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Abkurzungsverzeichnis

ADCC = antikoérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt (Antibody dependent cell-
mediated cytotoxicity)
AK = Antikdrper
AMR= antikérpervermittelte AbstoRung (Antibody mediated rejection)
aAMR = aktive AMR
caAMR = chronisch aktive AMR
cAMR = chronische AMR
c(a)AMR = chronische und chronisch aktive AMR
APC = Antigen-prasentierende Zelle (antigen-presenting cell)
ATG = Antithymozytenglobulin
DSA = Donor spezifische Antikorper
ELAM-1 = endothelial leucocyte adhesion molecule-1
EZM = Extrazelluldrmatrix
FAK = Focal adhesion kinase
FGFR = Fibroblast growth factor receptor
HLA = Humanes Leukoyztenantigen (human leucocyte antigen)
ICAM-1 = intercellular adhesion molecule-1
IF-Farbung = Immunfloureszenzfarbung
IFN-y = Interferon-y
IHC-Farbung = Immunhistochemiefarbung
IL = Interleukin
KIR = Killer-Cell-Immunglobulin-Like-Rezeptoren
LFA-1 = lymphocyte function-associated antigen-1
MCP-1 = Monocyte chemoattractant protein-1
MHC = Haupthistokompatibilititskomplex (major histocompatibility complex)
MiRNA = microRNA
MRNA = messenger RNA
MVI = Mikrovaskulare Inflammation (microvascular inflammation)
NK-Zelle = Natirliche Killerzelle
PTCML = Peritubulare Kapillaren Basalmembran Multilamellierung (peritubulary capillary
basement membrane multilayering)
a-SMA= Smooth muscle cell alpha actin
SMC = glatte Muskelzelle (smooth muscle cell)
SAB = single antigen beads
TCMR = T-Zellvermittelte AbstoRung (T-cell mediated rejection)
aTCMR = aktive TCMR



caTCMR = chronisch aktive TCMR
TG = Transplantglomerulopathie
TMA = Thrombotische Mikroangiopathie
TNF-o = Tumornekrosefaktor-a
TUNEL = TdT-mediated dUTP-biotin Nick-End Labeling
TXA = Transplantarteriopathie
HE-TXA = hypoelastotische Transplantarteriopathie
FC-TXA = Transplantarteriopathie mit einem Schaumzell-Infiltrat

LCA-TXA = Transplantarteriopathie mit einem LCA-positiven Infiltrat
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1.  Zusammenfassung

Das Korrelat einer chronischen abstoflungsbedingten Entziindung der Arterie, die
Transplantarteriopathie (TXA) war bis 2022 als Hybridlasion in der Banff-Klassifikation
anerkannt, also als Lasion die durch die antikdrpervermittelte AbstoRungsreaktion (AMR) und
durch die T-Zellvermittelte AbstoRungsreaktion (TCMR) entstehen kann. Die kirzliche
Entscheidung der Banff-Foundation, die TXA als Diagnosekriterium der AMR zu streichen,
wird durch ihre schlechte Spezifitat begriindet. Die Entscheidung spiegelt die uneinheitliche
Definition und Beschreibung der TXA in der Literatur wider; selbst in der Banff-Klassifikation
war die TXA bis 2022 nur als Ausschlussdiagnose definiert.

In der Literatur ist die Entstehung der TXA durch HLA-Antikdrper belegt. Es werden daruber
hinaus verschiedene Muster der TXA beschrieben; arterielle Intimaverbreiterungen mit
Leukozyten- oder Schaumzellinfiltration oder Intimaverbreiterungen, welche ohne eine
Vermehrung von elastischen Fasern einhergehen. Alle 3 Subtypen kdnnten zu einer besseren
Abgrenzbarkeit der TXA im AMR- oder AbstoRungskontext beitragen. Bis dato wurden diese
Subtypen aber in keiner Arbeit quantifiziert und in den Kontext mit anderen
AbstoRungsparametern gesetzt.

Ziel dieser Arbeit ist die Quantifizierung und vergleichende Aufarbeitung der Subtypen im
AMR-Kontext  hinsichtlich  klinisch-epidemiologischer = Daten  und  histologischer
AbstoRungsparameter, sowie des Transplantatiberlebens.

Unsere Befunde mit dem haufigen Vorliegen von anderen AMR-Parametern bei allen 3
Subtypen sprechen dafiir, dass alle 3 Subtypen eine chronische AMR widerspiegeln. Auch
spricht das schlechte Transplantatiiberleben der Kohorte insbesondere in Kombination mit
einer TG flr eine Prognoserelevanz der TXA im AMR-Kontext. Multizentrische, idealerweise
prospektive Studien sollten die TXA im AMR-Kontext neu betrachten, um die Entscheidung die

TXA als Diagnosekriterium der AMR zu streichen, auf ihre Richtigkeit hin zu GUberprufen.
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2. Einleitung

Die antikorpervermittelte Abstoflung (AMR) wurde in verschiedenen Studien als haufigster
Grund fir einen Transplantatverlust nach Nierentransplantation identifiziert.2® Entscheidend
ist es deshalb, eine AMR sicher zu diagnostizieren, damit eine rasche Therapieeinleitung flr
ein potenziell verbessertes Transplantatiiberleben eingeleitet werden kann.

Fir die pathologische Diagnostik von Nierentransplantaten im klinischen Kontext steht der
Medizin seit 1993 ein sich stetig fortentwickelndes Klassifikationssystem, die Banff-
Klassifikation, zur Verfligung.* Ziel dieses Klassifikationssystems war und ist es, eine
reproduzierbare, standardisierte Grundlage zur Diagnosestellung von Pathologien am
Nierentransplantat zu erstellen und diese von unspezifischen Transplantatveranderungen
abzugrenzen. Die Banff-Klassifikation dient dabei als Leitfaden die AbstoRungsmechanismen
der AMR und der T-Zellvermittelten Abstoliung (TCMR) voneinander abzugrenzen oder auch
zusammen zu diagnostizieren. Banff formuliert hierfiir 6 Diagnosekategorien, wobei neben den
mechanistisch getrennten AbstofRungsreaktionen weitere Kategorien abgegrenzt werden
kénnen. Ziel der Klassifikation ist es hierbei, die diagnostische Sensitivitdt und Spezifitat der
jeweiligen Diagnosekategorien weiter zu verbessern.

Aktuell wird die Banff-Klassifikation vor neue Herausforderungen gestellt, da verschiedene
Autoren das jetzige @ Konzept der mechanistischen  Dichotomisierung  der
AbstoRungsreaktionen (,nur‘ der AMR und TCMR) infrage stellen. Immer mehr Arbeiten
sprechen dafir, dass selbst die von der Banff-Klassifikation genannten histologischen
Diagnosekriterien der AbstoBungsreaktionen auch durch alternierende Immunmechanismen,
also nicht nur T-Zell- oder antikdrpervermittelt entstehen kdnnen; teilweise kdnnen diese auch
Uberlappend durch eine AMR und TCMR entstehen. Somit wird infrage gestellt, ob durch die
einzelnen Kriterien sicher zwischen einer AMR und TCMR unterschieden werden kann und ob
nicht auch synergistische AbstoRungsmechanismen unter der fakultativen Beteiligung
unterschiedlicher Immunzellen als Differenzialdiagnose in Betracht gezogen werden

missen.?®

Vor diesem Hintergrund gestaltet es sich fir die Banff-Klassifikation besonders schwierig,
einerseits eine sensitive, aber auch andererseits eine spezifische Diagnoseformulierung der
AMR und TCMR vorzunehmen. Diese Schwierigkeiten spiegeln sich in den aktuell veranderten
Diagnosekriterien der AMR hinsichtlich der , Transplantarteriopathie® (TXA) wider.

Bis zur Banff Klassifikation 2022 war ein Diagnosekriterium der chronischen und chronisch
aktiven AMR (cAMR und caAMR) eine , TXA*, die Banff als ,arterielle Intimafibrose® eingrenzte.
Sie musste fur Banff zudem neu aufgetreten sein und fir sie mussten andere Ursachen

ausgeschlossen sein.”8
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Mit der Veroffentlichung der Banff Klassifikation 2022 ist eine solche arterielle Intimafibrose
nicht mehr Diagnosekriterium der AMR.®

Hierzu entschieden sich die Autoren der Klassifikation, obwohl sie selbst einrdumen, dass
durch verschiedene Tierversuche und Arbeiten am Menschen die diagnostische Validitat der
Lasion und sogar die Prognoserelevanz der Lasion als gesichert gilt.'® Nichtsdestotrotz streicht
die aktuelle Banff Klassifikation diese Lasion aufgrund der von den Autoren als unzureichend
angesehenen Spezifitdt und der schlechten Reproduzierbarkeit der Diagnose der TXA. Zudem
wird kritisiert, dass fur die Diagnosefindung eine Vorbiopsie erforderlich ist, um das obligate
Neuauftreten der arteriellen Intimafibrose zu belegen. Es wird weiterhin daraufhin gewiesen,
dass diese Lasion bei nicht immer im Schnitt vorliegenden Arterien in Nierenbiopsien haufig

nicht diagnostiziert werden konnte.™

Vor dem Hintergrund des Ziels der Klassifikation eine hohe Sensitivitat und Spezifitat fur die
Diagnose einer AMR zu gewahrleisten, erscheint es aber nicht sinnvoll, eine gesichertes
Diagnosekriterium der AMR géanzlich zu streichen.

Auch wenn anderweitige Abstoflungsmechanismen eine TXA verursachen kdnnen und das
Prinzip der Dichotomisierung der AbstoRungsreaktionen nicht mehr zutrifft,>® missen
unabhangig hiervon bei einer mechanistischen Aufteilung von Abstollungsreaktionen alle
bekannten Diagnosekriterien des jeweils abgegrenzten Mechanismus vollstandig aufgefuhrt
sein.

So sollte das Ziel der Banff-Klassifikation stattdessen sein, die Diagnosekriterien an sich und
die Klassifikation im Ganzen so zu formulieren, dass unter Bertcksichtigung aller bekannter

Merkmale einer Abstoliungsreaktion eine hohe Spezifitat und Sensitivitat garantiert wird.

Die genannten Kritikpunkte der aktuellen Banff-Klassifikation traten vermeintlich auch dadurch
auf, dass die AMR assoziierte TXA in der Banff-Klassifikation nicht Gber weiterfihrende
morphologische/histologische Kriterien subklassifiziert wurde.

Stattdessen wurde die TXA als zwingend neu aufgetretene Ausschlussdiagnose definiert. Die
Banff-Klassifikation rAumt hier selbst ein, dass das Neu-Auftreten schwer zu beweisen ist'C.
Zweitens ist der Ausschluss von Differenzialdiagnosen besonders schwierig, wenn keine
Eingrenzung der Morphologie erfolgt.

In der Primarliteratur wurden verschiedene histologische Erscheinungsmuster im AMR-
Kontext hervorgehoben, welche eine Zuordnung arterieller Intimaverbreiterungen zur AMR
einfacher machen konnten. Dazu zahlt erstens eine hypoelastotische Verbreiterung der
arteriellen Intima, also eine solche, welche ohne oder nur mit einem geringen Anteil einer
Vermehrung elastischer Fasern einhergeht.'’""* Zweitens wurde eine méogliche Infiltration der

arteriellen Intima von Leukozyten dokumentiert,'>"” drittens wurden speziell Schaumzellen in
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der arteriellen Intimaverbreiterung beobachtet.’® Bis dato fehlt eine Arbeit, welche diese
histologische Erscheinungsbilder arterieller Intimaverbreiterungen im AMR-Kontext aufarbeitet

und jeweils quantifiziert.

Ziel dieser Arbeit ist es arterielle Intimaverbreiterungen mit den Subtypenmerkmalen der
Hypoelastose, der Infiltration durch Leukozyten oder durch Schaumzellen zu quantifizieren.
Die jeweiligen Untergruppen sollen beztiglich des Vorliegens anderer AMR-, aber auch TCMR-
Markern,  klinischer und  epidemiologischer = Parameter und  bezlglich des

Transplantatliberlebens verglichen werden.

Durch die von uns vorgeschlagenen Subtypen kénnte die arterielle Intimaverbreiterung im
AMR-Kontext besser eingegrenzt werden und das Diagnosekriterium spezifischer werden.

Ob durch diese Subtypen eine ausreichende Spezifitait und Reproduzierbarkeit der TXA
entsteht, auf deren Basis die Reintegration der TXA in die Banff-Klassifikation vorgenommen
werden kann, sollte aber auch durch weiterfiihrende Arbeiten Gberprift werden, um keine

AMR, die sich auf den arteriellen Part der Niere projiziert (hat), zu Gbersehen.

2.1. Begriffsdefinition und Erstbeschreibung der Transplantarteriopathie

2.1.1. Begriffsdefinition

Zur Umschreibung der chronischen arteriellen Veranderungen, die im Zusammenhang mit
AbstoRungen stehen, ist die Terminologie der Literatur uneinheitlich. Dies begriindet sich auch
dadurch, dass neben den unterschiedlichen Bezeichnungen auch unterschiedliche
morphologische Subtypen in den Zusammenhang mit chronischen AbstoRungsschaden der
Arterie gebracht werden. Neben den Begriffen der Transplantarteriopathie wird auch von einer
Transplantvaskulopathie,’ oder chronischen Allograft Arteriopathie'’/Vaskulopathie™
gesprochen. Aufgrund der Ahnlichkeit zu arteriosklerotischen Verdnderungen wird diese
entweder als Transplantarteriosklerose oder Transplantatherosklerose oder sogar ohne
Abgrenzung als Arteriosklerose bezeichnet.''5 In manchen Primararbeiten grenzen die
Autoren die Veranderungen ein, indem diese genauer beschrieben und klassifiziert
werden.'*"® Auch die Banff-Klassifikation grenzt die TXA als arterielle Intimafibrose
beschreibend ein.”1°

Alle unterschiedlichen Bezeichnungen der TXA und morphologische Subtypen haben gemein,
dass der chronische abstoRungsbedingte Schaden an einer Arterie mit einer arteriellen
Intimaverbreiterung einhergeht®1019,

In dieser Arbeit benutzen wir den Begriff der Transplantarteriopathie (TXA) flr einen
chronischen arteriellen Schaden, der im Zusammenhang mit einer AbstoRungsreaktion steht

und mit einer arteriellen Intimaverbreiterung einhergeht; eine Ursachen- oder
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Morphologieeingrenzung soll durch den Begriff nicht erfolgen. Weitere Eingrenzung erfolgen
dann durch ndhere Bezeichnungen der TXA die in der Arbeit weiter ausgefihrt und erklart

werden.

2.1.2. Erstbeschreibung der TXA

Erstbeschrieben wurde die arterielle Intimaverbreiterung 1955 in ersten Fallreporten zu
menschlichen Nierentransplantaten von Hume et. al.?® Die Autoren beschrieben arterielle
Intimaverbreiterungen nach Nierentransplantation, die zu einer Lumeneinengung fihrten.
Begleitend beschrieben sie fakultative Infiltrate durch Lipid-beladene Makrophagen,
fragmentiere Laminae elasticae internae und atrophe, verdiinnte Mediae. Die Genese dieser
Veranderungen konnte noch nicht geklart werden, es wurde neben der Entstehung der
Veranderungen durch eine arterielle Hypertension auch eine antikdrpervermittelte Genese

diskutiert.?

Porter et al. untermauerten frih mit Verdffentlichung im Jahr 1963 die Theorie der Entstehung
durch eine AbstoBungsreaktion. Sie entdeckten arterielle Intimaverbreiterungen
verschiedenen Schweregrades mit nur teilweiser Lumenverlegung bis zur kompletten
Okklusion an humanen Nierentransplantat-Fallreporten. Auch beobachteten sie eine
Fragmentierung der internen Lamina elastica, sowie Fett-beladene Histiozyten. Dadurch, dass
sie zeigen konnten, dass die Veranderungen abrupt an der hier vorgenommenen Anastomose
zur Arteria iliaca interna des Nierentransplantats starteten, belegten die Autoren eine
AbstoRungsreaktion weitgehend und widerlegten eine alternativ diskutierte hypertensive
Genese. Auch normwertige Blutdruckdokumentationen widersprachen der Hypothese der
Hypertension. Die Aufarbeitung der Medikation der Patienten machte eine dritte Mdglichkeit
der medikamentésen Entstehung ebenso unwahrscheinlich.?! Erst mit der mechanistischen
Abgrenzung der AMR und TCMR konnte spater die Zuordnung der TXA zu den jeweiligen

AbstoRungsreaktionen erkannt werden.

2.2. Wie entsteht eine TXA durch die AbstoBungsreaktionen der AMR und
TCMR?

2.2.1. Antigenerkennung

Wird ein Organ transplantiert, so kommt es direkt nach Herstellung der Blutzirkulation im
Transplantat im Spenderorgan zu Kontakt der Endothelzellen mit Zellen des Immunsystems
des Empfangers. Die Haupthistokompatibilitdtskomplexe (major histocompatibility complex =
MHC) bedingen die Hauptallogenitat eines Organs. Bei diesen auch als Humane Leukozyten
Antigene (Human Leucocyte Antigen = HLA) bezeichneten Molekilen handelt es sich um
Komplexe von Oberflachenglykoproteinen, die vererbt werden und sich von Mensch zu

Mensch unterscheiden.?? Die Erkennung und Identifizierung der sich unterscheidenden MHC-
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Molekile durch Immunzellen ist sowohl fir die T-Zellvermittelte Abstollungsreaktion als auch
fur die antikdrpervermittelte AbstolRungsreaktion der Anfangspunkt einer AbstolRungsreaktion.
Aber auch andere Immunzellen, wie beispielsweise NK-Zellen oder Makrophagen kdnnen uber
die Bindung an an MHC-Molekulen aktiviert werden und Uber die Erkennung dieser als
korperfremd am AbstoRBungsprozess beteiligt sein.® Man unterscheidet MHC-Klasse | und
MHC Klasse Il Molekiile.??

Der initiale  Schlisselschritt in  der Antigenerkennung und Einleitung von
AbstoRungsreaktionen ist die Aktivierung von T-Lymphozyten.'?2* Diese kénnen Uber drei
verschiedene Mechanismen aktiviert werden (,3 signal-modell“)>?. Einerseits direkt, indem
uber den T-Zell-Rezeptor fremde intakte HLA auf Spender-Antigen-prasentierenden Zellen
(APC) erkannt wird. Andererseits konnen T-Zellen indirekt oder semidirekt Uber
empfangereigene APC aktiviert werden. Beim indirekten Weg werden prozessierte HLA-
Fragmente den T-Zellen prasentiert. Beim semidirekten Weg kdnnen empfangereigene APC
intakte Spender-HLA-Molekiile prasentieren.%12222526

Auch die T- Zell abhangige B-Zell-Antwort, welche eine AMR einleitet, erfolgt Uber die gleichen
Schritte der Antigenerkennung.®>???" Die Aktivierung der T-Zelle kann aber auch zur Initiierung
von intrazellularen Signalkaskaden fiihren, welche unter Kostimulation an sich eine T-

Zellvermittelte AbstoRungsreaktion auslésen kann 5122224

2.2.2. Antikorperproduktion

Eine B-Lymphozyten-Immunantwort, die gegen Proteine oder Peptide gerichtet ist, ist T-
Lymphozyten-abhangig. Zur Einleitung der B-Zell Immunantwort muss es zwingend zu einem
Kontakt zwischen T-Helfer-Zelle und B-Lymphozyt kommen. Die T-Zellen dienen hier als
Aktivatoren und Regulatoren der B-Lymphozyten 522728 B-l ymphozyten erkennen ihr Antigen
direkt Uber ein membranstandiges Immunglobulin, ihren B-Zell-Rezeptor (BCR). Auf einem
MHC Klasse Il Rezeptor prasentiert die B-Zelle wiederum ihr erkanntes Antigen und kann dann
von einer aktivierten T-Zelle wiederum aktiviert werden. Diese Aktivierung fuhrt zur B-Zell-
Ausdifferenzierung. Unter Formation eines Keimzentrums kommt es zur somatischen
Hypermutation unter den Keimzentrum-B-Lymphozyten. B-Zellen mit hoher Affinitat zum
prasentierten Antigen werden positiv selektiert und differenzieren sich dann zu Plasmazellen
und  Gedachtniszellen aus. Die ausdifferenzierten  Plasmazellen sind die
antikdrperproduzierenden Zellen, die humorale Abstofdung ist durch ihr Entstehen mit der

Antikérperproduktion immunologisch eingeleitet.?”-3!

2.2.3. Donorspezifische Antikorper (DSA)
Ein Antikdrper (AK) wird dann als donorspezifisch bezeichnet, wenn die Spezifitdt des
Antikoérpers zu den HLA-Merkmalen des Spenders passt. Der HLA-Antikorper ist dann gegen

ein HLA-Mismatch gerichtet, also ein HLA-Merkmal, welches unterschiedlich zwischen
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Spender und Empfanger ist. Ob ein HLA-Antikérper donorspezifisch ist, kann somit nur
festgelegt werden, wenn die HLA-Eigenschaften des Spenders bekannt sind. Somit liegen bei
einer Positivitdt von HLA-Antikdrpern bei einem Empfanger nicht zwingend DSA vor, es kann
sich auch um eine anderweitig stattgefundene Sensibilisierung gegen HLA-Molekile handeln,
welche nicht durch das Transplantat hervorgerufen wurde.*

Bei HLA-Antikorpern unterscheidet man, ob diese gegen die HLA Oberflachenmolekiile Klasse
| oder Klasse |l gerichtet sind. Eine weitere Subklassifizierung erfolgt dann bei HLA-Klasse |
Antikoérper in HLA-A, -B oder -C Antikdrper. HLA-Klasse Il Antikérper unterteilen sich weiter in
HLA-DR, -DQ oder -DP Antikorper.3?

HLA-Klasse | Antikdrper entstehen haufig friher nach Transplantation und sind mit einer
aktiven ABMR und einem friihen Transplantatverlust assoziiert.>* HLA Klasse Il Antikérper sind
insgesamt haufiger, entstehen auch im spateren Verlauf nach Transplantation und sind
ebenfalls Risikofaktor fiir einen Transplanatverlust.3**5 Prognostisch relevant ist insbesondere
die Fahigkeit der Antikdérper zur Komplementbindung, Patienten mit einem C1g-
komplementbindenden Antikdrper zeigten histologisch eine starkere Inflammation und wiesen
ein deutlich schlechteres Transplantatiberleben auf, als Patienten mit nicht-
komplementbindenden DSA oder Patienten ohne DSA.%¢%" Auch konnte der gebildete IgG-
Subtyp (der unter anderem auch Uber die Komplementaktivierung entscheidet) eine
prognostische Relevanz haben und eher fiir eine subklinische, chronische AMR (eher IgG4)
oder eine aktive AMR hinweisend sein (eher IgG3).38

Risikofaktor fur die Entwicklung von DSA ist eine hohe Anzahl von Mismatchen von HLA-
Antigenen, hierbei wiegen aber manche schwerer als andere, insbesondere Mismatche der
HLA-II-Antigene DQ und DR scheinen das Risiko fiir die Entwicklung von DSA zu erhéhen.34%
Auch eine Inadharenz, sowie verschiedene Entzindungen beispielsweise im Rahmen von
viralen Infektionen, einer Ischdmie oder von vorherigen AbstoRungsepisoden kénnen die

Entwicklung einer AMR oder die Bildung von DSA triggern.32%

Das erste Verfahren zum Nachweis von anti-HLA Antikorpern war das komplementabhangige
zellbasierte Zytotoxizitats-Crossmatch (CDC-Test). Dieser Crossmatch-Test zeigte damals
EinfGhrung den Zusammenhang zwischen praformierten Antikbrpern beim Empfanger und
dem direktem Organverlust nach Transplantation durch eine hyperakute AbstoRung. Bei
dieser Diagnostikmethode wurde Empfangerserum mit Spender-Lymphozyten inkubiert. Nach
Zugabe von Komplementfaktoren meist vom Kaninchen konnte das Komplementsystem durch
die moglichen Antikérper im Empfangerserum aktiviert werden. Die Aktivierung des
Komplementsystems zeigte das Vorhandensein der praformierten Antikdrper an. Mit dieser
Methode konnten nur Antikérper nachgewiesen werden, die Komplement binden und

aktivieren.?? Alternativ zu komplementbasierten Methoden, kdnnen
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Immunfluoreszenzantikérper verwendet werden, die Empfangerantikérperbindungen an den
Spender-Lymphozyten nachwiesen (Flow-Crossmatch), woraus sich eine héhere Sensitivitat
fur den Nachweis von vorhandenen Antikdrpern ableitete, da eben nicht nur
komplementaktivierende Antikérper nachgewiesen werden.?? Unmittelbar vor einer
Transplantation erfolgt weiterhin ein CDC oder Flow-Crossmatch. Ist der Test positiv, so ergibt
sich eine absolute Kontraindikation gegenuber einer Transplantation. Eine hyperakute
Abstoung durch praformierte Antikorper ist nach der Einfihrung dieser Tests extrem selten

geworden.*?

Neuere Verfahren weisen HLA-Antikorper nicht mehr Gber Inkubation mit Zellen nach, sondern
Uber Festphasen-Assays. Ein solches Nachweisverfahren mit multiplexer Plattform ist das
,Luminex® Single Antigen Bead Assay. Es ist hochsensitiv und hochspezifisch. Verwendet
werden winzige farbkodierte Plastikkugeln, sogenannte ,Beads®, die spezifisch mit einzelnen
MHC-Klasse | oder Il Epitopen beschichtet sind. Die Beads und die daran gebundene Antigene
kénnen anhand der Beadfarbe unterschieden werden. Eine Mischung der Beads wird mit
Empfangerserum inkubiert, dessen Antikdrper spezifisch an die Epitope auf den entsprechend
farbcodierten Beads binden. Im nachsten Schritt werden fluoreszenzkonjugierte anti-lgG-
Antikdrper hinzugefigt. Diese fluoreszenzkonjugierten Antikdrper (Detection Antikorper)
binden dann an die anti-HLA-Antikérper auf den Beads mit den spezifischen Epitopen. Im
Luminex Analyzer passieren die Mikrobeads zwei Laser. Ein Laser detektiert die Farbe des
Mikrobeads und damit das spezifische HLA-Epitop. Der zweite Laser detektiert die Menge des
an das spezifische Epitop gebundenen Antikorpers Uber die Fluoreszenzintensitat des
Sekundarantikorpers. Das quantitative Ergebnis von mehreren durchgefiihrten Assays wird
als mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI) angegeben. Aufgrund der hohen Spezifitat und
Sensitivitat ist dieses Verfahren nun als diagnostischer Standard etabliert.*®

Die MFI ist unter anderem beeinflusst durch die Epitop-Ahnlichkeit des Bead-gebundenen
Epitops zu dem Epitop in vivo, die HLA-Antikérperkonzentration im Empfanger, die
Bindungsfahigkeit des HLA-Antikorpers an das Antigen (Antikérperreaktivitat) und auch durch
den Prozoneneffekt. Beim Prozoneneffekt kann es bei einem hohen Antikorpertiter zu einer
Falsch-Negativitdt kommen. Ursachlich ist am ehesten eine Aktivierung des
Komplementsystem mit einer C1-Komplexbildung, welche die Bindung des Sekundar-
Antikorpers blockiert.8-3840

Es werden verschiedene Cut-off Werte diskutiert, ab wann das Ergebnis als positiv fir den
Nachweis eines HLA-Antikdrpers und mit passendem Mismatch als DSA gewertet wird. Ein
universal als richtig angesehenen Cut-off Wert flr die Bewertung als ,positiv* existiert nicht

und der verwendete Cut off Wert divergiert stark in unterschiedlichen Kliniken oder
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Studien.®%23341 Dije Hohe des MFI scheint aber mit einer schlechteren Prognose zu

korrelieren.33:38:42

Wird der single bead Assay vor der Transplantation verwendet, um eine Sensibilisierung
gegen Antigene des potenziellen Spenders zu identifizieren, so stellt der positive Nachweis
von potenziell donor-spezfiischen Antikorpern eine relative Kontraindikation hinsichtlich einer
Transplantation dar. Eine Transplantation sollte nicht erfolgen, wenn es sich um ,nicht
akzeptierbare” Antikdrper handelt. Durch das Luminex Verfahren erfolgt ein virtuelles
Crossmatch, dass genutzt wird, um Organe nur an Empfanger anzubieten, die Uberhaupt
durch ihre fehlende oder akzeptable Vorsensibilisierung fir eine Transplantation des

angebotenen Organs infrage kommen.32:38

Neben den oben besprochenen HLA-Antikérpern kénnen aber auch andere Antigene eine
Antikérperproduktion triggern und ebenso eine AMR verursachen. Diese unterteilen sich grob
in erstens Antikdérper, die gegen andere polymorphe Antigene gerichtet sind, welche sich
zwischen verschiedenen Menschen unterscheiden und zweitens in Antikérper, die gegen
korpereigene Antigene gerichtet sind.® Beispiele flr erstere sind Antikorper, die gegen
Antigene des ABO-Blutgruppensystems gerichtet sind. Uber sie kann bei ABO-inkompatibler
Spende eine hyperakute AbstoRung verursacht werden.?? Andere Antikérper, die einer ABMR
zugrunde liegen sind Antikorper gegen MHC class | chain-related sequence A (MICA)* und
Beispiele fiir die zweite Gruppe Antigluthation-S-Transferase-Antikérper**, Anti-Endothelzell-
Antikorper*®, sowie Anti-Angiotensin-Rezeptor-Antikorper*.

Banff weist auf diese Non-HLA Antikérper hin, verweist aber darauf, dass aufter der ABO-
Antikorper keiner der Non-HLA-Antikdrper suffizient validiert ist, um diese in das Routine-

Diagnostik-Protokoll der Klassifikation aufzunehmen.™
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2.2.4. Effekte der aktiven AMR am Zielgewebe - Arteritis, MVl und TMA

Ist die antikorpervermittelte Absto3ungsreaktion immunologisch mit der Bildung von
antikdrpersezernierenden Plasmazellen eingeleitet, so kébnnen die Antikérper verschiedene
Effekte an verschiedenen Zellen des Transplantats haben. Da Antikérper Uber die
Blutzirkulation in Kontakt mit dem Endothel des Transplantats kommen, sind vor allem dort
Effekte zu beobachten.*” Entsprechend sind die Diagnosekriterien und das Korrelat einer
aAMR eine mikrovaskulare Inflammation der glomerularen und peritubuldren Kapillaren bis hin
zum Bild einer thrombotischen Mikroangiopathie (TMA), aber auch Arteritiden mit einer

fakultativen fibrinoiden Nekrose.?10

Die Glomerulitis ist im Sinne einer glomerularen Entziindung in der Banff-Klassifikation Giber
den Banff Lesion Score ,g“ definiert. Dieser bemisst den Anteil aller segmental oder global
entzindeter Glomeruli. Diese werden als entziindet gewertet, wenn in ihren Kapillaren eine
komplette oder partiale Okklusion durch Entzindungszellen mit einer Endothelzellschwellung
vorliegt. Beide Kriterien mussen zwingend fur die Glomerulitis vorliegen, die Leukozyten
kénnen polymorphkernig oder mononuklear sein. Betrifft die Entziindung 25% oder weniger
der Glomeruli, so liegt ein g1-Score vor, sind bis zu 75% der Glomeruli betroffen, so liegt ein

g2 Score vor, sind es Uber 75% so liegt ein g3 Score vor.31°

Die peritubulare Kapillaritis ist als peritubulare Kapillaren-Entziindung nach Banff Uber den
Banff Lesion Score ,ptc* definiert und betrifft die am schwersten entziindete peritubulare
Kapillare, wobei der Grad der Entzindung durch die Anzahl von intrakapillaren
Entziindungszellen bemessen ist. Fur alle Banff ptc-Scores =21 muss dartber hinaus aber
mindestens eine Entziindungszelle in mindestens 10% der peritubularen Kapillaren zu finden
sein. FUr einen Banff-ptc-Score 1 muss die am schwersten betroffene Kapillare durch 3-4
Leukozyten zusatzlich infiltriert sein. Fur einen Banff-ptc-Score 2 zahlt die am schwersten
betroffene Kapillare bis zu 10 Leukozyten, sind mehr als 10 Leukozyten in einer Kapillare zu
finden, so liegt ein Banff ptc-Score 3 vor. Zu beachten ist, dass nur die peritubularen Kapillaren
im Cortex beurteilt werden dirfen, ihre Korrelate im Nierenmark, die medullaren Vasa recta,
sollen nicht in die Auswertung einbezogen werden. Zusatzlich sollen die peritubularen
Kapillaren weder longitudinal angeschnitten sein, noch in Bereichen einer akuten
Pyelonephritis oder eines Infarkts oder in Bereichen, die nah zu lymphoiden Aggregaten

liegen, ausgewertet werden.81°
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Die TMA wird in den ,additional diagnostic parameters” der Banff-Klassifikation aufgeftihrt und
kann nur fur eine aAMR gewertet werden, wenn fir sie keine andere Ursache vorliegt, also
Differentialdiagnosen, die eine TMA verursachen konnen ausgeschlossen sind.®™"
Diagnostische Kriterien fur die Diagnose einer TMA in Nierentransplantaten im klinisch-
histologischen Kontext wurden durch die zugehdrige Banff-Working Group festgelegt.
Histologisch sind unabhangig der Ursache fir die TMA neben dem fakultativen Verschluss von
KleinstgefaRen auch andere Manifestationen mdglich, beispielsweise als Korrelat einer

chronischen TMA eine glomeruldre Basalmembranaufsplitterung.*®

Banff definiert die Arteritis im ,Banff Lesion Score v* als Inflammation der arteriellen Intima.
Diese wird als eine Infiltration von Entziindungszellen, vor allem von Lymphozyten oder
Monozyten in den subendothelialen Raum, definiert. Eine Arterie muss nach Banff mindestens
zwei Schichten von glatten Muskelzellen aufweisen, um als solche definiert zu werden. Die
Schwere der Arteritis bemisst Banff nach der am schwersten betroffenen Arterie, wobei eine
betroffene Arterie ausreichend ist. Ein Banff-Score v1 spiegelt eine milde bis moderate Arteritis
wider, flr einen v2-Score muss durch die Entziindung ein mindestens 25%iger Verlust des
Lumens entstehen, flr eine v3 Lasion muss die Arteritis transmural sein oder es muss eine

fibrinoide oder glattmuskulare Nekrose vorliegen.®°

2.2.5. Komplementabhangige(r) und -unabhangige(r) Inflammation,
Prokoagulation, Zelltod und Proliferation durch Antikorper

Bekannte Effekte von HLA-Antikrpern am Endothel sind die Inflammation, die Prokoagulation,

der Zelltod und eine Zellproliferation und diese Effekte fuhren zu oben genannten

histologischen Bildern der aAMR. Die Effekte kdnnen mit und ohne Beteiligung des

Komplementsystems auftreten.*’4%-5"  Natirlich ist anzunehmen, dass verschiedene

Schadigungsmechanismen auch parallel ablaufen.

2.2.6. Aktivierung des Komplementsystems mit Inflammation, Koagulation und
Zelltod
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Wird das Komplementsystem Uber einen Antikdrper aktiviert, so wird die
Komplementaktivierung als klassisch bezeichnet. Bereits ein einzelnes Immunglobulin, das an
ein Antigen gebunden ist, reicht zur Komplementaktivierung aus.%? Der initiale Schritt der
Aktivierung erfolgt Gber die Bindung des Komplementfaktors C1 an das Fc-Fragment.®'3
Hierbei ist gerade die Bindung der Untereinheit C1g zur Immungruppe als einleitendes
Ereignis der Komplementkaskade relevant,®* da dieses die Komplementkaskade durch die
Spaltung von C4 einleitet. Neben der Spaltung von C4 in C4a und C4b® kann nach einer
Bindung des C4bs an das Endothel dort ein kovalent gebundener Rest, das C4d, haften
bleiben.®* C4d kann als Marker einer stattgehabten Komplementkaskade wegen der
kovalenten Bindung immunhistochemisch und immunfluoreszenztechnisch angefarbt und
dargestellt werden. Diese Anfarbbarkeit ist auch in der Banff-Klassifikation als
Diagnosekriterium der AMR enthalten . Alternativ kann das C4b zusammen mit dem ebenfalls
durch ein C1-Fragment gespaltenen C2a die C3-Konvertase bilden (C4bC2a). Diese spaltet
C3in C3a und C3b. Das C3b wird wiederum Bestandteil des C4bC2a Komplexes und dartber
dann zur C5-Konvertase, welche C5 in C5a und C5b spaltet.5"> Die verschiedenen
Komplementspaltprodukte wie beispielsweise C3a,%® C3b, C3d,*® C5a%%%6! und C5b haben
bereits proinflammatorische, prokoagulatorische und regulatorische Wirkungen 12576263 Uber
C5b kann zusammen mit C6-C9 aber auch abschlief3end eine Makropore gebildet werden, der
Membran-Attacken-Komplex (MAC), welcher zur direkten Zellschadigung und zum Zelltod
fuhren kann.'2%2 Auch an den glatten Muskelzellen, wie sie in der arteriellen Wand vorliegen,

kann ein MAC entstehen und eine Inflammation triggern.%*

2.2.7. Komplementunabhangige(r) Inflammation, Prokoagulation, Proliferation
und Zelltod durch Antikorper
Uber eine Antikdrperbindung kénnen auch unabhéngig des Komplementsystems Schéden
verursacht werden.'? Proinflammatorische Effekte entstehen durch verschiedene
Leukozytenrekrutierungsmechanismen wie Uber eine Hochregulierung der Expression von
Leukozytenadhéasionsproteinen wie endothelial leucocyte adhesion molecule-1 (ELAM-1) und
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1),%° P-Selektin,®®%” und Monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1)%® oder (iber eine Hoch- beziehungsweise Herunterregulierung von der
mRNA regulierenden microRNA (miRNA).%° Eine antikorperinduzierte Zytotoxizitat kann
weiterhin Uber deren Interaktion mit anderen Immunzellen, insbesondere NK-Zellen, aber auch
Makrophagen oder Granulozyten erklart werden, diese werden als antikdrperabhangige
zellvermittelte Zytotoxizitat (Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity = ADCC)
zusammengefasst.”®’! Des Weiteren koénnen Uber Antikorper prothrombotische Effekte
resultieren.’? Einerseits konnen sie die Flussgeschwindigkeit von Thrombozyten am Endothel
verlangsamen,’? eine Hochregulierung von P-Selektin auf den Thrombozyten verursachen?

oder eine Sekretion des prokoagulatorischen van Willebrand-Faktors bewirken.%¢” Auch kann
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ein im Rahmen einer AMR verandertes Transkriptom oder die Hoch- oder Herunterregulierung
von verschiedenen Transkriptionsfaktoren eine vermehrten Koagulation beglinstigen.”® Auch
konnte es im Rahmen der AMR/durch Antikérper zu einem direkten Zelltod kommen,’ in vitro
konnten verschiedene Formen des Zelltods durch eine (HLA-)-Antikdrperbindung an
Endothelzellen und SMC induziert werden.”>’® Mechanistisch kdnnten veranderte Abwehr-
und Uberlebenssignale auf endothelialer Ebene’ oder die Hoch- oder Herunterregulierung
von (anti-)apoptotischen Genen oder Mediatoren””-"® verschiedene Formen des Zelltodes im
Rahmen einer AMR erklaren. Schlielich wird auch eine antikérpervermittelte Zellproliferation
diskutiert, welche die Endothelzellen, aber auch die SMC betreffen kdnnte.*” Belege durch in
vitro Studien zeigen, dass insbesondere die HLA-Antikdrper vermittelte Aktivierung von focal
adhesion kinase (FAK)”® und die Hochregulierung von fibroblast growth factor receptor
(FGFR)® flr die Proliferation von SMC oder Endothelzellen eine Rolle spielen durften.
Verstarkende Effekte konnten durch Interferon-y und TNF-a hinzukommen.® Auch der
Sphingomyelin/Ceramid Signalweg kénnte durch HLA-Antikdrper aktiviert werden und zu einer

Zellproliferation fiihren.1:82

2.2.8. Effekte der aktiven AMR in vivo

Multiple Beobachtungsstudien bestatigen in vivo eine Inflammation nach MHC-inkompatibler
Organtransplantation, wobei hier neben der Niere auch am Herzen vermehrt Studien zur
Pathophysiologie der AMR durchgefihrt wurden. In solchen Beobachtungsstudien gelingen
aber nur indirekt Rickschlisse Uber die Pathogenese der AbstoBungsreaktionen, da ,nur®
beobachtet und nicht induziert wird. Im Tiermodell fanden sich als Korrelate der AMR eine

Arteritis und die mikrovaskulare Inflammation wieder.

Eine Arteritis konnte nach MHC-inkompatibler Nierentransplantation an Affen'® und Mausen®
und nach Herztransplantation, hier mit pradominierender T-Zell Infiltration an Mausen?®* gezeigt
werden. Teils lag auch eine transmurale Entziindung der Arterien mit einer Mediainvasion der
Leukozyten vor.3* In Affen konnte eine Glomerulitis, im Sinne von Leukozytenansammlungen
in den glomerularen Kapillaren mit teilweiser Endothelzellschwellung nach MHC-inkompatibler
Nierentransplantation beobachtet werden.'888 Diese korrelierte mit dem Nachweis von
C4d,8%%% HLA-Antikbrpern®®8 und einer Transplantglomerulopathie.®® In einer anderen
Beobachtungsstudie an Schweinen zeigte sich nach MHC-inkompatibler Nierentransplantation

auch eine Glomerulitis.®’
Studien, die an B-Zell und T-Zell defizienten Tieren durchgefuhrt wurden und nach

Organtransplantation eine HLA Antikdrper Exposition herbeifihren, kdnnen eher belegen,

dass verschiedene Lasionen durch die injizierten Antikorper entstehen.
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In T- und B-Zell defizienten Mausen konnte eine Arteritis nach HLA-Antikérpergabe induziert
werden. Dies gelang sowohl durch nicht-komplement-aktivierende Antikérper als auch in
zusatzlich C3 defizienten Mausen, sodass die Arteritis hier auch komplementunabhangig
induziert werden konnte.®® Fir die Entstehung der Arteritis ist nach den Ergebnissen einer
Studie aber mindestens eine T-Zell Unterstlitzung nétig, da in T-Zell defizienten, aber B-Zell
kompetenten Mausen nach MHC-inkompatibler Nierentransplantation ohne
Antikorperinjektion keine Arteritis entstand.®®

Die Entstehung einer Glomerulitis konnte in Rattennieren durch HLA-Antikdrper induziert
werden. Die Tiere waren athym; entsprechend fehlte ihnen ein kompetentes T-Zell
Immunsystem.®® Weiterfiihrende Studien, die eine HLA-antikbrpervermittelte Entstehung der
Glomerulitis und peritubularen Kapillaritis oder TMA allein durch Antikorper beispielsweise an
T- und B-Zell defizienten Tieren in vivo belegen, fehlen.

Mechanistisch sprechen auch Tiermodelle fir die in den Zellkulturen aufgefGhrten
proinflammatorischen Mechanismen. Es konnte beispielsweise in B- und T-Zell defizienten
Mausen nach Herztransplantation eine signifikant hdhere intravaskuldare monozytare
Infiltration nach HLA-Antikorper-Gabe als nach Kontroll-Antikérpergabe gezeigt werden.
Analog zu den Zellkulturexperimenten war der Effekt am ehesten Selektin-vermittelt, da er
durch einen Selektin-Antagonist verringert werden konnte.®”

Auch spricht eine erhohte mRNA Expression der Zytokine MCP-1, IL-6 und IL-1-alpha in Ig-
Knock-Out-Mausen nach passivem HLA-Antikdrpertransfer flr eine durch diese Zytokine
verursachte erhohte Inflammation.5®

In vivo Studien sprechen auch fir einen antikdrpervermittelten direkten Zelltod und eine
mogliche Zellproliferation. Hier spricht der Nachweis von TdT-mediated dUTP-biotin Nick-End
Labeling (TUNEL)-positiven Endothelzellen an thymektomierten Schweinen nach MHC-
inkompatibler Nierentransplantation fir deren Apoptose. Diese traten aber zusammen mit
einer glomerularen Endothelzell-PCNA-Positivitat auf, was flr eine mdgliche gleichzeitige
Proliferationen dieser Zellen spricht.8” Auch in vivo sprechen Studien fiir die Aktivierung des

Sphingomyelin/Ceramid Signalwegs durch HLA-Antikbrper mit proproliferativen Effekten 882
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2.2.9. Effekte der aktiven AMR am Menschen

Studien an menschlichen Biopsien bestatigen durch die Assoziation der klinischen Bilder mit
HLA-Antikérpern, dass proinflammatorische, prokoagulatorische und zytotoxische Effekte
durch diese entstehen.® So korrelieren HLA-Antikorper mit einer Arteriitis,®>°' Glomerulitis, %°-%2
peritubularen Kapillaritis® und TMA®. HLA-Antikorper korrelieren auch mit dem
Komplementspaltprodukt C4d.%*% C4d korreliert ebenso mit einer mikrovaskularen
Inflammation®3%8 und mit einer Arteritis®®%. Insgesamt sind DSA,36:90.93% C4d%% und C4d
auch in Kombination mit einer MVI und vaskularen AbstoRung,'® und DSA in Kombination mit
einer MVI*® mit einer schlechteren Prognose assoziiert. Eine Studie zeigt fiir eine AMR mit
.vaskularer Beteiligung“ das schlechteste Transplantatiiberleben im Vergleich zu einer AMR

ohne vaskulare Beteiligung oder einer TCMR mit oder ohne vaskularer Beteiligung. '’

2.3. Chronische Effekte der AMR: Transplantarteriopathie,
Transplantglomerulopathie und peritubulare Kapillaren Basalmembran
Multilamellierung

Neben den akuten Effekten der Antikorper resultierten als Chronizitatszeichen der humoralen

AbstoRung sklerotische und fibrotische Veranderungen.

Hierbei geht man davon aus, dass das Korrelat einer chronischen oder stattgehabten

Glomerulitis eine Transplantglomerulopathie (TG), das Korrelat der chronischen oder

stattgehabten peritubuldaren Kapillaritis eine peritubuldre Kapillaren Basalmembran

Multilamellierung (PTCML), und das Korrelat der chronischen oder abgelaufenen Arteritis die

Transplantarteriopathie ist.

TG und PTCML gehen beide mit einer Basalmembranaufsplitterung einher, bezogen auf die
PTCML wird dies rein elektronenmikroskopisch ausgewertet, eine TG wird primar
lichtmikroskopisch diagnostiziert, nur das friheste Stadium kann elektronenmikroskopisch
diagnostiziert werden.

Fir die Diagnose einer TG reicht nach Banff bereits die Aufsplitterung der Basalmembranen
von 3 glomerularen Kapillare in mindestens 2 Schichten aus. Dies darf fiir eine cg1a Lasion
nur elektronenmikroskopisch zu sehen sein, wobei dies die mildeste Form des cg-Scores flur
die Schweregradbemessung der TG ist. Die Aufsplitterung sollte elektronenmikroskopisch von
einer endothelialen Schwellung und oder von einer subendothelialen Erweiterung begleitet
sein. Fir eine TG im Schweregrad von cg 1b-3 zahlt der Anteil der aufgesplitterten
Basalmembranen lichtmikroskopisch. Fir einen cg1b Score fordert Banff eine Aufsplitterung
der Basalmembranen von 1-25% der glomeruldren Kapillaren im am schwersten betroffenen

Glomerulus. Fir einen cg2 Score sind 25-50% der Basalmembranen der Kapillarschlingen
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betroffen und fir einen cg3 Score sind Uber 50% der Basalmembranen der Kapillarschlingen

aufgesplittert.81°

Fir eine PTCML fordert Banff eine zirkumferente Lamellierung einer peritubuldren
Kapillarbasalmembran von mindestens 7 Schichten, oder bei 3 oder mehr peritubularen
Kapillarbasalmembranen eine 5 oder 6-fache Lamellierung. Fir die PTCML existiert kein
Banff-Score. Sie ist bei den ,additional diagnostic parameters aufgefliihrt und wird im

Terminologieglossar definiert. 0102103

Die TXA ist in der Banff-Klassifikation nur noch Diagnosekriterium der TCMR und wird auch in
den ,additional diagnostic parameters® definiert. Hier ist sie fiir die chronisch aktive TCMR
Grad Il (caTCMR Grad Il), dort als einziges diese Diagnose definierendes Kriterium aufgefiihrt.
Far die caTCMR Grad |l ist sie als arterielle Intimafibrose mit einer zwingend vorliegenden
mononuklearen Infiltration und der Formation einer Neointima definiert.8'° Die friihere
Definition der AMR-assoziierten TXA in der letzten Banff-Klassifikation und in den noch
frheren Klassifikationen wird im Speziellen in Kapitel 2.9. der Einleitung aufgefuhrt.

Unabhangig der Diagnosekriterien der TCMR/AMR-assoziierten TXA wird in der Banff-
Klassifikation der cv-Score ausgewertet. Der cv-Score definiert im Allgemeinen das
Vorhandensein einer arteriellen Intimaverbreiterung in der am schwersten betroffenen Arterie.
Far einen cv1 Score ist das Lumen durch die Intimaverbreiterung um maximal 25% eingeengt,
fur einen cv2 Score zwischen 26-50% und fiir einen cv3 Score Uber 50%.%'° Der Score kann
ohne die Diagnose einer TCMR/AMR-TXA positiv ausfallen, wenn entsprechende

Differentialdiagnosen ihn positiv werden lassen.?1°

Uber die TG, PTCML und TXA hinaus, konnen als unspezifiscnes gemeinsames
Endstreckenkorrelat der AbstoRungsreaktionen eine Tubulusatrophie, interstitielle Fibrose
(IFTA) der Nierenrinde und eine fokale und segmentale Glomerulosklerose (FSGS) entstehen,
welche aber aufgrund der jeweils fehlenden Spezifitat nicht als Diagnosekriterium der AMR

gelten.®10

2.3.1. Effekte der chronisch (aktiven) AMR in vivo

In Tiermodellen ist analog zum Menschen die Entstehung der TG, PTCML und TXA

insbesondere in Herz- und Nierentransplantaten als Korrelate einer chronisch (aktiven) AMR

gezeigt worden.

Beobachtungsstudien in vivo demonstrieren die Entstehung einer TG nach MHC inkompatibler

Nierentransplantation in Affen,8 und nach MHC-inkompatibler Nierentransplantation in

Schweinen mit vorangegangener Glomerulitis.?” Hierbei korrelierte die TG auch mit C4d und

DSA.% Auch konnte eine TG nach Antikérpergabe in Ratten induziert werden, welche bei
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Athymie (ber kein immunkompetentes T-Zell-System verfugten.®® Auch eine PTCML wurde

nach MHC inkompatibler Nierentransplantation in Affen beobachtet.%¢

Multiple Beobachtungsstudien belegen in vivo die Entstehung einer TXA nach MHC-
inkompatibler Organtransplantation.

In Affen korrelierte sie hierbei in Nierentransplantaten mit einer Arteritis, C4d, DSA, einer
Glomerulitis und einer TG und ging mit einem kiirzeren Transplantatiiberleben einher .8

In vivo werden hierbei auch verschiedene histologische Merkmale hervorgehoben.

Speziell die leukozyteninfiltrierte TXA wurde nach Nierentransplantation an Affen'®8 und
nach Herztransplantation an Mausen,?'%4 sowie nach Arterientransplantation an Méausen
beobachtet.%®

Die Leukozyteninfiltrate bestanden teils aus T-Zellen,'8841% teils aus Makrophagen'®*1%¢ und
seltener aus B-Zellen.”® Speziell schaumzellige Intimainfiltrate mit einer arteriellen
Intimaverbreiterung wurden nach Nierentransplantation in Affen beschrieben.'® Auch am
ehesten  schaumzellige Intimainfiltrate mit  Lipideinlagerungen  wurden  nach
Herztransplantation in Schweinen beschrieben. '’

Die hypoelastotische TXA konnte nach MHC-inkompatibler Nierentransplantation in Affen
beobachtet werden.'®

Auch in vivo spricht eine Studie, in der ICAM-1 und lymphocyte function-associated antigen-1
(LFA-1) durch eine Antikdrpergabe blockiert werden und dadurch die Entstehung von
arteriellen Intimaverbreiterungen in Mauseherztransplantaten vermindert wird, flr eine
Entstehung der arteriellen Intimaverbreiterungen unter Beteiligung der
Zelladhasionssysteme.'® Auch Interferon-y scheint eine Rolle in ihrer Entstehung zu spielen,
da Interferon-y-defiziente Mause nach MHC inkompatibler Herztransplantation keine TXA
entwickeln.'® Insgesamt wird aber die Beteiligung von verschiedenen Zytokinen und
Chemokinen in der AMR und TXA angenommen und weiter untersucht.’?

Eine Abgrenzung, welcher Abstoflungsmechanismus in den Beobachtungsstudien zugrunde
gelegen hat, ist nicht abschliel3end moglich, auch wenn eine Korrelation oder das gleichzeitige
Auftreten einer TXA mit einer C4d Positivitat,'®8%1% HLA-Antikorpern,81% Glomerulitiden 88°
und einer TG®® eine AMR als zumindest mitursachlich wahrscheinlich macht. Eine TCMR oder

andere Immunzellen kdnnten aber durchaus beteiligt gewesen sein.

Interventionsstudien an T- und B-Zell defizienten Tieren bestatigten die Entstehung einer TXA
durch eine AMR mittels der Gabe von HLA-Antikdrpern.
Eine TXA konnte nach Herztransplantation und HLA-AK Gabe in B- und T-defizienten Mausen

und auch in zusatzlich C3 defizienten Mausen induziert werden .0
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Speziell eine leukozyteninfiltrierte TXA zeigte sich nach HLA-Antikdrper Injektion nach MHC-
inkompatibler Herztransplantation in T- und B-Zell defizienten Mausen mit gleichzeitigem
Nachweis von C4d."® Auch eine zweite Studie bestitigte die Entstehung einer
leukozyteninfiltrierten TXA in Mausen nach Herztransplantation; hier war die Entstehung der
TXA auch komplementunabhangig moglich; in einem ersten Experiment konnten Nicht-
komplementbindende Antikdrper eine TXA induzieren und in einem zweiten Experiment
entwickelten C3-defiziente Mause ebenso eine TXA nach HLA-AK Exposition.® Auch in dieser
Studie bestanden die Leukozyteninfiltrate teils aus T-Zellen, Makrophagen und seltener aus
NK-Zellen .88

Speziell die Entstehung einer hypoelastotischen TXA wurde nach Herztransplantation in T-

und B-Zell defizienten Mausen gezeigt.881%

2.3.2. Effekte der chronisch (aktiven) AMR am Menschen

Studien zeigen, dass DSA mit einer TG und PTCML korrellieren,® wobei angenommen wird,
dass es sich hierbei um das Korrelat der jeweiligen chronischen oder abgelaufenen
Entziindung am Endothel der glomerularen oder peritubuldren Kapillare handelt.

Diese These stltzt, dass C4d positive Biopsien im Verlauf haufiger eine TG und PTCML
entwickelten. C4d positive Biopsien zeigen aber auch an sich signifikant haufiger eine TG und
PTCML.®" Auch Biopsien mit vorheriger Glomerulitis zeigen im Verlauf signifikant haufiger eine
TG, Biopsien mit einer vorherigen peritubuldren Kapillaritis zeigen im Verlauf signifikant
haufiger eine PTCML.""2

Verschiedene Arbeiten zeigen in menschlichen Biopsien eine Korrelation von arteriellen
Intimaverbreiterungen und dem Nachweis von DSA, C4d und anderen histologischen AMR-
Zeichen.

Eine Arbeit zeigte, dass arterielle Intimaverbreiterungen, die Gber einen erhéhten cv-Score,
also einer reinen arteriellen Lumeneinengung definiert waren, mit DSA, C4d und einer MVI
korrelieren.® Auch eine andere Studie zeigte eine Korrelation einer TXA mit DSA, C4d und
einer MVI, wobei diese nach der Banff Klassifikation von 2009 als arterielle Intimafibrose
definiert wurde.®®

Auch am Menschen wird die TXA in verschiedenen Arbeiten morphologisch unterschiedlich

beschrieben und eingegrenzt.

2.3.3. Elastische Fasern und TXA

Im Rahmen der wissenschaftlichen Herausarbeitung der cAMR und caAMR wurde die AMR-
assoziierte arterielle Intimaverbreiterung am Menschen in verschiedenen Ubersichtsarbeiten
als hypoelastotisch beschrieben’-'* und wird dies auch in manchen aktuelleren Arbeiten

weiterhin.'? Primararbeiten, die eine genaue Subklassifizierung arterieller Veranderungen in
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Transplantatnierenbiopsien herausarbeiten, werden aber nicht genannt. Durch das Kriterium
der Hypoelastizitat sollte unter anderem eine Abgrenzung zur Differentialdiagnose der
Arteriosklerose sichergestellt werden."-4

Bis dato fehlt eine Aufarbeitung, ob hypoelastische arterielle Intimafibrosen mit anderen
Zeichen einer AMR korrelieren und ob dieser TXA-Subtyp eher einer AMR zugeordnet werden
muss.

Eine Arbeit an einem kleineren Biopsiekollektiv weitgehend ohne DSA-Daten zeigt zumindest,
dass eine nicht-fibroelastotisch verbreiterte arterielle Intimaverbreiterung in Biopsien mit
zusatzlicher TG mit einer schwereren Lumeneinengung einhergeht, als bei Arterien mit einer
fibroelastotischen Lumenverbreiterung.'"

Drei andere Arbeiten belegen andererseits, dass auch nicht-hypoelastotische
Intimaverbreiterungen mit anderen Diagnosekriterien einer AMR korrelieren.

Eine Arbeit zeigt, dass eine ,Arteriosklerose” in ihrem Fortschreiten nicht nur mit praformierten
donorspezifischen Antikdrpern, sondern auch mit C4d und einer mikrovaskularen Inflammation
korreliert. Eine morphologische Beschreibung solcher arteriosklerotischen Veranderungen
erfolgte in dieser Arbeit allerdings nicht."'" Auch eine zweite Arbeit zeigt, dass ein héherer
Banff-cv-Score, der die Einengung des Lumens der am schwersten betroffenen Arterie
quantifiziert, mit (komplementaktivierenden) DSA, einer mikrovaskularen Inflammation, C4d,
aber auch mit anderen kardiovaskularen Risikofaktoren korreliert. Auch hier bezeichneten die
Autoren diese Veranderungen als ,Arteriosklerose®. Eine schwere ,Arteriosklerose” korrelierte
in dieser Arbeit mit einem schlechteren Transplantatiiberleben, aber auch mit einem
schlechterem Gesamtiiberleben und einer erhéhten Inzidenz kardiovaskularer Ereignisse.'*

Eine dritte Arbeit konnte sogar einen deutlich starkeren Progress von ,arteriosklerotischen
Veranderungen® bei DSA-positiven Biopsien im Vergleich zu DSA-negativen Biopsien
herausarbeiten. Auch hier korrelierte das Fortschreiten der ,Arteriosklerose“ mit einer
mikrovaskularen Inflammation (Glomerulitis und peritubularen Kapillaritis) und C4d. In dieser
Arbeit wiesen die Autoren explizit darauf hin, dass die arterielle Intimaverbreiterungen, welche
als ,Arteriosklerose“ bezeichnet wurden, auch hyperelastotischen Anteilen aufwiesen und
nicht ausschlieRlich hypoelastotisch waren, allerdings ohne genauere Quantifizierung.'® Durch
diese drei Arbeiten wird klar, dass hyperelastotische Intimaverbreiterungen eine AMR-
assoziierte TXA nicht ausschlielden und somit bei einer Hyperelastose nicht sicher von einer
reinen Arteriosklerose ausgegangen werden kann. Aufgrund der Ahnlichkeit solch
elastotischer arterieller Veranderungen zur Arteriosklerose besteht hier aber eine schlechtere

morphologische Unterscheidungsmaoglichkeit.

2.3.4. Leukozyteninfiltration, Schaumzellen und TXA

Neben den hyperelastotischen Anteilen beschrieben die Autoren in der letztgenannten Arbeit

aber auch eine Hyperzellularitiat der arteriellen Intimaverbreiterung, welche in den Augen der
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Autoren als gutes Abgrenzungsmerkmal zu den Intimaverbreiterungen bei nicht DSA-positiven
Biopsien diente. Die Hyperzellularitat schien hier gemischtzelliger Natur zu sein, da sie neben
Leukozyten auch aus alpha-SMC positiven Myofibroblasten bestand.'® Es erfolgte in dieser
Arbeit auch keine Aussage Uber die Quantitdt der Arterien mit hyperzellularer arterieller
Intimafibrose.®

Speziell das Vorliegen von arteriellen Intimaverbreiterungen mit Leukozyteninfiltrationen
wurden darlber hinaus an zwei aufeinander folgenden Arbeiten einer Arbeitsgruppe
untersucht. Die Autoren schlugen in der ersten Arbeit 56% ihrer TXA-Falle mit hier
schaumzelliger oder mononuklearer Infiltration durch das gleichzeitiges Auftreten anderer
AMR-Parameter (MVI, TG, PTCML, DSA) der AMR zu.'® In der zweiten Arbeit waren dies
durch das gleiche Auftreten von AMR-Parametern (MVI, TG, PTCML, DSA) 34%, wobei hier
die TXA eine obligate leukozytare Infiltration ohne weitere Subklassifizierung aufweisen
musste.".” Differentialdiagnosen, denen eine TXA zugeschlagen wurde, erreichten in beiden
Arbeiten nur einen kleineren Portionsanteil ."®'”

Eine Studie an einer kleinen Biopsiekohorte mit weitgehend fehlenden DSA-Daten zeigt aber
auch, dass speziell durch CD3-, CD8-, CD68 und Schaumzell-infiltrierte TXAen bei Patienten
mit einer TG zu finden sind und sogar einen verschlechternden Effekt auf das Outcome haben
kénnen.' In einer anderen Studie wurden TXAen mit mononukledre und schaumzelligen
Intimainfiltraten beschrieben, bei denen bei ungefahr zwei Drittel auch eine C4d Positivitat
bestand.''® Eine weitere Beschreibung der TXA mit Schaumzellinfiltraten erfolgte in einer
alteren Arbeit, die die Prognoserelevanz und das Therapieansprechen von Biopsien mit
arteriellen Veranderungen herausarbeitete.’'® In solchen &lteren Arbeiten erfolgte aber noch
keine Differenzierung zwischen Biopsien mit einer TCMR und AMR.

Auch bezuglich der leukozyteninfiltrierten und schaumzelligen TXA fehlen Arbeiten, die deren
Auftreten quantifizieren und untersuchen, ob diese TXA-Unterformen haufiger mit Zeichen

einer AMR korrelieren und dadurch eher einer AMR zuzuordnen sind.
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24. TCMR - Arteritis und TXA

Die Zuordnung der Arteritis und der TXA zur AMR wird auch dadurch erschwert, dass diese
auch durch die TCMR, welche von der Banff-Klassifikation als mechanistisch zweite mogliche
AbstoRungsreaktion abgegrenzt wird, entstehen kdnnen. Entsprechend wird die Arteritis und
wurde die TXA als Hybdridlasion angesehen, also als Lasionen, welche durch beide
AbstoRungsmechanismen entstehen kénnen.

Eine Abgrenzung, ob die arterielle Abstol3ung nur der TCMR zuzurechnen ist, oder ob sie auch
im AMR Kontext zu werten ist, ist aulRerordentlich wichtig, da die TCMR assoziierte arterielle
AbstoBung nur in geringerem Malle oder sogar gar keinen Einfluss auf das

Transplantatiiberleben hat. 0’

Auch ist es andersherum erschwert eine Zuordnung der TXA zur TCMR vorzunehmen, da die
mechanistische Entstehung dieser durch eine TCMR auch nicht ausreichend verstanden ist.
Diskutiert wird entweder ein direkter zytotoxischer Effekt der CD-8 positiven T-Zellen,

andererseits auch ein eine lokale Zytokinfreisetzung durch T-Zellen.'

2.4.1. TCMR-Arteritis in vivo

In vivo ist die Entstehung einer Arteritis allein durch T-Zellen antikérperunabhangig belegt.

An allein B-Zell-defizienten, aber T-Zell kompetenten Mausen zeigte sich nach MHC-
inkompatibler Nierentransplantation eine Arteritis. Diese fiel im Vergleich zur Arteritis bei
immunkompetenten, also B- und T-Zell kompetenten Tieren nach MHC-inkompatibler
Nierentransplantation schwéacher aus.® Auch eine andere Arbeit belegte die Entstehung einer
Arteritis  in allein B-Zell-defizienten, aber T-Zell-kompetenten Mausen nach
Herztransplantation'"”. Auch konnte eine Arteritis nach CD8+-T-Zell-Injektion in T- und B-Zell-

defizienten Mausen nach Herztransplantation beobachtet werden.''®

2.4.2. TCMR-TXA in vivo

Ob eine TXA in vivo allein durch eine TCMR entstehen kann, ist in der Literatur schlechter

untersucht, wird aber mehrheitlich so verstanden und interpretiert.

Zwar kann in vorgestellten Beobachtungsstudien in vivo'88485104.105 7,,r Entstehung der TXA
nicht sicher unterschieden werden, ob die TXA durch eine AMR, TCMR oder sogar andere
Differentialdiagnosen entstanden ist, aber zumindest dokumentierte eine Studie parallel zur
TXA auch eine interstitielle Inflammation.®>

Speziell die Entstehung einer hypoelastotischen TXA durch T-Zellen wurden an T- und B-Zell
defizienten Mausen untersucht. Nach MHC- inkompatibler Herztransplantation zeigte sich in
einer Maus nach einer Tc1-CD8-Zellinfiltration eine hypoelastotische TXA in 2 Arterien, die

neben einer interstitiellen AbstolRung beobachtet wurde. Da der Tc1-Subtyp die TXA ausléste,
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konnte dies furr eine TXA-Entstehung durch eine T-Zellvermittelte Zytotoxizitat sprechen.''® Da
aber nur zwei Arterien in einer Maus diese Veranderungen aufwiesen, kann hieraus nicht
sicher gefolgert werden, dass diese wirklich T-Zell/CD8vermittelt aufgetreten sind, andere
Differentialdiagnosen kénnten auch in diesem Tier vorgelegen haben.

Eine anderen Beobachtungsstudie, die eine gegengeschlechtlich murine Herztransplantation
untersuchte, zeigte leukozyteninfiltrierte TXAen. In diesem Modell sollte aufgrund der
fehlenden Unterschiede in den HLA-Merkmalen keine anti-HLA-DSA-Produktion vorliegen,
dementsprechend werden die Ergebnisse so interpretiert, dass nur eine T-Zell-mediierte
AbstoRung als Abstoflungsmechanismus infrage kommt und ursachlich fur die TXA ist. Diese
These unterstitzend konnten hier weder DSA noch C4d nachgewiesen werden. Die Autoren
raumten aber selbst ein, dass DSA falschlicherweise durch die vorgenommenen CDC-Assays
und Flowcytometrie Assays nicht nachweisbar gewesen sein konnten. Moglicherweise
konnten auch auf dem Y-Chromosom nicht-HLA-Antigene bestanden haben, die Uber Antigen-
prasentierende Zellen erkannt wurden und eine Nicht-HLA-Antikérperproduktion nach sich
hatten ziehen konnen.'® Eine hier vorliegende C4d-Negativitat ist an sich auch nicht
ausreichend, um eine AMR auszuschlielen, da das Fehlen von C4d nicht sicher eine AMR
ausschlieRen kann.'"® Auch Differentialdiagnosen oder die Entstehung durch andere
Leukozyten ohne Antikdrperbeteiligung sind in solchen Beobachtungsstudien nicht
auszuschlieBen. Da aber eine TCMR im Gesamtkontext am wahrscheinlichsten fur die
Entstehung der TXA ist, wird diese Studie als Bestatigung fur eine T-Zellvermittelte TXA
interpretiert.'?

Die oben genannten Argumente mussen ebenso fiir die Interpretation der Entstehung von
leukozyteninfiltrierten TXAen an Herztransplantaten in Mausen berlicksichtigt werden, die sich
nur durch Nicht-HLA-Merkmale unterscheiden,? auch hier konnte eine Nicht-HLA-Antikorper-
Produktion oder Differentialdiagnosen die beobachteten TXAen verursacht haben, aber eben
auch eine TCMR.

In einer Arbeit an T- und B-Zell defizienten Mausen, die darauf abzielte die Relevanz der NK-
Zell-Antwort flr die Entstehung der TXA herausarbeiteten, zeigte aber im gleichen Zug, dass
eine alleinige NK-Zell Antwort ohne T-Zell-Addition nicht zur Entstehung der TXA ausreichte.
Eine TXA konnte hier nach erneuter Transmission von T-Zellen in T- und B-Zell defiziente
Mausen mit NK-Zell Abstof3ung reinduziert werden. Die transferierten T-Zellen zeigten sich in
der weiteren Aufarbeitung aber nicht als spezifisch fir das Transplantat; es handelte sich um
CD4 positive T-Zellen, sodass die Autoren aufgrund der Helfer-Zell-Differenzierung von einer
NK-Zell-unterstiitzenden Aufgabe der T-Zellen ausgingen und nicht von einer allein T-Zell

mediierten Entstehung der TXA durch eine zytotoxische Antwort dieser T-Zellen.?°
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Auch eine weitere Studie unterstreicht die Relevanz der T-Zellen in der Entstehung der TXA.
In MHC-inkompatibel transplantierten Mausen konnte durch eine nahezu komplette CD8- und
CD4- T-Zell Depletion die Entstehung einer TXA nach Herztransplantation verhindert werden.
Auch in dieser Studie ware dies einerseits durch eine fehlende Zytotoxizitat der Zellen zu
erklaren, andererseits kdnnte auch eine Antikérperproduktion durch fehlende T-Helferzellen
ausgeblieben sein.'® Insgesamt belegen diese Arbeit aber eine B-Zell unabhangige und T-
Zell abhangige Entstehung der TXA in vivo.

Diese scheinbare Wichtigkeit der nétigen T-Helfer-Zell-Funktion stutzt auch eine andere Studie
an chimaren Ratten. Spatere Herztransplantatspenderratten erhielten vor der Organentnahme
von den spateren Empfangern eine Knochenmarktransplantation. Bevor die
Herztransplantation in die Empfangerratten erfolgte, waren diese thymektomiert worden. Nach
der Herztransplantation entstand in diesen chimaren, thyektomierten Ratten eine TXA. Diese
konnte aber durch eine zusatzliche CD4-Zell-Depletion in den Empfangern verhindert werden,
durch eine CD8 Zell-Depletion gelang dies nicht.'?!

Ein anderes Mausemodell an rein B-Zell defizienten, aber T-Zell kompetenten Mausen spricht
darlber hinaus aber gegen eine alleinige T-Zell Suffizienz zur Entwicklung einer TXA. Nach
MHC-inkompatibler Herztransplantation kam es hier nur zur Endothelialitis. Die Autoren
wiesen hier auf das Fehlen von einer begleitenden Kollagendisposition hin, anders als in B-
und T-Zell kompetenten Tieren und werteten die Ergebnisse als reine Endothelialitis ohne
TXA-Entstehung. Eine dann vorgenommene HLA-Antikdrperinjektion konnte hier sogar
typische TXA-Befunde, dhnlich der TXA in T-und B-Zell-defizienten Mausen reinduzieren.'"”
Desweiteren zeigte diese Studie auch, dass immunkompetente Mause, bei denen eine
Herztransplantation vorgenommen wird und die sich nur in den Nicht-Major-
Histokompatibilitats-determinierenden Antigenen unterscheiden und bei denen somit
zumindest weder eine HLA-Antikorpervermittelte AMR, noch eine Aktivierung der T-Zellen
Uber die HLA-Mismatche zu erwarten ist, ebenso keine TXA entwickelten.!”

Ein weiteres Argument fir die Entstehung der TXA durch T-Zellen in vivo ist die raumliche
Prasenz der CD4- und CD8-positiven T-Zellen in der intimalen Verbreiterungszone, 88410
welche suggeriert, dass diese Zellen dort auf unterschiedliche Weise an der Entstehung der
(leukozyteninfiltrierten) TXA mitwirken.

Weiterfihrende in vivo Studien, die belegen, dass T-Zellen allein eine (hypoelastotische,
leukozyteninfiltrierte oder schaumzellige) TXA verursachen kénnen, sind der Autorin nicht
bekannt. Es bedarf weiterfihrender Studien, damit die Rolle der T-Zellen in der Genese der

TXA in vivo noch besser verstanden werden kann.

2.4.3. TCMR-Arteritis in menschlichen Biopsien
Insgesamt ist die Entstehung einer Arteritis und auch der TXA durch eine TCMR in der Literatur
anerkannt, was durch Studien am Menschen untermauert wird.
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Auch dadurch, dass angenommen wird, dass die TXA in der Sequenz nach einer Endarteritis
als Chronizitatszeichen'?'?* resultiert, sollte eine TXA eben auch durch die vormals
bestandene TCMR verursachte Arteritis entstehen kénnen. Die Endothelialitis mit T-Zell
Akkumulation kdénnte an sich bereits die Formation einer Neointima mit einer

Schaumzellinfiltration triggern.'®

Eine Studie, die durch eine Clusteranalyse AbstoRungssubtypen definierte, arbeitete eine
TCMR mit ,Vaskulitis* auch als einen Subtyp heraus. Dies erfolgte durch das gleichzeitige
Vorliegen anderer TCMR-Parameter. Allerdings war in der Studie eine Arteritis selten und nur
9% der Biopsien wurden der TCMR mit Arteritis zugeordnet, diese Diagnose ging auch nicht
mit einer verschlechterten Prognose einher.’” In der Studie, welche den Progress der
arteriellen Intimaverbreiterung am Menschen bei Patienten mit DSA herausarbeitete, zeigte
zumindest bei ,spaten“ Biopsien auch bei DSA-negativen Patienten einen Progress der
arteriellen Intimaverbreiterungen, wobei dieser in ,friheren“ Biopsien noch nicht signifikant
unterschiedlich ausfiel. Ein Progress der arteriellen Intimaverbreiterung korrelierte hier bei den
DSA-positiven Biopsien auch mit einer interstitiellen Inflammation, Tubulitis und Borderline
AbstoRung, eine akute TCMR tat dies aber nicht. Die Korrelation galt nicht fur die DSA-

negativen Patienten.'®

Studien einer Arbeitsgruppe, die das Vorliegen von arteriellen Intimaverbreiterungen am
Menschen untersuchten und mit AMR und TCMR Parametern korrelierten, schlugen immerhin
19%,'® respektive 24%,'” der Falle durch das gleichzeitige Vorliegen einer Tubulitis und

interstitiellen Inflammation einer TCMR zu.

Insgesamt wird die TCMR verursachte TXA als bestatigt angesehen, auch in der Banff

Klassifikation ist diese ja Diagnosekriterium der chronisch aktiven TCMR (caTCMR) Grad 11.81

Studien, die eine TXA im Rahmen einer TCMR am Menschen weiter subklassifizieren sind der

Autorin nicht bekannt.

2.5. NK-Zellen und Makrophagen in der TXA-Entstehung

Aktuell wird diskutiert, ob es neben den unterschiedenen Abstoungsmechanismen der AMR
und TCMR auch anderweitige immunologische Mechanismen gibt, welche zu einer
AbstoRungsreaktion fiihren  kénnen; die mechanistische Dichotomisierung der
AbstoRungsreaktion mit der Einteilung in eine reine AMR und TCMR durch die Banff-
Klassifikation wird infrage gestellt.®

Vor allem wird eine Beteiligung der NK-Zellen und der Makrophagen im AbstoRungsprozess
hervorgehoben. Mechanistisch werden zwei Wege in der AbstoBungsbeteiligung abgegrenzt.

Einerseits kommt es zu einer direkten Zelltoxizitat der Zellen durch den ,Missing-self‘-
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Mechanismus. Infolge der Erkennung von fehlenden korpereigenen MHC-1- Molektlen durch
die Killer-Cell-Immunglobulin-Like-Rezeptoren (KIR) von NK-Zellen kann es zu einer
Aktivierung der NK-Zelle kommen, welche dann durch die Freisetzung zytotoxischer Granula
direkt zelltoxisch sein kann. Dieser Mechanismus kann antikbrperunabhangig auftreten.
Andererseits kann es zu einer Aktivierung anderer Immunzellen, wie NK-Zellen oder
Makrophagen durch eine Interaktion mit dem Fc-Fragment des Antikdrpers mit ihrem Fc-
Rezeptor kommen. Effekte, die Uber diese Interaktion entstehen werden als
antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (,antibody dependent cell-mediated

cytotoxicity* = ADCC) zusammengefasst.®

Bezuglich der Entstehung der TXA wird davon ausgegangen, dass NK-Zellen auch hier
beteiligt sein kdnnen.

Eine Studie, die eine Herztransplantation von parenteralen Spendern auf semiallogenen F1
Hybrid Empfanger-Mause vornimmt, induziert eine alleinige NK-Zell Antwort durch das
reduzierte Prasentieren von MHC 1 Molekilen, eine B- und T-Zell Antwort soll nicht entstehen.
In solchen Empfangermausen fanden sich leukozyteninfiltrierten TXAen, welche auch hier
haufig Infilirate aus Makrophagen und T-Lymphozyten aufwiesen. Auch konnten
immunhistochemisch NK-Zellen im Infiltrat nachgewiesen werden. In dieser Studie zeigte sich
allerdings eine T-Zell-Abhangigkeit der NK-Zell Antwort, da zusatzlich T- und B-Zell defiziente
F1 Hybrid Empfanger keine TXA nach Transplantation aufwiesen. Erst eine T-Zell-
Rickinjektion in die immundefizienten Tiere konnte eine TXA reinduzieren. Als
Alternativhypothese zur NK-Zell-Rejektion wird von den Autoren auch eine T-Zellvermittelte
Entstehung der TXA im parenteralen F1 Hybrid Setting diskutiert, diese Hypothese wird aber
dadurch verworfen, dass die T-Zellen in der Aufarbeitung CD4 positiv ausdifferenziert waren
und keine Spender-Spezifitat zeigten.'?°

In Bezug auf die ADCC wird eine Teilabhangigkeit der antikdrpervermittelten Entstehung der
TXA durch NK-Zellen oder eine Verstarkung der TXA-Schwere durch NK-Zellen, insbesondere
im Hinblick auf eine komplementunabhangige AMR, diskutiert.

In T- und B-Zell und C3-Knock-Out-Mausen konnte bei gleichzeitiger Gabe einer NK-Zell-
Depletion das Auftreten einer TXA nach DSA-Gabe in Herztransplantaten so stark gesenkt
werden, dass es sich nicht mehr von den Mausen ohne DSA-Gabe unterschied. Bei nicht-
zusatzlich C3 defizienten T- und B-Knock-Out Mausen kam es aber trotz NK-Zell-Depletion
zur TXA, diese fiel aber morphometrisch schwacher aus als in nicht NK-Zell-depletierten
Mausen. Bei einer Gabe von F(ab‘)2-Antikérper-Fragmenten in T- und B-Zell Knockout-
Mausen zeigte sich auch nur eine signifikant schwachere TXA-Ausbildung nach
Herztransplantation. Da eine NK-Zell Aktivierung uber eine FC-Rezeptor-Interaktion erfolgen

kann, kénnte die schwachere TXA-Ausbildung ebenso Uber eine fehlende zusatzliche NK-Zell-
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FC-Fragment-Interaktion erklart sein, also eine fehlende ADCC. Gegen eine alleinige NK-Zell
abhangige Entstehung der TXA sprach in der Studie, dass auch allein T-B- und NK-Zell
Knockout-Mause in der Lage waren eine schwache TXA nach DSA Gabe auszubilden.'°

Weiterfiihrend wurde diskutiert, ob die Entstehung der TXA unter NK-Zellen auch durch eine
Virusinfektion getriggert werden kann, da T- und B-Zell-Knock-Out-Mause, welche virusinfiziert
waren, eine TXA nach Herztransplantation entwickelten; dies war ohne Virusinfektion nicht der
Fall. Virusinfizierte Mause, die auch noch zusatzlich NK-Zell defizient waren, entwickelten
allerdings keine TXA mehr, was ebenso fir eine NK-Zell-Beteiligung im Entstehungsprozess

sprach.'2®

Eine Studie an menschlichen Biopsien spricht dariber hinaus klar fir eine
antikdrperunabhangige Entstehung einer mikrovaskularen Inflammation durch NK-Zellen,
wobei hier vor allem die Interaktion der NK-Zellen mit der Endothelzelle hervorgehoben wurde,
sodass die Ergebnisse vermeintlich auch auf arterielle Endothelzellen Ubertragbar sein
kénnten. In der Studie wird die Halfte aller untersuchten Biopsien ohne DSA, aber mit einer
MVI einer NK-Zellvermittelten AbstoRung zugeschlagen. Einerseits zeigte eine genetische
Analyse an diesen Patienten, dass Patienten mit einer DSA-negativen MVI signifikant haufiger
eine genetisch vorhergesagte ,Missing self‘-Konstellation aufwiesen. Dies war der Fall, wenn
die NK-Zelle und Endothelzellen jeweils inkompatible KIR-Rezeptoren und MHC-Molekule
aufwiesen, wodurch inhibitorische Signale an die NK-Zellen fehlten. Auch in vitro zeigte sich
ein signifikant schlechteres Endothelzell-Uberleben nach deren Inkubation mit NK-Zellen bei
solch einer genetisch vorhergesagten ,Missing self‘-Konstellation im Vergleich zu einer
Inkubation ohne ,Missing self“-Konstellation. Auch in vivo konnte eine MVI nach Aktivierung
der NK-Zellen durch ein milde Ischamie-Reperfusionsentziindung in MHC-1 Knock-Out
Mausen nach Herztransplantation induziert werden; andersherum konnte die Entstehung einer
MVI nach NK-Depletion im gleichen Modell verhindert werden. Am ehesten war die die NK-
Zell-Aktivierung hier mTORC1-abhangig."?

Darlber hinaus suggerieren Studien zu Transkriptprodukten bei Patienten mit einer AMR eine
Beteiligung der Zellen am AbstoRBungsprozess durch das haufige Vorliegen von NK-Zell-
assoziierten Transkripten.'?’

Auch fur eine NK-Zell-Rekrutierung durch Antikdrper spricht, dass eine NK-Zell Infiltration mit
einer MVI in AMR-Biopsien korrelliert,’?® eine andere Studie zeigte eine starkere Korrelation

einer intramikrovaskulare NK-Zell Infiltration mit einer AMR als mit einer TCMR."%°

Auch fur Monozyten/Makrophagen und deren anderweitigen Differenzierungen wird eine Rolle

im Rahmen der Ischamie-Reperfusion-Entziindung, der AMR, aber auch unabhangig der AMR
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im AbstoRungsprozess diskutiert. Mechanistisch fungieren sie als antigenprasentierende
Zellen, sie kbnnen phagozytieren, Zytokine produzieren oder direkt zytotoxisch wirken.®

Die Studie zur Korrelation unterschiedlicher Leukozyten mit einer AMR oder TCMR zeigte
auch, dass signifikant haufiger eine intravaskulare Makrophagen-Infiltration bei AMR-Biopsien
im Vergleich zu TCMR-Biopsien vorlag.'?®

Speziell fur die TXA zeigte eine Studie, dass eine Makrophagendepletion nach MHC-
inkompatibler Herztransplantation in Mausen die Schwere einer entstandenen TXA um 70%

abschwachen konnte.3°

Insgesamt wird das haufig heterogene und individuell unterschiedlich zusammengesetzte
Infiltrat bei Patienten mit einer DSA-positiven oder DSA-negativen AMR auch als Korrelat einer
Beteiligung von unterschiedlichen Immunzellen an der AbstoRung und als Korrelat von
vielschichtigeren AbstoRungsmechanismen als die alleinige AMR und TCMR gedeutet.®'2°

Aufgrund dieser teils Uberschneidenden und der teils neuen Erkenntnisse zu Immunantworten
bei AbstoBungsreaktionen stellt sich die Frage, ob (berhaupt (alle) Lasionen in das

zweigliedrige Banff-Klassifikationssystem eingeordnet werden kénnen.

2.6. AbstoBungsunabhéngige Differenzialdiagnosen der arteriellen
Imtimaverbreiterung
Erschwerend fiir die Einordnung einer arteriellen Intimaverbreiterung im Transplantat ist, dass
auch nicht-abstoBungs-assoziierte Erkrankungen und Mechanismen zu einer arteriellen
Intimaverbreiterung fuhren konnen. Dies spiegelt das limitierte Reaktionspotenzial einer
Arterie wider. Differenzialdiagnosen sind insbesondere jegliche Vaskulitiden, das
Skleromyxédem und die TMA mit der malignen Nephrosklerose, sowie eine reine
Arteriosklerose.
Vaskulitiden der Mittel- und Kleingefae (entsprechend der parenchymatdsen Arterien der
Niere) sind in der Akutphase generell durch schwerere fibrinoide Wandnekrosen mit
Schrankenstorung, oft durch leukozytoklastische Infiltrate, chronisch durch eine transmurale
Fibrose, charakterisiert.
Die arteriellen Veranderungen bei leukozytoklastischen Vaskulitiden zeichnen sich durch eine
verdickte GefaBwand mit infiltrierenden neutrophilen Granulozyten im Rahmen einer
nekrotisierenden Inflammation aus. Die polymorphkernigen Leukozyten kdnnen auch
fragmentiert mit destruierten Kernen vorliegen, wodurch das Bild eines ,Kernstaubs®, also der
Leukozytoklasie entsteht.32
Das Skleromyxddem prasentiert sich durch muzindse, respektive myxoide Einlagerungen in
die Gefallwand, durch die es zur Einengung des Lumens kommt. Hier sind insbesondere
Arteriolen betroffen. 33134
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Histologisch sind Veranderungen von Arterien und Arteriolen bei der thrombotischen
Mikroangiopathie, abgesehen von den namengebenden aber nur fakultativ luminalen
Thromben, gekennzeichnet durch Frihverdnderungen wie Intimadédem, Endothelschwellung,
fakultativ sogenannten fibrinoiden Wandnekrosen mit vollig fehlendem oder nur geringem
Infiltrat, in der Spatphase durch eine fakultativ schaumzellige myxoide Intimafibrose ohne
Elastose.'®

Arteriosklerotische Schaden zeigen sich je nach GroRe des Gefalles in der Niere
unterschiedlich. In der A. renalis selbst und ihren direkten Abgangen kdénnen noch
atherosklerotische Veranderungen auftreten, die sich in einer fibrotischen Intimaverbreiterung
mit einer Lumeneinengung und infiltrierenden lipidhaltigen Makrophagen zeigen. In den
nachgeschalteten Arterien sind meist keine Leukozyten- oder Schaumzellinfiltrationen zu
beobachten. In den Arteriae arcuatae und Arteriae interlobulares zeigen sich hyperelastotische
und fibrotische Intimaverbreiterungen. Die Lumina sind durch die Veranderungen

eingeengt.'36-1%8

2.7. Die Banff Klassifikation: Arteritis und TXA als Diagnosekriterium der
TCMR und AMR

Die Banff-Klassifikation ist das Produkt eines seit 1991 zweijahrlich stattfindenden

Expertenmeetings, bei dem die neuesten Erkenntnisse zum Thema der

Nierentransplantationsmedizin diskutiert werden. Im Anschluss wird jeweils ein neuer Report

zum Meeting veroffentlicht. Dieser fasst die Klassifikationsanderungen zusammen und diente

lange als Klassifikation selbst.*®° Inzwischen wird auch die aktuelle Version der Klassifikation

Uber die Banff-Webseite bereitgestellt.'*3

Die bis heute durch die Banff-Klassifikation fortgefiihrte Dichotomisierung der
AbstoRungsreaktionen in die TCMR und AMR erfolgte ab dem Nachtragsbericht zur Banff-
Klassifikation von 1997, der aber erst 2003 veroffentlicht wurde. In diesem wurden die aktive
AMR (aAMR) und auch die aktive TCMR (aTCMR) erstmals definiert.*® Mit der Eliminierung
des Begriffes der chronischen Allograftnephropathie definierte die Banff-Klassifikation bereits
2005 auch die c(a)AMR und die caTCMR.™40

Die AMR wurde in Kategorie 2 der Banff-Klassifikation definiert, die TCMR in Kategorie 4, ein
Borderline-Infiltrat, welches fir den Verdacht auf eine TCMR steht, definiert die 3. Kategorie.
Fortan waren fur die Diagnose einer AMR zunéchst 3 Kriterien zu erflllen, wofur ab 2013 drei
Unterkategorien benannt wurden, um jeweils Diagnoseaquivalente zusammenzufassen.'
Bezogen auf die aAMR fasst die erste Kategorie eine histologische Evidenz fiir eine aktive

antikorpervermittelte Gewebsentziindung zusammen. Bezogen auf die c(a)AMR fasst die
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erste Kategorie eine morphologische Evidenz fir einen chronische antikérpervermittelte
Gewebsentziindung zusammen.

Kategorie 2 und 3 unterscheiden sich fir die aAMR und caAMR nicht, fur die cAMR ist
weiterhin nur die Erfillung von Kategorie 3 erforderlich. Kategorie 2 steht fiir die Evidenz
hinsichtlich einer Interaktion der Antikdrper mit dem Endothel. Hier zahlt entweder eine C4d-
Positivitat oder ein MVI-Summenscore oder der Nachweis von validierten Transkriptprodukten.
Fir den MVI-Summenscore fordert Banff eine Summe =2 aus den Banff-Lasions-Scores g und
ptc, wobei ein ptc-Score 21 bei einer gleichzeitigen TCMR oder Borderline-AbstoRung oder
Infektion nicht ausreichend ist und g=1 sein muss. Die C4d Positivitat kann anhand einer
immunhistochemischen (IHC-)Farbung oder einer Immunfluoreszenz (IF-)Farbung
ausgewertet werden. C4d wird allerdings in der IHC-Farbung bereits ab einem C4d-Score von
=21 positiv gewertet, in der IF-Farbung erst ab einem Score von C4d=2. Eine
Transkriptproduktdiagnostik kann hier ebenso, wenn sie positiv ausfallt, verwandt werden,
sofern sie hinreichend validiert ist."°

Die dritte Kategorie fordert den serologischen Nachweis von DSA oder ,Aquivalente. Als
Aquivalent zahlt entweder eine C4d-Positivitat oder der Nachweis der validierten AMR-
assoziierten Transkriptprodukte, wobei die jeweils gleichen Einschrankungen wie in Kategorie
2 gelten. Eine C4d-Positivitat oder der Nachweis der validierten Transkriptprodukte kann also

als Kriterium 2 und 3 gleichzeitig gelten.'°

Die Arteritis wurde initial als Aktivitatskriterium (spater in Kategorie 1) der aAMR nur in Form
einer transmuralen oder fibrinoiden Nekrose akzeptiert'®. Ab 2013 wurde diese
Einschrankung aufgehoben und jeglicher positive Banff-v-Lasions-Score =21 als
Aktivitatskriterium der aAMR akzeptiert.'*' Entsprechend ist ein Banff-v-Lasions-Score im
Kontext der aAMR nur dann zu werten, wenn jeweils auch ein Kriterium von Kategorie 2 und
3 erfullt ist'®. Alternativen zur Arteritis in Kategorie 1 sind die Glomerulitis oder die peritubulare
Kapillaritis, wobei diese auch hier nicht allein ausreichend ist, wenn gleichzeitig ein Borderline-
Infiltrat oder eine TCMR oder eine Entziindung im Transplantat vorliegt. Die Glomerulitis darf
nicht beim Vorliegen einer rekurrenten oder de novo Glomerulonephritis als solche gewertet
werden. Alternativ kann hier noch eine thrombotische Mikroangiopathie (TMA) verwandt

werden, fiir die aber auch Differenzialdiagnosen ausgeschlossen werden missen.'®

Bezogen auf die aTCMR ist das Vorliegen einer Arteritis im Sinne eines Banff-Lasions-Scores
v21 bereits seit ihrer Einfllhrung diagnosebildend und schweregraddefinierend.’*® Weiterhin
gilt, dass ein Banff-Score v=1 einer aTCMR Grad IIA, ein Banff-Score v=2 einer aTCMR 1I1B
und ein Banff-Score v=3 einer aTCMR Grad Ill entspricht. Weitere Kriterien missen hier nicht

eben nicht erflllt sein.°
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Mit der Einfihrung der c(a)AMR und caTCMR 2005 wurde die TXA Diagnosekriterium fir beide
chronische AbstoRungsreaktionen, allerdings nicht mit derselben Definition. 40

Fir die AMR forderte Banff in der Diagnoseubersicht eine reine arterielle Intimafibrose, im
FlieRtext sprach Banff hier allerdings von einer arteriellen Intimafibrose ohne Duplikatur der
Lamina elastica interna. Fur die TCMR definierte Banff ebenso eine chronische
Transplantarteriopathie, wobei diese hier eine Neointima mit einer mononuklearen
Zellinfiltration aufweisen musste.™® Als Begriindung fir die Definitionen wurde eine Arbeit
zitiert, welche Biopsien mit C4d positiven und C4d-negativen AbstoRungsreaktion verglich und
hierbei auch das Auftreten von arteriellen Intimaverbreiterungen mit Schaum- und
Leukozyteninfiltration dokumentierte ohne aber signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen zu finden.'® Griinde, warum die Diagnosekriterien unterschiedlich definiert wurden
oder eine weitere Arbeit, auf deren Grundlage diese Entscheidung getroffen wurde, wurden in
der Klassifikation nicht genannt.4

Bezuglich der AMR assoziierten TXA hat sich die Diagnoseformulierung Gber die Jahrzehnte
geandert. Durch die Ubernahme der vorher definierten Diagnosetabelle ohne den FlieRtext in
die Banff-Klassifikation von 2007 fand sich in dieser Klassifikation als Diagnosekriterium fiir
die c(a)AMR nur noch die Definition einer fibrotischen Intimaverbreiterung, wobei die AMR-
Assoziation der TXA in dieser Klassifikation noch einmal hervorgehoben wurde. 2

Die nachste Anderung erfolgte in der Banff-Klassifikation von 2013, in der die arterielle
Intimafibrose erstmals als Ausschlussdiagnose definiert wurde; daneben wurde gefordert,
dass die TXA neu aufgetreten sein musste. Weiterhin wird in dieser Klassifikation eine
zusatzliche Farbung zur Darstellung der elastischen Fasern empfohlen, da wenige bis keine
elastischen Fasern hinweisend auf eine abstoRungsinduzierte TXA seien, wahrend multiple
elastische Fasern auf einen arteriosklerotischen GeféaRschaden hindeuten. Auch wird
beschrieben, dass eine Leukozyteninfiltration eine AMR-Assoziation wahrscheinlicher macht,
diese kdnne aber nur bei fehlender TCMR in der Historie berlicksichtigt werden, da diese dann
auch ein Diagnosekriterium der TCMR werde. Eine Begrindung fir diese
Klassifikationsdnderung durch Originalarbeiten am Menschen fehlt auch hier. Die
Klassifikation schwacht die Beschreibungen ab, indem sie einrdumt, dass die
Abgrenzungsmerkmale nicht definitiv seien.’!

Die Banff-Klassifikation 2015 unterstreicht, dass die Leukozyteninfiltration im AMR-Kontext
nicht obligat sei, dafur wird der Hinweis zur Elastose nicht mehr Gbernommen, zudem fordert
Banff hier erstmals, dass eine TCMR mit arterieller Manifestation bei Leukozyteninfiltration
ausgeschlossen sein muss, damit die TXA fiir die AMR Diagnosekriterium wird.'*® 2017 wird
die Einschrankung zur Leukozyteninfiltrationswertung dahingegen verscharft, dass nicht nur

die arterielle TCMR, sondern generell eine TCMR in der Historie ausgeschlossen werden
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muss.'* Bis einschlieBlich der Klassifikation von 2019 konnte die TXA also unter den
genannten strengen Voraussetzungen dann zusammen mit mindestens einem Kriterium der
Kategorie 2 und mindestens einem Kriterium der Kategorie 3 eine caAMR definieren. Fur die
Diagnose der cAMR reichte nur mindestens ein Kriterium der Kategorie 3 aus.’

Seit der Banff-Klassifikation von 2022 ist die TXA als Diagnosekriterium der AMR gestrichen
worden. Sie soll nur noch als Zusatzinformation angegeben werden, da sie im AMR-Kontext
auftreten kann.°

Die Begrindung der Autoren der Klassifikation, die sich in identischer Weise auf der Website
findet, ist fUnfgliedrig. Als erstes Argument wird genannt, dass eine arterielle Intimafibrose an
sich hoch pravalent sei. Als zweites Argument wird angeflihrt, dass arterielle Gefalde in
Biopsien weniger haufig vorhanden sind. Drittens wird begriindet, dass die Reproduzierbarkeit
des Scoring Systems der arteriellen Intimafibrose schlechter ist als bei anderen Kriterien.
Viertens wird argumentiert, dass fur die TXA-Diagnose eine Vorbiopsie vorhanden sein muss
und dies die Diagnostizierbarkeit einschrankt. Letztlich wird die TXA als nicht-spezifische
Lasion bezeichnet.10-103

Alternativen, die weiterhin als Diagnosekriterium der c(a)AMR in Kategorie 1 gelten, sind die
TG und die PTCML. Auch fur die TG muss nach Banff eine vorangegangene TMA oder eine

rekurrente oder de novo Glomerulonephritis ausgeschlossen sein.°

Die Definition der TCMR-assoziierten TXA hat sich bis heute nicht gedndert. Taucht eine von
Banff als obligat durch eine mononukledre Inflammation gekennzeichnete arterielle
Intimafibrose mit der Formation einer Neointima auf, so definiert sie an sich bereits eine
caTCMR Grad 11.31°

Bezulglich der TXA in der Banff-Klassifikation muss noch zusatzlich angemerkt werden, dass
diese bis 2018 nie auf eine schaumzellige Infiltration einging. Im Banff-Reference-Guide von
2018, welcher die damalige Banff-Klassifikation in Summa zusammenfasste und auf dem die
aktuelle Banff-Website aufbaut, sowie die aktuelle Website zeigen die gleiche schaumzellig-
infiltrierte arterielle Intimafibrose als Bild.®'%® Die Banff-Website weist aktuell trotz der
geanderten Diagnosekriterien daraufhin, dass diese TXA Merkmal einer caTCMR oder aber
auch einer c(a)AMR sein kann.'® Anderweitig griff Banff die Moglichkeit der schaumzelligen

Infiltration bis dato nicht auf.'®

2.8. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Aufgrund der nachgewiesenen Prognoserelevanz von HLA-DSA, der durch Banff der AMR
zugeordneten anderen Aktivitatskriterien der AMR3743191 ynd der Diagnose der AMR an sich?3
ist es wichtig die Diagnosekriterien der AMR nicht nur spezifisch, sondern auch sensitiv zu

formulieren.
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Hierflr erscheint es auch aus der Logik heraus sinnvoll, alle bekannten morphologischen
Kriterien einer AbstoRungsreaktion als Diagnosekriterien zu bertcksichtigen, diese missen
dann aber so prazise formuliert sein, dass eine ausreichende Spezifitdt gewahrleistet ist.
Dadurch kénnte die TXA als Diagnosekriterium der AMR erneut bertcksichtigt werden. Die
Formulierung des Diagnosekriteriums der TXA als Ausschlussdiagnose in der Banff-
Klassifikation bis 2019 hatte bis dato keine sinnvolle Abgrenzbarkeit der TXA zu anderen
Lasionen gewahrleistet und war auch im klinischen Kontext nicht sinnvoll umsetzbar, wie Banff
selbst einraumt.?

Die vorliegende Arbeit versucht nun mogliche Subtypen der TXA im AMR-Kontext zu
erarbeiten und zu quantifizieren. Hierfur sollen die bereits in der Literatur vorbeschriebenen
Subtypen einer hypoelastotischen, leukozyteninfiltrierten und schaumzellig infiltrierten TXA als
Subtypen aufgegriffen werden und deren Pravalenz im AMR-Kontext herausgearbeitet
werden. Ferner sollen diese 3 Subtypen auf Unterschiede hinsichtlich anderer AMR- und
TCMR-Parameter, klinisch-epidemiologischer Parameter und des Transplantatiberleben
untersucht werden. Diese Arbeit soll Grundlage dafiir sein, dass weiterfihrende Arbeiten
Uberprifen, ob durch die von uns vorgeschlagene Subgruppendefinition eine spezifischere
Diagnosekriterienformulierung der TXA gelingen kann und so eine Reintegration der TXA als
Hybdridlasion in die Banff-Klassifikation moéglich wird, damit keine AMR, die das arterielle
Kompartiment betrifft, ibersehen wird. Der Bedarf an weiterfuhrenden Studien beziiglich der
TXA wird dadurch verdeutlicht, dass derzeit davon abgeraten wird die TXA als moéglichen
Endpunkt in klinischen Studien zu nutzen, vor allem vor dem Hintergrund der uneinheitliche
TXA-Definitionen und ihrer schlechten Reproduzierbarkeit. '4°

Die vorliegende Arbeit ist im Journal of Nephrology bereits veroffentlicht wurden und ist mit
der vorliegenden Genehmigung Grundlage dieser Promotion. Somit sind der Material- und

Methodenteil, sowie der Ergebnisteil inhaltlich identisch mit der bereits veroffentlichten Arbeit.

3. Material und Methoden

3.1. Studiendesign — Einschlusskriterien der retrospektive AMR-Kohorte

Die vorliegende Studie erfolgte im retrospektiven Design. Nach Durchsicht der Datenbank des
Instituts fur Pathologie des Universitatsklinikums zu Koln erfolgte der Einschluss aller
Transplantatnierenbiopsien zwischen Januar 2005 und Dezember 2014, welche mindestens
einen positiven AMR-Indikator aufwiesen. Als positiver AMR-Indikator zahlte ein positiver
Banff-Lasions-Score (=1) fur v, g, ptc, C4d, cg. Zudem wurden alle Patienten mit serologisch
nachweisbaren DSA zwischen 2009 und 2014 bericksichtigt und eingeschlossen, wenn von

diesen Patienten Biopsien vorlagen. Fir alle Patienten mit positivem Histologie-Kriterien
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wurden die serologischen DSA-Daten zum Zeitpunkt vor der Biopsie und zum Biopsiezeitpunkt

erhoben. Dies flihrte zunachst zum Einschluss von 784 Biopsien.

3.2. Histologie und TXA-Definitionen

Alle eingeschlossenen Biopsien hatten gemall des Routineprotokolls Farbungen auf
Hematoxylin, Periodic-acid-Schiff, sowie eine Silber-Farbung und eine Elastica-Farbung
erhalten. Auch war entweder eine immunhistochemische oder Immunfluoreszenzfarbung auf
C4d erfolgt, auch erfolgte routinemaRig an allen Biopsien eine Farbung auf Protein Tyrosine
Phosphatase, Receptor type, C (leukocycte common antigen; LCA) an allen Biopsien. Dies
geschah nach den Angaben des Herstellers mit dem Primarantikérper M 0701 (Agilent DAKO,
Hamburg, Germany) mit dem Peroxidase Erkennungssystem Leica Bond (Leica Biosystems,
Deer Park, IL, USA).

Anhand dieser vorliegenden Farbungen wurden alle verfugbaren 784 Biopsien auf das
Vorliegen der TXA-Subkategorien, der LCA+, der schaumzelligen (FC-TXA) oder der
hypoelastotischen TXA (HE-TXA) gescreent.

Anhand der LCA-Farbungen wurde untersucht, ob in Arterien mit einer Intimaverbreiterung
eine Infiltration der verbreiterten Intima oder Media durch LCA-positive Leukozyten vorlag.
Bereits eine LCA-positive Zelle in einer Arterie werteten wir als positiv.

Fir den Einschluss einer Biopsie in die Subgruppe der FC-TXA reichte ebenso der Nachweis
einer Schaumzelle in einer arteriellen Intimaverbreiterung aus.

Die Subgruppe der hypoelastotischen TXA definierten wir anhand der Elastica-Farbung, hier
schlossen wir arterielle Intimaverbreiterungen ein, wenn ein Anteil von > 50% der arteriellen
Intimaverbreiterung ohne eine Vermehrung von elastischen Fasern vorlag. Gemaf der Banff-
Klassifikation wurden praglomeruldre Gefafle mit mindestens 2 glatten Muskelzellen als
Arterien gewertet® und nur Arterien wurden fiir die oben genannte Auswertung berlicksichtigt;
Arteriolen wurden nicht mit einbezogen.

Exemplarische Bilder der drei Subgruppen zeigt Abbildung 1.

Alle Biopsien, in denen eine oder mehrere der TXA-Subgruppen vorlagen, wurde in das TXA-
Kollektiv eingeschlossen. Eine Biopsie, bei der sich die Rekurrenz einer IgA
Glomerulonephritis herausstellte, wurde aus dem Kollektiv ausgeschlossen.

Alle TXA-Biopsien wurden erneut von einem Nephropathologen (Dr. med. Jan Ulrich Becker)
in der Gegenwart und Mitansicht von Katharina Wirths nach den Banff 2017 Kriterien®'44 mit
einer dann durchgefiihrten Projektion auf die Banff-Klassifikation 2022 ausgewertet. Die
neuen Kriterien der Banff-Klassifikation von 2022 der ,C4d-Staining Without Evidence Of
Rejection”, entsprechender einer C4d Positivitdt ohne Evidenz einer AbstoRung, sowie die
.Microvascular Inflammatory/Injury (MVI), DSA-Negative And C4d-Negative®, entsprechend
einer mikrovaskularen Inflammation ohne DSA und C4d Positivitat, sowie die Unterkategorie

der ,Probable AMR*, der mdglichen AMR, sowie der ,C4d Staining With Acute Tubular Injury
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(ATI), entsprechend einer C4d Positivitat mit einem akuten tubularen Schaden wurden von
uns nicht bertcksichtigt, da diese Diagnosen aus der Kategorie 2 einerseits nicht als
AbstoBung benannt sin, andererseits auch offenbar mangels Evidenz derzeit eher
provisorischen Charakter haben.'%103

C4d wurde ebenso entsprechend der Banff-Klassifikation als positiv gewertet, wenn in einer
Immunfluoreszenzfarbung ein Banff-C4d-Score von C4d=2 am Gefrierschnitt erreicht wurde
oder in der immunhistochemischen Farbung am Paraffinschnitt ein Banff-C4d-Score von
C4d=21 erreicht wurde.®'® Es erfolgte zudem bei allen Patienten mit Verdacht auf eine
glomerulare Proteinurie eine elektronenmikroskopische Untersuchung, um eine
Transplantglomerulopathie mit dem Banff-Lasions-Score cg=1a oder eine Rekurrenz einer

Glomerulonephritis auszuschlief3en.

3.3. Klinische Daten
Zu allen Patienten wurden zudem die in Tabelle 1 aufgeflhrten klinischen Daten erhoben. Bei
allen eingeschlossenen Patienten war eine ABO-kompatible Nierentransplantation

durchgeflihrt worden.

3.4. HLA-DSA Testung

Die serologische Testung aller Patienten erfolgte Gber LABScreen class | and Il single antigen
beads (SAB) (One Lambda, Inc., Canoga Park, California, USA).

Alle LABScreen Tests wurden nach Angaben des Herstellers mit einer 1:3 Serum-Verdinnung
durchgefiihrt. Eine normalisierte mittlere Fluoreszenzintensitat von dber 1000 wurde, wie

bereits vorbeschrieben,*! als positiv gewertet.

3.5. Ethik
Die Studie wurde durch das Institutionale Review Board (11-116) am Universitatsklinikum Koéln

genehmigt.

3.6. Statistik

Kategorielle und ordinale Parameter wurden mit dem Chi-Quadrat-Test verglichen,
kontinuierliche Parameter mit non-parametrischen Tests.

Die Transplantat-Verlust Kurven wurden uber den Log-Rank-Test verglichen. Alle p-Werte
beziehen sich auf zwei-seitige Tests, Unterschiede wurden als statistisch signifikant gewertet,
wenn sie unter 0,05 lagen.

In dieser retrospektiven explorativen Studie kdnnen die p-Werte aber nur als deskriptiv

gewertet werden.
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4. Ergebnisse!

Insgesamt konnten 46 Biopsien von 33 Patienten in die TXA-Kohorte eingeschlossen werden,
welche mindestens eine der oben vorgestellten TXA-Unterformen aufwiesen. Dies entsprach

einer Gesamtinzidenz der TXA von 46/784=5,9% in unserem Kollektiv.

4.1. Haufigkeitsverteilung der TXA in allen Biopsien und in den Indexbiopsien
Abbildung 2 zeigt die Verteilung der Subtypen in den Indexbiopsien und ihre Evolution tGber
die Zeit.

Insgesamt war die HE-TXA unter allen vorliegenden Biopsien mit 36/46=78% die haufigste
Unterform der TXA, als solche lag sie mit 15/36=42% am haufigsten in Kombination mit einer
LCA-Positivitat und einer Schaumzellinfiltration vor. Hiernach lag sie gleichhaufig in
Kombination mit einer LCA+ und FC mit jeweils 8/36=22% vor. Isoliert lag sie mit 5/36=14%
der Falle vor.

Eine LCA+TXA lag am zweithaufigsten bei 33/46=72% der Biopsien vor. Die 15 anteiligen
Biopsien an der 3er Kombination machten bei ihr 45% der Falle aus. Sie zeigte sich immerhin
in 9/33=27% isoliert ohne FC oder HE. In 8/33=24% lag sie nur in Kombination mit einer HE-
TXA vor. In nur 1/33=3% lag sie nur in Kombination mit FC vor.

Die seltenste Unterform bildete die schaumzellige TXA mit 24/46=52% der Falle. Am weitaus
haufigsten war sie ebenso HE und LCA+ mit 15/24=63%, weniger haufig war sie nur mit einer
HE assoziiert mit 8/24=33% der Biopsien und am seltensten lag sie nur in Kombination mit

LCA+ mit 1/24=4% vor. Sie kam nie allein vor.

4.2. Patientencharakteristik

In Tabelle 1 sind die klinischen Daten der Patienten getrennt nach den Untergruppen
dargestellt. Trotz der Uberschneidungen der Patienten, sowie der relativ kleinen
KohortengroRen, erfolgte jeweils ein Vergleich zwischen TXA-Biopsien mit einem positiven
Merkmal und den TXA-Biopsien, die jeweils dieses Merkmal nicht aufwiesen: LCA-TXAen
wurden also mit LCA-negativen TXAen verglichen, usw. Hinsichtlich des Geschlechts, des
Alters bei Transplantation und des Grunderkrankungsprofil zwischen den Gruppen ergab sich
kein signifikanter Unterschied in diesem Vergleich. Auch ergab sich kein signifikanter
Unterschied bezlglich der gewahlten Induktionsimmunsuppression aus
Antithymozytenglobulin (ATG) oder IL-2 Inhibitor. Auch unterschieden sich die Gruppen nicht

beziglich des initial gewahlten Calcineurininhibitors Tacrolimus oder Ciclosporin.

4.3. Verlaufsbetrachtung der TXA
Betrachten wir die in Abbildung 2 dargestellten Indexbiopsien, so ergab sich in diesen 33

Biopsien ein ahnliches Verteilungsmuster wie in den Gesamtbiopsien.
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Die HE-TXA war erneut die haufigste Unterform mit 24/33=73% Fallen, am haufigsten lag sie
kombiniert mit den beiden anderen Kriterien in 10/24=42% der Falle vor und bei 6/24=25%
Fallen war sie allein mit Schaumzellen und bei 3/24=12% allein mit einer LCA-Positivitat
kombiniert. Bei 5/24=21% der Falle lag sie isoliert vor.

Die LCA-TXA lag mit 22/33=67% am zweithaufigsten vor. Sie lag nur bei 1/22=5% mit einer
Schaumzellinfiltration kombiniert vor, zumindest in 8/22=36% lag sie allein vor.

Die FC-TXA war auch hier die seltenste Unterform und lag nur bei 17/33=52% der Biopsien
vor.

Insgesamt war, bezogen auf alle kombinierten oder einzelnen Mdglichkeiten, die Kombination
aus allen drei Merkmalen der HE, LCA und der FC-TXA am haufigsten mit 10/33=30% zu
finden. Die Entwicklung der einzelnen Subtypen ist in Abbildung 2 dargestellt. Bei 8 Patienten
lag uns eine erste Folgebiopsie vor, von 3 dieser Patienten lagen uns noch weitere
Folgebiopsien vor.

Wie Abbildung 2 zeigt, ist auffallend, dass sich die TXA-Morphologie fast immer &nderte.

Nur bei einem Patienten lag zunachst eine FC-HE-TXA vor, die in einer Folgebiopsie ebenso
zu finden war. Alle anderen Patienten anderten die TXA-Morphologie im Verlauf. Teils verloren
sich Merkmale, teils kamen Merkmale hinzu, oder die TXA war gar nicht mehr nachweisbar.
Diese Anderungen kénnen verschieden erklart werden. Zu berlicksichtigen gilt, dass in
Nierentransplantaten keine longitudinale Observation einer Arterie mdglich ist, da eine gezielte
Re-Biopsie der gleichen Arterie aufgrund der Vielzahl der Arterien unmdglich ist. Auch missen
Sampling-Fehler bertcksichtigt werden; da die TXA nicht ubiquitar alle Arterien betrifft, kann
eine TXA Uberproportional haufig, iberproportional selten oder Uberhaupt nicht in der Biopsie
zu finden sein. Generell ist das Verpassen einer Arterie ebenso moglich. Auch kdnnen bei
gleichen Patienten verschiedene Subtypen der TXA parallel vorliegen, welche dann in
unterschiedlichen/der gleichen Biopsie(n) getroffen werden.

Nichtsdestotrotz ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Subtypen beziglich
der Zeit nach Transplantation, also wann sie sich manifestierten.

Die LCA-TXA trat mit einem Median und 1. und 3.IQR (IQRs) von 22,13,334 Tagen im
Vergleich zu LCA-negativen TXAen und einem Median/IQRs von 1148, 794, 4637 signifikant
friher nach Transplantation auf (p=0,0031). Die HE-TXA trat im Gegensatz dazu mit einem
Median/IQRs von 417,19,4175 Tagen im Vergleich zu den HE-negativen TXAen mit einem
Median/IQRs von 15,7,335 Tagen signifikant spater nach Transplantation auf (p=0,0122).

4.4. Histologie und Serologie der TXA-Patienten
Tabelle 1 zeigt die Ergebnisse der Serologie, die histologische Auswertung und die erreichten
Diagnosen aller Indexbiopsien getrennt nach TXA-Subtyp. Signifikant unterschiedliche p-

Werte sind in der jeweiligen Zelle mit einem * markiert. Auch hier erfolgte der Vergleich trotz
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der oben genannten und dargestellten Uberschneidungen der Patienten, wir verglichen auch
hier jeweils TXA-Biopsien mit einem positiven TXA-Merkmal mit den dann Gbrigen TXA-
Biopsien, die dieses Merkmal nicht aufwiesen. LCA-TXAen wurden also mit LCA-negativen
TXAen verglichen, FC-TXAen mit FC-negativen TXAen, HE-TXAen mit HE-negativen TXAen.

4.4.1. Transplantarteriopathie und TCMR

Im dichotomen Vergleich zwischen den LCA-TXA und den LCA-negativen TXA-, sowie HE-
TXA- und HE-negativen TXA-, sowie zwischen den FC-TXA- und FC-negativen TXA-
Indexbiopsien ergab sich kein signifikanter Unterschied bezuglich der in Vorbiopsien
erreichten Diagnose einer aTCMR oder Borderline-Abstof3ung. Allerdings lag bei allen 3
Gruppen nur bei ca. der Halfte der Biopsien eine Vorbiopsie vor. Von den FC-TXA-Biopsien
hatten 8/17=47% mindestens eine Vorbiopsie. Weder eine Borderline noch eine aTCMR
Diagnose fand sich bei 3/8=38% der Patienten, ebenso 3/8=38% erreichten eine Borderline
Abstoung, 1/8=12% Patient erreichte eine aTCMR Grad |, 1/8=12% Patient erreichte eine
aTCMR Grad Il.

Bei den HE-TXA-Biopsien lag bei 12/24=50% eine Vorbiospie vor. Hier lag bei 4/12=33%
weder eine Borderline, noch eine aTCMR in einer Vorbiospie vor. Ebenso 4/12=33% erreichten
eine Borderline-AbstoRung, bei 3/12=25% lag eine aTCMR | vor, bei 1/12=8% lag eine aTCMR
Grad Il vor. Bei den LCA-TXA lag bei 10/22=45% mindestens eine Vorbiopsie vor. 2/10=20%
dieser Patienten wiesen weder eine Borderline noch eine aTCMR Diagnose in den Vorbiopsien
auf, 4/10=40% erreichten eine Borderline-AbstoRung, 1/10=10% eine aTCMR 1|, 3/10=30%
eine aTCMR Grad Il.

Betrachtet man die 33 Indexbiopsien insgesamt, so erreichten 16/33=49% Biopsien eine
Borderline AbstoRung und zusatzlich 13/33=39% eine aTCMR. Zusammen erreichten also
88% (29/33) der Patienten eine Borderline oder aTCMR-AbstoRung. Im dichotomen Vergleich
zwischen den jeweils positiven und negativen TXA-Biopsien zeigte sich ebenso kein
Unterschied zwischen dem Vorliegen der Banff-Lasions-Scores i- und t, jeweils unterteilt in i/t
=0 und i/t 21. Bezuglich des Banff-Lasions-Scores v zeigten sich im dichotomen Vergleich zwei
Unterschiede. In der Gruppe der LCA-TXA lag signifikant haufiger ein Banff-Lasions-Score
v21 vor als bei den LCA-negativen TXAen (p=0,1226), wobei 12/22=55% der LCA-Biopsien
eine Arteritis aufwiesen, wahrend nur 1/11=9% der LCA-negativen TXAen eine Arteritis
aufwiesen. Umgekehrt ergab sich auch ein signifikanter Unterschied im Vergleich von HE-
TXAen zu HE-negativen TXA. Hier zeigten nur 6/24=25% HE-TXAen eine Arteritis, wahrend
7/9=78% der HE-negativen TXAen eine Arteritis aufwiesen (p=0,0135), eine Arteritis lag also
signifikant seltener bei den HE-TXAen vor. Der Vergleich der FC-TXA zu den FC-negativen
TXAen ergab keinen signifikanten Unterschied: Bei den FC-TXA lag bei 6/17=35% der TXAen
eine Arteritis vor, bei den FC-negativen TXA aber ahnlich haufig mit 7/16=44%.
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Dies spiegelte sich auch im Vergleich der Borderline und aTCMR Grad |l Diagnosen bei allen
Gruppen wider. Bei den LCA-TXA-Biopsien lag signifikant haufiger eine aTCMR Grad Il A und
B vor, dafir seltener eine Borderline-AbstoRung (12/22=55%, 8/22=36%) als in den LCA-
negativen TXA-Biopsien (1/11=9%, 8/11=73%) (p=0,0419). Bei den HE-TXA-Biopsien lag
signifikant haufiger eine Borderline-Abstoliung mit 14/24=58% und seltener eine aTCMR Il A
und B mit 6/24=25% vor, als bei den HE-negativen Biopsien mit jeweils 7/9=78% und 2/9=22%
(p=0,0194).

4.4.2. Transplantarteriopathie und HLA DSA

Insgesamt konnten bei 17/33=52% der Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie oder vorher anti-
HLA-DSA nachgewiesen werden.

Im dichotomen Vergleich der Gruppen ergab sich kein signifikanter Unterschied. Bei
13/24=54% der HE-TXA-Biopsien waren DSA nachweisbar, diese verteilten sich auf 6 (46%)
Patienten nur mit HLA Klasse | Antikorper, 4 (31%) nur mit HLA Klasse Il Antikdrpern und 3
(23%) Patienten hatten sowohl HLA Klasse | als auch HLA Klasse Il Antikérper. Bei den LCA-
TXA wiesen 9/22=41% der Patienten HLA-AK auf, hiervon waren 2 (22%) HLA | AK, 4 (45%)
HLA 1l-Antikérper und bei 3 (33%) waren HLA | und Il Antikérper nachweisbar. Bei der FC-
TXA zeigten 8/17=47% Patienten HLA-AK, hier lag bei 4 (50%) ein HLA | AK allein, bei 2 (25%)
ein HLA-II AK allein vor und bei 2 Patienten (25%) lagen HLA | und Il Antikérper vor.

4.4.3. Transplantarteriopathie und AMR

Bei 5/33=15% der TXA-Patienten lag uns eine Vorbiopsie, welche bereits eine AMR zeigte,
dies entsprach zwei Patienten mit einer aAMR, zwei Patienten mit einer cAMR und einem
Patienten mit einer caAMR. Insgesamt 17/33=52% der Patienten hatten eine Vorbiopsie
erhalten, somit war der Anteil der Patienten mit einer AMR von denen, die eine Vorbiospie
erhalten hatten bei 5/17=29%. Bei allen 3 Patienten mit einer c(a)AMR war die
Chronizitatskomponente aufgrund der Auswahlkriterien der Indexbiopsien durch eine
Transplantglomerulopathie (Banff-Lasions-Score cg>0) verursacht. Im dichotomen Vergleich
ergab sich bezuglich der AMR-Vordiagnosen kein signifikanter Unterschied.

In 12/33=36% der Indexbiopsien konnte die Diagnose einer aAMR oder c(a)AMR nach den
Banff-Kriterien von 2022 erreicht werden. Entsprechend der geadnderten Diagnosekriterien
zahlte die TXA hier als Diagnosekriterium nicht mit. Wenn wir die drei von uns definierten TXA-
Untergruppen als Diagnosekriterium der AMR berucksichtigt hatten, dann hatten wirin 5 (15%)
weiteren Indexbiopsien eine AMR-Diagnose erreicht, in zwei zusatzlichen Biopsien (6%) hatte

sich die Diagnose von einer aAMR zu einer caAMR gewandelt.

11/33=33% der Indexbiopsien  wiesen  zusatzlich zur TXA auch eine

Transplantglomerulopathie, welche Uber einen positiven Banff-Lasions-Score cg =21 definiert

48



war und flr die eine Glomerulonephritis oder TMA als ursachlich ausgeschlossen wurde.
Bezogen auf die TXA-Untergruppen lag bei 9/24=38% der HE-TXA, bei 5/17=29% der FC-
TXA und bei 4/22=18% der LCA-TXA eine TG vor. Diesbezuglich fand sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. Hieraus ergibt sich, wenn man das gering evidenz-
basierte, bzw. schlecht differenzierte Diagnosekriterium der PTCML'%'4% auRer Acht lasst,

dass bei 22/33=67% der Indexbiopsien keine AMR-Diagnose erreicht wurde.

9/33=27% der Indexbiopsien erreichte einen positiven Banff-Summenscore der moderaten
mikrovaskularen Inflammation (MVI-Score), welcher in den AMR-Kriterien als Evidenz der
kirzlichen oder laufenden Interaktion von Antikérpern mit dem Endothel (,evidence of
current/recent antibody interaction with vascular endothelium®) dient™. Im dichotomen
Vergleich ergab sich hieraus kein signifikanter Unterschied. Bezogen auf die Untergruppen
ergab sich bei 4/17=24% der FC-TXA, bei 5/23=23% der LCA-TXA und bei 5/24=21% der HE-
TXA ein positiver MVI-Score. Auch im dichotomen Vergleich der Banff-Scores g=0 und g=1,

sowie ptc=1 und ptc=0 ergab sich kein signifikanter Unterschied.

Auch das in der Banff-Klassifikation in den ,Additional Diagnostic Parameter® definierte
Kriterium der ,TMA Without Other Cause®, der TMA ohne andere Ursache, war bei 5/33=15%
positiv, bezogen auf die Untergruppen war dies bei 3/17=18% der FC-TXA, 3/22=14% der
LCA-TXA und bei 4/24 =17% der HE-TXA der Fall. Hier ergab sich ebenso kein signifikanter

Unterschied im dichotomen Vergleich der Gruppen.
Eine C4d Positivitat lag bei 5/33= 15% der Indexpatienten vor. Bezogen auf die Untergruppen

war C4d bei 2/17=12% der FC-TXA, bei 3/22=13% der LCA-TXA und bei 3/24=13%) positiv,

auch hier ergab sich kein signifikanter Unterschied im dichotomen Vergleich.
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4.5. Prognose der Patienten mit einer Transplantarteriopathie

Wahrend der Nachbeobachtungszeit (Minimum 0, Maximum 2447, Median 860, IQR 98 und
1397 Tagen) verloren 12 Patienten ihr Transplantat, 1 Patient starb mit funktionierendem
Transplantat. Aufgrund des zeitlich unterschiedlichen Auftretens der unterschiedlichen TXA-
Formen nach Transplantation, testeten wir nicht auf ein unterschiedliches
Transplantatiiberleben zwischen den TXA-Gruppen. Die Kaplan-Meier Schatzung tUber das
Transplantatiberleben aller 3 Subtypen der TXA von den Indexbiopsien ist in Tabelle 2
dargestellt. Wie in Abbildung 3 dargestellt, verloren die 11 Patienten, die gleichzeitig eine TG
in der Indexbiopsie aufwiesen ihr Transplantat signifikant friher als die Patienten, die in der

Indexbiopsie keine Transplantglomerulopathie aufwiesen (p=0,015).

5. Diskussion
Unsere Arbeit quantifiziert als Erste die Subtypen der FC-, LCA-, und HE-TXA vergleicht diese

bezuglich der anderen AMR- und TCMR-Parameter, klinischen und epidemiologischen Daten
und mit dem Transplantatiiberleben. Durch die Aufarbeitung dieser Subtypen im AMR-Kontext
soll ein Denkansto® dariber gegeben werden, ob die Streichung der TXA als
Diagnosekriterium fur die AMR in der Banff-Klassifikation wirklich beibehalten werden sollte.
Uber weiterflihrende Arbeiten sollte Gberpriift werden, ob durch die von uns vorgeschlagene
Subtypendifferenzierung eine Reintegration der TXA als Diagnosekriterium in die Banff-
Klassifikation als Hybridlasion gelingen kann. Hierdurch sollte seltener eine AMR mit

Projektion auf das arterielle Kompartiment Gbersehen werden.

Die Identifizierung von Kriterien zur besseren Ein- und Zuordnung einer TXA im
Transplantationskontext ist deshalb so wichtig, da nicht nur die AMR an sich prognoserelevant
ist,> sondern auch die Beteiligung des arteriellen Kompartiments mit einer besonders
schlechten Prognose insbesondere im AMR-Kontext einhergeht.”® Auch fir
Therapieentscheidungen ist die ursachliche Zuordnung haufig entscheidend, da
medikamentds oder anderweitig therapeutisch in die zugrundeliegenden

Entstehungsmechanismen eingegriffen werden kann.

5.1. Inzidenz der TXA
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Unsere Arbeit zeigte eine Gesamtinzidenz der von uns definierten Subtypen der FC-, HE- und
oder LCA-TXA von ~ 6% in Indikationsbiopsien. Dies entspricht dem TXA-Kollektiv einer
Arbeitsgruppe, welche eine Inzidenz der TXA von 7,45%, in Protokollbiopsien zeigte.
Allerdings erfolgte keine weiterfiihrende Definition der TXA,647 unter Angabe der ersten
Banff-Klassifikationen*'® ist am ehesten von einer Definition als alleinige arterielle
Intimaverbreiterung auszugehen, dadurch kdnnte die hdhere Inzidenz erklart werden. Bei einer
Inzidenz der TXA von 6-7,5% ist diese Lasion nicht zu vernachlassigen. Selbst die Inzidenz
der alleinigen HE-TXA, welche den haufigsten Subtyp in unserem Kollektiv ausmachte, lag
immerhin bei 36/784=4,59%.

5.2. TXA als Diagnosekriterium in der Banff-Klassifikation — offene Fragen und
Widerspriiche

Die Ergebnisse unserer Arbeit sind ein Argument gegen die kurzlich im Rahmen der aktuellen
Banff-Klassifikation getroffenen Entscheidung, die TXA, oder die von Banff als
Ausschlussdiagnose definierte arterielle Intimafibrose als Diagnosekriterium der AMR zu
streichen.' Aus der derzeitigen Klassifikation ergeben sich Widerspriichlichkeiten und offene
Fragen im Hinblick auf die Bewertung der Arteritis und TXA im Zusammenhang und auch
bezogen auf die AMR und TCMR.

5.2.1. Arteritis Hybridlasion, TXA keine Hybridlasion

Seit der Klassifikation von 2022 ist die TXA kein Diagnosekriterium mehr fir die AMR. Im
Gegensatz hierzu bleibt die Arteritis von der Anderung unberihrt und ist weiterhin
Diagnosekriterium fiir eine aAMR,° die Arteritis ist somit eine ,Hybridlasion®. Der Begriff der
.Hybridlasion“ meint hier, dass anerkannt wird, dass die Arteritis durch eine TCMR und AMR
entstehen kann. Durch in vivo-,28 aber auch Studien am Menschen'?3149:1%0 wird die TXA als
Korrelat einer chronischen oder abgelaufenen Arteritis gewertet. Es erscheint entsprechend
nicht konsistent eine Lasion in ihrer aktiven Auspragung einem Mechanismus zuzuordnen,

dies aber in der chronischen Auspragung nicht mehr zu erlauben.

Bereits eine altere Ubersichtsarbeit von 1999 erklarte die Entstehung der Arteritis und TXA
zusammen im flieRenden Ubergang, Zunachst soll deren Entstehung mit einer endothelialen
Aktivierung, Schwellung und Vakuolisierung und mit einer fokalen Lésung der Endothelzellen
von der Basalmembran beginnen. Nach einer Leukozytenadhasion, vornehmlich von
Lymphozyten und Monozyten, sollen diese in den subendothelialen Raum infiltrieren.'®°
Definitionsgemaf ist hierdurch die Entstehung der Arteritis erklart.'® Hinzukommen kann, dass
manche der Monozyten durch Phagozytose zu Schaumzellen werden. Durch die Migration von
Myofibroblasten in den subendothelialen Raum wandern Zellen ein, die Kollagenfasern
produzieren konnen. Schreitet deren Produktion voran, kommt es schliel3lich zur Formation

einer Neointima mit Fibroseanteilen. 0
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Der Autor spricht sich klar fir eine Sequenz von initialer Arteritis mit Entziindung und
Leukozyteninfiltration  mit Ubergang zur  proliferativen® und ,schaumzelligen®
Intimaverbreiterung mit im weiteren Verlauf zunehmende Fibrose aus.'° Folgt man diesem
Denkkonzept, obwohl der Verweis auf Originalarbeiten hier leider ganzlich fehlt,’°® missten
Arteritis und TXA zusammen AbstolRungsursachen der Arteritis zugeordnet werden und damit

beide als Hybridlasion anerkannt werden.

Auch unsere Daten stltzen dieses Denkkonzept der gemeinsamen Entstehung der TXA durch
eine AMR und TCMR. In unserem Kollektiv erreichten immerhin bereits 36% der gesamten
TXA-Patienten eine AMR-Diagnose, unter Berticksichtigung der TXA als Diagnosekriterium
hatten weitere 15% der Biopsien eine AMR-Diagnose erhalten. Insgesamt spricht auch der
haufige Nachweis von DSA mit 52%, die haufig konkordant aufgetretenen TG mit 33%, die
MVI im Banff-Summenscore von = 2 bei immerhin 27% und zumindest eine C4d-Positivitat von

15% fur einen engen Zusammenhang mit der AMR.

5.2.2. Sequenzielle Entstehung der TXA

Die schon angesprochene Entstehungstheorie der TXA durch eine initiale Arteritis und das
Tieferwandern der Leukozyten mit abschlieRender Fibrose™® wird auch durch unsere
Ergebnisse gestutzt. Die LCA-TXAen zeigte in unserem Kollektiv signifikant haufiger eine
Arteritis als die LCA-negativen TXAen (p=0,0216), die HE-TXAen zeigte signifikant seltener
eine Arteritis als die HE-negativen TXAen (p=0,0135). Die LCA-TXA zeigte sich signifikant
friher nach Transplantation (p=0,0031), die HE-TXA signifikant spater (p=0,0122).

Beide Beobachtungen kénnten deuten darauf hin, dass die LCA+ TXA im zeitlichen Intervall
naher an der vorangegangenen Arteritis steht. Die Infiltrate kénnten tiefer in den
subendothelialen Raum in die dortige Bindegewebsschicht weiterwandern. Diese
subendotheliale Bindegewebsschicht kénnte im Verlauf immer weiter an Breite zunehmen und
der infiltrative Charakter kdnnte sich mit abnehmender Entziindungsaktivitat in eine fibrotische
Intimaverbreiterung weiterwandeln, was dann die HE-TXA im Verlauf widerspiegeln wiirde.
Auch hierdurch wird die Zuordnung der TXA in allen 3 von uns definierten Subtypen zur AMR

verdeutlicht, aber eben auch die Zuordnung zur TCMR uber die Arteritis.

5.2.3. Gemeinsame Endstreckenentstehung

Verfolgt man das Konzept der sequenziellen Entstehung der TXA weiter, so kann man die
Entstehung der TXA als gemeinsames Endstreckenkorrelat einer Arteritis mindestens durch
eine TCMR oder AMR werten. Entsprechend mussten aber dann auch alle Subtypen der TXA
in der sequenziellen Entstehung einer TCMR und AMR zugeordnet werden. Die TXA-
Subtypen wirden sich dann hier mdglicherweise im Sinne des gemeinsamen
Endstreckenkorrelats insofern nicht unterscheiden, als dass im Entstehungsprozess keine

weiteren T-Zell oder antikdrpervermittelten Effekte eine nachgeschaltete Rolle spielen.
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Anerkannt ist, dass sich die AMR- und TCMR verursachte Arteritis nicht unterscheiden'’, auch
fur die TXA konnte insofern die Zuordnung zum am ehesten ursachlichen
AbstoRungsmechanismus nur Uber die Auswertung von weiteren AbstoRungsparametern

gelingen, analog der Arteritis.

5.2.4. TCMR - Arteritis und TXA — Subtypen und Spezifitatsfrage

Ausgehend vom Konzept der sequenziellen Entstehung der TXA aufgrund unserer und
anderer Daten,”™ wire es nach der Banff-Klassifikation folgerichtig, eine
schaumzellige/leukozyteninfiltrierte/LCA-TXA, die eine vorangegangene Arteritis und damit
zwingend eine aTCMR Grad I+ widerspiegelt, auch einer caTCMR Grad Il zuzuordnen.™
Darlber hinaus musste aber diskutiert werden, ob auch eine HE-TXA einer TCMR zugeordnet
werden muss.

Insgesamt gibt Banff bezuglich der Arteritis und leukozyteninfiltrierten TXA im Gegensatz zur
AMR keine weiteren Kriterien fur die Diagnosestellung einer aTCMR Grad 1+ oder caTCMR
Grad Il vor. Entsprechend bedeuten die beiden Lasionen derzeit zwingend die jeweiligen
Diagnosen.'® Ob eine Arteritis und TCMR jeweils obligat eine T-Zell-Antwort in der Entstehung
bendtigen, ist aufgrund der derzeitig vorliegenden Literatur nicht zu klaren. Wie genau die T-
Zell Antwort dann mechanistisch zu verstehen ist, wird durch die Banff-Klassifikation auch
nicht weiter erklart." Ob hier gegebenenfalls erweitert auch eine zwingende T-Helfer-Zell
Antwort zur Entstehung von Antikérpern gemeint sein kann, ist unter der strikten Abgrenzung
zur AMR unwahrscheinlich. Eher erscheint eine zytotoxische T-Zell Antwort gemeint zu sein,
im Gegensatz zu Daten zur notwendigen CD-4-Zell-Aktivitat,'2%'2" erfordert es mehr Studien
zur Klarung der genauen (zytotoxischen) T-Zell-Antwort in Bezug auf die Entstehung von
Arteritis und TXA.

Vor dem Hintergrund, dass eine Arteritis und eine TXA auch durch Antikorper®-'°' oder andere
Immunzellen' 3% entstehen konnen, bleibt die Frage ungeklart, ob die fehlenden
Spezifitatsregelungen in Bezug auf die TCMR-Arteritis/-TXA sogar eine Uberdiagnostik der

TCMR im Hinblick auf arterielle Abstolungsmuster bedeuten.
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5.2.5. Widerspruch des obligaten Ausschlusses der (tubulointerstitiellen) TCMR
und von Differentialdiagnosen fiir eine AMR-TXA bis 20197,
Unabhangigkeit der tubulointerstitiellen Inflammation und einer Arteritis

Bis 2022 war die TXA als Ausschlussdiagnose formuliert.” Allein schon vor dem Hintergrund
des Patientenkollektivs der Nierentransplantatempfanger und der infrage kommenden
Arteriosklerose' als Differenzialdiagnose erscheint es kaum moglich, diese als
Differenzialdiagnose bei einer nicht weiter spezifizierten arteriellen Intimafibrose ganzlich
auszuschlieRen. Gleiches gilt auch fir das geforderte Ausschliefen einer TCMR in der
Vorgeschichte. Bei sogar in Protokollbiopsien mit stabiler Transplantatfunktion haufig
dokumentierten tubulointerstitiellen AbstoRBungsreaktionen.’?*%2  kann kaum génzlich
ausgeschlossen werden, dass keine Episode einer TCMR in der Vorgeschichte vorgelegen
hat, auch wenn der Patient eine Vorbiopsie ohne TCMR hatte oder keine Vorbiopsie bei
stabiler Transplantatfunktion vorlag.
Es erscheint zudem unlogisch, dass eine TCMR, die sich bis zuletzt nur tubulointerstitiell
manifestiert hatte, ausschlief3t, eine TXA danach einer AMR zuzuordnen. Dieses verbotene
Zuordnen galt sogar auch dann, wenn eine Arteritis in der gleichen Biopsie mit der TXA eher
einem AMR-Kontext zugeordnet werden wirde, da andere positive Kriterien der aAMR
vorlagen ohne vermehrte tubulointerstitielle Inflammation.”:'°
Im Gegenteil stitzen einige Studien eher eine Unabhangigkeit der tubulointerstitiellen
Inflammation und Arteritis. Zwar zeigten die TXA-Biopsien in unserem Kollektiv haufig ein
Borderline-Infiltrat (FC-TXA =53%, HE-TXA =58%, LCA-TXA =36%), aber eine akute
tubulointerstitielle TCMR Grad IA und IB wurde in unserem Kollektiv bei keiner einzigen TXA-
Biopsie als maximale Akutdiagnose erreicht. Zumindest 3/33=9% Biopsien hatten aber trotz
Arteritis auch eine aTCMR IA oder IB erreicht. Eine andere Studie zeigt ahnliche Daten zum
Borderline Infiltrat und einer aTCMR IA/IB bei Patienten mit einer Arteritis und HLA-DSA. Hier
erreichte eine Mehrheit der Biopsien zumindest noch ein Borderline-Infiltrat, eine aTCMR 1A
oder IB wurde aber deutlich seltener erreicht.'®®* Eine andere Studie zeigte zumindest in ~45%
von Biopsien mit einem Banff-v-Score =1 einen Banff -Score von jeweils 2t2 und oder i2, wobei
die Haufigkeit der TCMR Grad IA und IB Diagnosen nicht aufgefiihrt waren, der Logik nach
kdénnten aber auch in diesem Kollektiv maximal ~45% der v-Biopsien eine aTCMR Grad |1A/B
erreichen, da beide Scores 22 fiir die Diagnose vorliegen miissten.'®* In einer anderen Studie
lag der Anteil von Biopsien mit konkordanter aTCMR IA/B und Arteritis dhnlich hoch bei
~41%.1%°

Andersherum gelten diese Beobachtungen nicht: Insbesondere Biopsien, die ein Borderline

Infiltrat zeigen, aber auch aTCMR IA- und IB-Biopsien zeigen haufig keine Arteritis.'>® Eine

andere Gruppe fand auch keinen signifikanten Unterschied von den Banff-Lasions-Parametern

zwischen Patienten mit einem praddominierenden CD3-positivem Zell.-Anteil der Inflammation
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von Arteritiden und Patienten mit Arteritiden, welche von CD68+ Zellen vermehrt infiltriert
waren. Also scheinen Arteritiden mit hoherem T-Zell-Infiltrationsanteil ebenso nicht
zwangslaufig eher einer tubulointerstitiellen TCMR zuzuordnen zu sein.'! Auch diese Studien
sprechen dagegen, dass eine vorangegangene tubulointerstitielle TCMR eine Zuordnung der
TXA zur AMR in Zukunft unmdglich macht, da eine tubulointerstitielle TCMR eben ihrerseits

nicht haufig mit einer Arteritis einhergeht.
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5.2.6. Spezifitatssorge, zwei- bis dreigliedrige AMR-Diagnose

Bezuglich samtlicher Kriterien der AMR wiederholt und hebt die Banff-Klassifikation immer
wieder hervor, dass weitgehend alle AMR-Kriterien ebenso durch andere Ursachen entstehen
kénnen. So ist weder die MVI, also die Glomerulitis und peritubulare Kapillaritis, noch die TG
oder PTCML oder TMA an sich spezifisch und kénnen durch Differenzialdiagnosen verursacht
werden,®126.1% gg|bst die TCMR ist fiir die MVI, insbesondere die peritubulére Kapillaritis 56157
Differenzialdiagnose, also genauso wie fiir die TXA.'% Nichtsdestotrotz bleiben diese Kriterien

im Gegensatz zur TXA als Diagnosekriterien erhalten.

Wegen der nicht gegebenen Spezifititen der einzelnen AMR-Kriterien, beugt Banff einer
falsch-positiven Diagnose dadurch vor, dass nicht nur die einzelne AMR-L&sion in der
jeweiligen Kategorie 1 positiv sein missen, sondern auch eines der weiteren Kriterien der 3.
Kategorie und fir eine Aktivitdtskomponente im chronischen Setting auch zwingend ein

Kriterium der 2. Kategorie."°

Diese komplizierte Diagnostik wurde am ehesten von den Verfassern gewahlt, um eine
ausreichende Spezifitdt der Diagnose zu garantieren; dieses Ziel formulierten die Autoren der

Klassifikation bereits im ersten Meeting Report.*

Unter dem Schutz der Dreifachgliederung, wird die Spezifitdt des einzelnen Kriteriums weniger
ausschlaggebend. Das Argument, die TXA aufgrund der nicht ausreichenden Spezifitat als

Diagnosekriterium zu streichen, erscheint vor diesem Hintergrund wenig stimmig.

5.2.7. Problematik des ,,Neu Auftretens*

Das vormals geforderte neue Auftreten/“new onset® fir die TXA bis zur Banff-Klassifikation
von 20197 wird in der jetzigen Klassifikation zurecht kritisiert.”© Am ehesten zielte diese
Formulierung darauf ab eine Uberdiagnostik einer AMR zu verhindern. Samtliche
Differenzialdiagnosen kénnen aber der Logik nach auch neu auftreten, eine
Differenzialdiagnose wird dadurch wahrscheinlich, dass andere Kriterien im klinischen und

pathologischen Kontext auf sie hindeuten.

Vermeintlich als Korrelat der Differentialdiagnose der Arteriosklerose oder auch der caTCMR
zeigt eine Studie einen immerwahrenden Progress der arteriellen Intimaverbreiterungen in
Nierentransplantaten ohne DSA."® Dies untermauert, dass das Kriterium des ,Neu Auftretens*
auch eine Arteriosklerose/caTCMR oder andere Differenzialdiagnosen, die den Progress

verursacht haben kénnten, eben nicht zuverlassig ausschlief3t.
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Das zwingend zu beweisende Neuauftreten verkomplizierte somit die Diagnosestellung einer
AMR-TXA, indem es obligat eine Vorbiospie einforderte, welche nicht immer verfliigbar war.
Dies wurde auch bereits im ,Banff Reference Guide“ von 2018 kritisiert.® Zu einer verbesserten
Abgrenzung zu Differentialdiagnosen flihrte dieses Kriterium nicht. Auch unabhangig vom
Vorliegen einer Vorbiopsie kénnen AMR oder Differenzialdiagnosen eine arterielle

Intimaverbreiterung verursachen.

5.2.8. Andere AbstoBRungsmechanismen als in der Banff-Klassifikation

Aus der Primarliteratur ist bekannt, dass in der Genese der TXA auch NK-Zellen'%126.127 ynd
Makrophagen'™° eine Rolle spielen konnen. Dass AbstoRungsreaktionen und -lasionen also
nicht zwingend unter Beteiligung von entweder Antikdrpern oder T-Zellen entstehen missen,
ist in der Banff-Klassifikation bis dato nicht berlicksichtigt.”® Sollte dies aber die
Diagnosekriterien fur die AMR/ TXA-AMR in der Banff-Klassifikation beeinflussen?

Nein, denn zwar bilden die oben genannten Mechanismen Differentialdiagnosen zur
Entstehung der TXA, aber es ist eben auch bekannt, dass die TXA durch Antikorper entsteht®
und durch andere Parameter der AMR kann zumindest der Logik nach eine Zuordnung der
TXA zur AMR gelingen. Und eben im Zusammenhang mit DSA scheint es zu einem
schnelleren Progress mit Prognoserelevanz der Lasion zu kommen als ohne DSA,''* sodass
die TXA, welche im Zusammenhang mit einer AMR steht, nicht als Diagnosekriterium in der
Banff-Klassifikation fehlen darf nur weil sie durch andere Mechanismen ebenso entstanden

sein kann.
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5.2.9. Losungsvorschlag TXA - Diagnosekriterium prazisieren

Den genannten Kiritikpunkte der Banff-Klassifikation, dass die TXA im AMR-Kontext
unspezifisch ist und dass die Reproduzierbarkeit der Diagnose schlecht ist, kann durch eine
prazisere Diagnosekriterienformulierung entgegengesteuert werden. Hierzu konnten die von
uns definierten Subtypen verwandt werden. Es sollten aber weitere im besten Fall prospektive
multizentrische Studien die Zugehorigkeit zur AMR bestatigen und ggf. deren Haufigkeit bei

Differenzialdiagnosen bestimmen.

Insgesamt spricht unsere Arbeit durch das haufige Vorliegen von anderen AMR-Parametern
(52% DSA, 33% TG, 27% MVI 22, 15% C4d) und vor dem Hintergrund der bekannten

Primarliteratur klar dafir, dass alle 3 Subtypen einer AMR zuzuordnen sind.

Neben der hohen Spezifitit muss es Ziel der Banff-Klassifikation sein, alle
antikdrpervermittelten AbstoRungsreaktionen auch mit Ausdehnung auf das arterielle
Kompartiment durch die Diagnosekriterien zu erfassen. Dies sollte zumindest durch unsere
vorgeschlagenen TXA-Subtypen verbessert werden kdnnen, wenn diese zu einer

Reintegration der TXA in die Banff-Klassifikation beitragen.

5.3. Zellinfiltrierte TXA, Leukozyteninfiltration DD Myofibroblasten
Verschiedene Arbeiten heben im Transplantationskontext auch den Nachweis von smooth
muscle cell alpha actin (a-SMA)-positiven Zellen in der arteriellen Intimaverbreiterung hervor,
wobei es sich hierbei am ehesten um ,Myofibroblasten* aufgrund der a-SMA Expression
handelt."1%8

Bei zellinfiltrierten arteriellen Intimafibrosen kann entsprechend nicht automatisch von einer
leukozyteninfiltrierten TXA ausgegangen werden, sondern es muss differentialdiagnostisch an
das Vorhandensein von Myofibroblasten gedacht werden. Sofern dies nicht lichtmikroskopisch
ohne erweiterte Farbung entschieden werden kann, mussen beide Zelltypen und ebenso ein
gemischt-zelliges Infiltrat in Betracht gezogen werden.

Auch in vivo-Studien beschreiben nach MHC-inkompatibler Nierentransplantation in Affen
arterielle Intimafibrosen, welche neben T-Zellen und Makrophagen hauptsachlich durch
Myofibroblasten infiltriert sind.'® Auch zeigte eine Arbeit eine arterielle Intimaverbreiterung mit
a-SMA-positiver Zellinfiltration an Ratten nach der Transplantation eines abdominellen
Aortensegments.’®

Speziell bezogen auf den AMR-Kontext konnte nach passivem HLA-Antikérpertransfer in B-
und T-Zell-defiziente Mause nach Herztransplantation eine TXA induziert werden, in welcher

auch a-SMA-positive Zellen in der Neointima nachgewiesen wurden.®
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Myofibroblasten werden in der Primarliteratur auch am Menschen im AMR-Kontext diskutiert.
So zeigten Biopsien von Patienten mit DSA im Gegensatz zu Biopsien von Patienten ohne
DSA nicht nur einen signifikant starkeren Progress der arteriellen Intimaverbreiterung in
Verlaufsbiopsien, sondern auch eine vermehrte ,Hyperzellularitat® insbesondere in den
endothelnahen Anteilen, sodass auch diese Anteile als eher ,frische” Verbreiterungszone
gedeutet wurden. Die infiltrierenden Zellen wurde durch eine o-SMA Farbung als
Myofibroblasten identifiziert.'®

Bereits altere Ubersichtsarbeiten gingen davon aus, dass Myofibroblasten die
Extrazelluldarmatrix (EZM)-Produzenten sind und entsprechend in ihrem ,Arbeitsgebiet*
nachgewiesen werden.’®® Wenn sie die Hauptproduzenten der EZM sind, wére ohne sie eine
eigentliche Lumeneinengung vermutlich deutlich geringer ausgepragt. Neben der Fahigkeit
EZM zu produzieren,'%® weist auch ihre rdumliche Nahe zur EZM daraufhin,'® dass die a-SMA-
positiven Myofibroblasten deren Produzenten sind.

Spezifisch flir eine AMR sind Myofibroblasten allerdings nicht, da sie auch bei
Differenzialdiagnosen als EZM-Produzenten eine arterielle Intimaverbreiterung verursachen,
insbesondere ist hier die Arteriosklerose zu nennen.'® So zeigte sich auch bei
Transplantatbiopsien von DSA-negativen Patienten eine arterielle Intimaverbreiterung mit
langsamerem Progress, die in geringerem Ausmal mit Myofibroblasten durchsetzt war, eine
genaue Quantifizierung dieser differenten Beobachtungen fehlt aber in dieser Arbeit. '

Eine Denkhypothese ware, dass die Anzahl der Myofibroblasten auch mit der Menge an
produzierter EZM in Verbindung steht und somit ihr vermehrter Nachweis im Kontext mit einem
schnelleren Progress der arteriellen Intimaverbreiterung steht und dies dann auch haufiger im
AMR-Kontext zu beobachten ist. Auch die Autoren der genannten Studie stellen die Hypothese
auf, dass die Myofibroblasten insbesondere im Kontext mit einer MVI flr eine noch aktive
AbstoRungsreaktion und entsprechenden Progress stehen.™

In jedem Fall kann die LCA-Farbung aber helfen, eine Leukozyteninfiltration von
Myofibroblasten abzugrenzen. Weiterfuhrende Arbeiten konnten dariber hinaus Uberprufen,
ob auch eine o-SMA Farbung einen Benefit zur Identifizierung von verschiedenen

AbstoRungsreaktionen oder -mustern erbringt.

5.4. Hyperelastotische TXA im AMR-Kontext?

Da auch nicht-hypoelastotische, also hyperelastotische arterielle Intimaverbreiterungen im
AMR-Kontext zu beobachten sind,'>'""'* kénnte die Eingrenzung einer TXA durch den
alleinigen Subtyp der von uns vorgeschlagenen HE-TXA einen Sensitivitatsverlust bedingen.
Die vorbeschriebene Arbeit, welche bei DSA-positiven Patienten einen starkeren Progress von
einer Arteriosklerose zeigen, werten leider das Ausmal der hyperelastotischen Anteile der

Intima bis auf ein Beispielfoto nicht aus. Die Autoren werteten aber die hyperelastotischen
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Anteile in ihrer Diskussion als ,alter”, im Gegensatz zu zellreicheren und EZM-armeren Lagen
der Verbreiterung lumennah.®

Die anderen beiden Arbeiten, wobei die erste eine Korrelation von einer ,subklinischen AMR*
mit einem erhohten cv-Score zeigt''" und die zweite eine Korrelation von DSA mit einer
schweren ,Arteriosklerose”,""" werteten allein das AusmaR der Lumeneinengung aus ohne auf
hypo- und hyperelastotische Anteile der arteriellen Intimaverbreiterungen einzugehen. Die
jeweils vorgenommene Gleichsetzung der arteriellen Intimaverbreiterung mit einer
Arteriosklerose impliziert hier aber, dass auch hyperelastotische Intimaverbreiterungen

berlicksichtigt worden sein mussen.'""114

Insgesamt wird aus der in dieser Arbeit in weitem Malte umfassend vorgestellten Studienlage
weder die Haufigkeit klar, noch, ob diese wirklich durch eine AMR verursacht ist. Diese
Moglichkeit muss aber durch die vorgestellten Studien in Betracht gezogen werden. Alternativ
zur Hypothese der AMR-verursachten Hyperelastose koénnte gleichermallen eine
voranschreitende Arteriosklerose, welche sich ebenso manifestiert'®® zu dieser flhren, anders
als zu einer hypoelastotischen TXA.

Weiterfiihrende Arbeiten miissen klaren, ob und wann es zu einer hyperelastotischen TXA im
AbstoRungs- und speziell im AMR-Kontext kommt und ob dieser Subtyp somit in die Diagnostik

miteinbezogen werden soll.
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5.5. Schlechtes Transplantatiiberleben korreliert mit TXA
Trotz der heterogenen TXA-Definitionen sprechen mehrere Studien fir eine Prognoserelevanz

der arteriellen Intimaverbreiterung und ihrer unterschiedlichen Subtypen.

So zeigte eine altere Studie an Protokollbiopsien, die aber nicht zwischen einer AMR und
TCMR unterschied, ein verschlechtertes Transplantatoutcome von Biopsien, welche eine
,chronische Allograftnephropathie zusammen mit einer arteriellen Intimaverbreiterung
aufwiesen.'®® Auch eine andere Studie zeigte, dass eine arterielle Intimaverbreiterung in 3-
Monats-Protokollbiopsien mit einer erhéhtem Transplantatverlust oder einer schlechteren

Nierenfunktion im Verlauf korrelierte.?*

Auch im Zusammenhang mit DSA ergibt sich eine Outcomerelevanz. Eine altere prospektive
Studie, die Transplantatverluste durch den histologischen Nachweis einer chronischen
.vaskularen“ Abstolung erklarte, zeigte, dass die Patienten signifikant haufiger DSA
aufwiesen, als Patienten ohne eine chronische ,vaskulare“ Abstoung mit einem
Transplantatverlust.’® Eine andere prospektive Beobachtungsstudie zeigte eine
verschlechtertes Transplantatliberleben, aber auch eine erhéhte Mortalitat bei Patienten mit
DSA und einer ,schweren Arteriosklerose in Nierentransplantaten, welche als Banff-Kriterien
cv 2 und 3, also rein Uber eine arterielle Intimaverbreiterung mit einer Lumeneinengung von =

26% definiert waren.*

Eine andere Studie konnte allerdings keine Korrelation eines erhdhten cv-Scores mit einem

verschlechterten Transplantationsiiberleben finden.?

Unsere Studie zeigte ein der TG ahnlich schlechtes Transplantatiiberleben lber alle TXA-
Patienten hinweg; ungefahr ein Drittel aller Patienten verloren ihr Transplantat bereits nach ~1
Jahr."%2 Eine Korrelation der TG und TXA ist lange bekannt'®® und auch deren beider Auftreten
wurde in einer Studie mit einem schlechteren Transplantatiiberleben in Verbindung
gebracht.”® Unsere Studie erlaubt es anzunehmen, dass wenn sich die AMR auf das mikro-
und makrovaskulare Kompartiment bezieht, dies sogar mit einer noch schlechteren Prognose
einhergeht, da die TXA-Patienten, welche noch zusatzlich eine TG (cg>0) aufwiesen, ein
signifikant schlechteres Transplantatiiberleben zeigten als die Patienten ohne TG (cg=0)
(p=0,015). Vor dem Hintergrund der von uns bestatigten Prognoserelevanz inshesondere mit
gleichzeitig auftretender TG, wird ebenso untermauert, dass die TXA Diagnosekriterium einer
AMR bleiben sollte.

5.6. Limitationen der vorliegenden Arbeit

Eine Schwachstelle dieser Arbeit ist das retrospektive und monozentrische Design. Durch die

relative Seltenheit der TXA, die in der vorliegenden Arbeit bei nur 5,9% der Biopsien mit
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unseren  Einschlusskriterien lag, wird im prospektiven Setting ein langer
Beobachtungszeitraum an einem oder mehreren Instituten ndtig sein, um geniigend Patienten
mit einer TXA und dann auch mit den jeweiligen Subtypen fir eine Studie zu gewinnen.
Nichtsdestotrotz sollten solche am besten prospektive multizentrische Studien beztliglich der
TXA und ihrer Manifestationsmuster angestrebt werden, um die verschiedenen Subtypen im
Kontext de AMR und anderer AbstoRungsreaktionen noch genauer einordnen zu kénnen.
Aufgrund einer zeitlich limitierten ethischen Genehmigung erfolgte die Untersuchung des eher
alteren Studienkollektivs ohne weitere Aktualisierungsmoglichkeit. Allerdings erfolgte eine
vollstandige Aufarbeitung der Biopsien nach den der Banff-Klassifikation von 20197 und mit
Projektion auf die Banff Klassifikation von 2022.°

Daraus ergibt sich die Hauptlimitation unserer Arbeit der kleinen Kohortengréf3e,

Durch die noch kleineren KohortengroRen der jeweils kombinierten Subtypen war kein
sinnhafter Vergleich mehr unter den 7 Subtypen maoglich; der Vergleich wurde durch die groRe
Uberschneidungsmenge erschwert. Entsprechend entschieden wir uns fiir den oben
vorgestellten Vergleich von jeweils positiven und negativen Kriterien bei allen TXAen.

Eine weitere Limitation unserer Arbeit ist das Fehlen einer Vergleichsgruppe ohne AMR-
Parameter, durch die unsere Subtypen potenziell im Vergleich der AMR zugeordnet werden
hatten kénnen. Dadurch konnten wir die Zuordnung zur AMR und auch zur TCMR nur durch

die absoluten Haufigkeiten der anderen AMR- oder TCMR-Parametern aufzeigen.

Bezogen auf die Definitionen unserer Subtypen, aber auch auf die Auswertung von Arterien
ist generell zu beachten, dass durch ein Stichprobenproblem an den relativ kleinen Biopsien
die Aussagekraft eingeschrankt ist.

Einerseits kann durch Vielzahl der Arterien in der Niere kein Gefald im Verlauf erneut
untersucht werden. Auch kann sich die TXA unterschiedlich in unterschiedlichen Gefallen
prasentieren und durch den nur kleinen getroffenen Ausschnitt der Biopsie kénnen die
getroffene(n) Arterie(n) nicht reprasentativ fur die Gesamtheit der Arterien stehen. Auch ist es
moglich, dass Uberhaupt keine Arterie in einer Biopsie getroffen wird und das Vorliegen einer
TXA Uberhaupt nicht ausgewertet werden kann und potenziell Gbersehen wird. Auch kann nur
eine nicht pathologisch-veranderte Arterie getroffen sein, obwohl andere Arterien TXA-
Merkmale aufweisen. Andersherum kann bei einer vorliegenden Arterie mit pathologischen
Veranderungen nicht auf das Ausmaf’ und die dominierende Auspragung aller Arterien in der
Niere rickgeschlossen werden.

Aber auch bei nur tangential angeschnittenen Arterien, konnen sich Gegebenheiten anders
prasentieren. Dies kann anhand einer moglichen Fehleinschatzung des geschatzten
Ausmaldes der Lumeneinengung an einer solchen Arterie exemplarisch verdeutlicht werden.

Die Lumeneinengung koénnte sich hier beispielsweise starker oder minder ausgepragt
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prasentieren, als sie es in der Realitat ist. Durch solche Fehlerquellen ist es auch besonders
schwierig die unterschiedlichen Auspragungen einer Gruppe zuzuordnen und reproduzierbar

Unterschiede in den Gruppen zu erheben.

Eine weitere Limitation unserer Arbeit ist, dass wir unsere Biopsien nicht auf den ,Additional
Diagnostic Parameter der PTCML untersucht haben. Dadurch kénnte die von uns genannte
Anzahl der Biopsien, die laut uns keine AMR-Diagnose erreichten, falsch niedrig sein.
Hierdurch kdénnten einerseits weniger Biopsien einer AMR nur durch unsere TXA-Subtypen
zuzuschlagen sein, wenn diese bereits durch eine PTCML eine AMR erreicht hatten.
Andererseits sprachen potenziell noch mehr AMR-Diagnosen durch die PTCML im TXA-
Kollektiv noch eher flr die Zugehoérigkeit der TXA zur (c)AMR.

5.7. Zusammenfassung, Ausblick und Empfehlung fir die Praxis

Das erste Ziel dieser Arbeit ist es, die Forschung bezlglich der TXA im Hinblick auf ihre
Manifestationsmuster und ihren Zusammenhang mit der AMR und TCMR erneut anzuregen.
Das zweite Ziel war es die morphologischen Subtypen der FC-, LCA- und HE-TXA beziglich
anderer AMR- und TCMR-Parameter, klinischer und epidemiologischer Daten und des

Transplantatlberlebens zu vergleichen.

Durch unsere Daten wird untermauert, dass die Subtypen der FC-, HE- und LCA-TXA haufig
zusammen mit anderen AMR- und TCMR-Parametern auftreten. Es sollte in weiterfiihrenden
Studien gepruft werden, ob die TXA, genau wie die Arteritis'® als Hybridlasion in der Banff-
Klassifikation anerkannt bleiben sollte. Das Streichen der TXA aus den Diagnosekriterien der
AMR bedeutet hingegen derzeit einen Sensitivitatsverlust in der AMR-Diagnostik unbekannter
GroRe. Auch unsere Daten verdeutlichen, dass vor dem Hintergrund der Prognoserelevanz
der Lasion,''"* gerade auch im Zusammenhang mit der TG, die TXA im AMR-Kontext nicht
ubersehen werden darf.

Hauptkritikpunkt der Banff-Klassifikation ist die schlechte Spezifitat der TXA.

Vor dem Hintergrund der bereits in 3 Kategorien definierten AMR-Diagnose in der Banff-
Klassifikation verliert dieses Argument bereits an Wichtigkeit." Auch wurden nicht-
histologische Diagnostikverfahren identifiziert, wie das ,Molecular Microscope Diagnostic
System*,'®* welche ebenso unabhangig die Richtigkeit der ,AMR-Diagnose“ Uberpriifen
konnen. Aber auch andere Verfahren, wie von uns vorgestellte Transkriptomanalysen'®®
koénnten in Zukunft angewandt werden, eine mechanistische Zuordnung zwischen AMR und
Borderline oder TCMR vorzunehmen und dadurch auch dazu beitragen, eine Biopsie mit oder
ohne TXA mechanistisch richtig zuzuordnen.

Aber auch bezogen auf die histologische Diagnose der TXA kann das Argument an Relevanz

verlieren, wenn die TXA durch die von uns vorgestellten Subtypen der FC-, LCA- und HE-TXA
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besser definiert ist. Auch die Reproduzierbarkeit kbnnte unter genaueren Definitionskriterien
verbessert werden. Eine Ausschlussdiagnoseformulierung kénnte bei ausreichend guten
Definitionskriterien hinfallig

Vor diesem Hintergrund empfehlen wir auf der Basis unserer Daten die routinemafige
Farbung von elastischen Fasern, um die von uns am haufigsten beobachtete HE-TXA zu
erkennen. Die Dokumentation von leukozyteninfiltrierten oder schaumzelligen TXAen kdnnte
durch die Assoziation mit der Arteritis und einem friheren Auftreten durchaus fur
Therapieentscheidungen relevant werden, da bei einer Aktivititskomponente eher ein
Therapieansprechen zu erwarten ist als bei einem fibrotischen Umbau ohne
Aktivitdtskomponente. Die LCA-Farbung konnte helfen leukozyteninfiltrierte TXAen zu
erkennen, welche lichtmikroskopisch noch nicht sicher identifizierbar waren. Ob sich durch die
LCA-Farbung aber ein Benefit fir die klinische Praxis ableitet, missten weiterfihrende Studien

Uberprifen.
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7. Anhang

7.1. Abbildungsverzeichnis

7.1.1. Abbildung 1: Exemplarische Bilder des TXA-Spektrums'

A zeigt eine schwere obliterative schaumzellige (Pfeil) TXA (FC-TXA). B zeigt eine
hypoelastotische Intimafibrose (HE-TXA), welche mehr als die Halfte der verbreiterten Intima
umfasst. Zwischen den kurzen Pfeilen befindet sich der hypoelastotischen Anteil der
Intimaverbreiterung, zwischen den langen Pfeile befindet sich ein schmalerer Anteil einer
hyperelastotischen Intimaverbreiterung. C zeigt eine Leukozyte common antigen (CD45)
(kurze Pfeile) positive TXA (LCA-TXA) in der Immunperoxidase Farbung. Die langen Pfeile
zeigen die Begrenzung der Intimaverbreiterung an. Farbungen: A und B Elastica-van Gieson,
C LCA (CD45) Immunperoxidase mit Elastica und Hematoxylin-Co-Farbungen. Skalenleisten:
40um in A, 125 umin B und C.
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7.1.2. Abbildung 2: Evolution der TXA iiber Folgebiopsien’



Abbildung 2 zeigt die Evolution der jeweils linken Indexbiopsie (Index Bx), tber die 1., 2., 3.,
4., und 5. Follow-Up-Biopsie (1st, 2nd, 3rd, 4th and 5th FU Bx). Abkirzungen; FC
(Schaumzellig), HE (hypoelastotische TXA), LCA+ (leukocyte common antigen CD 45 positive)
TXA-Subtyp. Leere Boxen reprasentieren eine Follow-Up Biopsie ohne das Vorliegen einer

TXA aus unserem Spektrum.
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7.1.3. Abbildung 3:

Indexbiopsien mit und ohne TG’

Tod-zensierte Transplantatiiberlebenskurven der 33

Abbildung 3 zeigt die Tod-zensierte Transplantatiberlebenskurven der Indexbiopsien mit einer
TXA-Subtypen

Transplantglomerulopathie nach den Definitionskriterien der Banff-Klassifikation 2022. Die

oder mehreren getrennt nach dem  Vorhandensein einer
Kaplan-Meier Kurve fir die Indexbiopsien mit einer Transplantatglomerulopathie (cg#0) zeigt
ein schlechteres tod-zensiertes Transplantatiiberleben als TXA-Biopsien ohne TG (cg=0) (log-

rank p=0,015).

7.2. Tabellenverzeichnis

7.2.1. Tabelle 1: Patientencharakteristik und Histologie der n=33 Indexbiopsien.’
Tabelle 1 zeigt die Auswertung der klinisch-epidemiologischen Daten und der Histologie der
33 Indexbiopsien. Die Kategorien der Schaumzelligen (FC), der hypoelastotischen (HE) und
LCA positiven (LCA+) TXA sind trotz der in Abbildung 2 dargestellten Uberlappungen
aufgelistet. Wegen der Uberlappungen sind manche Biopsien zwei- oder dreifach aufgelistet.
Die p-Werte werte sind flir den dichotomen Vergleich aus den jeweiligen Gruppen der FC, HE,
und LCA-TXA und dem Vergleich der dann Ubriggebliebenen TXAen ohne das jeweilige
Merkmal ausgerechnet. Ein Sternchen markiert einen p-Wert von unter 0,05 im dichotomen

Vergleich der Gruppen, die exakten P-Werte werden im Ergebnisteil genannt.

FC HE LCA+

n=17 n=24 n=22
Sex
Male 13 (76%) | 18 (75%) | 16 (73%)
female 4 (24%) | 6 (25%) | 6 (27%)
Age at transplantation (Median) in years | 45 52 49
Primary disease
Diabetes 1 (6%) | 1 (4%) | 2 (9%)
Hypertension 2 (12%) | 3 (13%) | 4 (18%)
Reflux, obstruction, malformation 1 (6%) | O (0%) | 1 (4%)
FSGS 3 (17%) | 3 (13%) | 3 (14%)
Glomerulonephritis 3 (17%) | 5 (21%) | 4 (20%)
Interstitial nephritis incl. pyelonephritis 0 (0%) | 1 (4%) | 1 (4%)
Cystic kidney diseases 1 (6%) | 2 (8%) | 2 (9%)
Analgesic nephropathy 1 (6%) | 1 (4%) | O (0%)
Nephrocalcinosis 1 (6%) | 1 (4%) | 1 (4%)
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hypokalemic nephropathy 0 (0%) | O (0%) | 1 (4%)
unknown 4 (24%) | 7 (29%) | 3 (14%)
Induction with Basiliximab 8 (47%) | 13 (54%) | 13 (59%)
Primary immunosuppression
Ciclosporin 9 (53%) | 13 (54%) | 14 (64%)
Tacrolimus 8 (47%) | 11 (46%) | 8 (36%)
Anti-thymocyte globulin 3 (18%) | 6 (25%) | 5 (23%)
Interval transplantation to index biopsy | 252 417* 22*
(Median) in days
Anti-HLA-DSA positive at biopsy or | 8 (47%) | 13 (54%) | 9 (41%)
previously (n)
Max. previous Banff aTCMR
No 3/8 (38%) | 4/12 (33%) | 2/10 (20%)
Borderline (Cat. 3) 3/8 (38%) | 4/12 (33%) | 4/10 (40%)
aTCMR IA or IB 1/8 (13%) | 3/12 (25%) | 1/10  (10%)
aTCMRII 1/8 (13%) | 1/12 (8%) | 3/10 (30%)
Concurrent Banff acute TCMR diagnosis
No 2 (12%) | 4 (17%) | 2 (9%)
Borderline (Cat. 3) 9 (53%) | 14 (58%)* | 8 (36%)*
aTCMR IA or IB 0 (0%) | 0 (0%) | O (0%)
aTCMRII 6 (35%) | 6 (25%)* | 12 (55%)*
Banff i>1 (yes/no) 15 (88%) | 20 (83%) | 19 (86%)
Banff t>1 (yes/no) 15 (88%) | 21 (88%) | 20 (91%)
Banff v>1 (yes/no) 6 (35%) | 6 (25%)* | 12 (55%)*
Banff g>1 (yes/no) 6 (35%) | 7(30%) and n=1 | 6 (29%) and
unknown n=1 unknown
Banff ptc>1 (yes/no) 6 (35%) | 9 (38%) | 11 (50%)
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Banff MVI21 at least moderate (yes/no) 4 (24%) | 5 (21%) | 5 (23%)
Banff C4d>1 (yes/no) 2 (12%) | 3 (13%) | 3 (14%)
Banff ci>1 (yes/no 13 (76%) | 18 (75%) | 13 (59%)
Banff ct>1 (yes/no) 13 (76%) | 19 (79%) | 13 (59%)*
Banff cg>1a (yes/no) 5 (29%) | 9 (38%) and n=1 | 4 (18%)
unknown

Maximal previous Banff AMR diagnosis

Total AMR 2/8 (25%) | 4/12 (33%) | 2/10 (20%)
aAMR 0 (0%) | 1/4 (25%) | 1/2 (50%)
caAMR 1/2 (50%) | 1/4 (25%) | 1/2 (50%)
cAMR 1/2 (50%) | 2/4 (50%) | 0 (0%)
Concurrent Banff AMR diagnosis

Total AMR 8 (47%) | 13 (54%) | 9/22  (41%)
aAMR 0 (0%) | O (0%) | 2/9 (22%)
caAMR 3/8 (38%) | 5/13 (38%) | 2/9 (22%)
cAMR 5/8 (62%) | 8/13 (62%) | 5/9 (56%)

7.2.2. Tabelle 2 Kaplan-Meier Schiatzungen des Transplantatiiberlebens’

Tabelle 2 zeigt die Kaplan Meier-Schatzungen des Transplantatiberlebens in Tagen von den

Indexbiopsien mit einer oder mehreren der TXA-Subkategorien.

Time in | Number | Number | Survival Standard | Lower Upper
days from | at risk of events error 95% ClI 95% ClI
index

biopsy

60 28 5 0.848 0.0624 0.735 0.980
90 26 2 0.788 0.0712 0.660 0.940
180 21 3 0.694 0.0806 0.553 0.872
360 20 1 0.661 0.0833 0.517 0.847
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8. Vorabveroffentlichungen von Ergebnissen

Die vorliegende Arbeit ist bereits am 18.06.2025 im Journal of Nephrology erschienen.’

Der vorliegende Material- und Methodenteil und der Ergebnisteil wurden teils frei Ubersetzt
und teils neu zusammengefasst. Der Einleitungsteil und Diskussionsteil wurden erganzend
zum Journal Artikel verfasst. Auch die Abbildungen und Tabellen wurde bereits flir den Journal

Artikel erstellt und sind in diese Arbeit Gbernommen worden.
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