirus (CMV) wird von nahezu 60% der deutschen
Bevolkerung in sich getragen (12) und kann durch eine zu starke Immunsuppression CMV-
Erkrankungen verursachen. Bereits in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass die
Virusreaktivitat gegen das CMV auch einen Hinweis auf das MalR der Immunsuppression
geben kann (13). Durch einen CMV Enzyme-linked-immuno-Spot (ELISpot)-Assay konnte
festgestellt werden, dass Patienten nach héheren Cortison-Gaben - und somit einer starkeren
Immunsuppression - eine geringere T-Zell-Reaktivitat zeigten als Patienten mit niedrigerer
Cortison-Gabe. T-Zellen scheinen in dieser Thematik eine Schlisselrolle zu spielen und
dienen daher auch als wichtiger Ansatzpunkt in der Diagnostik und Therapie viraler

Erkrankungen.

1.1 Nierentransplantation

Die Nierentransplantation ist eine allogene Transplantation, bei der die Niere von einem
genetisch unterschiedlichen Organspender der gleichen Spezies auf den Organempfanger
Ubertragen wird (14). Hierbei handelt es sich in der Regel um eine heterotope Transplantation,
bei der das Nierentransplantat in die fossa iliaca transplantiert und das erkrankte Organ in situ
belassen wird. Eine Nierentransplantation kann durch eine Lebendspende oder eine

postmortale Organspende erfolgen.

Es gibt einige immunologische Grundlagen und Voraussetzungen, die fur eine erfolgreiche
Transplantation wichtig sind. Die Allotransplantation fihrt dazu, dass es durch die Antigene
des Spenders zu einer Histoinkompatibilitat kommt. Diese Spender-Antigene werden durch
den Organempfanger als fremd erkannt und eliminiert. Hierbei spielen zwei wichtigen Systeme
eine essenzielle Rolle bei der Immunantwort: das ABO-System und die humanen Leukozyten
Antigene (HLA-Antigene). Normalerweise fihrt eine ABO-Inkompatibilitat zu einer
unmittelbaren AbstofRung des Nierentransplantats, mit einer speziellen Vorbehandlung des
Organempfangers sind aber auch ABO-inkompatible Organspenden als Lebendspenden
moglich (15, 16).

Bei den HLA-Antigenen gibt es Klasse-I-Antigene, die auf fast allen kernhaltigen Organ- und
Blutzellen zu finden sind. Sie dienen als Angriffspunkte fur zytotoxische T-Lymphozyten und
haben daher eine wichtige Rolle bei Abstol3ungsreaktionen. Die Klasse-lI-Antigene sind
hingegen vor allem auf Makrophagen sowie aktivierten T- und B-Lymphozyten zu finden und

regulieren die Starke der Immunantwort.

Besonders wichtig sind unter anderem auch die bereits zum Zeitpunkt der Transplantation

vorhandenen praformierten zytotoxischen Antikérper im Empfangerserum. Diese sind speziell
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gegen HLA-Antigene des Spenders gerichtet, was im schlimmsten Fall zu einer

Komplementaktivierung und einer sofortigen Organzerstorung fuhren kann (17).

1.2 Grundlagen des Immunsystems

Das Immunsystem hat die grundlegende Eigenschaft zwischen kérperfremd und korpereigen
zu unterscheiden. So kann der Korper Substanzen und Strukturen erkennen, die nicht vom
Korper selbst hergestellt wurden und potenziell schadlich sein kdnnten, wie beispielsweise
Bakterien, Viren oder Pilze (18).

Grundsatzlich wird zwischen dem erworbenen und dem angeborenen Immunsystem
unterschieden. In beiden Systemen gibt es zellulare und humorale Anteile, die die
Immunantwort beeinflussen. Teile des angeborenen Immunsystems stellen vor allem
physische Barrieren, Sekrete und generalisierte, schnelle Reaktionen des Koérpers auf ein
Antigen dar. Zur angeborenen Immunitat gehdren Makrophagen, Granulozyten und nattrliche
Killerzellen. Zum erworbenen Immunsystem zéahlen die weitaus spezifischer reagierenden B-
und T-Zellen. Nach einem ersten Kontakt mit einem Antigen hat das erworbene Immunsystem
die Fahigkeit sich zu erinnern und es kénnen durch Gedachtniszellen direkt passende
Antikorper produziert werden. T-Zellen entwickeln sich im Thymus mit dem Ziel nur noch auf

Fremdkorper zu reagieren (19).

Insgesamt wirken viele komplexe, voneinander abhangige zellulare und humorale
Komponenten zusammen, um schadliche Zellen oder Fremdkorper identifizieren und

bekampfen zu kdnnen und somit den Kérper vor Schaden zu schitzen.

Eine Transplantation stellt eine spezielle Herausforderung fir das Immunsystem dar. Die sonst
hilfreichen Funktionen, wie die Unterscheidung zwischen fremd und kérpereigen, fihren bei
einem fremden Organ zu Reaktionen des Immunsystems, die das Transplantat geféahrden.
Daher ist die Kontrolle des Immunsystems durch immunsuppressive Medikamente eine
wichtige Komponente, um die Funktion des transplantierten Organs langfristig

aufrechtzuerhalten (20).
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1.3 Immunsuppression bei NTX

Mit immunsuppressiven Medikamenten werden Abwehrmechanismen des kdrpereigenen
Immunsystems unterdriickt oder gehemmt. Indiziert ist die Gabe solcher Medikamente vor

allem bei Patienten mit Transplantationen und Autoimmunerkrankungen.

Wenn das Immunsystem das transplantierte Organ durch HLA-Antigene als korperfremd
betrachtet, greift es dieses an und l6st somit eine Abstof3ungsreaktion aus. Nur durch eine
medikamentds induzierte Immunsuppression sind allogene Transplantationen méglich. Seit
bei Transplantationen standardmafig Calcineurininhibitoren (CNI) eingesetzt werden, sind die

Risiken fur AbstofRungsreaktionen deutlich zuriickgegangen (21).

Die Standardmedikation nach NTX setzt sich meist aus einer Mehrfachtherapie mit
verschiedenen Immunsuppressiva zusammen. Haufig werden drei Immunsuppressiva
unterschiedlicher Substanzklassen mit verschiedenen immunologischen Angriffspunkten
kombiniert: CNI, Steroide und antiproliferative Medikamente (22). Generell werden drei
verschiedene Phasen der Immunsuppressionstherapie unterschieden: Induktionstherapie,

initiale Therapie und Erhaltungstherapie.

1.3.1 Induktionstherapie

Eine Induktionstherapie ist eine bereits praoperativ oder unmittelbar nach NTX startende
Immunsuppression. Ziel der Induktion ist es, frihe Rejektionen zu vermeiden, da diese das
Risiko fur chronische Transplantatverluste erhéhen kdnnen (23). Das personliche Risikoprofil
der Organempfanger sollte vor Gabe einer Induktionstherapie bericksichtigt werden. Hierbei
spielen einige Faktoren eine Rolle: das transplantierte Organ, vorhandene Humane
Leukozytenantigene-Antikbrper (HLA-Antikorper), verlangerte kalte Isch&miezeit, Delayed
graft function (DGF), Komorbiditaten, Alter und eine erneute NTX (Re-Tx). Grundsatzlich wird
die Kombination aus Antikérpern gegen T-Zellen mit gering dosierten konventionellen
Immunsuppressiva von der Gabe hochdosierter konventioneller Immunsuppressiva
unterschieden. Als Antikérper werden Antilymphozytenserum (ATG) und Interleukin-2 (IL-2) —

Rezeptorantikdrper, wie Basiliximab, verwendet (22, 24).

In den KDIGO-Leitlinien wird fur Patienten mit einem niedrigen immunologischen Risiko als
Induktionstherapie ein Biological als Teil der initialen immunsuppressiven Therapie empfohlen
und vorgeschlagen als erste Wahl Praparat hier einen IL-2-Rezeptorantagonisten einzusetzen

(25). Bei einem hdheren immunologischen Risiko wird der Einsatz von ATG empfohlen.
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1.3.2 Erhaltungsimmunsuppression

Zu den wichtigsten Medikamenten der Erhaltungstherapie nach NTX zéhlen
Calcineurininhibitoren (CNI), Steroide und proliferationshemmende Medikamente wie
Mycophenolat-Mofetil (MMF). Die KDIGO-Leitlinien empfehlen eine Triple-Therapie mit CNI,
MMF und einem Steroid. Da vor allem in den ersten drei Monaten nach NTX ein erhdhtes
Risiko einer akuten AbstoBung besteht, werden in dieser Zeit hdhere Dosierungen der
Immunsuppressiva gegeben (24). Um dann die Nebenwirkungen, die die Immunsuppression
mit sich bringt, moglichst gering zu halten, werden die Dosierungen im langfristigen Verlauf

reduziert und dauerhaft eine niedrige Dosierung angestrebt (14-16).

Ein vollstandiges Absetzen der Immunsuppression ist nicht empfehlenswert, da es auch im

spateren Verlauf noch zu akuten oder chronischen Abstoliungen kommen kann.

Als initiale Erhaltungstherapie wird eine Kombination aus einem CNI und Proliferationshemmer
mit oder ohne Steroide empfohlen. Als CNI sollte bevorzugt Tacrolimus und als
Proliferationshemmer MMF eingesetzt werden. Falls ein Mechanistic Target of Rapamycin
(mTOR)-Inhibitor verwendet werden sollte, wird empfohlen, dies erst nach Beginn der
Transplantatfunktion zu starten (17). Im idealen Fall sollte die niedrigste Erhaltungsdosis zwei
bis vier Monaten nach NTX erreicht werden und die Therapie mit einem CNI eher weitergefihrt

als abgesetzt werden (25).

Als weiteres wichtiges immunsupprimierendes Medikament werden Steroide gegeben. Diese
haben eine breite Wirkung auf immunologische Prozesse. Sie hemmen die T-Zell-Aktivierung
und die Synthese von Zytokinen wie IL-1 und IL-2. Eine hohe Dosierung der Steroide kann
auch die Antikorperbildung beeinflussen sowie die Funktion von Oberflachenproteinen stéren.
Weitere hemmende Effekte kommen durch eine Interaktion mit proinflammatorischen
Transkriptionsfaktoren, wie dem nuclear factor of kappa B (NFkB) und dem activator protein 1
(AP-1) (26). Insgesamt helfen diese Effekte dabei, eine konstante Immunsuppression zu
fordern und Entzindungsreaktionen zu lindern (27). Die beginnend hohe Dosierung der
Steroide wird im Verlauf langsam reduziert, um Langzeitnebenwirkungen zu vermeiden.
Zudem wird empfohlen auch die Gabe von Steroiden eher fortzufahren als abzusetzen, wenn

bereits langer als eine Woche damit therapiert wurde (23).

1.3.3 Kontrolle der Immunsuppressiva

Damit eine richtige Einnahme kontrolliert werden kann, sollten die Medikamentenspiegel nach

NTX gemessen und die Dosis der Medikamente im Verlauf angepasst werden.
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Es wird empfohlen, regelmaRig die Talspiegel der CNI im Blut zu Gberprifen. Ein Talspiegel
kann durch eine Blutentnahme direkt vor erneuter Medikamenteneinnahme bestimmt werden.
Dies sollte in der unmittelbaren postoperativen Phase jeden zweiten Tag erfolgen, bis der
Zielspiegel erreicht ist. Zudem sollten die Medikamentenspiegel auch bestimmt werden, wenn
sich etwas an der Medikation verandert hat oder sich die Nierenfunktion verschlechtert hat
(17). Das Monitoring der Medikamentenspiegel ist sehr wichtig, da sich jegliche

Veranderungen an der Dosis, aber auch an der Transplantatfunktion darin zeigen kénnen (28).

Der therapeutische Bereich der Immunsuppressiva unterscheidet sich je nach Medikament.
Bei einer komplikationslosen NTX sollten die Talspiegel von Tacrolimus in den ersten zwei
Monaten nach NTX bei 8 - 10 ng/ml liegen und im spateren Verlauf bei 5 - 8 ng/ml (29). Erfolgt

die Immunsuppression mit Everolimus, wird ein Medikamentenspiegel von 3 - 8 ng/ml
angestrebt (30).

Da die Patienten lebenslang auf die immunsuppressiven Medikamente angewiesen sind, um
dauerhaft eine Transplantatfunktion gewahrleisten zu kénnen, ist hierbei das Management von
groBer Relevanz. Nicht zu vernachlassigen sind allerdings die Nebenwirkungen, die eine
Immunsuppression mit sich bringt. Durch zu starke Immunsuppression kann es vor allem

schneller zu Infektionen kommen.

1.4 Transplantat-Monitoring

Die regelm&Rige Nachsorge der Nierentransplantierten ist sehr wichtig, um frihzeitig
intervenieren zu kbénnen, sollten sich ein Infekt oder eine AbstoRung des Organs anbahnen.
Gerade in der ersten Zeit nach NTX ist das Risiko fiir eine Abstol3ung besonders hoch. Viele
Studien berichten hier von einer Inzidenz akuter Abstof3ungen innerhalb des ersten Jahres
nach NTX zwischen 3 und 12 % (31).

Als Parameter, um die Funktion des Nierentransplantats zu Gberwachen, kénnen das Serum-
Kreatinin sowie die Glomerulare Filtrationsrate (GFR) und die Untersuchung des Urins, vor
allem auf eine Proteinurie, genutzt werden. Auch Ultraschalluntersuchungen der
Transplantatniere sind hilfreich und notwendig, um die Nierenfunktion vollstandig beurteilen zu
konnen (25).

Bei einem anhaltenden Anstieg des Serum-Kreatinins oder einer neuaufgetretenen

Proteinurie, fur die es keine Erklarung gibt, ist eine Nierenbiopsie die Methode der Wahl.
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1.5 Infektionen bei Immunsuppression

Gerade bei immunsupprimierten Patienten ist es schwierig, eine Infektion zu erkennen.
Immunkompetente Menschen haben schnell Anzeichen und Symptome, die auf eine Infektion

hinweisen, diese sind aber bei Transplantatempfangern vermindert (8).

Das Erregerspektrum ist sehr grof3 und eine Infektion kann durch spétes Erkennen oft schnell

voranschreiten. Daher sollte eine friihzeitige Diagnose mit anschlieBender Therapie erfolgen.

Durch eine regelméRige Veranderung der immunsuppressiven Medikamente andert sich auch
das Infektionsrisiko nach der NTX im Verlauf. Da die Patienten aber lebenslang
Immunsuppressiva einnehmen, wird es immer ein besonderes Infektionsrisiko geben. Weil es
keinen Test zur Erfassung des Infektionsrisikos gibt, wird dieses aktuell durch Faktoren wie
die Intensitdt der Immunsuppression und/oder Klinische Anzeichen, sowie die

Funktionsverschlechterung des Transplantats, eingeschatzt.

Speziell kann es zu Infektionen durch den Spender kommen, generell aber auch zu Infektionen

durch den Empfanger, nosokomiale oder ambulant erworbene Infektionen (8).

Die durch den Spender Ubertragenen Infektionen sind haufig latent in den Geweben, es kann
aber auch eine aktive Infektion zum Zeitpunkt der Organspende die Ursache sein. Um dies zu
vermeiden, wird aktuell eine routinemafige Blutuntersuchung der Organspender auf die
haufigsten Infektionen durchgefihrt. Unter anderem wird hierbei auf Hepatitis-B- oder C-Viren

getestet.

Transplantatempféanger sollten auch vor der NTX auf bereits stattgefundene Infektionen
untersucht werden. Haufige Erreger sind Viren wie CMV, Epstein-Barr-Virus (EBV) oder
Herpes simplex, Hepatitis-B-Virus (HBV), Hepatitis-C-Virus (HCV) sowie Humanes
Immundefizienz-Virus (HIV) (32). Besonders Viren, die permanent in Wirtszellen verbleiben,
kénnen durch die anstehende Immunsuppression erneut zu Infektionen flhren. Hierbei
hervorzuheben sind CMV, EBV und Hepatitis B.

Im ersten Monat nach Tx kdnnen die Infektionen im Zusammenhang mit dem Spender stehen
sowie durch aktive Infektionen des Empfangers bei Tx oder durch Komplikationen der
Operation verursacht werden. Hierbei kdnnen sich frihe Infektionszeichen wie eine Hepatitis,

Pneumonie, Enzephalitis, Leukopenie oder ein Ekzem zeigen (8).

Im Zeitraum von einem bis sechs Monaten nach NTX sind sowohl virale als auch bakterielle
Erreger problematisch. Es kann vor allem gehauft zu Harnwegsinfekten (HWI) und auch den
selteneren opportunistischen Infektionen wie Pneumocystis- jirovecii-Pneumonie, Listeria

monocytogenes-Infektionen, Toxoplasma gondii-Infektionen und anderen Infektionen
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kommen. Daher erhalten die Patienten meist eine Trimethoprim-Sulfamethoxazol-Prophylaxe,
die vor allem eine Pneumocystis-jirovecii-Pneumonie und HWIs verhindern soll (33). Generell
zahlen HWIs mit einem Auftreten von 25 % im ersten Jahr nach NTX zu den haufigsten
Infektionen (34).

Durch eine immer geringer dosierte Immunsuppression nimmt das Infektionsrisiko sechs
Monate nach NTX ab. Erleiden Patienten chronische virale Infektionen, kann es zu

Transplantatschaden kommen. Dazu zahlen vor allem CMV, EBV und BKV.

1.5.1 CMV

Das Cytomegalievirus ist ein sehr weit verbreitetes Virus, welches bei Erkrankung sowohl zu
einem asymptomatischen als auch zu einem schwerwiegenden Verlauf mit Organbeteiligung
fuhren kann (35). CMV stammt aus der Gruppe finf der humanen Herpesviren (HHV-5). Es
gibt nur einen Serotyp, aber viele Virusisolate, die sich genotypisch unterscheiden (36).

Das circa 180 nm grol3e Virus besitzt eine doppelstrangige Desoxyribonukleinsdure (DNA),
die von einem Kapsid umgeben ist. In der Hille sind viruskodierte Glykoproteine eingelagert
und zwischen dieser und dem Kapsid liegen Tegumentproteine. Das CMV des Menschen
repliziert nur in menschlichen Zellen, wie Fibroblasten, Epithel- und Endothelzellen, sowie
Makrophagen. Wie auch die anderen Herpesviren kann es nach einer Primarinfektion zu einer
latenten Infektion kommen, in der das Virus nicht weiter aktiv repliziert wird, aber wenige virale
Gene exprimiert werden. In Latenz bleibt das Virus in hamatopoetischen Stammzellen und
Monozyten (37).

Eine Untersuchung einer Gruppe aus 24260 Personen in Deutschland ergab eine
Seropravalenz von 46 % (38). Bei Nierentransplantierten hingegen wird von einer héheren

Seropravalenz ausgegangen, was auf das hdhere Alter zurtickzufiihren ist (39, 40).

Vor allem Kleinkinder kdnnen nach kongenitaler und postnataler CMV-Infektion groRRere
Virusmengen ausscheiden. Somit stellt diese Gruppe ein Risiko fiir seronegative Frauen kurz
vor der Schwangerschaft, beziehungsweise seronegative Schwangere sowie

immunsupprimierte Personen dar (41).

Uber infektitse Fliissigkeiten wie Speichel, Urin, Blut oder Muttermilch kann das Virus durch

Stillen, Sexualkontakte, aber auch Blutprodukte und Organtransplantate iibertragen werden.

Immunkompetente Personen haben meist eine asymptomatische CMV-Infektion oder
unspezifische grippeartige Symptome. Bei immungeschwachten Personen wie Neugeborenen
oder Personen unter immunsuppressiver Therapie kann eine CMV-Infektion zu

komplizierteren Verlaufen fihren. Es kdnnen Organsysteme geschéadigt werden, insbesondere
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die Lunge durch eine Pneumonie, die Leber, der Darm und das Auge, bei welchem es zu einer

Retinitis bis zu Erblindung kommen kann (42).

Speziell bei Nierentransplantierten kann sich eine CMV-Infektion klinisch durch verschiedene
Symptome  &ufRern. Eine CMV-Erkrankung kann durch Fieber, Leukopenie,
Thrombozytopenie, Myalgien oder erhdhte Leberenzyme gekennzeichnet sein. Zudem kann
das Virus in Gewebe oder Organe eindringen, wie die Leber, Nieren, das Knochenmark, die
Lunge, den Gastrointestinaltrakt und die Netzhaut. Die CMV-Infektion an sich kann sich aber
auch indirekt in einem erhdhten Risiko fur Sekundéarinfektionen durch andere
Krankheitserreger, wie beispielsweise andere Herpesviren, oder ein erhéhtes Risiko fur eine
Transplantatdysfunktion bis zur Transplantatabstof3ung zeigen (43, 44). Weiterhin gibt es auch
Hinweise darauf, dass CMV mit chronischen GefalRverdnderungen in Zusammenhang steht
(45).

AulBer der CMV-Retinitis kann eine CMV-Erkrankung nicht nur anhand klinischer Symptome
diagnostiziert werden, da die Symptome sehr unspezifisch sein kénnen. Ein erstmaliger
Nachweis von CMV-Antikérpern der Gruppe IgM im Serum spricht flr eine Primarinfektion.
Zwischen einer Primarinfektion und einer Reaktivierung zu unterscheiden, ist nicht immer
einfach. Bei einer Reaktivierung zeigt sich bei Imnmunkompetenten meist ein Titeranstieg der
CMV-1gG-Antikorper bei negativen IgM-Antikorpern. Bei Immunsupprimierten kann eine aktive
CMV-Infektion durch eine quantitative Bestimmung der Viruslast mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) festgestellt werden (46). AulBerdem kann auch das Tegumentprotein

pp65 in Leukozyten nachgewiesen werden (36, 47).

Bei einer vorliegenden ernsthaften Erkrankung werden die Patienten mit Virostatika, wie zum
Beispiel Valganciclovir oder Ganciclovir, behandelt. Die aktive Uberwachung von Patienten
mittels Kontrolle der Viruslast und Gabe antiviraler Medikamente als Sekundéarprophylaxe oder
praemptive Therapie ist wirksam, um eine CMV-Infektion beziehungsweise eine CMV-
Reaktivierung bei Transplantierten zu verhindern. Zu den verwendeten Medikamenten

gehoren hierbei Ganciclovir, Valganciclovir und Foscarnet (48).

Schon vor einigen Jahren wurde die Auswirkung von frihen CMV-Infektionen nach NTX
untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass sowohl asymptomatische als auch
symptomatische CMV-Erkrankungen in den ersten 100 Tagen nach NTX das
Sterblichkeitsrisiko erhdhen (49). Gerade in den ersten Monaten nach NTX besteht ein

erhdhtes Risiko fur eine CMV-Reaktivierung aufgrund der hohen Immunsuppression (50).

Bei einer NTX wird vor der Tx sowohl beim Organspender als auch -empfanger der CMV-
Status im Serum bestimmt. Sind sowohl Empfanger als auch Spender CMV-seronegativ (D-

/R-), ist von einem niedrigen Risiko einer CMV-Erkrankung nach NTX auszugehen (low risk).
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Ein intermediate risk besteht dann, wenn der Empfanger CMV-seropositiv ist und der Spender
CMV-seropositiv oder -negativ (D-/R+; D+/R+). Ist nur der Spender CMV-seropositiv (D+/R-),
besteht fir den Empféanger ein hohes Risiko fur eine CMV-Erkrankung (high risk). Studien
zufolge entwickelten fast 50 % mit high risk eine CMV-Infektion (40).

Empfohlen wird in den KDIGO-Leitlinien fur alle Nierentransplantatempfanger, aul3er Patienten
mit low risk, die Gabe einer oralen Chemoprophylaxe mit Ganciclovir oder Valganciclovir fur
mindestens drei Monate nach Tx. Bei Patienten, die eine CMV-Erkrankung haben, wird eine
wochentliche Ermittlung der CMV-Viruslast durch eine DNA-PCR oder pp65-Antigendmie
(siehe nachster Abschnitt) vorgeschlagen. Als Therapieempfehlung bei CMV-Erkrankung wird
bei schwerem Verlauf eine intraventse (i.v.) Therapie mit Ganciclovir und bei leichtem

klinischen Verlauf mit Valganciclovir oral herausgegeben (25).

Der pp65-Antigen-Test ist ein weiteres Verfahren, bei dem das CMV-spezifische Antigen pp65
in Lymphozyten nachgewiesen wird. Dieses Antigen kann nur dann nachgewiesen werden,
wenn eine aktive Vermehrung des CMV stattfindet, was also fur eine frische CMV-Infektion
spricht. Da gerade bei immunsupprimierten Patienten eine CMV-Infektion zu schwierigen
Erkrankungen und Verlaufen fihren kann, kann der Test bei solchen Patienten noch
unterstitzend bei der Diagnostik sowie der anschlieBenden Frage nach
Therapiemdglichkeiten sein (51-53).

Das immediate-early-1- Protein (IE-1) des CMV war eines der ersten CMV-spezifischen
Proteine, die identifiziert werden konnten. Es erflllt regulatorische und transaktivierende
Funktionen (54). Das Protein wird mit am haufigsten von CD8-T-Zellen wiedererkannt. Daher

wird es auch in Diagnostik und Studien als CMV-Marker verwendet (55).

1.5.2 BKV
1971 wurde zum ersten Mal das potenziell humanpathogene Polyomavirus BK-Virus aus einer
Urinprobe eines nierentransplantierten Patienten isoliert (56). Das BK-Virus ist ein unbehulltes

Virus mit einem Genom aus einer doppelstrangigen, zirkularen DNA.

Zu einer priméren BK-Virusinfektion kommt es meist in der Kindheit. Symptome zeigen sich
haufig in Form einer leichten Atemwegsinfektion oder Fieber (57). Bei immunkompetenten
Menschen verbleibt das BK-Virus dann ohne klinische Auffélligkeiten in den Nieren. Etwa 80

% der Allgemeinbevolkerung weisen BKV-Antikorper auf, die lebenslang persistieren (58).

Bei nierentransplantierten Patienten kann es durch die Immunsuppression zu einer BKV-
Reaktivierung kommen, was eine interstitielle Nephritis hervorrufen kann. Die Inzidenz von
BK-Viramien bei NTX-Patienten liegt bei etwa 13 % und bei BKV-Nephropathien (BKVN) bei
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8 % (59). Das Risiko eines Transplantatverlustes infolge der Infektion ist hoch und daher ist

BKV gerade fiir NTX-Patienten sehr relevant und sollte regelmafiig kontrolliert werden.

Zur Diagnose einer BK-Virusinfektion ist die Schatzung der viralen DNA im Urin durch eine
PCR ein verwendeter Screening-Test. Hierber wird aber nur die Information vermittelt, dass
das Virus generell im Urothel vorhanden ist. Eine Bestimmung der BKV-DNA im Plasma kann
mehr Auskunft geben. Eine langer als vier Wochen anhaltend positive PCR von 10* gEg/mL
lasst eine BKVN vermuten (60). Um eine BKVN diagnostizieren zu konnen, ist eine

Nierenbiopsie, die charakteristische Hinweise gibt, erforderlich.

Da eine BKVN meist eine Immunsuppression impliziert, ist das Therapiekonzept in der Regel
die Reduktion der Immunsuppression. Hierbei besteht dann die Gefahr einer akuten

Transplantatabstof3ung (61).

Fir alle NTX-Patienten wird empfohlen, regelmafiig mittels einer quantitativen DNA-PCR auf
das BK-Virus zu untersuchen. Dies sollte monatlich in den ersten drei bis sechs Monaten nach
NTX erfolgen und danach alle drei Monate bis zum Ende des ersten Jahres nach NTX. Auch
bei jeder Erhdhung des Serum-Kreatinins, fir die es keine Ursache gibt, sollte auf das BK-
Virus untersucht werden. Liegt die BK-Viruslast anhaltend tber 10000 Kopien/ml, sollte die

immunsuppressive Medikation reduziert werden (25).

1.6 TransplantatabstoRungen

Von einer Transplantatabstof3ung spricht man, wenn das Immunsystem des Organempfangers
auf das Transplantat reagiert und dieses angreift. Neben rezidivierenden glomerularen
Erkrankungen, Fibrose, CNI-Toxizitdt und BKVN ist die Transplantatabstol3ung eine der
Hauptursachen fir den Verlust eines Nierentransplantats (62). Sowohl das angeborene als
auch das erworbene Immunsystem spielen bei der Abstol3ungsreaktion eine grofl3e Rolle.

Jedoch sind die T-Zellen die Hauptzellen, die das Transplantat erkennen.

Generell kann man die Abstoliungen je nach Histopathologie und immunologischen

Merkmalen unterteilen (63):

- hyperakute Abstol3ung: Hierzu kommt es nach wenigen Minuten nach der Tx durch
Antikorper oder eine ABO-Inkompatibilitdt. Aufgrund standardisierter Tests vor NTX
wird dies aber nur noch selten beobachtet.

- Akute AbstoRRung: Diese tritt innerhalb von Tagen bis Wochen nach der Transplantation

auf, kann aber auch zu einem spateren Zeitpunkt nach Tx vorkommen. Man
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unterscheidet zwischen einer Antikorper-vermittelten AbstoRung und einer T-Zell-
vermittelten Absto3ung.

- Chronische AbstoRRung: Sie kann sich nach mehr als zwdélf Monaten nach der NTX
entwickeln - entweder in Form einer chronischen Antikérper-vermittelten Absto3ung
oder als eine chronische T-Zell-vermittelte Abstof3ung.

- eine Mischung aus einer akuten und chronischen Abstof3ung

Meist sind die Patienten mit einer Transplantatabsto3ung zun&chst asymptomatisch. Daher
sollte bei einem pl6tzlichen Anstieg des Serum-Kreatinins auf mehr als 25 % des
Ausgangswertes oder einer neu aufgetretenen Proteinurie an eine Abstol3ung gedacht
werden. Mdgliche Symptome einer AbstoBung sind Fieber, Schmerzen an der
Transplantatstelle, Hamaturie, Dysurie oder eine schlechter werdende arterielle Hypertonie
(64).

Beim Verdacht auf eine AbstoRung sollte eine Nierenbiopsie durchgefiihrt werden (25), denn
beweisend fiir eine AbstoRRung ist bisher allein die histologische Analyse. Mit Hilfe der Banff-
Klassifizierungen konnen AbstoBungen eingruppiert werden (65). Ein idealer
AbstoBungsmarker in Form eines spezifisch und sensitiv auf AbstoRung reagierenden

Messwertes im Blut oder im Urin steht derzeit nicht zur Verfligung.

Zur Behandlung einer akuten AbstoRung stehen die SteroidstoRtherapie, ATG und deren
Kombination zur Verfigung. Bei hochgradigem klinischem Verdacht sollte bereits vor Erhalt

des Biopsieergebnisses zumindest mit der Steroidtherapie begonnen werden.

Fur eine akute zellulare AbstoRung wird die Behandlung mit Steroiden empfohlen. Bei
antikdrpervermittelten Abstofungen wird vorgeschlagen, mit einer Plasmapherese, einer
intraventsen Immunglobulin-Gabe, Anti-CD20-Antikérpern oder Lymphozyten-depletierenden
Antikdrpern zu therapieren (25).

1.7 Rolle des CMV-spezifischen ELISpots fur das Immunmonitoring

Die Immunsuppression kann als Nebenwirkung zu Infektionen fiihren, was immer noch eines
der Hauptprobleme in der Transplantationsmedizin darstellt. Viele Studien zeigen, dass vor
allem im ersten Jahr nach Transplantation Infektionen einen grof3en Einfluss auf den Verlauf
nach NTX haben (66, 67), die letztendlich auch zum Transplantatverlust oder Tod fihren
konnen (68).

Uberwiegend werden die Transplantatfunktion und der klinische Zustand des Patienten im

klinischen Alltag genutzt, um eine Aussage Uber den individuellen Status des Immunsystems
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unter Immunsuppression treffen zu kdnnen. Hierbei wurden bereits in vielen Studien neue
Ansatze versucht, um den Status des Immunsystems genauer erfassen und somit die
Immunsuppression besser modulieren zu kénnen. Mit der ELISpot - Technik kann die Anzahl
von T-Zellen gemessen werden, die vom Koérper als Reaktion auf einen Virus oder ein anderes
Antigen gebildet und ausgeschiittet werden (69, 70). Hierzu gibt es Studien, bei denen gezeigt
wurde, dass die T-Zellen nach hoheren Cortison-Gaben und somit einer starkeren
Immunsuppression eine geringere T-Zell-Reaktivitat zeigten als Patienten mit niedrigerer
Cortison-Gabe (13, 71). Das lasst darauf schlieRen, dass durch diese Tests eine Aussage Uber
den Status des Immunsystems getroffen werden kénnte. Auch wiesen einige Studien auf, dass
durch T-Zell-Nachweise mit ELISpots ein erhdhtes Risiko fur eine TransplantatabstoRung

erfasst werden kann (72).

Da CMV als eine der haufigsten viralen Erkrankungen bei Nierentransplantatempfangern zahlt,
hat man sich dies schon in der Vergangenheit zu Nutzen gemacht, anhand von CMV und der
Reaktion des Kdrpers auf CMV eine Aussage Uber den Umgang des Immunsystems mit der

viralen Infektion treffen zu kénnen (73-75).

1.8 Ziel und Fragestellung der Studie

Ein Test, um den Grad der Immunsuppression bestimmen zu kdnnen, wére sehr hilfreich,
damit die immunsuppressive Therapie individueller angepasst und angemessen dosiert
werden kann. Auch frihzeitig einen Hinweis darauf zu erhalten, ob ein Patient eher
infektgefahrdet ist oder die Gefahr besteht, dass es zu einer Abstol3ung kommt, kdnnte zu
einer Optimierung der Immunsuppression fihren. Da es aktuell, bis auf die Bestimmung der
Talspiegel mancher Immunsuppressiva und der Untersuchung der Transplantatfunktion, kein
standardisiertes Verfahren gibt, welches den Status der Immunsuppression erfasst, wurde in
der Studie ein CMV-spezifischer ELISpot verwendet und vor dem Hintergrund der

Immunsuppression nach NTX betrachtet.

In der Studie wurde Nierentransplantierten vor ihrer NTX und zu vier weiteren Zeitpunkten
nach der Tx Blut abgenommen und der klinische Verlauf tGber zwolf Monate nach der
Transplantation dokumentiert. Mit den Blutproben wurden ELISpots durchgefihrt, um
prospektiv festzustellen, ob sich der T-Track® CMV ELISpot dafir eignet, eine Aussage Uber
den Status der Immunsuppression treffen zu kénnen. Zudem wurde untersucht, ob man durch
den Status der Immunsuppression sehen konnte, dass Patienten dann eher einen Infekt oder
eine Abstol3ung entwickelten und ob dies in Zusammenhang mit der Auswertung der ELISpots

stand.
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Folgende Hypothesen wurden aufgestellt:

- Der T-Track® CMV ELISpot kann die Reaktionsfahigkeit von T-Lymphozyten gegen
(Virus-) Antigene mittels IFN-y-Sekretion messen.

- Die T-Zell-Reaktivitat gegen das Virusantigen korreliert mit dem Grad der
Immunsuppression.

- Ein Patient mit hoher T-Zell-Reaktivitdt bekommt eher eine Abstof3ung als einen Infekt,
wahrend ein Patient mit niedriger Reaktivitat eher infektgeféhrdet ist.

- Das Risiko einer CMV-Reaktivierung kann mittels T-Track® CMV ELISpot eingeschatzt

werden.
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2 Material und Methoden

2.1.1  Studiendesign und -population

Es handelt sich um eine monozentrische und nicht-interventionelle Studie. Die Daten wurden

prospektiv erhoben. Eine Randomisierung und Verblindung erfolgten nicht.

Alle einwilligungsfahigen Patienten, die eine NTX zwischen dem 01.08.2019 und dem
31.12.2021 in der Klinik fir Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie (AVTC; Univ.-
Prof. Dr. Hauke Lang) der Universitatsmedizin Mainz erhalten haben, volljahrig waren und
nicht im ersten Jahr nach Transplantation verstorben sind oder ein Transplantatversagen

hatten, wurden in die Studie eingeschlossen.

Die Untersuchungen wurden mit Genehmigung der Ethikkommission der Landeséarztekammer
Rheinland-Pfalz durchgefiihrt (Ethiknummer: 2019-14226).

2.1.2 Studienablauf

Die Patienten, bei denen eine Nierentransplantation bevorstand, wurden in der I. Med.- Klinik
und Poliklinik der Universitadtsmedizin Mainz nach Zustimmung, an der Studie teilzunehmen,
Uber einen zwolfmonatigen Zeitraum nach Transplantation untersucht. Die erste Blutentnahme
erfolgte unmittelbar vor der Transplantation (vor NTX, siehe Abbildung 1). Zu vier weiteren
festgelegten Zeitpunkten nach Transplantation wurden den Patienten 30 ml Heparinblut
entnommen und daraus ein ELISpot mit dem T-Track® CMV Kit (Lophius Biosciences GmbH,
Regensburg, Deutschland) durchgefihrt.

vor NTX NTX 30 Tage (+/- 7d) 3 Monate (+/- 14d) 6 Monate (+/- 30d) 12 Monate (+/- 30$

e v v v v

30 ml BE 30 ml BE + 30 ml BE + 30 ml BE + 30 ml BE +
Follow Up Follow Up Follow Up Follow Up

Abbildung 1: Studienablauf. BE: Blutentnahme. d: Tage.

Die Zeitpunkte der ELISpots wurden von uns beschrieben als TO vor der NTX, T1 nach vier

Wochen, T2 nach drei Monaten, T3 nach sechs Monaten und T4 nach zw6lf Monaten.
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2.1.3 Patientencharakteristika

Zur Charakterisierung der Patienten und der Verlaufe nach Transplantation wurden folgende

Variablen und Parameter erhoben:

- Geschlecht

- Alter zum Zeitpunkt der Transplantation

- Grunderkrankung

- Dialysepflichtigkeit vor NTX

- Art der Nierentransplantation: Lebendspende oder postmortale Spende
- CMV-Status und CMV-Risikokonstellation

- CMV-Prophylaxe

- Erneute NTX (Re-NTX)

- Immunsuppression nach NTX

- AbstoRungen innerhalb des Beobachtungszeitraums

- Biopsieergebnisse bei AbstoRungen

- Behandlung von Abstof3ungen

- Infektionen innerhalb des Beobachtungszeitraumes

- CMV-Reaktivierungen (CMV-PCR)

- Klinik der CMV-Reaktivierungen

- BKV-Reaktivierungen (BKV-PCR)

- Serum-Kreatinin und GFR zu den vier Follow Up Zeitpunkten
- Tacrolimus- und Everolimus-Talspiegel

- Immunsuppression vor NTX

2.1.4 Definitionen von studienspezifisch erhobenen Daten

Als AbstoRungen wurden nur solche gewertet, die durch eine Nierenbiopsie beim klinischen

Verdacht auf eine Abstof3ungsreaktion histopathologisch gesichert wurden.

Eine Infektion legten wir als eine solche fest, wenn es laborchemische oder klinische Hinweise
darauf gab. Laborchemische Zeichen einer Infektion wurden definiert als eine Erhéhung der
Infektparameter, wie das C-reaktive Protein (CRP) und eine Anderung der Leukozytenzahl.
Der Keimnachweis in Blutkulturen oder Urinkulturen wurde zudem als Infektionsursache
bertcksichtigt. Ein HWI wurde durch einen pathologischen Urinbefund mit positivem Nitrit
und/oder positiver Leukozyten-Esterase sowie einer Transplantatfunktionsverschlechterung
und Klinischer Anzeichen wie Fieber diagnostiziert. Virale Infekte konnten durch eine PCR-

Bestimmung erfasst werden, im Speziellen CMV (siehe folgender Abschnitt 2.1.5). Ein Infekt
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unklarer Genese wurde definiert als ein Auftreten von Fieber und/oder erhdhten
Infektparametern Gber mindestens zwei Tage ohne einen bakteriellen oder viralen Nachweis

einer Infektionsursache.

Zu Immunsuppression vor NTX zahlten alle Patienten, die im Rahmen ihrer Grunderkrankung
bereits vor NTX dauerhaft Steroide einnahmen oder aufgrund ihrer Re-NTX schon

Immunsuppressiva wie Steroide einnahmen.

2.1.5 CMV-Risikogruppen und -Monitoring

Die Erfassung des CMV-Risikos sowie des weiteren CMV-Monitorings entsprach dem
klinischen Standard. Vor NTX wurden bei allen Patienten und Spendern im Serum die CMV-
Antikorper bestimmt. Ein Nachweis der Typ IgG Antikdrper zeigte eine bereits erfolgte CMV-
Infektion. Wenn keine Antikdrper bestimmbar waren, waren die Patienten CMV-seronegativ
und hatten noch keine CMV-Infektion. Waren sowohl Spender als auch Empfanger CMV-
seronegativ (D-/R-), war das Risiko fir den Empféanger, durch die Transplantation eine CMV-
Infektion zu bekommen, niedrig (low risk) (76). Wenn sowohl Spender als auch Empfanger
CMV-seropositiv waren (D+/R+) oder der Empfanger CMV-seropositiv und der Spender CMV-
seronegativ (D-/R+), bestand ein mittleres Risiko fir eine CMV-Reaktivierung (intermediate
risk). War nur der Spender CMV-seropositiv (D+/R-), hatte der Empfanger ein hohes Risiko fur
eine neue CMV-Infektion (high risk).

Den Patienten wurde nach der Transplantation in wochentlichen Routinekontrollen in der
nephrologischen Ambulanz der Universitdtsmedizin Mainz EDTA-Blut enthommen und damit

eine PCR zum Nachweis von CMV durchgefuhrt.

2.1.6 Definition von CMV-Events: CMV-Reaktivierung, -Erkrankung und selbstlimitierende
Infektion

Als CMV-Events wurden CMV-Reaktivierungen, neue CMV-Infektionen und selbstlimitierende
CMV-Infektionen definiert. Wenn ein Patient, der bereits vor NTX CMV-seropositiv war, zwei-
oder mehrfach einen positive CMV-PCR mit einer Viruslast von mehr als 100 Kopien/ml
aufwies, galt dies als CMV-Reaktivierung. Eine einmalig schwach oder niedrig positive CMV-
PCR mit einer Viruslast von weniger als 100 Kopien/ml, welche nach erneuter Kontrolle
anhaltend negativ war, wurde als selbstlimitierende Infektion definiert. Als CMV-Erkrankung
wurde eine mehr als zweimalig positive CMV-PCR sowie vorliegende klinische Symptome wie
Fieber oder anderweitiger Nachweis von CMV (zum Beispiel im gastrointestinalen Trakt durch

eine endoskopische Untersuchung) definiert.
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2.1.7 Datenrecherche und -erfassung

Die Datenrecherche zur Patientencharakterisierung erfolgte mithilfe des Klinikinternen

Computersystems SAP.

Aus den gewonnenen Daten wurde mit den Computerprogrammen ,IBM SPSS Statistics 27¢
und ,Microsoft Office Excel 2016“ eine Datenbank fur die zu untersuchende Patientenkohorte

erstellt.

2.2 ELISpot

2.2.1 Verfahrensprinzip

Der ELISpot ist eine hochempfindliche Methode, um den Anteil an Zellen zu quantifizieren, der
bestimmte Zytokine, Immunglobuline oder andere Zielproteine sezerniert (77, 78). Unmittelbar
nach der Sekretion wird das Vorhandensein von Zytokinen erfasst. Der Test wird auf einer 96-
Well Platte durchgefiihrt, wobei der Boden der Wells mit einer Polyvinylfluorid (PVDF)-
Membran versehen ist, welche mit Antikérpern gegen ein oder mehrere Proteine beschichtet
ist. In der Mikrotiterplatte werden mononukleére Zellen des Blutes (PBMCs) mit spezifischen
Antigenen stimuliert und danach im Brutschrank bei 37°C und 5 % CO; Uber einen Zeitraum
von 17 bis 24 Stunden inkubiert.

Die von den Effektorzellen sezernierten Zytokine werden unmittelbar nach der Sekretion an
der Stelle an den immobilisierten Erstantikbrper gebunden, an der die sezernierende Zelle
sitzt. Nach der Inkubation werden die Zellen entfernt und mit einem zweiten spezifischen
Antikorper, welcher an das Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt ist, detektiert. Durch die
enzymatische Umsetzung eines Substrats entsteht ein Farbstoff, der an den Sekretionsstellen
ausfallt, sodass messbare Spots entstehen (siehe Abbildung 2). Ein Spot ist somit auf eine
einzelne Antigen-reaktive, Zytokin-sezernierende Effektorzelle zurickzufihren. Die Spots
kbnnen mit einem Computer-gestitzten Lesegerat (ELISpot-Reader) gemessen und
qguantifiziert werden. Der ELISpot ist somit ein hoch-spezifischer und -sensitiver Test, der den

Nachweis von Protein-sezernierenden Zellen auf Einzelzellniveau gewéhrleistet (79).
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Abbildung 2: Schema IFN-y-ELISpot-Assay. Modifiziert nach (80).

2.2.2 Versuchsdurchfiihrung

Die ELISpots wurden mit dem T-Track® CMV Kit der Lophius Biosciences GmbH
durchgefunhrt.

Der T-Track® CMV ELISpot wurde innerhalb von drei Tagen durchgeflihrt und gemessen.

Am ersten Tag wurden PBMCs aus den Blutproben der Patienten unter sterilen Bedingungen
mit Hilfe einer Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation gewonnen (siehe Abbildung 3). Hierflr
wurden zunachst 7,5 ml Heparinblut mit 7,5 ml steriler phosphatgepufferter Salzlésung (PBS
1X) verdinnt und dann vorsichtig auf 15 ml Ficoll geschichtet. Nach Zentrifugation bei 880 x g
ohne Bremse fiur 30 Minuten wurde die PBMC-Schicht steril abpipettiert, in ein neues
Roéhrchen Uberfiihrt, sowie mit PBS auf ein Volumen von 50 ml aufgefullt. Im Anschluss wurde
dies fiir zehn Minuten bei 300 x g zentrifugiert und der Uberstand dann verworfen. Dieser
Schritt wurde wiederholt und das Zellpellet dann in sterilem AIM-V® Medium resuspendiert.
Die Zellen wurden mittels Neubauer-Z&hlkammer und Trypanblaufarbung unter dem
Mikroskop gezahlt und so eingestellt, dass eine Zellzahl von 2x10® PBMCs pro ml AIM-V®

Medium entstand.
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Abbildung 3: PBMC

Zunachst wurden die Arbeitslésungen, bestehend aus dem AIM-V® Medium sowie den
Stammldsungen, erstellt (siehe Tabelle 1). Dann wurde die mit einem Interferon-y (IFN-
v)—-Antikorper vorbeschichtete Mikrotiterplatte mit den CMV-spezifischen Antigengen
Immediate-Early-Protein-1 (IE-1) und Phosphoprotein 65 (pp65) sowie der PBMC-
Positivkontrolle Phythamagglutinin (PHA) vorbereitet (siehe Tabelle 2). Pro Vertiefung wurden
2x10° PBMCs auf die praparierte Mikrotiterplatte gegeben und dann fiir 17 bis 21 Stunden in
einem Feuchtinkubator inkubiert.

Stammldsung Medium (AIM-V®) Arbeitslésung
Negativkontrolle - 125 pl 125 pl
IE-1 5ul 120 pl 125 pl
Pp65 5 pl 120 pl 125 pl
PHA 5ul 50 pl 55 pl
Operatorkontrolle - 175 pl 175 pl

Tabelle 1: Vorbereitung der Arbeitsldsungen
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Vertiefung Zugabe der Arbeits- und Zugabe von PBMC
Stammldsung

A Negativkontrolle: je 50 pl Medium je 100 ul PBMC-L6sung
B
C je 50 pl IE-1-Arbeitsldsung je 100 pl PBMC-L0Osung
D
E je 50 ul pp65-Arbeitsiésung je 100 ul PBMC-L6sung
F
G 50 pl PHA 100 pl PBMC-L8sung
H Operatorkontrolle: 150 pl Medium -

Tabelle 2: Vorbereitung der Teststreifen

Nach Waschen der Zellen und Zugabe der IFN-y-spezifischen Detektions-Antikdrper am
nachsten Tag wurde der Teststreifen erneut fir zwei Stunden bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert. Dann wurde eine Farbeldsung hinzugefiigt und nach sechs- bis sieben-minitiger
Inkubation bei RT im Dunkeln der Teststreifen mit Leitungswasser gewaschen und

anschliel3end tber Nacht getrocknet.

Am dritten Tag wurden die Spots mit dem AID iSpot Reader System (Autoimmune Diagnostica

GmbH, StralRberg, Deutschland) ausgezahlt und ausgewertet.

2.2.3 Versuchsauswertung

Die im Test entstandenen Spots wurden mit einem AID iSpot Reader System ausgezahlt. Nach
Uberprufen der Qualitatskontrolle und Gultigkeit des Tests, wie in der Gebrauchsanweisung
beschrieben (79), kann ein T-Track® CMV Test als positiv oder negativ gewertet werden. Zeigt
mindestens ein Antigen-spezifisches Testergebnis mehr als zehn Spots, so ist der Test als

positiv zu werten (siehe Abbildung 4 und 5).

Die Anzahl der Spots unterschied sich innerhalb der positiven Tests. Daher wurden die
Patienten in drei Gruppen eingeteilt. Wir definierten als Non-Responder Patienten, die sowonhl
in IE-1 als auch in pp65 weniger als zehn Spots aufwiesen. Zeigten sich mehr als zehn aber
weniger als 50 Spots, definierten wir diese Patientengruppe als Weak-Responder. Bei mehr

als 50 Spots wurden sie als Strong-Responder gewertet.
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Abbildung 4: Positiver ELISpot

Abbildung 5: Negativer ELISpot
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2.2.4 Statistische Auswertung

Mithilfe des Programms ,IBM SPSS Statistics 27 wurden die statistischen Auswertungen

vorgenommen.

Der Kolmogorov-Smirnov-Test wurde angewandt, um die Daten der ELISpots auf eine
Normalverteilung zu testen. Der Median, die Standardabweichung, die Spannweite, das

Minimum und das Maximum wurden zur deskriptiven statistischen Analyse verwendet.

Zum Vergleich zweier Gruppen mit zwei unabhangigen Variablen wurde der nicht-
parametrische Mann-Whitney-U-Test herangezogen.

Zur Bestimmung einer bivariaten Korrelation wurde der Test nach Spearman verwendet.

Alle Tests wurden bei einem p-Wert von kleiner als 0,05 als statistisch signifikant angesehen.
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2.3 Material

2.3.1 Reagenzien und Kit

T-Track® CMV Kit

Pancoll Human (Dichte: 1,077 g/ml)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
AIM-V®+AIbuMAX® (BSA) (1X)
Serum Free Medium

Trypanblau (0,5%)

2.3.2 Zusatzliche Materialien

Blutentnahmeréhrchen:
S-Monovette Li-Heparin (7,5 ml)
Zentrifugen PP-Réhrchen (50ml), Cellstar®

Pipetten:

Multipipette

Dispensertips (5 ml)
Kunststoffpipetten (10 ml, 25 ml)
Pipetten (10, 100, 1000 pl)
Pipettierhilfe accu-jet® pro

Pipettenspitzen:
Standardtips (10, 100, 1000 pl)
ReaktionsgefalRe (1,5 und 2 ml)

Neubauer Zahlkammer

Mikrotiterplatten:
96-well (Rundboden)

2.3.3 Gerate

Heizplatte
Kuhlzentrifuge 5810 R

Sterile Werkbank Laminar Flow
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Lophius Biosciences GmbH

PAN-Biotech GmbH
Sigma-Aldrich®
Gibco™

Biochrom KG

Sarstedt AG & Co. KG
Greiner Bio-One GmbH

Eppendorf

Ritter Ritips®

Greiner Bio-One GmbH
Sartorius AG

Brand GmbH

Sarstedt AG & Co. KG
Sarstedt AG & Co. KG
neoLab®

Costar®

MEDAX
Eppendorf
HERAsafe®
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CO,-Inkubator

Inverses Forschungsmikroskop
Wilovert S

Vortexer Minishaker MS1

AID iSpot Reader System
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3 Ergebnisse

3.1.1 Patientencharakteristika

Insgesamt konnten 71 Patienten, welche die Einschlusskriterien erfillten, in die Studie

eingeschlossen werden (siehe Tabelle 3). Die Patienten waren zum Transplantationszeitpunkt

zwischen 20 und 78 Jahre alt, davon 22,5 % é&lter als 65 Jahre. Der Uberwiegende Anteil der

Patienten war mit 67,6 % mannlich. Als haufigste priméare Nierenerkrankung konnte die IgA-

Nephropathie bei 22,5 % der Patienten identifiziert werden. 80,3 % erhielten eine postmortale

Organspende und fast alle Patienten (91,5 %) waren vor der NTX dialysepflichtig.

Empfanger
Frauen, n (%) 23 (32,4)
Alter, Median (Spannweite) 53 (20-78)
CMV-seronegativ vor NTX, n (%) 27 (38)
CMV-seropositiv vor NTX, n (%) 44 (62)
Primare Nierenerkrankung, n (%)
IgA-Nephropathie, n (%) 16 (22,5)
ADPKD, n (%) 11 (15,5)
FSGS, n (%) 34,2
Maligne Hypertonie, n (%) 34,2
Diabetische Nephropathie, n (%) 34,2
Schrumpfniere, n (%) 4 (5,6)
Terminale Niereninsuffizienz unklarer Genese, n (%) 8 (11,3)
Andere, n (%) 23 (32,4)
Lebendspende, n (%) 14 (19,7)
Dialysepflichtig vor NTX, n (%) 65 (91,5)
Delayed Graft function, n (%) 9 (12,7)
Re-NTX, n (%) 4 (5,6)
Immunsuppression vor NTX, n (%) 12 (16,9)

Tabelle 3: Patientencharakteristika. ADPKD: autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung. FSGS: Fokal

segmentale Glomerulosklerose. Re-NTX: bereits nierentransplantierter Patient.

3.1.2 Immunsuppression

Die meisten Patienten (94,4 %) hatten initial eine dreifache Immunsuppressionstherapie nach

klinischem Standard mit Tacrolimus, MMF und Methylprednisolon sowie eine
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Induktionstherapie mit Basiliximab (siehe Tabelle 4). Im Verlauf erhielten zunehmend
Patienten Everolimus, sodass zum zwoélfmonatigen Zeitpunkt (T4) 16,9 % (n=12) die
Kombination aus Tacrolimus, Everolimus und Methylprednisolon einnahmen. 2/71 der
Patienten wurden zwdlf Monate nach NTX mit einer dualen Immunsuppression aus Tacrolimus

und Methylprednisolon therapiert.

Initial nach
T1 T2 T3 T4
NTX

Tac, MMF,
Methylprednisolon, | 67 (94,4) 66 (93) 61 (85,9) 55 (77,5) 53 (74,6)
n (%)

Tac, Evero,
Methylprednisolon, 34,2 4 (5,6) 7 (9,9) 12 (16,9) 12 (16,9)
n (%)

Tac, MMF,
Methylprednisolon, 1(1,4) 1(1,4) 1(1,4) 1(1,4) 1(1,4)
Eculizumab, n (%)
Tac,
Methlyprednisolon, - - 1(1,4) 1(1,4) 2 (2,8)
n (%)

Belatacept, MMF,
Methylprednisolon, - - - 1(1,4) 1(1,4)
n (%)

Evero, MMF,
Methylprednisolon, - - 1(1,4) 1(1,4) 2(2,8)
n (%)
Induktion, n (%)

Basiliximab, n (%) 67 (94,4) - - - -

Thymoglobulin, n

o 4 (5,6) - - - -

Tabelle 4: Immunsuppression. Tac: Tacrolimus. MMF: Mycophenolat-Mofetil. Evero: Everolimus. T1: nach 4
Wochen, T2: nach 3 Monaten, T3: nach 6 Monaten, T4: nach 12 Monaten.
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Alle Patienten erhielten Methylprednisolon. Zum Zeitpunkt T1 bekamen die Patienten im
Median taglich 16 mg. Im Verlauf wurde, wie in Abbildung 6 ersichtlich, die Dosis reduziert,

sodass 84,5 % (60/71) zu T3 noch 4 mg erhielten.

50
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Mittelwerte der Methylprednisolon-Dosis [mg]

il [
L 1

4 Wachen 3 Monate & Monate 12 Monate

Zeitpunkte Fehlerbalken: +/- 2 SD

Abbildung 6: Methylprednisolon-Dosis im Verlauf mit Standardabweichung.

Mittelwerte der Tacrolimus-Spiegel [ng/imi]
[+4)
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Zeitpunkte
Fehlerbalken: +/- 2 SD

Abbildung 7: Tacrolimus-Spiegel im Verlauf mit Standardabweichung
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3.2 CMV

3.2.1 Risikokonstellation

Bei allen Patienten sowie deren Organspender wurde vor NTX der CMV-Status durch die
Bestimmung von CMV-IgG erhoben, um die Risikokonstellation festlegen zu kénnen. Wie in
Abbildung 8 ersichtlich, lag mit 62 % (44/71) intermediate risk als die haufigste Konstellation
vor. Besonders geféahrdet, durch die Transplantation eine neue CMV-Infektion zu bekommen,
waren 13/71 (high risk). 19,7 % (14/71) der Patienten hatten ein niedriges Risiko, da sowohl

sie als auch deren Organspender CMV-seronegativ waren.

50

40

30

Haufigkeit

20

law risk intermediate risk high risk

CMV-Risikeo

Abbildung 8: CMV-Risikokonstellation. n=71. low risk: D-/R-. intermediate risk: D+/R+ oder D-/R+. high risk: D+/R-

3.2.2 CMV-Prophylaxe

Um die Rolle der CMV-Prophylaxe beleuchten zu koénnen, wurde die Einnahme von

Valganciclovir und deren Dauer erhoben.

Aufgrund ihres geringen Risikos haben 14/71 Patienten keine Prophylaxe erhalten. Die
meisten Patienten, welche auch in der intermediate risk Gruppe waren (n=42), haben
Valganciclovir fur drei Monate erhalten. 18,3 % (n=13) der Patienten mit dem gréf3ten Risiko,
eine Infektion zu bekommen, nahmen die Prophylaxe fur sechs Monate ein.
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3.2.3 CMV-Events

Insgesamt hatten innerhalb der ersten zw6lf Monate nach NTX 27/71 Patienten (38 %) ein
CMV-Event (siehe Tabelle 5). Davon waren es bei 6/27 Patienten heue CMV-Infektionen und
13/44 Patienten (29,5 %) hatten eine CMV-Reaktivierung. Acht Patienten hatten eine CMV-

Reaktivierung, wohingegen funf Patienten zwei CMV-Reaktivierungen hatten. Bei weiteren

8/44 Patienten kam es im Verlauf zu einer selbstlimitierenden Infektion.

TO-T1 T1-T2 T2-T3 T3-T4 Gesamt
CMV-Reaktivierung,
n (%) 3(6,8) 5(11,4) 8 (18,2) 2 (4,5) 18
Selbstlimitierende

. 2 (4,5) 4(91) 2(4,5) - 8

CMV-Infektion, n (%)
Neue CMV-Infektion,

1(3,7) - 5(18,5) - 6

n (%)

Tabelle 5:CMV-Reaktivierungen, selbstlimitierende und neue CMV-Infektionen. TO: vor NTX, T1: nach 4 Wochen,

T2: nach 3 Monaten, T3: nach 6 Monaten, T4: nach 12 Monaten.

3.2.4 Kilinik und Therapie der CMV-Infektionen

Die CMV-Infektionen verliefen meist asymptomatisch. Eine stationare Behandlung erfolgte bei
drei Patienten. Diese Patienten waren aber nicht ausschlie3lich wegen der CMV-Infektion
stationdr, sondern wegen weiterer behandlungsbedurftiger Infektionen. Symptome, die in

Zusammenhang mit einer CMV-Infektion standen, waren vor allem Fieber und Leukopenie.

Die Viruslast lag im Median bei 6,4x10% Kopien/ml (siehe Tabelle 6). Maximal wurde eine

Viruslast von 9,2x10* Kopien/ml erreicht.
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Viruslast [Kopien/ml]
Mittelwert 5870
Median 640
Minimum 100
Maximum 92000

Tabelle 6: Viruslast der CMV-Reaktivierungen

Mit 55,5 % der Patienten (15/27), die eine CMV-Infektion hatten, wurde der grof3te Anteil mit
Valganciclovir therapiert (siehe Abbildung 9). Zwei Patienten erhielten stationér Ganciclovir

intravenos und 37 % (10/27) der Patienten wurden nicht medikamentds therapiert.

15
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Haufigkeit

keine medikamentdse Therapie Valganciclovir Ganciclovir

Therapie der CMV-Infektion

Abbildung 9: Therapie der CMV-Infektion
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3.3 ELISpots

3.3.1 Validitat des T-Track® CMV ELISpots

Um zu untersuchen, ob der T-Track CMV ELISpot daflir geeignet ist, bei CMV-seropositiven
Patienten reaktive Effektorzellen nachweisen zu koénnen, wurden die ELISpots dieser
Patienten mit der Kontrollgruppe der CMV-seronegativen Patienten zum Zeitpunkt TO (vor der
NTX) verglichen.

Wie im Boxplot in Abbildung 10 dargestellt, zeigten sich bei den CMV-seronegativen Patienten
keine IE-1- und pp65-Spots, wohingegen Spots bei der zu untersuchenden Gruppe der CMV-

seropositiven Patienten zu sehen waren.
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Abbildung 10: IE-1- und pp65-Spots von CMV-seronegativen und CMV-seropositiven Patienten im Vergleich. CMV-
seronegativ n=18. CMV-seropositiv n=35. TO: vor NTX

3.3.2 IE-1 und pp65 im Verlauf

Da zwei verschiedene CMV-spezifische Antigene betrachtet wurden, wurden die Unterschiede

der IE-1- und pp65-Spots sowie deren Verlauf analysiert.

Insgesamt konnte mit dem Kolmogorov-Smirnov -Test festgestellt werden, dass die Daten zu

den Spots keiner Normalverteilung entsprachen (siehe Tabelle 7 und 8).

Zunachst war der Median der IE-1 (17 Spots) und auch der pp65-Spots (72 Spots) bei den
ELISpots vor NTX hoher als nach vier Wochen (IE-1: 14 Spots; pp65: 36,5 Spots). Dann nahm
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die Anzahl der Spots im Verlauf zu und nach zwolf Monaten wurden mit 32 IE-Spots und 145,5
pp65-Spots bei beiden Antigenen die héchsten Werte gemessen (siehe Abbildung 11 und 12).
Die Unterschiede waren nicht signifikant. Zudem ist festzustellen, dass es auch Patienten gab,

die trotz ihres CMV-seropositiven Status keine Spots aufwiesen.

IE-1 Spots | IE-1 Spots | IE-1 Spots | IE-1 Spots | 1E-1 Spots

TO T1 T2 T3 T4
Median 17 14 12,5 16,5 32
Minimum 0 0 1 0 1
Maximum 681 851 931 798 1065
Kolmogorov-
Smirnov <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Signifikanz

Tabelle 7: IE-1 Spots im Verlauf. TO: vor NTX, T1: nach 4 Wochen, T2: nach 3 Monaten, T3: nach 6 Monaten, T4:
nach 12 Monaten.

pPp65 Spots | pp65 Spots | pp65 Spots | pp65 Spots | pp65 Spots
TO T1 T2 T3 T4

Median 72 36,5 52 62 145,5
Minimum 0 0 0 0 1
Maximum 688 709 807 1069 1317
Kolmogorov-
Smirnov 0,003 0,014 0,078 0,002 0,044
Signifikanz

Tabelle 8: pp65 Spots im Verlauf. TO: vor NTX, T1: nach 4 Wochen, T2: nach 3 Monaten, T3: nach 6 Monaten, T4:
nach 12 Monaten.
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Abbildung 11: IE-1 Spots im Verlauf. n=21. TO: vor NTX; T1: nach 4 Wochen; T2: nach 3 Monaten; T3: nach 6
Monaten; T4: nach 12 Monaten
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Abbildung 12: pp65-Spots im Verlauf. n=21. TO: vor NTX, T1: nach 4 Wochen, T2: nach 3 Monaten, T3: nach 6
Monaten, T4: nach 12 Monaten.
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3.3.3 Verteilung der Spots

Wie in Abbildung 13 gezeigt, wiesen nicht alle Patienten, die einen positiven ELISpot hatten,
auch in den beiden Antigenen IE-1 und pp65 Spots auf. 20,5 % (9/44) der Patienten hatten
weder in IE-1 noch in pp65 Spots. Zwei Patienten hatten nur bei IE-1 Spots und 12/44
Patienten waren nur in pp65 positiv. Der grof3te Anteil (47,7 %) zeigte in beiden Antigenen

Spots.

Innerhalb der verschiedenen Verteilungen der Spots unterschied sich auch deren Hoéhe (siehe
Abbildung 14). Die neun Patienten ohne jegliche Spots definierten wir als Non-Responder.
7144 (15,9 %) der Patienten hatten mehr als zehn, aber weniger als 50 Spots und z&hlten somit
zu den Weak-Respondern. Der grof3te Anteil mit 63,6 % (28/44) hatte mehr als 50 Spots und

zahlte zu den Strong-Respondern.

Verteilung von IE-1 und pp65

[Wweder IE-1 nach pp65 positiv
Wnur IE-1 pasitiv

M nur pp65 positiv

[ IE-1 und ppB5 pasitiv

Abbildung 13: Verteilung von IE-1 und pp65
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Abbildung 14: Non-, Weak- und Strong-Responder

3.3.4 Immunsuppressionstherapie

Um einen Zusammenhang zwischen der Anzahl der Spots in den ELISpots und der H6he der
Immunsuppression evaluieren zu kénnen, wurden die Tacrolimus-Spiegel und die Spots zu
den verschiedenen Zeitpunkten verglichen.

Beim Vergleich der Tacrolimus-Spiegel und der pp65-Spots zeigte sich kein Zusammenhang
(siehe Abbildung 15). Die Korrelation nach Spearman betrug rsp =0,2 und war nicht signifikant
(p=0,205).
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Abbildung 15: Tacrolimus-Spiegel im Vergleich mit pp65-Spots. T1: nach 4 Wochen.

Die Methylprednisolon-Dosis war zu den fiinf Zeitpunkten bei den Patienten sehr &hnlich
hoch. An T1 hatten zwei Patienten aufgrund von Abstof3ungen mit einmal je 40 und 100 mg
hohere Dosierungen, die anderen Patienten nahmen acht oder 16 mg ein. Innerhalb dieser
Dosierungen waren die Spots-Anzahlen sehr unterschiedlich. Der Vergleich zwischen den
pp65-Spots und der Methylprednisolon-Dosis zu T1 ist hier beispielhaft in Abbildung 16
gezeigt. Die Korrelation nach Spearman betrug rs, =0,36 und es zeigte sich keine Signifikanz
(p=0,823).
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Abbildung 16: Methylprednisolon Dosis im Vergleich mit pp65-Spots. T1: nach 4 Wochen.

3.3.5 ELISpot vor und nach NTX

Vor der NTX hatten 16,9 % (12/71) der Patienten aufgrund ihrer Grunderkrankung bereits
eine Immunsuppressionstherapie. Die Immunsuppression begann bei den meisten Patienten
(83,1 %) mit der NTX. Beim Vergleich der Patienten mit Immunsuppressionstherapie und
derer ohne zu TO zeigte sich kein Unterschied in den ELISpots.

Weiterhin wurden die ELISpots von TO und T1 miteinander verglichen, um einen Unterschied
mit Beginn der Immunsuppression untersuchen zu kdnnen.

Der Median der Spots-Anzahl war zu TO bei IE-1 und pp65 hoher als der Median bei T1
(siehe Abbildung 17 und 18). Mit dem Wilcoxon-Test ergab sich bei IE-1 eine Signifikanz von
p=0,61 und bei pp65 p=0,31. Somit zeigte der Wechsel von keine Immunsuppression auf

eine Immunsuppressionstherapie ab NTX keine signifikant niedrigere Spotanzahl zu T1.
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Abbildung 17: IE-1 vor NTX und nach 4 Wochen im Vergleich. n=34. TO: vor NTX; T1: nach 4 Wochen.
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Abbildung 18: pp65 vor NTX und nach 4 Wochen im Vergleich. n=34. TO: vor NTX. T1: nach 4 Wochen.
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3.4 Infektionen

3.4.1

Haufigkeit von Infektionen

Da die Immunsuppression eine erhdhte Infektanfalligkeit mit sich bringen kann, wurden die

Daten zu stattgehabten Infektionen im Beobachtungszeitraum der Patienten nach NTX

erfasst. Es wurden in bestimmten Intervallen die stattgehabten Infekte dokumentiert. Das

erste Intervall nach NTX bezog sich auf Infekte nach NTX bis zum Follow-Up nach vier

Wochen (T1). Die nachsten Intervalle waren Infekte zwischen T1 und T2, T2 und T3 sowie

T3 und T4. Nach zwdlf Monaten (T4) wurden die aktuellen Infektionen zu diesem Zeitpunkt

dokumentiert.

Insgesamt hatten 84,5 % der Patienten (60/71) mindestens einen Infekt innerhalb der ersten

zwoOlf Monate nach NTX. Wie in Tabelle 9 ersichtlich, traten die meisten Infekte zwischen vier

Wochen und sechs Monaten auf. Die wenigsten Infekte gab es direkt nach der NTX.

Nach NTX
T1-T2 T2-T3 T3-T4 T4
-T1
Infekt, n (%) | 18 (25,4) 37 (562,1) 37 (52,1) 37 (52,1) 19 (26,8)
Kein Infekt,
%) 53 (74,6) 34 (47,9) 34 (47,9) 34 (47,9) 47 (66,2)
n (%

Tabelle 9: Anzahl der Infektionen. T1: nach 4 Wochen; T2: nach 3 Monaten; T3: nach 6 Monaten; T4: nach 12

Monaten.

3.4.2 Art der Infektionen

Wie in Tabelle 10 gezeigt, kam es im Verlauf zu vielen unterschiedlichen Infektionen. Am

haufigsten traten neben CMV und BKV Harnwegsinfektionen (HWI) auf. Insgesamt tiberwogen

virale Infekte, am haufigsten kam es zwischen T1 und T2 zu BKV. HWIs nahmen in der Anzahl

ab T3 ab, am haufigsten gab es mit 18,2 % zwischen T1 und T2 HWIs. Andere bakterielle

Infektionen wie Gastritis, Cholangitis, Appendizitis,

Pneumonien traten nur vereinzelt auf.
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Infektionen, Nach NTX
T1-T2 T2-T3 T3-T4 T4
n (%) -T1

Bakterielle

Infektionen
HWI 7 (15,9) 8 (18,2) 7 (15,9) 3(6,8) -
Gastritis 1(4,5) - - - -
Appendizitis . 1(2,3) - - .
Cholangitis - 1(2,3) - - -
Clostridium
difficile - - 1(2,3) 1(2,3) -
Colitis
Pneumonie - - - 2 (4,5) 1 (2,3)

Virale

Infektionen
CMV 6 (13,8) 9 (20,7) 15 (34,5) 2 (4,6) -
BKV 16 (36,8) 17 (39,1) 15 (34,5) 14 (32,2) -
RSV 1(2,3) - - - -
EBV 1(2,3) 1(2,3) 1(2,3) 1(2,3) -
Infekt

unklarer 2 (4,5) 1(2,3) 4 (9,2) 1(2,3) -
Genese

Tabelle 10: Spektrum der Infektionen. HWI: Harnwegsinfekt. RSV: Humanes Respiratorisches Synzytial-Virus.
EBV: Epstein-Barr-Virus. T1: nach 4 Wochen; T2: nach 3 Monaten; T3: nach 6 Monaten; T4: nach 12 Monaten.

3.4.3 Monitoring von Infektionen mittels ELISpot

Um den T-Track® CMV ELISpot als Tool fur einen Hinweis fir den Status der
Immunsuppression und somit bei hoher Immunsuppression einer erhdhten Infektanfalligkeit
nutzen zu konnen, wurden die ELISpots der Patienten mit Infekt und ohne Infekt zu den
verschiedenen Zeitpunkten verglichen. Es wurden die zu T1 durchgefihrten ELISpots von den
Patienten, die im Zeitraum von T1 bis T2 nach NTX einen Infekt hatten, mit den Patienten ohne
Infekt in dem Zeitraum verglichen. Des Weiteren wurden diese Vergleiche prospektiv zu den

anderen beschriebenen Zeitintervallen (siehe Abschnitt 3.4.1) durchgefuhrt.

In den Vergleichen der Patienten mit und ohne Infektionen zeigten sich zu keinem der vier

Zeitintervalle signifikante Unterschiede in den Spots (siehe Abbildungen 19-22).
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Abbildung 19: ELISpots von Patienten mit und ohne Infektionen zwischen T1 und T2. Kein Infekt n=18. Infekt n=24.
T1: nach 4 Wochen; T2: nach 3 Monaten.
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Abbildung 20: ELISpots von Patienten mit und ohne Infektionen zwischen T2 und T3. Kein Infekt n=19. Infekt n=25.
T2: nach 3 Monaten; T3: nach 6 Monaten.
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Abbildung 21: ELISpots von Patienten mit und ohne Infektionen zwischen T3 und T4. Kein Infekt n=16. Infekt n=21.
T3: nach 6 Monaten; T4: nach 12 Monaten.
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Abbildung 22: ELISpots von Patienten mit und ohne Infektionen zu T4. Kein Infekt n=23. Infekt n=9. T4: nach 12
Monaten.

3.4.4 Monitoring von CMV-Reaktivierungen mittels ELISpot

Da CMV-Reaktivierungen eine haufige Problematik nach Transplantationen darstellen,
wurden die ELISpots der Patienten mit CMV-Reaktivierung und derer ohne eine CMV-

Reaktivierung auf Unterschiede untersucht.

Um eine prospektive Aussage treffen zu kdnnen, verglichen wir hierbei immer die ELISpots

jeweils von TO-T4 mit den CMV-Reaktivierungen, zu denen es nach den ELISpots kam.

Der Boxplot in Abbildung 23 zeigt, dass die Patienten, die innerhalb der ersten zw6lf Monate
nach NTX eine CMV-Reaktivierung hatten, im Vergleich zu den Patienten, die keine CMV-
Reaktivierung entwickelten, signifikant niedrigere pp65-Spots in den ELISpots vor NTX
(p<0,01) hatten.

Zu allen Zeitpunkten fiel auf, dass die Patienten mit einer CMV-Reaktivierung im ELISpot vor
der Reaktivierung weniger Spots aufwiesen als die Patienten ohne eine CMV-Reaktivierung.
Zu T1 zeigte sich, wie in Abbildung 24 dargestellt, eine signifikant niedrigere Anzahl an pp65-
Spots (p=0,026). Auch ist festzustellen, dass sich die Spots-Anzahl von IE-1 beim Vergleich
der Gruppen mit und ohne CMV-Reaktivierung nicht signifikant unterschied (siehe
Abbildungen 23-26).
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5/9 der Non-Responder (55,6 %) hatten eine CMV-Reaktivierung. Zudem hatten 2/7 der Weak-
Responder (14,3 %) eine CMV-Reaktivierung. Bei den Strong-Respondern waren 6/28 der
Patienten (21,4 %) von einer CMV-Reaktivierung betroffen.
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Abbildung 23: Vergleich von Patienten mit und ohne CMV-Reaktivierung innerhalb der ersten 12 Monate nach NTX.
Keine CMV-Reaktivierung n=25. CMV-Reaktivierung n=10. TO: vor NTX.
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Abbildung 24: Vergleich von Patienten mit und ohne CMV-Reaktivierung nach 4 Wochen. Keine CMV-Reaktivierung
n=39. CMV-Reaktivierung n=3. T1: nach 4 Wochen.
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Abbildung 25: Vergleich von Patienten mit und ohne CMV-Reaktivierung nach 3 Monaten. Keine CMV-
Reaktivierung n=38. CMV-Reaktivierung n=6. T2: nach 3 Monaten.
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Abbildung 26: Vergleich von Patienten mit und ohne CMV-Reaktivierung nach 6 Monaten. Keine CMV-
Reaktivierung n=28. CMV-Reaktivierung n=10. T3: nach 6 Monaten.

3.4.5 Monitoring von BKV-Reaktivierungen mittels ELISpot

Neben CMV spielte auch BKV eine grol3e Rolle bei den viralen Infektionen nach NTX. Daher
wurden auch die BKV-Events dokumentiert. Zu den BKV-Events wurden BK-Viramien, die
durch mehrfach positive BKV-PCR bestétigt wurden, gezahlt. Eine BKVN wurde nur als solche
gewertet, wenn sie in einer Nierenbiopsie gesichert wurde. Zu den selbstlimitierenden Events

zahlten einmalig schwach positive BKV-PCRs.

Im zwdlfmonatigen Beobachtungszeitraum nach NTX hatten 28,2 % der Patienten (20/71) ein
BKV-Event. Davon hatten 75 % der Patienten (15/20) Uber einen Zeitraum von mindestens

drei Monaten eine wochentlich untersuchte positive BKV-PCR.

Wie aus Tabelle 11 ersichtlich, kam es schon nach vier Wochen zu BKV-Reaktivierungen und
die BKV-Events flachten im Verlauf auch nicht ab. Bereits zu T2 hatte ein Patient eine bioptisch

gesicherte BKVN und im Verlauf hatten noch zwei weitere Patienten BKV-Nephropathien.

Um zu untersuchen, ob der T-Track® CMV ELISpot auch als Testverfahren genutzt werden
kann, um ein erhohtes Risiko fir eine bevorstehende BKV-Reaktivierung feststellen zu
kénnen, wurden die ELISpots von Patienten ohne BKV-Event mit Patienten, die ein BKV-Event

hatten, verglichen.
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Festzustellen ist, dass die Patienten mit einem BKV-Event zu allen Zeitpunkten weniger IE-1-
und pp65-Spots hatten als die Patienten ohne ein BKV-Event (siehe Abbildungen 27-29). Zu
T2 und T3 waren die IE-1-Spots signifikant niedriger (3 Monate p=0,017; 6 Monate p=0,007).

TO-T1 T1-T2 T2-T3 T3-T4
BK-Viramie, n (%) 14 (19,7) 16 (22,5) 13 (18,3) 12 (16,9)
BKV-Nephropathie,
- 1(1,4) 2(2,8) 2(2,8)
n (%)
Selbstlimitierendes
2 (218) - - =

Event, n (%)

Tabelle 11: BKV-Events. Als BKVN werden nur gesicherte Befunde in einer Nierenbiopsie gewertet. TO: vor NTX,
T1: nach 4 Wochen, T2: nach 3 Monaten, T3: nach 6 Monaten, T4: nach 12 Monaten.
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Abbildung 27: Vergleich von Patienten mit und ohne BKV-Reaktivierung nach 4 Wochen. Keine BKV-Reaktivierung

n=32. BKV-Reaktivierung n=10. T1: nach 4 Wochen.
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Abbildung 28: Vergleich von Patienten mit und ohne BKV-Reaktivierung nach 3 Monaten. Keine BKV-Reaktivierung
n=32. BKV-Reaktivierung n=12. T2: nach 3 Monaten.

W73 [E-1 Spots
600 p=0.194 W T3 ppss Spots
*
@ p=0,007
g T |
m *
o
% 400
£
=
5 200
R
T
=
5
E *
O .
0 =l
keine BEV-Reaktivierung BrV-Reaktivierung
BKV-Reaktivierung zu T3

Abbildung 29: Vergleich von Patienten mit und ohne BKV-Reaktivierung nach 6 Monaten. Keine BKV-Reaktivierung
n=28. BKV-Reaktivierung n=10. T3: nach 6 Monaten.
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3.5 Transplantatabstof3ungen

Da die Immunsuppression das Ziel hat, eine TransplantatabstoBung vorzubeugen, spielt die
Erfassung von AbstoBungen im Zusammenhang mit dem Grad der Immunsuppression eine

grol3e Rolle.

Im gesamten Verlauf hatten 13 Patienten eine Transplantatabstol3ung, davon kam es bei
sieben Patienten zu einer einmaligen AbstoBung und sechs Patienten hatten zwei
AbstofRungen. Ein Patient hatte zu T4 ein Transplantatversagen.

Der haufigste Zeitpunkt fir eine AbstoRung war in den ersten vier Wochen nach der NTX. Hier
kam es bei neun Patienten zu einer Rejektion (siehe Tabelle 12). Zwischen T1 und T2 sowie
zwischen T2 und T3 hatten jeweils vier Patienten eine Abstol3ung. Zwischen T3 und T4 kam

es zu keiner Transplantatabstof3ung.

Um zu explorieren, ob der T-Track® CMV ELISpot einen Hinweis darauf geben kann, dass
eine zu niedrige Immunsuppression und somit ein erhéhtes Risiko fur eine Absto3ung vorliegt,

wurden die ELISpots der Patienten mit und ohne Abstof3ung verglichen.

Hierbei zeigte sich (siehe Abbildungen 30 und 31), dass die IE-1- und pp65-Spots der
Patienten mit AbstoBungen niedriger waren als die der Patienten ohne Abstof3ung, jedoch

nicht signifikant.

Nach NTX
T1-T2 T2-T3 T3-T4 T4
T1
Transplantatabsto3ung,
9(12,7) 4 (5,6) 4 (5,6) - -
n (%)
Transplantatversagen,
- - - - 1(14)
n (%)

Tabelle 12: TransplantatabstoBungen. Als Abstol3ungen wurden nur biopsiegesicherte Rejektionen gewertet. TO:
vor NTX, T1: nach 4 Wochen, T2: nach 3 Monaten, T3: nach 6 Monaten, T4: nach 12 Monaten.
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Abbildung 30: Vergleich von Patienten mit und ohne Transplantatabstof3ung innerhalb der ersten 4 Wochen nach
NTX. Keine AbstoRung n=30. Absto3ung n=5. TO: vor NTX.
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Abbildung 31: Vergleich von Patienten mit und ohne Transplantatabsto3ung zwischen 4 Wochen und 3 Monaten
nach NTX. Keine AbstoBung n=40. AbstoBung n=2. T1: nach 4 Wochen, T2: nach 3 Monaten.
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4 Diskussion

4.1 Studiendesign und zentrale Ergebnisse

In der vorgestellten Studie wurde untersucht, ob der T-Track® CMV ELISpot bei
Nierentransplantierten mit einem CMV-positiven Status die T-Zell-Reaktivitat auf die CMV-
spezifischen Antigene IE-1 und pp65 messen kann. AuRerdem wurde beleuchtet, ob sich das
Assay eignet, um ein erhghtes Risiko fur bevorstehende CMV-Reaktivierungen zu detektieren.
Insgesamt verglichen wir die Ergebnisse der durchgefuhrten ELISpots mit darauffolgenden
Infektionen und Abstof3ungen, um festzustellen, ob der Test sich daflr eignet, den Grad der

Immunsuppression festzustellen.

Das prospektive Studiendesign ermdglichte einen Blick auf die Infektionen und Absto3ungen,
die nach den bereits durchgefiihrten ELISpots aus den Blutproben der Patienten auftraten und
der T-Track® CMV ELISpot konnte so als mdglicher Test vor NTX betrachtet werden, um ein
erhdhtes Risiko fur bevorstehende CMV-Reaktivierungen detektieren zu kénnen. Der vor der
NTX durchgefiihrte ELISpot lie3 einen Vergleich der Ergebnisse Uberwiegend ohne
Beeinflussung durch bereits erfolgte Immunsuppression zu. In anderen Studien wurden
oftmals nur Tests unter bereits begonnener Immunsuppression durchgefiihrt (81, 82) und es

wurde sich auf die Zeit nach der Tx konzentriert.

4.2 Patientencharakteristika

Mit einer Anzahl von 71 Patienten fallt die Gréf3e der Kohorte im Vergleich zu anderen Studien,
die dhnliche Untersuchungen durchfuhrten, recht niedrig aus. Die Geschlechterverteilung in
der Studienpopulation verhalt sich &hnlich wie bei den Nierentransplantierten in Deutschland
generell (83). Auch die Altersverteilung ist mit 22,5 % an Patienten in der Studie, die alter als
65 Jahre sind, zu 25 % im gleichen Alter in Deutschland 2019, vergleichbar. Etwa 24 % der

Nierentransplantationen waren Lebendspenden, wohingegen es in der Studie 19,7 % waren.

Mit 62 % an CMV-seropositiven Patienten konnten weniger Patienten eingeschlossen werden
als erwartet, da von einer Inzidenz der CMV-Seropositivitdt von 66 % ausgegangen wurde
(84). Mit mehr CMV-seropositiven Patienten ware ein grol3erer Vergleich der ELISpots moglich
gewesen. Eine mogliche Erklarung fir die geringere Anzahl an CMV-seropositiven Patienten
koénnte das Durchschnittsalter sein, da bekannt ist, dass die CMV-Seropravalenz mit dem Alter
zunimmt. Zudem beruht die Datenlage der CMV-Prévalenz in vielen Studien auch auf
Schéatzungen oder alten Studien, bei denen keine Angaben =zu alters- oder

geschlechtsspezifischer Pravalenz gemacht wurden. Als weiterer Faktor kommt hinzu, dass
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bei Frauen im gebarfahigen Alter eine erh6hte CMV-Seropravalenz festgestellt wurde (41, 85)

und in unserem Patientenkollektiv nur 32,4 % Frauen waren.

Der grof3te Anteil (91,5 %) war vor NTX dialysepflichtig und wenige der Patienten wurden re-
transplantiert (5,6 %). 12,7 % der Patienten hatten eine verzdgerte Funktionsaufnahme des
Nierentransplantats, wohingegen es laut Literatur bei bis zu 30 % von Patienten mit NTX dazu
kommt (86). Insgesamt sind die epidemiologischen Faktoren des Studienkollektivs &hnlich

dem der bekannten Daten zu Nierentransplantationen in Deutschland 2021 der DSO (4).

Die initiale Immunsuppression war mit Tacrolimus, MMF, Steroiden und Basiliximab als
Induktionstherapie bei fast allen (94,4 %) Patienten gleich, sodass wir vor allem zum Zeitpunkt
vor NTX und vier Wochen danach keine Verzerrung durch unterschiedliche Immunsuppressiva
bei der Betrachtung der ELISpots hatten. Auch der Verlauf der Steroid-Dosis verhielt sich zu
den Zeitpunkten der Blutentnahme konstant. Die Immunsuppression entsprach insgesamt
Uberwiegend den in den KDIGO-Leitlinien empfohlenen Praparaten (25) und richtete sich nach
den klinischen Standards (29, 87). Die medikamentenspezifischen, empfohlenen Talspiegel

von Tacrolimus deckten sich mit den gemessenen Talspiegeln der Patienten der Studie.

4.3 Monitoring mit CMV-ELISpot

Wie auch in anderen Arbeiten beschrieben, hat sich fur uns der T-Track® CMV ELISpot als

geeignete Methode herausgestellt, um die CMV-Reaktivitdt von T-Zellen zu messen (13, 71).

Die unterschiedliche Verteilung von IE-1 und pp65-Spots flihrte in unseren Daten dazu, dass
pp65 sich als geeigneterer Marker identifizierte. Zu allen Zeitpunkten war die Spotanzahl von
pp65 signifikant héher als bei IE-1. Im Verlauf blieb bei den einzelnen Patienten die Verteilung
der Spots ahnlich, sodass es bei Patienten, die von Anfang an nur IE-1 Spots hatten, auch
immer dabeiblieb. Dass IE-1 ein frihes Antigen ist, welches zu Beginn der CMV-Replikation
exprimiert und pp65 in spaten infektiosen Viruspartikeln exprimiert wird (88), wurde mit den
Erkenntnissen aus der Studie nicht bestétigt. Bei den Patienten, die eine neue CMV-
Erkrankung bekamen, bildeten sich nicht erst IE-1 Spots, sondern die Verteilung war

unspezifisch.

Bemerkenswert ist, dass sich IE-1 in anderen Studien als potenzieller Marker fir die
Vorhersage eines erhdhten Risikos fir eine CMV-Infektion herausstellte (55, 89). Generell gibt
es in vielen Studien widersprichliche Aussagen zu der Rolle von pp65 und IE-1 (90). Auch
zeigen manche Studien keinen signifikanten Zusammenhang zwischen den T-Zell-Reaktionen
vor der Transplantation und der Zeit bis zur CMV-Replikation (91). So lasst sich nicht
abschliel3end und eindeutig klaren, ob IE-1 oder pp65 ein besserer Marker ist und welche

Faktoren dafursprechen, dass eher Spots bei IE-1 oder pp65 auftreten.

53



Diskussion

Dass sich die Anzahl der Spots generell im Verlauf steigert und zum zwdlfmonatigen Zeitpunkt
am hochsten ist, kdnnte in Zusammenhang mit der geringeren Immunsuppression und dem

verbesserten Allgemeinzustand der Patienten im Vergleich zu vor der NTX stehen.

4.3.1 Einschatzung der Immunsuppression mit CMV-ELISpot

Die nicht mit den Spots korrelierenden Tacrolimus-Spiegel zeigten, dass der Test sich nicht
dazu eignet, den Status der immunsuppressiven Medikamente zu erfassen. Im klinischen
Alltag gilt die aktuelle etablierte Strategie regelméaRig die Talspiegel zu messen und als

Ausgangspunkt fur die Anpassung der Immunsuppression zu verwenden.

Bei vielen Medikamenten basiert die Behandlung aber auf einer gewichtsadaptierten
Dosierung oder der klinischen Wirkung, wie das Ende einer AbstolRungsreaktion, ohne
messbare Spiegel. Dazu gehéren auch Steroide, die hier im Vergleich auch nicht mit den pp65
oder IE-1 Spots korrelierten. Durch den T-Track® CMV ELISpot kann somit nicht die
Uberwachung der Immunsuppressionstherapie iilbernommen werden. In einer anderen Studie
konnte im ELISpot ein Unterschied zwischen den Dosierungen der Steroide und der
Spotanzahl festgestellt werden (12), was hier nicht bestatigt werden konnte. Generell kénnte
dies auch daran liegen, dass die ELISpots zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt
wurden und nicht unmittelbar vor der Blutentnahme eine Steroid-Gabe erfolgte. Um jedoch
einen Test zu etablieren, der den Grad der Immunsuppression erfasst und bei der Einstellung
der Immunsuppressionsmedikation helfen kann, sollte dieser zu normalen Routinekontrollen
nach NTX durchgefiihrt werden kbnnen, wie es in der hier gezeigten Studie durchgefiihrt

wurde.

4.4 CMV-Erkrankungen und Monitoring

Mit 62 % waren die meisten Patienten in der intermediate risk Gruppe und 18,3 % in der high
risk Gruppe. Da nur die CMV-seropositiven Patienten (n=44) auch messbare Spots in den
ELISpots hatten, konnte nur dieser Anteil an Patienten hinsichtlich Veranderungen der

ELISpots im Verlauf betrachtet werden.

Alle Patienten, die entweder selbst CMV-seropositiv waren oder deren Organspender CMV-
seropositiv. war, erhielten Valganciclovir als Prophylaxe. In mehreren Studien konnte
festgestellt werden, dass die beiden praventiven Strategien, entweder regelméafRige CMV-
PCR-Kontrollen durchzufihren oder eine generelle antivirale Prophylaxe wahrend eines

bestimmten Zeitraums einzunehmen, gleichermaf3en wirksam sind (92).
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Es wurden einige CMV-Events dokumentiert. Aufféllig war dabei, dass es bei drei Patienten
sogar unter CMV-Prophylaxe zu einer CMV-Reaktivierung kam. Zwei weitere Patienten hatten
trotz Prophylaxe eine selbstlimitierende Infektion. Entstandene CMV-Erkrankungen trotz
Prophylaxe konnten auch in einer anderen Studie festgestellt werden (93). Bekannte Ursachen
daflr sind unter anderem Fehldosierungen von Valganciclovir bei Niereninsuffizienz (94, 95),
da bei verringerter GFR eine Dosisanpassung erforderlich ist. Weitere Untersuchungen waren
aufschlussreich, um festzustellen, ob eine Uberwachung der Medikamentenspiegel bei der
Dosisanpassung von Valganciclovir hilfreich wéare, um CMV-Reaktivierungen, die eigentlich
durch Valganciclovir vermieden werden sollten, besser unter Kontrolle zu halten. Aul3erdem
werden viele Patienten unter prophylaktischer Therapie weniger auf CMV getestet, was zu
hinterfragen wéare, wenn man bedenkt, dass es auch unter Prophylaxe zu CMV-
Reaktivierungen kommt. Wenn, wie bereits untersucht, regelmalige CMV-PCR Kontrollen
gleichwertig wirksam sind wie eine Prophylaxe mit Valganciclovir und es auch unter der
Prophylaxe zu CMV-Reaktivierungen kommen kann, scheint es ein besserer Weg zu sein,
Valganciclovir nicht bei allen Patienten zu verwenden, um auch die Nebenwirkungen zu
verhindern. Andere alternative Methoden, wie eine Impfung zur Prévention von CMV-

Infektionen, konnten bisher keine Wirksamkeit zeigen (96).

Die meisten CMV-Infektionen in der Studie verliefen asymptomatisch. Jedoch kénnen auch
asymptomatische Verlaufe zu gesundheitlichen Auswirkungen filhren. Neben direkten
Schéden durch CMV sind bereits auch indirekte CMV-Effekte wie akute und chronische
Transplantatabstof3ung, Diabetes und Atherosklerose festgestellt worden (97-99). Zudem
kann das CMYV indirekt das Risiko flr bakterielle, mykotische und virale Infektionen erhéhen
(100), auch wenn viele Prozesse dahinter noch nicht vollstandig verstanden sind. Daher ist
auch das Uberwachen von asymptomatischen CMV-Erkrankungen fur den Verlauf nach Tx
wichtig. Eine langfristigere Studie mit Blick auf die Auswirkungen auf das Nierentransplantat
bei einer CMV-Infektion zu einem frilhen Zeitpunkt nach NTX ware sicherlich sinnvoll, um die

Rolle von friihen CMV-Infektionen naher untersuchen zu kénnen.

Die Patienten wurden nicht alle mit Valgancilovir oder Ganciclovir behandelt, obwohl die
Viruslast ahnlich war. Trotzdem gab es keine schwerwiegenderen CMV-Verldufe. Es ist
vorbeschrieben, dass eine héhere Viruslast auch mit einem schwereren Verlauf korreliert (101,
102). Auf Grundlage der Viruslast wurde in der Studie keine Therapieentscheidung getroffen.
Einige der Patienten trugen eine Virdmie aus, ohne dass eine Behandlung notwendig war.
Dies zeigt, dass die optimalen Schwellenwerte fur praventive Strategien noch nicht gut
definiert sind und die Frage, inwiefern asymptomatische Patienten behandelt werden sollten,
bleibt bestehen. Die Studie zeigt, dass man die praventiven MalRnahmen durch CMV-ELISpots
erganzen und somit die Risikoeinschatzung und die praventive Strategie verbessern konnte.

Ahnliches wurde auch in anderen Studien gezeigt (73, 103).
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Beim Vergleich der ELISpots vor NTX mit dem Auftreten von CMV-Reaktivierungen innerhalb
der zwolf Monate nach NTX zeigte sich, dass die Patienten mit CMV-Reaktivierungen
signifikant niedrigere Spots bei pp65 hatten als die Patienten ohne eine CMV-Reaktivierung.
Auch die Feststellung, dass Non-Responder dazu geneigt sind, eher eine CMV-Reaktivierung
zu entwickeln, scheint hilfreich. So kénnte der T-Track ® CMV daflr genutzt werden, bereits
vor NTX das Risiko fur eine bevorstehende CMV-Reaktivierung einzuschatzen. Dies wurde
auch bereits in anderen Studien festgestellt (104, 105). Einen weiteren Marker, um das Risiko
fur CMV-Reaktivierungen bestimmen zu kdnnen, stellten in manchen Studien die niedrigeren
Lymphozytenzahlen vor Tx dar (106-108).

Auch nach vier Wochen und nach drei Monaten hatten die Patienten mit einer CMV-
Reaktivierung signifikant weniger Spots bei pp65 als die Patienten, die kein CMV-Event hatten.
So eignete sich der Test auch, um unmittelbar vor einer CMV-Reaktivierung das Risiko

vorherzusagen.

Nach sechs und nach zwélf Monaten waren die Spots nicht signifikant niedriger. Diese
Zeitpunkte scheinen nicht geeignet, um einen Vorhersagewert zu bestimmen. Da die ersten
Monate nach NTX entscheidend sind und in dem Zeitraum das hochste Risiko fir Infekte und
AbstoRRungen ist, ist es umso besser, je friher das Risiko eingeschatzt und so gegebenenfalls
die Immunsuppression geandert werden kann. Auch wenn die immunmodulatorischen
Mechanismen noch nicht endgultig geklart wurden, zeigte die ATHENA-Studie, dass die
Therapie mit Everolimus, kombiniert mit Tacrolimus oder Cyclosporin A, einen signifikanten
Vorteil bei der Pravention von CMV-Infektionen im Vergleich zur Standardtherapie mit
Tacrolimus und MMF brachte (109). Die Patienten, die mit Everolimus behandelt wurden,
behielten die CMV-spezifische T-Zell-Funktionalitat bei, was der Grund fir den verbesserten
Schutz vor CMV-Infektionen sein kdnnte. Da mMTOR-Inhibitoren die T-Zell-Funktion
verbessern, konnten einige Patienten von einer Behandlung mit diesen profitieren (110, 111).
Mit diesen Erkenntnissen und einer Risikoeinschéatzung durch einen ELISpot vor NTX kénnte
die Immunsuppressionstherapie bei Patienten mit einem hohen Risiko, eine CMV-Infektion
nach NTX zu bekommen, mit Everolimus und Tacrolimus eingeleitet werden. Da wir in unserer
Studie nur einen sehr geringen Anteil an Patienten mit Everolimus als Teil der
Immunsuppressionstherapie hatten (5,6 % nach 4 Wochen), ist ein Vergleich mit anderen

Studien nicht aussagekraftig moglich.

55,6 % der Non-Responder hatten eine CMV-Reaktivierung, wohingegen nur 21,4 % der
Strong-Responder von einer CMV-Reaktivierung betroffen waren. Damit scheint eine héhere
Spotanzahl bei den ELISpots im Vergleich zu einer niedrigen Spotanzahl bei CMV-

Reaktivierung protektiv zu wirken. Dies zeigte sich auch in anderen Arbeiten (112, 113).
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Insgesamt wurde festgestellt, dass ein ELISpot mit dem T-Track® CMV vor NTX und nach vier
Wochen und drei Monaten hilfreich sein kdnnte, um das Risiko fir eine CMV-Reaktivierung

einzuschatzen und die Immunsuppressionstherapie dahingehend zu optimieren.

4.5 Andere Infektionen

Es wurde aufgezeigt, dass es bei fast jedem Patienten (84,5 %) zu Infektionen innerhalb der
zwolf Monate nach NTX kam. Dies zeigt erneut die grof3e Relevanz des Managements von
Infektionen nach NTX. Die haufigsten Infektionen traten zwischen vier Wochen und sechs
Monaten nach NTX auf. Eine Erklarung hierfir konnte die Anderung der Dosierung der
Immunsuppressionsmedikamente im Verlauf sein, da vor allem zu Beginn eine hdhere
Dosierung der Immunsuppression das Infektionsrisiko erhoht. Sicherlich kommt es hier
zusatzlich auch auf individuelle Faktoren an, wie zum Beispiel auf den Umgang mit dem

erhdhten Infektionsrisiko im privaten Umfeld und Alltag der Patienten.

Es zeigte sich, dass es vor allem zum Auftreten von HWIs kam, was auch als haufige Infektion
nach NTX in anderen Studien bestétigt wird (114-116). Vor allem im spateren Verlauf nahmen
die viralen Infekte zu. Insgesamt zeigte sich ein gro3es Spektrum an Infektionen, daher war
es schwierig sich auf Gemeinsamkeiten bei den verschiedenen Infektionsgruppen zu

konzentrieren. Neben CMV spielte auch BKV eine groRe Rolle (siehe Abschnitt 4.6).

Beim Vergleich der ELISpots der Patienten mit und ohne Infektionen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied. Die Spots waren nicht, wie in der Hypothese aufgestellt, vor einer
Infektion niedriger, sondern es zeigte sich ein unspezifischer Verlauf. Um diesbezuglich
genaueres untersuchen zu kdnnen, misste man die Schwere der Infektionen im Vergleich mit
den ELISpots untersuchen. Aus dem generellen Vergleich liel3 sich kein Nutzen fir die

Einschatzung des Infektionsrisikos ziehen.

In einer anderen Studie wurde festgestellt, dass die IFN-y-Spiegel bei Patienten mit mehreren
Infektionen nach Tx bis zu sechs Monate signifikant niedriger waren (117). AbstoRungen
korrelierten aber nicht mit den IFN-y-Spiegeln. Um die IFN-y-Spiegel nutzen zu kénnen und
damit das Infektionsrisiko nach NTX einzuschatzen, sollten weitere Untersuchungen

durchgefuhrt werden.

Auch gab es eine Studie in China, die zeigte, dass bestimmte T-Lymphozyten-assoziierte

Protein-4-Polymorphismen ein erhéhtes Risiko fur Virusinfektionen aufzeigte (118).

In einer weiteren Studie zeigte sich, dass die Funktion der nattrlichen Killerzellen eine schwere

Infektion bei Empfangern von Nierentransplantaten voraussagen kann (119).
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Insgesamt ist nicht zu vernachlassigen, dass es neben den Infektionen als solchen noch
Faktoren wie Diabetes, Adipositas, Ernahrungszustand und Dialyse vor der Transplantation
gibt, die auch einen Einfluss auf den Zustand des Immunsystems haben und schwer
einschatzbar sind (120-123).

Generell gibt es in der Forschung viele Ansatze, um das Infektionsrisiko besser einschétzen
zu konnen. Bisher hat sich in der Klinik, abgesehen von dem Uberwachen der
Transplantatfunktion, kein anderer Test in der Praxis durchgesetzt. Daher basiert die

Einschatzung wahrend einer Infektion bisher Uberwiegend auf klinischer Erfahrung.

46 BKV

Neben CMV stellte sich BKV in der Studie als ein haufiger Virus nach NTX heraus. Es zeigte
sich vor allem, dass es schon nach vier Wochen zu BK-Virdmien kam und Patienten Uber

mehrere Monate BK-Viramien hatten, die dann in einer BKVN endeten.

Patienten mit einem BKV-Event hatten nach drei und nach sechs Monaten signifikant
niedrigere |IE-1-Spots als Patienten ohne BKV-Event. Fraglich ist, ob der T-Track® CMV
ELISpot auch anwendbar ist, um speziell eine BK-Viramie hervorsagen zu kdénnen oder die
Patienten einfach generell aufgrund der Infektion weniger messbare T-Zellen hatten. Zudem
konnten wir auch hier nur die ELISpots der CMV-seropositiven Patienten zum Vergleich
nutzen, weil nur diese Spots gezeigt haben. Es gab aber auch viele Patienten, die CMV-
seronegativ waren und eine BK-Virdmie hatten. Somit ware der Test auch nur auf eine
ausgewahlte Patientengruppe anwendbar. Der Klinische Nutzen in Bezug auf die
Uberwachung von BKV nach NTX bleibt daher offen. Auch auffallend ist, dass in diesem Fall
IE-1 eine groRere Rolle als pp65 spielte, wohingegen es bei den CMV-Reaktivierungen anders

war und generell pp65 eine hdhere Anzahl an Spots zeigte als IE-1.

Einige Studien empfahlen eine BKV-spezifische Immuniberwachung, vor allem als
prognostisches Instrument und um Patienten mit einem Risiko fiir eine BKV-Nephropathie
identifizieren zu konnen (124-126). Bisher werden in der Klinik aber nur regelmaliig

guantitative PCRs zur Bestimmung von BK-Viramien durchgefuhrt.

4.7 Abstoflungen

Insgesamt hatten nur 13 Personen eine Abstol3ung und davon waren auch nicht alle CMV-
seropositiv. Daher war ein Vergleich der ELISpots mit der geringen Stichprobe schwierig.
Festgestellt wurde, dass Patienten, die bereits einmal eine AbstoRung hatten, ein erhdhtes

Risiko hatten, erneut eine AbstoBung zu entwickeln. Vor allem direkt nach NTX kam es zu
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AbstoRRungen, wohingegen nach sechs und zwdlf Monaten kein Patient eine akute Abstol3ung
hatte.

Beim Vergleich der ELISpots der Patienten mit und ohne AbstoRung zeigten sich entgegen
der Hypothese, dass eine erhdhte Spotanzahl das Risiko fiir eine Transplantatabsto3ung
erhohen wirde, bei den Patienten mit AbstoRungen weniger Spots (nicht signifikant). Dies
konnte auch daran liegen, dass sich die Patienten mit den Abstof3ungen generell in keinem

guten Allgemeinzustand befanden und ihr Immunsystem nicht stabil war.

Studien, die untersucht haben, wie das Risiko fur AbstoBungen besser eingeschétzt werden
kann, haben gezeigt, dass vor allem das Vorhandensein von persistierenden oder de novo
HLA-Antikérpern nach der Transplantation mit einem Transplantatverlust verbunden ist (62,
127). Dies wurde in der Studie nicht betrachtet, spielt aber in Hinblick auf die Einschatzung

des Risikos einer Abstof3ung eine grof3e Rolle.

Aktuell werden AbstofRungen mit einer Nierenbiopsie diagnostiziert und das Risiko fir eine
AbstoRung mit einer verschlechterten Transplantatfunktion, die sich vor allem in einem
erhéhten Serum-Kreatinin und einer Proteinurie zeigen kann, eingeschétzt. Ein einzelner Test,
um das Risiko besser einschatzen zu kénnen, existiert bisher nicht, ware aber ein hilfreiches

Instrument.

4.8 Immunmonitoring

Wie bereits aus den vorherigen Abschnitten hervorgehend, eignete der T-Track® CMV sich
nicht dazu den Grad der Immunsuppression zu bestimmen. Das Wissen um den individuellen
Status der Immunsuppression wirde helfen, um die medikamenttse Einstellung zu optimieren
und das Risiko fur Infektionen und Abstof3ungen besser einschatzen zu kénnen. Neben dem
Ansatz, wie in der Studie die T-Zell-Reaktivitat auf CMV-spezifische Antigene dafir zu nutzen,

gibt es in der Forschung auch andere Vorschlage.

In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass das Torque-Teno-Virus (TTV) mit dem Grad
der Immunsuppression zusammenhangt. Es zeigte sich, dass hohere TTV-Spiegel mit einer
verringerten AbstoRung, aber einem erhdhten Infektionsrisiko verbunden sind (128-132).
Sicherlich ware es daher sinnvoll sich weiter darauf zu konzentrieren, TTV-Spiegel in der Klinik
routiniert zu Uberprifen und in das Konzept der immunsuppressiven Strategien nach NTX
miteinzubinden. Aktuell zeigt sich dies noch nicht in der Praxis. Eine Etablierung und
Untersuchung, ob sich dieses Konzept in den Klinikalltag der Transplantationszentren

integrieren lasst, ware zukunftsorientiert.
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4.9 Schlussfolgerung und Ausblick

In der vorgestellten Studie konnte gezeigt werden, dass der T-Track® CMV ELISpot bei
Nierentransplantierten, die einen CMV-positiven Status hatten, die T-Zell-Reaktivitat auf die
CMV-spezifischen Antigene IE-1 und pp65 messen kann. Auf3erdem konnte festgestellt
werden, dass sich das Assay eignen kénnte, um ein erhéhtes Risiko flr eine bevorstehende

CMV-Reaktivierung zu messen.

Insgesamt eignete sich der Test aber nicht, um den Grad der Immunsuppression festzustellen
und somit einen bevorstehenden Infekt oder eine bevorstehende Abstof3ung vorhersagen zu

kdnnen.

Die aktuelle Strategie die CMV-Konstellation der Organspender- und Empfanger vor NTX zu
ermitteln  und anhand dessen das Risiko einer bevorstehenden CMV-Erkrankung
einzuschatzen, sowie die CMV-Prophylaxe-Strategie festzulegen, scheint ausbaufahig. Denn
das individuelle Risiko einer CMV-Erkrankung ist dadurch nicht vollstandig abschatzbar und in
vielen Studien wurde die CMV-spezifische T-Zell-Immunitét als wegweisender Pfeiler fur die
Risikoeinschatzung auch bereits vor NTX gezeigt (133-136).

Unsere Daten und Ergebnisse aus anderen Studien bestatigen, dass ELISpots nitzliche
prognostische Informationen Uber das Infektionsrisiko, den klinischen Verlauf der Krankheit

und das Ansprechen auf eine antivirale Therapie liefern konnten.

Die Zukunft des CMV ELISpot-Tests im klinischen Alltag als immunologischer Routinetest ist
vermutlich durch technische Komplexitat und fehlende Standardisierung begrenzt. AuRerdem
wird nicht zwischen CD4+ und CD8+ T-Zellen unterschieden (137). Im optimalen Fall sollten
weitere interventionelle Studien durchgefiihrt werden, bei denen aufgrund von CMV-ELISpots
Behandlungsentscheidungen getroffen werden. Dies kdnnte man auch durch Steuerung der
Prophylaxe oder Festlegung, bei welcher Viruslast die Patienten genau behandelt werden,

durchfuhren.

Zusammenfassend konnten die Hypothesen, dass der T-Track® CMV ELISpot die
Reaktionsfahigkeit von T-Lymphozyten gegen (Virus-) Antigene mittels IFNy Sekretion
messen kann und das Risiko einer CMV - Reaktivierung mittels T-Track® CMV ELISpot

eingeschétzt werden kann, bestatigt werden.

Somit kann der T-Track® CMV ELISpot dazu dienen, eine bevorstehende CMV-Reaktivierung

zu erkennen und als nitzliches Tool fur eine Therapieanpassung sorgen.

Den Grad der Immunsuppression festzustellen, ist weiterhin eine komplexe Frage und bedarf
weiterer Studien. Vielversprechende Ansatze, wie das Bestimmen des TTV-Spiegels,

scheinen besser geeignet als das Verwenden von CMV ELISpots. Bei allen Ideen
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diesbeziglich sollten in der Zukunft der klinische Nutzen sowie die praktische Umsetzung im
Klinikalltag untersucht werden. Ein standardisiertes Protokoll dartiber, wie das Risiko eines
Patienten eingeschéatzt werden kdnnte, nach einer NTX eine Infektion oder eine Abstol3ung zu
erleiden ware wiinschenswert und hilfreich, um die Immunsuppression individueller optimieren

und eine lange Transplantatfunktion gewahrleisten zu kénnen.
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die durch eine NTX notwendige, lebenslange Einnahme von
immunsuppressiven Medikamenten bringt viele Nebenwirkungen mit sich. Um eine gute,
langfristige Funktion des Nierentransplantats gewahrleisten zu kdnnen, ist es notwendig, die
Immunsuppressiva so zu dosieren, dass sie hoch genug sind, um eine Abstol3ung
vorzubeugen und so niedrig, dass es nicht zu einer zu starken Unterdrickung des
Immunsystems kommt und dadurch vermehrt Infektionen entstehen kénnen. Der Grad der
Immunsuppression wird aktuell durch die Bestimmung der Talspiegel immunsuppressiver
Medikamente sowie der Kontrolle der Transplantatfunktion bestimmt. Es gibt keinen
spezifischen Test, der den Status der Imnmunsuppression bestimmen kann. In anderen Studien
wurde gezeigt, dass die T-Zell-Reaktivitat auf CMV-spezifische Antigene einen Hinweis auf

den Status der Immunsuppression geben kann.

Ziele: Das Ziel der Studie war es, prospektiv mit den mehrfach durchgefiihrten CMV-
spezifischen ELISpots den Grad der Immunsuppression bestimmen und somit eine Aussage
Uber das Infektions- und AbstoBungsrisiko treffen zu kdnnen. Speziell das Verwenden der

ELISpots, um das Risiko von CMV-Reaktivierungen einzuschatzen, sollte untersucht werden.

Methoden: Von den Patienten, die eine NTX zwischen dem 01.08.2019 und dem 31.12.2021
in der Klinik fur Allgemein-, Viszeral- und Transplantationschirurgie (AVTC; Univ.-Prof. Dr.
Hauke Lang) der Universitatsmedizin Mainz erhalten haben, wurde vor der NTX, nach vier
Wochen, sowie nach drei, sechs und zwolf Monaten ein ELISpot mit dem T-Track® CMV Kit
(Lophius Biosciences GmbH, Regensburg, Deutschland) durchgefihrt und stattgehabte
Infektionen und AbstoBungen dokumentiert. Bei den ELISpots wurden die PBMCs der
Patienten mit den CMV-spezifischen Antigenen pp65 und IE-1 stimuliert. Nach Auswertung
der ELISpots und Sammeln der Daten, wurden diese in einer Datenbank zusammengestellt

und statistisch ausgewertet.

Ergebnisse: Es konnten 71 Patienten eingeschlossen werden, von denen 44 Patienten CMV-
seropositiv waren und deren ELISpots daher im Verlauf untersucht werden konnten. Nur CMV-
seropositive Patienten hatten positive ELISpots. Die Spot-Anzahl war sowohl bei IE-1 als auch
bei pp65 im Verlauf zunehmend und am hdchsten nach zwolf Monaten. Bei pp65 zeigten sich
immer hohere Spots im Vergleich zu IE-1 (p=0,037). Die Spots korrelierten nicht mit den
Tacrolimus-Spiegeln oder der Methylprednisolon-Dosis. Insgesamt zeigten sich nicht mehr
Spots bei den Patienten, die eine AbstoRung hatten und Patienten, die eine Infektion hatten,
zeigten auch nicht weniger Spots vor den Infekten. 38 % der Patienten hatten ein CMV-Event
und 13/44 entwickelten eine CMV-Reaktivierung. Die Patienten, die in den zwolf Monaten nach
NTX eine CMV-Reaktivierung hatten, wiesen signifikant weniger pp65-Spots auf als die

Patienten ohne eine CMV-Reaktivierung (p<0,01). AuRerdem hatten die Patienten, die nach
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Zusammenfassung

vier Wochen eine CMV-Reaktivierung hatten, nach vier Wochen signifikant niedrigere pp65
Spots als Patienten ohne CMV-Reaktivierung zu diesem Zeitpunkt (p=0,026). 55,5 % der Non-
Responder hatten eine CMV-Reaktivierung und Patienten mit hdheren Spots hatten weniger
CMV-Reaktivierungen. 28,2 % der Patienten hatten ein BKV-Event und diese Patienten hatten
zu allen Zeitpunkten weniger IE-1- und pp65-Spots als die Patienten ohne ein BKV-Event.
Nach drei und nach sechs Monaten waren die IE-1 Spots signifikant niedriger (3 Monate
p=0,017; 6 Monate p=0,007).

Schlussfolgerungen: Der T-Track® CMV ELISpot ist dafir geeignet, die T-Zell-Reaktivitat
auf die CMV-spezifischen Antigene IE-1 und pp65 zu messen. Die Zunahme der Spotanzahl
im zwolfmonatigen Verlauf schien sich durch die Reduzierung der Immunsuppression und den
verbesserten Allgemeinzustand zu erklaren. pp65 war als Marker besser geeignet als IE-1.
Der ELISpot kann einen Hinweis auf eine bevorstehende CMV-Reaktivierung geben und
konnte somit ein geeigneter Test sein, um bei CMV-seropositiven Patienten bereits vor der
NTX das Risiko einzuschatzen und die Immunsuppression umzustellen. Um den Grad der
Immunsuppression und somit das Risiko fir bevorstehende Infektionen und AbstoRungen

einzuschatzen, scheint der Test nicht geeignet.
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