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1 Zusammenfassung

Die Nierentransplantation (NTX) ist die Therapie der Wahl bei Patienten mit chronischem
Nierenversagen. Trotz neuer zielgerichteter immunsuppressiver Arzneimittel und verbesserter
antiinfektiver Behandlungsmaglichkeiten bleiben AbstoRungsreaktionen und opportunistische
Infektionen schwerwiegende, ernstzunehmende Komplikationen in transplantierten Patienten.
Durch die intensivierte Immunsuppression in der Phase mit dem hdéchsten AbstoRungsrisiko
unmittelbar nach der Transplantation ist das Risiko fur opportunistische Infektionen besonders
hoch.

Das ubiquitar auftretende Cytomegalievirus (CMV) ist das am haufigsten auftretende virale
Pathogen, welches im Falle einer Infektion mit einem erhdhten Risiko fir
Transplantatabstof3ungen, anderen opportunistischen Infektionen und einer erhdhten
Mortalitat assoziiert ist. Dartber hinaus konnte ein Zusammenhang zwischen kompliziert
verlaufenden, also prolongierten CMV-Infektionen mit hoher Viruslast und einem deutlich
erhohten Risiko fir die Ausbildung von Arzneimittelresistenzen sowie dem Auftreten
lebensgefahrlicher CMV-End-Organ-Erkrankungen gezeigt werden. Der erfolgreichen
Verhinderung, frihzeitigen Erkennung und adaquaten Behandlung von CMV-Infektionen
kommt dementsprechend eine malgebliche Rolle flir den erfolgreichen Verlauf von
Nierentransplantationen zu.

Ziel dieser Arbeit ist eine genauere Risikostratifizierung von Patienten beziiglich ihres Risikos
fir solche komplizierten CMV-Infektionen. Erganzend wird ein neuartiger kombinierter
Therapieansatz aufgezeigt.

In dieser Studie wurde eine grof3e Kohorte von 316 erwachsenen NTx-Patienten analysiert
und ein Fokus auf die Dynamik von CMV-Infektionen und den Zeitpunkt des Beginns der
Infektion gelegt. Diese Beobachtungen wurden im Hinblick auf u.a. den CMV-Serostatus von
Spender und Empfanger, die Art der NTx und die prophylaktische Therapie ausgewertet.

In der vorliegenden Kohorte entwickelten 22% der Patienten eine CMV-Infektion innerhalb des
ersten Jahres nach NTx. HR-Patienten wiesen ein signifikant hoheres Risiko fur CMV-
Durchbruchsinfektionen als IR-Patienten auf (p<0,01). Die Dauer der Viramie (13,5 versus
(vs.) 98 Tage) und der Spitzenwert der Viruslast (557 vs. 9345 |U/mL) unterschieden sich
signifikant zwischen IR- und HR-Patienten (p<0,01) mit einem Trend hin zu komplizierteren
Infektionen bei HR-Patienten. Alle HR-Patienten mit CMV-Ausbruch wéahrend der Prophylaxe

zeichneten sich durch eine erheblich reduzierte CMV-Prophylaxe-Dosis aus.



Im ergéanzenden Case Report stellen wir 3 immunsupprimierte Patienten mit kompliziert zu
behandelnden CMV-Infektionen vor und beschreiben den potenziellen Nutzen einer Multi-
Target Anti-CMV-Therapie bei refraktaren Infektionen.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass HR-Patienten mit einer reduzierten
Transplantatnierenfunktion und niedriger prophylaktischer VGC-Dosis ein hohes Risiko fir
komplizierte Infektionen und fir Durchbruchsinfektionen haben und in Zukunft von

personalisierten prophylaktischen Therapieansatzen profitieren kénnten.

2 Einleitung

2.1Virologie — das Cytomegalievirus

21.1 Einleitung und Geschichte

Das Humane Cytomegalievirus (CMV) gehort zur Familie der Orthoherpesviridae und zur
Unterfamilie der Betaherpesviren. Es wird auch humanes Betaherpesvirus-5 (HHV-5) genannt.
Erstmals beschrieben wurde es 1881 durch den deutschen Pathologen Hugo Ribbert. Dieser
entdeckte durch Zelleinschllsse vergroRerte Zellen in der Parotis eines totgeborenen Kindes
mit Syphillist. Dreiundzwanzig Jahre spater veroffentlichte Ribbert erstmals eine Skizze seiner
Beobachtung und beschrieb diese als ,protozoenartige Zellen® mit exzentrisch platziertem
Zellkern und einem zentralen Kernkorper umgeben von klarem Plasma? (Abb.1). Lipschutz
assoziierte 1921 die beobachteten Zelleinschliisse erstmals mit Herpesviren, da ahnliche
Muster bei Hasen mit Herpes Simplex Infektionen beobachtet worden waren'3, Von Glahn und
Pappenheimer beschrieben im Jahr 1925, dass die intranukledren Zelleinschliisse nicht mit
Protozoen, sondern mit Viren assoziiert seien*. Faber und Wolbach stellten im Jahr 1932 in
den Parotiden von 26 von 183 Kindern ahnliche Zelleinschliisse fest und schlussfolgerten,
dass eine solche virale Infektion der Speicheldriisen eine hohe Inzidenz haben musse®. Der
Name ,Krankheit der generalisierten cytomegalischen Einschliisse® taucht erstmals 1950 in
der Veroffentlichung von Wyatt et al. auf®. Die ersten Isolierungen des Virus gelangen in den
Jahren 1956 durch Rowe et al. und Smith et al. und 1957 durch Weller et al.”°. Die Moglichkeit
Zellkulturen anzulegen, hatte dies ermaoglicht?.

Heutzutage sind, je nach Herkunft und Alter, bei 30-100% der Menschen CMV-Antikérper und

damit eine latente CMV- Infektion nachweisbar®. Im Falle einer Immunsuppression, z.B. nach
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Transplantationen (post-Tx), bei HIV-infizierten oder bei Neugeborenen kann es zur

lebensgefahrlichen CMV-Erkrankung kommen311,

Abbildung 1: Ribberts Darstellung von “protozoenartigen Zellen”

Quelle: Diosi P. Albert Jesionek auf der Spur der Zytomegalie-Krankheit. Gesnerus: Swiss Journal of the history of
medicine and sciences 1997; 54: 101-2.

2.1.2 Molekulare Struktur

Das CMV ist ein doppelstrangiges, etwa 200 Nanometer (hm) grol3es, Desoxyribonukleinsaure
(DNA)-Virus'?13, Die lineare doppelstrangige DNA befindet sich in einem ikosaedrisch
geformten Nukleokapsid, das von einer eiweihaltigen Matrix, den Tegumentproteinen,
umgeben ist'*15. Der GroRteil der Tegumentproteine sind entweder Strukturproteine, die beim
Aufbau neuer Viruspartikel helfen oder immunmodulatorische Proteine, die die Immunantwort
der Wirtszelle modulieren®. Das Tegument enthalt auRerdem noch zellulare und virale DNAY,
Ummantelt wird dieser Komplex durch eine Glykoprotein enthaltende Lipiddoppelschicht. Die
zahlreichen unterschiedlichen viralen Glykoproteine tragen zum Eintritt der viralen DNA in
verschiedene Zelltypen bei und haben immunmodulatorische Effekte!®. So ist zum Beispiel
(z.B.) der Glykoprotein H/L/O (gH/gL/gO) Trimer-Komplex fir den viralen Eintritt in
Fibroblasten zustandig. Der gH/gL/Unique Long(UL)128-131A Pentamer-Komplex wird fir den
viralen Eintritt in epitheliale und endotheliale Wirtszellen via Makropinozytose bendétigt und
fungiert auRerdem als Zielscheibe neutralisierender Antikorper?®.

Das CMV ist mit seinem Genom von tber 200.000 Basenpaaren, welches ungefahr 165 Gene
kodiert, das groRte humane Herpesvirus®2%2!, Das lineare doppelstrangige DNA-Genom
besteht aus zwei kovalent verknupften Segmenten mit jeweils einer Unique-Region, UL und

Unique Short (US). Diese werden jeweils durch invertierte Wiederholungssequenzmuster,
11



terminale und interne Repeats flankiert?>?® (Abb.2). Die Repeat Sequenzen sind unter
anderem fir die Regulation der Genexpression, die Zirkularisierung der viralen DNA in der

Wirtszelle und das Verpacken von DNA in praformierte Kapside zustandig®*2.

HCMV (~235Kb)|_TRL | uL |me|[ms| wus [7ms |
VZV (~125Kb) uL | m | us [r]
HSV (~150Kb)| TRL | uL |me[ms| us [TRs |

EBV (~170Kb)|TR [u1 [IR1]u2 [iR2]  u3 R3] us ira] us_[1R]

Abbildung 2: Vergleichende Darstellung der Genome der humanen Herpesviren

Abk.: EBV: Epstein-Barr-Virus; HCMV: humanes Cytomegalievirus; HSV Herpes-simplex-Virus IR: internal Repeat;
IRL: internal Repeat Long; IRS: internal Repeat Short; TR: Terminal Repeat TRL: Terminal Repeat Long; TRS:
terminal Repeat Short; UL: Unique Long; US: Unique Short; VZV Varizella-zoster-Virus

Quelle: T, Khanna R. Immunobiology of human cytomegalovirus: from bench to bedside. Clin Microbiol Rev 2009;
22(1): 76-98, Table of Contents.

2.1.3 Epidemiologie und Ubertragung
Das CMV ist ein ubiquitar vorhandenes Herpesvirus, das in der gesamten Weltbevolkerung
auftritt™°.
Die Seropositivitat betragt zwischen 30% in Westeuropa und uber 90% in Brasilien, Sub-
Sahara Afrika, Sudostasien und Japan® (Abb.3). Steigendes Alter und niedriger
soziodkonomischer Status gehdren weltweit zu den Risikofaktoren!?2?728 In Deutschland sind
etwa 30% der 18 jahrigen und 70% der >65 jahrigen seropositiv°.
Grundsatzlich wird zwischen horizontaler, vertikaler und iatrogener Ubertragung
unterschieden. Haufig erfolgt eine vertikale Virusiibertragung diaplazentar, perinatal oder Uber
die Muttermilch bereits im Kindesalter von der Mutter auf das Kind3*3®!. Eine horizontale
Ubertragung findet meist tiber eine Schmierinfektion mit infektibsen Korpersekreten, wie
Speichel, Urin oder Genitalsekret statt®2?. Die Transfusion infektioser Blutprodukte und die
Transplantation infizierter Organe bergen das Risiko einer iatrogenen Virusibertragung3334,
Im Anschluss an die Primérinfektion verbleibt CMV lebenslang in einem Latenzstadium im
Korper des Wirtes?228,
Wahrend des Latenzstadiums persistiert CMV unter anderem in Endothelzellen und Cluster of
Differentiation (CD)34-positiven hamatopoetischen Stammzellen®. Durch diese, nach einer

Primérinfektion ein Leben lang bestehenden Virusreservoirs, kann das Virus auch bei
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Transplantationen von soliden Organen und hamatopoetischen Stammzellen auf den

Empfanger Ubertragen werden?s.

CMV seroprevalence

[00.1) ©[0.6,0.7)
[0.1,0.2) ®@[0.7,0.8)
0.2,0.3) H[0.8,0.9) |
0.304) M [0.9,1) 0 1000 2000 3000 km
0.4,0.5) 0O No data

[0.5,0.6) [ Not applicable

Abbildung 3: CMV Seroprévalenz bei Frauen im gebarfahigen Alter
Abk.: CMV: Cytomegalievirus

Quelle: Zuhair M, Smit GSA, Wallis G, et al. Estimation of the worldwide seroprevalence of cytomegalovirus: A
systematic review and meta-analysis. Rev Med Virol 2019; 29(3): e2034.

214 Pathomechanismus

Die Primarinfektion mit CMV verlauft bei immunkompetenten Menschen meist asymptomatisch
und selbstlimitierend. In seltenen Féllen kann die Primarinfektion zum Mononukleose-Syndrom
mit Lymphadenopathie, Splenomegalie, Fieber und allgemeinem Krankheitsgefihl
fihren'32736 Es kommt zu einer starken T-Zell-vermittelten Immunantwort von CD8 positiven
und CD4 positiven T-Zellen mit einer hohen Epitop Spezifitat fir Phosphoprotein (pp)65- und
immediate early (IE)1-CMV-Proteine. Diese starke zellulare Immunreaktiviat ist fur einen
langen Zeitraum abrufbar??3’,

Nach einer abgelaufenen Priméarinfektion verbleibt CMV, wie alle anderen Herpesviren, ein
Leben lang in einem Latenzstadium im Kérper?®. Zur Umgehung des Immunsystems findet in
diesem Stadium kaum virale Transkription statt®®. Die Expression von natiirliche Killerzellen
(NK) aktivierenden Liganden auf der Zelloberflache von infizierten Zellen wird vom Virus
unterdriickt. Dazu z&hlen unter anderem die Haupthistokompatibilititskomplexe (MHC) | und
11283940 Gleichzeitig wird die Oberflachenexpression von NK-inhibitorischen Liganden, wie z.B.

humanes Leukozytenantigen (HLA)-E, hochreguliert*!. Das Immunsystem benoétigt groRe
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Anstrengungen, um CMV im Latenzstadium zu halten. So sind bei manchen seropositiven
Menschen mehr als 1% der peripher zirkulierenden T-Zellen spezifisch fur CMV®.

Durch die immunsuppressive Behandlung post-Tx kann diese Balance zwischen den Zellen
des Immunsystems und dem latent aktiven Virus, durch die Unterdrickung der T-Zell
spezifischen Immunitat gestort werden*?#3, Das Risiko fiir eine Reaktivierung steigt und es
kann zu einer unkontrollierten Virusreplikation mit manifester lebensgefahrlicher
Endorganerkrankung  kommen322284446  AyRerdem  scheinen  proinflammatorische
Transkriptionsfaktoren, wie z.B. der Kernfaktor-kappa-Leichtkettenverstarker in B-Zellen (NF-
kB) Uber Bindungsstellen an den Promoterregionen der |IE-Protein-kodierenden Gene eine
Rolle bei der Reaktivierung von CMV zu spielen”,

2.2Nephrologie — die Nierentransplantation

221 Einleitung und Geschichte
Die allogene Nierentransplantation (NTx) stellt ein Therapieverfahren dar, bei dem die
gesunde Niere eines Organspenders operativ auf einen anderen Organismus, den
Organempfanger, Ubertragen wird. Sie ist die Therapieoption der Wahl bei Nierenversagen
bzw. einem vollstandigen Verlust der Nierenfunktion tGber mehr als 3 Monate*’*8. Durch die
Transplantation erhalt der Empfanger ein funktionierendes Organ, das die lebenswichtigen
exkretorischen und inkretorischen Funktionen der Niere im Kdrper des Organempfangers
Ubernimmt. Findet sich kein passendes Spenderorgan oder werden Patienten aus anderen
Grinden als nicht transplantabel eingestuft, sind sie ein Leben lang auf eine
Nierenersatztherapie im Sinne einer Hamodialysetherapie oder einer

Peritonealdialysetherapie angewiesen*4°,

Die erste Leichennierentransplantation bei einem Menschen fand am 3. April 1933 durch den
ukrainischen Chirurgen Juri J. Voronoy im 1l.sowjetischen Stadtkrankenhaus von Cherson
(Ukraine) statt. Die 26-jahrige Patientin mit Nierenversagen, die sich in suizidaler Absicht mit
Quecksilber vergiftet hatte, verstarb etwa 48 Stunden post-Tx, nachdem die Spenderniere
allerdings etwas Urin geférdert hatte und damit bewiesen wurde, dass eine NTx beim
Menschen grundsatzlich maéglich ist®°.
Seit den 1960er Jahren entwickelt sich die NTx zunehmend zu einer Alternative zur
Hamodialyse. Die Entdeckung von neuen HLA-Merkmalen, besseren Immunsuppressiva,
Fortschritte bei der Erkennung und Behandlung von opportunistischen Infektionen und von
14



anderen Komorbiditaten flihren bei nierentransplantierten Patienten heutzutage zu einer
deutlich besseren Lebensqualitdt und einer deutlich héheren Lebenserwartung als bei
dialysepflichtigen Patienten®®¢. Die durchschnittliche Funktionszeit einer Spenderniere

betragt aktuell etwa 10 bis 14 Jahre, abhangig von der Art der Transplantation*®4°,

2.2.2 Einteilung
Seit den 1960er Jahren wird die NTx als Therapieverfahren bei Nierenversagen angewendet.
Grundsatzlich kann zwischen Lebendnierenspenden und postmortalen Spenden
unterschieden werden.
Postmortale Spenden werden in Deutschland Uber die internationale Vermittlungsstelle fur
Organspenden ,Eurotransplant” vermittelt. Hierbei wird, sobald eine verfiigbare Spenderniere
eines hirntoten Spenders gemeldet wird, Uber einen festgelegten Auswahlprozess
entschieden, welcher auf ein Organ wartende Empfanger die Spenderniere erhalt*’. In den
Auswahlprozess werden unter anderem die HLA-Kompatibilitét, die Wartezeit des Empfangers
und die Entfernung zum Explantationsort einbezogen“. Ein hoheres Lebensalter des
Spenders scheint mit einem schlechteren Outcome post-NTx assoziiert zu sein®’. Die
Wartezeit auf eine postmortale Spenderniere betragt aktuell etwa 8-10 Jahre®®.
Lebendnierenspenden machen etwa 30% der derzeitigen Nierentransplantationen in
Deutschland aus*®. Die Bedeutung der Lebendnierenspende nimmt zu, da die Anzahl
verfigbarer postmortaler Organe und deren Qualitdt abnimmt. Der Lebendnierenspender
muss psychisch und koérperlich gesund sein und unter anderem eine enge personliche
Verbundenheit zum Organempfanger nachweisen oder mit diesem verwandt sein®8,
Lebendnierenspenden zeigen aufgrund der haufig besseren Organqualitéat im Vergleich zu

Postmortalnierenspenden ein langeres Transplantatiiberleben>°6°,

2.2.3 Indikation
Die Indikation fir eine Nierentransplantation oder eine andere dauerhafte
Nierenersatztherapie ist der Ausfall der Nierenfunktion*®. Dies ist bei chronischem
Nierenversagen oder der Entfernung beider Nieren der Fall. Die Grinde hierfir sind vielseitig.
Die haufigsten Ursachen fiir ein Nierenversagen sind die diabetische Nephropathie und die
Nephrosklerose bei arterieller Hypertonie. Weitere Ursachen sind Glomerulonephritiden,
polyzystische Nierenerkrankungen und zum Beispiel die vollstandige Entfernung des

Nierengewebes bei Malignomen oder Anlagestdrungen der Nieren®162,
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Bei inadaquater Restnierenfunktion wird eine dauerhafte Nierenersatztherapie wie die
Hamodialyse, die Peritonealdialyse oder eine Nierentransplantation zur Ubernahme der
exkretorischen Nierenfunktion nétig®. Nierentransplantierte Patienten zeigen eine verminderte
Mortalitat und eine deutlich langere erwartbare Lebensdauer im Vergleich zu
Dialysepatienten53546364 (Abb. 4). Praemptive Nierentransplantationen werden bei Patienten
mit progressiver chronischer Nierenkrankheit (CKD) ab dem Stadium CKD G4 durchgefihrt.
Dies wird empfohlen, da eine Hamodialyse vor Transplantation ein Risikofaktor fiir akute
AbstofRungsreaktionen und Transplantatverluste ist. Patienten, die praemptiv transplantiert
werden haben eine verminderte Mortalitdit im Vergleich zu Patienten, die zunéchst

hamodialysiert werden®.
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Abbildung 4: Lebenserwartung von Patienten an Hamodialyse und NTx Patienten
Quelle: Boerstra BA, Boenink R, Astley ME, et al. The ERA Registry Annual Report 2021: a summary. Clinical
Kidney Journal 2023; 17(2).

224 Immunsuppression und AbstoBungsreaktion
Nach Transplantationen von soliden Organen (SOT) besteht durch das Risiko einer
TransplantatabstoBung die Notwendigkeit einer lebenslangen immunsuppressiven
Therapie®®6,
Direkt nach der NTx ist das Risiko fir AbstoRungsreaktionen am hdchsten und damit auch das
intensivste immunsuppressive Therapieregime notig®’. Die Induktions- und Erhaltungstherapie

setzt sich in der Regel aus einem Calcineurininhibitor, einem Proliferationshemmer und
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Kortikosteroiden zusammen, deren Dosen im Laufe des ersten Jahres reduziert werden®86°,
Bei hohem immunologischen Risiko, z.B. Uber 20% Panel-reaktiven Antikérpern (PRA),
Mehrfachtransplantation oder dem Nachweis von spenderspezifischen Antikérpern (DSA),
kann zusatzlich Basiliximab oder Antithymoglobulin zur Induktionstherapie eingesetzt
werden®®,

AbstoBungsreaktionen nach NTx sind haufige Komplikationen und betreffen trotz
immunsuppressiver Therapie etwa 10-20% der Patienten®”. Am haufigsten tritt die
antikorpervermittelte AbstoBung (AMR) auf. Diese tritt entweder als akute AMR, meist mit dem
Nachweis von DSAs innerhalb des ersten Jahres post-Tx, oder als chronische AMR auf’. Von
der akuten AMR sind etwa 3-12% der Patienten betroffen, wahrend 7-20% der Patienten an
einer chronischen AMR leiden®” "1, Die T-Zell vermittelte zellulare AbstoRung (TCMR) ist seit
der Etablierung moderner immunsuppressiver Medikamente seltener geworden und betrifft
noch etwa 11-17% der Patienten’>75. Haufig treten auch Mischformen zwischen AMR und
TCMR auf’®’®, Fehlende Adharenz beziiglich der Einnahme der immunsuppressiven Therapie
gilt als héaufig auftretender Risikofaktor fur Abstof3ungsreaktionen und Transplantatverlust
nach NTx’"’®  AbstoRungsreaktionen und deren Behandlung wiederum begiinstigen

opportunistische Infektionen’®.

2.25 Opportunistische Infektionen nach NTx
Durch die nach SOT notwendige immunsuppressive Behandlung besteht ein erhdhtes Risiko
flr opportunistische Infektionen®-2, In der Phase der starksten Immunsuppression direkt nach
der Transplantation besteht das hdchste Risiko. Das Spektrum fir pathogene Erreger ist
entsprechend breit und beinhaltet Infektionen mit Viren, Bakterien und Pilzen8!83, Das virale
Spektrum umfasst vor allem Reaktivierungen von latenten Infektionen und/oder
Priméarinfektionen mit humanpathogenen Herpesviren, wie CMV, Herpes-simplex-Virus (HSV),
Ebstein-Barr-Virus (EBV) oder Varizella-Zoster-Virus (VZV)81:8384 AuRer Herpesviren spielen
Polyomaviren wie das BK-Polyomavirus, und Viren, die vor allem respiratorische Infektionen
verursachen, wie z.B. SARS-CoV-2, RSV, Adenoviren, Influenza und Parainfluenza eine
wichtige Rolle als opportunistische virale Pathogene post-Tx2%88,
Die haufigsten bakteriellen Infektionen post-NTx sind Harnwegsinfektionen (HWI). HWIs treten
bei etwa 23-75% der nierentransplantierten Patienten auf®®. Die haufigsten ursachlichen
Bakterien sind Escherichia coli (E. coli), Pseudomonadaceae und Enterobacteriaceae®.
Candida-, Aspergillus- und Pneumocystis jirovecii (Pj)-Infektionen zahlen zu den haufigsten
opportunistischen Pilzinfektionen post-Tx33#99L, Die Inzidenz fur Pj-Pneumonien hat seit der
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Etablierung einer universellen Prophylaxe stark abgenommen und liegt aktuell bei etwa 1,7-
2,2%%,

Die erfolgreiche Verhinderung, frihzeitige Erkennung und adaquate Behandlung dieser
opportunistischen Infektionen bestimmt malRgeblich den erfolgreichen Verlauf von
Nierentransplantationen3+9394,

CMV ist das am haufigste und wichtigste opportunistische Pathogen nach
Nierentransplantationen®. Ohne PraventionsmaRnahmen treten bei 50-80% der Patienten
nach SOT CMV-Infektionen auf®®. Haufig treten diese als ,early onset” Infektionen innerhalb

der ersten 3 Monate post-Tx auf®’.

2.3NTx und CMV

Infektionen mit dem humanen Cytomegalievirus gehdren nach wie vor zu den gefahrlichsten
opportunistischen Virusinfektionen nach SOT und im speziellen nach NTx 3480939 Eine CMV-
Infektion post-Tx ist mit direkten und indirekten negativen Effekten auf die Gesundheit des
Transplantatempfangers assoziiert. Zu den direkten zahlt vor allem die CMV-End-Organ-
Erkrankung und die dadurch ausgeloste erhohte Mortalitat, wahrend die indirekten Effekte
unter anderem das Risiko flr eine TransplantatabstoRung erhohen und andere
opportunistische Infektionen begtinstigen®>98-1%,

Patienten werden nach der Kombination des CMV-lIgG-Serostatus von Spender und
Empfanger in 3 Risikogruppen fir CMV-Infektionen aufgeteilt (Tabelle 1). Die Verteilung auf
die Risikogruppen in Nordamerika und Europa entspricht etwa 20,3% CMV-high-risk-group
(HR), 62,9% CMV-intermediate-risk-group (IR) und 16,8% CMV-low-risk-group (LR)¥. Je
nach Risikogruppe erfolgen unterschiedliche Maflnahmen zur Prévention von CMV-
Infektionen.

Im Falle einer positiven CMV-PCR post-Tx wird je nach CMV-IgG Serostatus des
Organempfangers vor der Transplantation zwischen Primarinfektion und Reaktivierungen
unterschieden®® (Tabelle 1). Eine CMV-Infektion ist definiert als Nachweis von CMV-DNA in
Korper- oder Gewebeproben'®, CMV kann sich in transplantierten Patienten klinisch
unterschiedlich manifestieren. Das Spektrum reicht von Fieber, Malaise und einer Leukopenie
im Sinne eines CMV-Syndroms bis hin zu lebensgefahrlicher gewebsinvasiver End-Organ
Krankheit. Zu den am haufigsten betroffenen Organen gehdéren die Lungen, der

Gastrointestinaltrakt, die Leber, das Auge und das zentrale Nervensystem 44.80.102.103
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Es besteht eine starke Assoziation zwischen hoher Viruslast und End-Organ-Erkrankung
sowie Mortalitatl®1%, Der therapeutische Einsatz von Kortikosteroiden scheint auBerdem
dazu zu fuhren, dass der Schwellenwert flr Viruskopien bei CMV-Erkrankungen sinkt*4105.107,
Durch die Beeintrachtigung der Funktion von Monozyten, dendritischen Zellen, Makrophagen
und NK-Zellen unterdriickt CMV zytotoxische T-Zell-Reaktionen und hemmt die angeborene
und adaptive Immunitati®®-119 Dies fuhrt vor allem bei Patienten unter Immunsuppression zu
einer hohen Anfalligkeit fiir weitere opportunistische Infektionen. Durch die Aktivierung und
Verstarkung einer Reaktion vom T-Helferzellen (Th)1-Typ wird auRerdem die Ausschuttung
von immunstimulierenden Zytokinen wie dem Tumornekrosefaktor, Interferon-y,
Interleukin(IL)-2 und IL-12 gefordert!'!. Dies erhoht das Risiko fiir AbstoRungsreaktionen und

fuhrt zu einem verklrzten Transplantatiiberleben.

Risikogruppe fir CMV-lgG CMV-IgG Serostatus CMV-Infektion des
CMV-Infektion Serostatus des des Empféangers Empféngers post-Tx
Spenders prang prang P
Low Risk (LR) negativ negativ Primarinfektion
Intermediate Risk . . -
(IR) negativ positiv Reaktivierung
Intermediate Risk ositiv ositiv Primarinfektion/
(IR) P P Reaktivierung
High Risk (HR) positiv negativ Priméarinfektion

Tabelle 1: Risikogruppen fir CMV-Infektionen nach SOT

23.1 Pravention von CMV-Infektionen post-Tx
Da CMV-Infektionen nach Nierentransplantationen nach wie vor fur eine deutlich erhdhte
Mortalitdt und ein schlechteres Outcome sorgen, kommt der Verhinderung solcher Infektionen
eine wichtige Rolle zu®999112  Grundsatzlich wird zwischen zwei Ansatzen unterschieden,
dem praemptiven und dem prophylaktischen Therapieansatz. Beide Strategien sind bei SOT
in Bezug auf die Pravention schwerer CMV-End-Organ-Erkrankungen, Transplantatverluste

und Mortalitat ahnlich effektivi13114,
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Beim praemptiven Therapieansatz (PET) wird der Patient post-Tx fur einen definierten
Zeitraum engmaschig auf das Vorliegen von CMV-DNA im Blut untersucht. Bei Nachweis von
CMV-DNA in einer Konzentration, die einen festgelegten Grenzwert Gberschreitet, wird eine
virostatische Therapie initiiert*. Vorteile der PET sind, dass Patienten ohne CMV-Infektion
nicht mit potenziell nebenwirkungsreichen Virostatika konfrontiert werden und dass das Risiko
fur die Entwicklung von Resistenzen niedriger ist, da Virostatika nur Gber kiirzere Zeitraume
gegeben werden!!®. Nachteile der PET sind unter anderem (u.a.), dass es keine international
anerkannten Grenzwerte fur die Initierung einer antiviralen Therapie gibt und das Patienten
sich wochentlichen Blutentnahmen fir PCR-Testungen unterziehen missen. Daflr bedarf es
einer guten Laborinfrastruktur und einer guten Compliance, da die Patienten wahrend dieser
Zeit bereits ambulant betreut werden!>119,

Beim prophylaktischen Therapieansatz bekommen Organempfanger post-Tx, je hach CMV-
Risikogruppe, fur einen definierten Zeitraum eine antivirale Therapie in prophylaktischer
Dosis!?, Dies hat u.a. die Vorteile, dass in der Phase der hochsten Vulnerabilitat fir CMV-
Infektionen, die Virusreplikation und dadurch direkte und indirekte negative Effekte von CMV
auf Transplantat und Patient unterdriickt werden und dass die logistischen Herausforderungen
und Kosten, durch das ausbleibende intensive PCR-Monitoring deutlich reduziert werden!?-
123 Nachteile sind, dass durch die prolongierte Exposition zu antiviralen Medikamenten das
Risiko fur unerwiinschte Arzneimittelwirkungen (UAW) und Resistenzentwicklung gegen die
eingesetzten Therapeutika steigt und dass alle Patienten, unabhangig von dem tatsachlichen
Vorliegen einer CMV-Infektion, mit diesen Risiken konfrontiert werden!?4125, AufRerdem
besteht ein jahrliches Risiko von 10-20% flr late-onset CMV-Erkrankungen nach Absetzen der
prophylaktischen Therapie innerhalb der ersten 10 Jahre post-Tx. Des Weiteren kann es zu
Durchbruchsinfektionen, also CMV-Infektionen unter laufender prophylaktischer Therapie
kommen?!26:127,

Erstlinientherapeutikum fur prophylaktische Therapie ist Valganciclovir (VGC). VGC ist das
oral verfigbare Prodrug von Ganciclovir (GCV). VGC und GCV sind auch gegen andere
Herpesviren, wie HSV und VZV wirksam128:129,

In unserem Zentrum bekommen IR-Patienten fur 3 Monate und HR-Patienten fir 6 Monate
CMV-Prophylaxe mit VGC post-Tx. Da GCV renal eliminiert wird, muss die VGC-Dosis an die
Nierenfunktion angepasst werden, was sich bei nierentransplantierten Patienten mit
fluktuierender Nierenfunktion haufig als schwierig erweist*°,

Patienten mit einer glomeruléren Filtrationsrate (GFR) von 260ml/min erhalten 900mg VGC

jeden Tag, Patienten mit einer GFR von =240 ml/min und <60ml/min, 450mg VGC jeden Tag
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und Patienten mit GFR von 225ml/min und <40ml/min, 450mg VGC jeden zweiten Tag. Bei
einer GFR <25ml/min oder bei Hamodialyse erhielten Patienten VGC zwei Mal wochentlich.
Héufig wird die Einnahme von VGC durch UAWSs begrenzt. Bei vielen Patienten kommt es zu
einer Myelosuppression mit der Ausbildung einer Leuko- oder Neutropenie bis hin zur
Agranulozytose, einer Anamie und zu gastrointestinalen Beschwerden!!®3, Die Einnahme
einer unterdosierten prophylaktischen Dosis VGC scheint mit dem Risiko von
Durchbruchsinfektionen assoziiert zu sein'?’. AuRer den genannten Arzneimitteln kdnnen noch
i.v. verabreichte humane CMV-Immunglobuline fir Prophylaxe und Therapie eingesetzt
werden80132,

Die Zulassung des Terminase-Inhibitors Letermovir (LMV) fir HR-Patienten, als neuem
antiviralen prophylaktischen Therapeutikum im Jahr 2023, erweitert das medikamenttse
Spektrum der CMV-Prophylaxe um ein deutlich nebenwirkungsarmeres Arzneimittel'33, Das
Chinazolin LMV ist hochspezifisch fur CMV*3, Es inhibiert die UL56-Untereinheit des CMV-
Terminase-Komplexes und verhindert ein Abtrennen und Verpacken der bereits
synthetisierten viralen DNA in neue infektiose Virionen'®. Aufgrund seiner niedrigen
genetischen Barriere ist es nur fir die prophylaktische Behandlung von HR-Patienten nach
KTx zugelassen3®138, Ein weiterer Nachteil von LMV ist der im Vergleich zur Erstlinientherapie

sehr hohe Preis®®.

2.3.2 Therapie von CMV-Infektionen post-Tx

Fur die Therapie einer manifesten, behandlungsbediirftigen CMV-Infektion und/oder CMV-
Erkrankung werden je nach Schweregrad intravends (i.v.) oder oral (p.o.) verabreichte
Arzneimittel eingesetzt. Erstlinientherapeutika sind die Nukleosidanaloga VGC (p.o.) und sein
aktiver Metabolit GCV (i.v.)®. GCV muss zunachst durch die virale UL97-Kinase und
anschlieend durch zellulare Kinasen phosphoryliert werden, um in seine aktive Form
uberfuhrt zu werden!?®. AnschlieBend wird es statt Desoxiguanosintriphosphat in die virale
DNA eingebaut und hemmt dort die Replikation durch Hemmung der CMV-DNA-UL54-
Polymerase!?°14°,

Zweitlinientherapeutika sind das Pyrophosphatanalogon Foscarnet (FOS) und das
Nukleotidanalogon Cidofovir (CDV)1°, Beide Medikamente werden nur i.v. verabreicht und
weisen, mit einer ausgepragten Nephrotoxizitat, ein unvorteilhaftes Nebenwirkungsprofil fur
NTx-Patienten auf. FOS hemmt die CMV-DNA-UL54-Polymerase direkt dber die
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Pyrophosphat Bindungsstelle, wahrend CDV zunachst durch zellulare Kinasen phosphoryliert
werden muss, um anschlieRend ebenfalls die CMV-DNA-UL54-Polymerase zu hemmen41142,
Da VGC, GCV, FOS und CDV durch eine Hemmung der CMV-DNA-UL54-Polymerase in die
Replikation von CMV eingreifen, sind diese Arzneimittel anfallig fir Kreuzresistenzen. 2021
wurde mit dem Nukleosidanalogon Maribavir (MBV) schlief3lich ein neues Therapeutikum fir
therapierefraktare CMV-Infektionen bei NTx-Patienten zugelassen. Therapierefraktar ist
definiert, als eine Reduktion der Viruslast von < 1 logio nach 2 Wochen antiviraler Therapie43,
MBYV inhibiert die UL97-Kinase, die an verschiedenen Stellen in die Replikation von CMV
eingreift!+1%5, Es bestehen keine Kreuzresistenzen zu den bisher zugelassenen
Therapeutika'#®. Aufgrund der Hemmung der UL97-Kinase, welche benétigt wird, um GCV in
seine aktive Form zu Uberfuhren, soll MBV nicht zusammen mit VGC oder GCV eingesetzt
werden, deren antivirale Effekte es antagonisiert!4’. Ein Nachteil ist, dass MBV mit sehr hohen
Behandlungskosten assoziiert ist.

Behandlungsanséatze mit LMV sind aktuell off-label und in zahlreichen Case Reports

besch rieben137,138,148,149

2.4Fragestellungen und Ziel der Arbeit

Die NTx hat sich in den letzten Jahrzenten zur Therapiemethode der Wahl zur Behandlung
von Patienten mit chronischem Nierenversagen entwickelt*®. Die Mortalitat post-Tx hat sich
dank Zielgerichteter Immunsuppressiva und verbesserter antiinfektiver
Behandlungsmoglichkeiten stark reduziert®*9192 Durch die im Rahmen der Transplantation
notwendige lebenslange immunsuppressive Behandlung, welche im Zeitraum direkt nach der
Transplantation besonders intensiviert notig ist, haben nierentransplantierte Patienten ein
hohes Risiko fiir opportunistische Infektionen®”. CMV stellt das wichtigste virale Pathogen
post-NTx dar®. Der Verhinderung, friihzeitigen Erkennung und erfolgreichen Therapie von
CMV-Infektionen kommt damit ein grol3er Stellenwert fiir ein erfolgreiches Outcome bei
Nierentransplantationen zu.

Das Ziel der vorliegenden kumulativen Dissertation, bestehend aus der retrospektiven
Kohortenstudie ,Five-year single-center analysis of cytomegalovirus viremia in kidney
transplant recipients and possible implication for novel prophylactiv therapy approaches® und
dem Fallbericht ,Combined Therapy with Intravenous Immunoglobulins, Letermovir and (Val-)
Ganciclovir in Complicated Courses of CMV-Infection in Transplant Recipients®, besteht darin,
Patienten mit einem erhéhten Risiko fir komplizierte CMV Infektionen zu identifizieren und

effektive Behandlungsansatze fur diese Patientengruppe vorzustellen®®®%1, In der
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retrospektiven Kohortenstudie wurde bei 316 erwachsenen, zwischen Januar 2014 und
Dezember 2019 nierentransplantierten Patienten die Dynamik von CMV-Infektionen anhand
der Viruslast und deren zeitlichen Verlaufs analysiert. Die Dynamik der CMV-Viramie wurde
auf3erdem in Bezug auf den CMV-Serostatus von Spender und Empfanger, die Nierenfunktion
sowie den zeitlichen Verlauf und die Dosis der CMV-Prophylaxe analysiert.

Durch den Fokus auf die Dauer der Infektion, die Hohe der Viruslast und den Zeitpunkt des
Beginns der Virdmie sollen auch pradiktive Aussagen zur Wahrscheinlichkeit einer
komplizierten Infektion getroffen werden. AufRerdem sollen Patientengruppen identifiziert
werden, die von personalisierten préaventiven Therapiekonzepten, inklusive einer
engmaschigeren  virologischen  Uberwachung und nebenwirkungsarmeren, aber
kostspieligeren prophylaktischen Therapeutika post-NTx profitieren kdnnten.

Der Case Report soll dariiber hinaus ein neuartiges Behandlungskonzept komplizierter CMV-
Infektion bei immunsupprimierten Patienten vorstellen und einen mdglichen zukinftigen
Behandlungsansatz fir Patienten mit Resistenzentwicklungen gegen Erstlinienmedikamente

prasentieren.
3 Publikationen

3.1Publikation mit Erstautorenschaft
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Abstract

Background: Cytomegalovirus (CMV) infections are a common complication after kid-
ney transplantation (KTx) and negatively affecting patient outcome. Valganciclovir
(VGC) prophylaxis is often limited by drug-induced side effects and dose reduction due
to decline in kidney function.

Method: In the present study, episodes of CMV viremia in the first year after KTx in a
cohort of 316 recipients were analyzed retrospectively to identify risk factors linked to
persistent infections.

Results: In the studied cohort, 18.7% of patients showed a high-risk (HR) constel-
lation (D+/R-) for CMV infections. CMV viremia affected 22% of our cohort, with
HR patients being the most affected cohort (44.1%). Within this group, most viremic
events (65.3%) occurred while patients were still on prophylactic therapy, show-
ing significantly higher viral loads and a longer duration compared to seropositive
recipients.

Conclusion: The analysis at hand revealed that detection of viremia under ongoing
antiviral prophylaxis bears an increased risk for sustained viral replication and antivi-
ral drug resistance in HR patients. We identified low estimated glomerular filtration
rate (eéGFR) and lower dose VGC prophylaxis post-KTx as a risk factor for breakthrough
infections in HR patients in our single center cohort. These patients might benefit from

a closer CMV monitoring or novel prophylactic agents as letermovir.

KEYWORDS
antiviral drug resistance, immunosuppression, infection, letermovir, prophylaxis, transplantation,
valganciclovir, virus
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1 | INTRODUCTION

Cytomegalovirus (CMV) is a common viral infection in kidney trans-
plant (KTx) recipients." CMV seronegative recipients of organs from
seropositive donors have the highest risk for infection, whereas the risk
is moderate in case of D+/R+ and D-/R+. Other known risk factors
are the administration of lymphocyte depleting drugs (anti-thymocyte
globulin [ATG]) and/or lymphopenia, age (>60 years old), simultaneous
kidney-pancreas transplantation (Tx), episodes of acute rejection, and
impaired graft function.?®

Prophylactic treatment and pre-emptive therapy are commonly
used approaches to prevent CMV infections after Tx.* However,
though often being on prophylactic treatments, one-third of all KTx
recipients are still at risk to develop a CMV infection with negative
impact on mortality and morbidity.°~” Additionally, current prophy-
lactic and therapeutic strategies are often limited due to drug toxicity
and emergence of resistances, especially in case of prolonged episodes
of infection.®-1° However, novel antiviral options are expected to
improve prevention and treatment of CMV infections in patients after
KTx.11

The present study aimed to investigate onset and duration of CMV
viremic events in the first year post-Tx in a large single-center cohort
of KTx recipients to better characterize patients at higher risk for
persistent infections.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Patient and data collection

Between January 2014 and December 2019, 328 adult patients
received KTx at the University Hospital of Cologne, Germany. Out of
these patients, 316 had a follow-up for at least 1 year post-KTx and
were therefore considered suitable for detailed analysis. Dynamics of
CMV viremic events were further stratified with regard to the CMV
serostatus of recipients and donors, donor source, ABO compatibility,
and CMV prophylaxis. Further absolute lymphocyte count (ALC) lower
than 610 cells/uL was analyzed as additional risk factor for break-
through CMV infection.'? Lymphopenia was defined as <1260 cells/uL,
whereas leukopenia is defined as <4400 cells/uL. CMV infection was
defined as detection of CMV replication (CMV-DNA >10 IU/mL in
real-time PCR) in one or more samples, regardless of symptoms. We
included every single detection of CMV DNA in whole blood through
quantitative real-time PCR. CMV DNA was analyzed in whole blood
using the commercial assay GeneProof CMV PCR Kit (Medac GmbH).
The lower limit of quantificationis defined as 10 IU/mL. CMV-PCR test-
ing was performed in case of suspected CMV infection (i.e., diarrhea,
pneumonitis, or lymphopenia). According to the CMV drug develop-
ment forum recommendations and international consensus guidelines,
any evidence of CMV replication presenting with clinical symptoms
was treated as presumptive CMV disease and CMV-PCR was per-
formed every 14 days.'%13 CMV treatment was initiated in case of
rising viral replication. There are no specific thresholds for initiation

of treatment. The temporal profile and the viral load (IU/mL) upon
onset of detection and peak load were analyzed. Ethical approval was
obtained from the institutional review board of the University Hospital
Cologne (20-1412).

2.2 | Immunosuppression

Patients received initial immunosuppression according to their
immunological risk. Patients with high immunological risk received
ATG, tacrolimus (TAC), mycophenolate mofetil (MMF), and corticos-
teroids (Co). Patients classified as intermediate immunological risk
received basiliximab, TAC, MMF, and Co, whereas patients with a
low immunological risk were treated with basiliximab, MMF, Co, and
cyclosporine.

2.3 | CMV risk groups

According to the standard of care therapy at the University of
Cologne, patients at high and intermediate risk for CMV infections
are treated with anti-CMV prophylaxis, suppressing viral replication
during the period of highest immunosuppression. CMV low-risk (LR)
patients (D-/R-) received no prophylactic therapy, patients belong-
ing to the CMV intermediate-risk (IR) group (D+/R+ and D-/R+)
were treated with valganciclovir (VGC) for 3 months post-Tx, whereas
patients within the high-risk (HR) group (D+/R-) received a pro-
phylactic therapy with VGC for 6 months post-Tx. The VGC dose
administered was adjusted according to our protocol for clinical
practice based on the estimated glomerular filtration rate (eGFR)
measured with Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
(CKD-EPI) equation. If eGFR was >60 mL/min, patients received
900 mg VGC every day; if eGFR was >40 and <60 mL/min, patients
received 450 mg per day; if eGFR was >25 and <40 mL/min,
patients received 450 mg VGC every other day; and if eGFR was
>10 and <25 mL/min or patients were on hemodialysis, patients
received 450 mg every third day according to the manufacturer’s
protocol.

2.4 | Statistical analysis

Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics soft-
ware, version 28 (IBM Corp.). Normal distribution of data was analyzed
using Kolmogorov-Smirnov test. Not normally distributed continu-
ous variables were compared with Mann-Whitney U-test. Student’s
(unpaired) t-test was used for continuous normally distributed vari-
ables. More than two unmatched groups with not normally distributed
continuous variables were compared with Kruskal-Wallis test. Cat-
egorical variables were compared using chi-squared test. In case of
categorical variables with expected frequencies of <5, Fisher’s exact
test was used. Comparison of numeric variables reached statistical sig-
nificance if p-value was less than .05. Duration and viral load were
expressed as median.
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TABLE 1 Characteristics of cytomegalovirus (CMV) risk groups.
HR patients IR patients LR patients

Characteristics (n=59) (n=180) (hn=77)
R age at Tx (years), median (IQR) 51(41-65) 54 (37-65) 49 (37-58)
D age at Tx (years), median (IQR)” 63 (50-70) 58 (49-67) 54 (45-61)
R sex

Male, n (%) 37(62.7) 102 (56.7) 56(72.7)

Female, n (%) 22(37.3) 78(43.3) 21(27.3)
D sex

Male, n (%) 25(42.4) 89(49.4) 41(53.2)

Female, n (%) 34(57.6) 91(50.6) 36(46.8)
Type of donation

Deceased, n (%) 32(54.2) 98 (54.4) 31(40.3)

Living, n (%) 27 (45.8) 82(45.6) 46(59.7)
ABO incompatible, n (%) 6(10.2) 13(7.2) 12(15.6)
R with dialysis before Tx, n (%) 43(72.9) 139(77.2) 52(67.5)
Months between first dialysis and Tx, median (IQR) 39(20-66) 42 (16-79) 38(12-87)
Initial immunosuppression, n (%)

Co, IL2, MMF, TAC 37(63.8) 114 (63.3) 50 (64.9)

ATG, Co, MMF, TAC 6(10.3) 22(12.2) 8(10.4)

Co, CsA, MMF 4(6.9) 19(10.6) 3(3.9)

Other 11(19) 25(13.8) 16 (20.8)
CMV prophylaxis, n (%) 57(96.6) 178 (98.8) 7(9.1)

Abbreviations: ATG, anti-thymocyte globulin; Co, corticosteroids; CsA, cyclosporine A; D, donor; HR, CMV high-risk group; IL2, IL2 receptor monoclonal
antibody; IQR, interquartile range; IR, CMV intermediate-risk group; LR, CMV low-risk group; MMF, mycophenolate mofetil; R, recipient; TAC, tacrolimus; Tx,

transplantation.
2p-Value: comparing all groups <.01; LR versus IR .037; LR versus HR <.01.

3 | RESULTS

3.1 | Patient demographic and clinical
characteristics

Seventy-seven patients belonged to the LR group, 180 patients
belonged to the IR group, and 59 patients belonged to the HR
group (Table 1). Seroprevalence for CMV immunoglobulin G did not
substantially differ between organ donors 58% and recipients 57%
(Table S1).

CMV prophylaxis was administered to 96.6% of HR patients and
98.8% of IR patients (Table 1). One HR patient without CMV-specific
prophylaxis received aciclovir because of previous varizella-zoster
virus meningitis, whereas the second HR patient without CMV-specific
prophylactic therapy was monitored by repeated CMV-PCR.

In the present cohort, 71 out of 316 patients (22%) developed
CMV viremia within the first year post-KTx. The overall incidence
did not substantially vary over the years (range 17%-28%) (Table
S1). Leukopenia and/or lymphopenia were observed in 25.4% of
patients with new onset CMV viremia, whereas 22.5% of patients pre-
sented diarrhea. CMV pneumonitis was suspected in 8.5% of patients
(Figure S1).

CMV viremia occurred in 24.4% (44/180) of patients in the IR
group and in 44.1% (26/59) of HR patients, showing a significant dif-
ference between the two groups (p < .01) (Tables 2 and S2). Within
the IR group, CMV viremia lasted a median of 13.5 days with a peak
viral load of 557 IU/mL (range 53-59 600 IU/mL) at day 183 post-Tx
(Table 2). In the HR group, median CMV viremia was detectable for
98 days, reaching a peak viral load of 9345 |U/mL (range 89-734 000
IU/mL) at 159 days after Tx. Duration of viremia (13.5 vs. 98 days) and
peak viral load (557 vs. 9345 IU/mL) differed significantly between IR
and HR patients (p < .01) (Table 2). Within LR group (n = 77), CMV
viremia was detected in one patient only, representing de novo CMV
infection.

HR recipients showed a significantly higher risk for CMV pro-
phylaxis breakthrough infections compared to IR patients. In HR
patients, 65.3% of viremic events occurred while patients were still on
prophylaxis, compared to 34% in the IR group (p < .01). Within the HR
group, patients with a CMV viremic event on prophylaxis were tested
positive after a median of 95 days post-KTx. Because of low eGFR
values (median 30 mL/min; range 11-87, measured 1 month before
viremia detection), all HR patients with CMV onset during prophylaxis
were characterized by a substantial reduction of CMV prophylaxis
dose (10 of 17 patients received <450 mg VCG every second day) and
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TABLE 2 Clinical comparison of cytomegalovirus (CMV) focusing on high-risk (HR) group and intermediate-risk (IR) group.
HR patients IR patients
(n=59) (n=180) p-Value
CMV viremia®, n (% of total risk group) 26(44.1) 44 (24.4) <01
Duration of viremia (days), median (IQR) 98 (22-228) 13.5(3-76) <01
Peak viral load (IU/mL), median (IQR) 9345 (980-30 125) 557 (280-2428) <01
Days between KTx and peak viral load, median (IQR) 159 (114-222) 183(119-229) .50
Patients with prophylaxis breakthrough CMV infections, 17(28.8) 15(8.3) .01
n (% of risk group)
Patients with CMV infection after discontinuation of 9(15.3) 29(16.1) 52
prophylaxis, n (% of risk group)
Patients with a second episode of viremia, n (% of risk group) 7(11.8) 4(2.2)
Abbreviations: IQR, interquartile range KTx, kidney transplantation.
2Within the first year post-Tx.
p*=0.001 p=0.022 p=0.4 p<0.001 p=0.048
i i 1 1 1 60
900mg/d=] T T T T == VGC dose HR patients without breakthrough infection
_/__’\_/ mmm VGC dose HR patients with breakthrough infection
E 450mg/d-1 - OT —40E —— eGFRHR patients without breakthrough infection
a J—— £
é E " eGFRHR patients with breakthrough infection
450mg/2d= £
§ &
8 —20%
o
g 4somg/3d-{ + +
>
none T T T T T -0
1 2 3 5
Months post KTx
n=47 n=34 n=30 n=23 n=21
¥=none =2 =4 =8 =10

FIGURE 1 Clinical comparison prophylactic valganciclovir (VGC) dose and estimated glomerular filtration rate (eGFR) of high-risk (HR)
patients with and without breakthrough infection. eGFR values are reported as means. VGC dose is reported as box, showing median, 25th and
75th percentiles, and whiskers showing min. and max. plot. Patients with breakthrough infection were excluded at timepoint of infection. KTx,
kidney transplantation. *p-Values for comparison of prophylactic VGC dose administered; eGFR measured with CKD-EPI| equation; n indicates
patients with available data at each timepoint; *patients with VGC dose reduction due to cytopenia.

underdosing of prophylactic VGC (10 of 17 patients) (Table S3). HR
patients with CMV onset during prophylaxis had significantly lower
eGFR values and received significantly lower VGC doses than HR
patients who developed viremia after ending of prophylaxis (Figure 1).
Concerning the IR group, recipients who developed CMV viremia
under CMV prophylaxis did not show significant difference in mag-
nitude and duration of CMV viremic events compared to patients
with onset of CMV viremia after ending prophylaxis. There was no
significant correlation between ALC <610 cells/uL and breakthrough
viremia (Table Sé).

Eight patients were tested positive for resistance mutations in the
unique long (UL) region 97 and UL 54 genes. Three of them, belong-
ing to the HR group, showed resistance to VGC/Ganciclovir (GCV).
Two out of three HR patients with detected VGC/GCV resistance had
breakthrough infections.

No significant differences regarding the risk to develop CMV
viremia, risk of breakthrough infection, level of viral replication, and

duration of viremic event comparing deceased and living donations or
comparing ABO compatible and incompatible Txs were found (Tables
S4 and S5).

4 | DISCUSSION

CMV infections in renal transplant recipients remain a major
problem concerning graft function, opportunistic infections, and
overall patient survival.1¥"1¢ CMV serostatus mismatch of donor
and recipient represents the most important risk factor for the
development of CMV infection/reactivation post-KTx.'%17-1? Uni-
versal CMV prophylaxis with VGC is limited by drug toxicity and
development of drug resistance, especially in patients with pro-
longed episodes of infection.® 1920-22 Recent data from a phase
3 trial reported that letermovir (LMV) represents an alternative
valid option for CMV prophylaxis in HR KTx recipients, showing
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a similar efficacy to VGC associated to lower rates of adverse
effects.?*

The present study aimed at providing a retrospective overview on
the burden of CMV viremic events in a large single-center cohort of
KTx recipients in the first year post-KTx. In this cohort, a CMV sero-
prevalence of 58% and 57% was observed in donors and recipients,
respectively, in line with the previously reported seroprevalence for
CMV in central Europe.?” In the first year post-KTx, 22% of patients
developed CMV viremia. Jehn et al. reported a cumulative incidence
of 23.1% for CMV viremia in a comparable German population within
the first year post-KTx. Recent data from Canada and New Zealand
showed an incidence of 25% and 30%, respectively. The lower inci-
dence in our cohort might explained by the fact that only patients
with a 1 year follow-up were included in the present cohort.®?® In
contrast to previous studies, no significant differences in detection of
CMV viremia between recipients with living or deceased organ dona-
tion were found in our cohort.>2¢27 Furthermore, we were not able to
show a significant relation between low ALC and breakthrough CMV
infection.®'2

The HR group was the most affected by CMV viremic events in
terms of highest incidence rate, highest viral load, and longest duration
with associated emergence of drug resistance mutations. Interestingly,
the majority of infections detected in this group of recipients occurred
when patients were still on VGC prophylaxis. Khurana et al. investi-
gated risk factors for failure of VGC prophylaxis after solid organ Tx
in a comparable population in Denmark. In this study, patients were
followed up for 90 days post-Tx, and a significantly higher risk of pro-
phylaxis breakthrough infections in HR group compared to other risk
groups was shown.?® Jehn et al. and further studies were able to con-
firm this result for longer follow-up periods.>2%30 Stevens et al. (2015)
reported that low-dose VGC prophylaxis increases the risk of break-
through viremia.®! Additionally, our analysis showed that HR patients
with breakthrough infections had both, significantly lower eGFR val-
ues and significantly lower doses of VGC prophylactic therapy with the
risk of underdosing. Therefore, the study at hand confirms in a large
cohort of KTx recipients that a reduced VGC therapy due to underdos-
ing because of side effects, fluctuating eGFR values and seronegative
recipient serostatus are critical risk factors for (a) prolonged CMV
viremia, (b) high viral load, and (c) development of antiviral drug resis-
tance. Although not surprisingly, these results evidence an urgent need
for alternative preventive and therapeutic strategies targeting this
vulnerable group of patients.

In conclusion, our data confirm that HR patients are at increased
risk of more complicated CMV viremic events in terms of viral load
and duration particularly under ongoing prophylactic therapy. Patients
with substantial VGC dose reductions and low eGFR are at a high
risk for such breakthrough infections. Based on our experience, these
patients may benefit from more personalized preventive approaches,
including a close monitoring by PCR testing or the use of better
tolerated compounds such as LMV as prophylactic agent.

This study has several limitations. First, based on the retrospec-
tive design of this analysis, only patients with 1 year follow-up were
included. Among the excluded patients, 10 out of 12 patients died

within the first year post-KTx. CMV replication was detected in four

of them prior to death and one patient had biopsy proven CMV colitis.
Furthermore, the collected data were not able to describe asymp-
tomatic CMV viremia, pre-emptive monitoring of CMV and its possible
overall outcomes and their clinical significance.
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Abstract: The treatment options for cytomegalovirus (CMV) infections in immunosuppressed pa-
tients are limited, mainly consisting of (val-)ganciclovir (VGC/GCYV) as the first-line treatment. We
report on three transplant recipients, one stem cell transplant (allo-HSCT) patient and two kidney
transplant (KTx) recipients, with prolonged CMV viremia treated with a combined therapy based on
letermovir (LMV), CMV-specific intravenous immunoglobulins (IVIg), and VGC/GCV, which led to
the sustained control of CMV viremia in all patients.

Keywords: CMV; ELISPOT; drug resistance; kidney; bone marrow; transplantation; immunosuppres-
sion; opportunistic infection; combination; cellular response

1. Introduction

CMV infection represents one of the most important opportunistic viral infections
in allo-HSCT and KTx recipients [1,2]. The current first-line prevention and preemptive
therapy are based on (val-)ganciclovir (VGC/GCV) [3]. Severe side effects often lead to
dose reduction, causing subtherapeutic levels, prolonged therapy duration, and increased
risk for the development of drug resistance [2,4]. Additionally, CMV-specific intravenous
immunoglobulins (CMV IVIg) are approved as prophylactic therapy in Europe and can be
considered as prophylactic treatment option after allo-HSCT and KTx [5].

Since 2018, letermovir (LMV) has also been approved as a prophylactic treatment
following allo-HSCT in CMV-seropositive patients [6]. In KTx, the prophylactic use of
LMYV demonstrated a similar level of effectiveness, but had less severe side effects than the
standard-of-care therapy with VGC [7]. Nonetheless, the therapeutic use of LMV remains
off-label in allo-HSCT and KTx recipients [8].

Monitoring the cellular CD4+ and CD8+ T-cell response is an upcoming issue after
HSCT and KTx [9]. In patients after KTx, low CMV-specific T-cell reactivity was associated
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with a risk of CMV reactivation at the end of CMV prophylaxis [10]. In addition, low T-cell
response against CMV in solid organ transplantation (SOT) and in HSCT was associated
with complicated CMV treatment courses, triggering CMV resistance [11,12].

In this case series, we report our single-center experience of a therapeutic combination
of LMV, VGC/GCYV, and CMYV 1VIg for complicated courses of CMV infection after allo-
HSCT and KT. We also present the diagnostic screening by ELISPOT (enzyme-linked
immunospot) using the T-SPOT.CMV assay (Oxford Immunotec, Milton, Oxford, UK) to
assess specific cellular immunity to CMV.

The retrospective data collection was approved by the institutional review board
(21-1171) and all patients gave their written informed consent.

2. Materials and Methods

CMV DNA was detected in whole blood using a GeneProof CMV PCR Kit (Medac
GmbH, Wedel, Germany). The PCR for CMV DNA in the blood was carried once per time
point and patient together with a positive and negative control to verify the result.

Anti-viral drug resistance testing against VGC/GCV, FOS, CDV, and LMV was per-
formed by amplification and sequencing of UL-97, UL-54, and UL-56. Interpretation was
based on the bioinformatic tool MRA (“mutation resistance analyzer”) developed by the
Institute of Virology of the University Hospital of Ulm, Germany (https://www.informatik.
uni-ulm.de/ni/mitarbeiter/HKestler/mra/app/index.php?plugin=contact, accessed on
29 July 2021).

IEN-y-producing T-cells (CD4+ and CD8+) reactive against CMV IE-1 and pp65
antigens were measured by the T-SPOT.CMV (IFN-vy release assay, Oxford Immunotec,
Milton, Oxford, UK), according to the manufacturer’s instructions.

3. Clinical Cases

Case 1: A 57-year-old CMV-positive male patient who had been diagnosed with acute
myeloid leukemia (AML) underwent allo-HSCT from a matched unrelated CMV-positive
donor 4 months after diagnosis. At the time of allo-HSCT, he was in cytomorphological
complete remission after 2 cycles of 7 + 3 (cytarabine and daunorubicin) induction and one
consolidation cycle with high-dose cytarabine. Under 7 + 3 therapy, the patient suffered
from drug-induced toxic acute kidney injury. On day +41 after transplantation, CMV DNA
tested positive, and the patient received intravenous GCV, which was replaced by oral VGC
after the viral load started decreasing. After the termination of therapy, CMV-associated
colitis was diagnosed on day +113 by biopsy and presented clinically as diarrhea. Due
to the severity of his CMV end-organ disease, immunosuppression was reduced and the
patient was treated again with intravenous GCV; however, an increasing level of CMV
viremia was observed. A mutation of UL-97, confirming resistance to VGC/GCV, was
detected, but the analysis of the T-cell immune response to CMV by ELISPOT assay showed
adequate reactivity. As foscarnet and cidofovir come with an unfavorable safety profile
in a patient with acute kidney injury, a combination therapy of intravenous IVIg and oral
LMV (480 mg/d) was added to VGC/GCV therapy (which was maintained to prevent
LMV resistance) and stable CMV clearance was achieved. LMV was discontinued 636 days
after transplantation (Figure 1a).
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Figure 1. Post-transplantation dynamics of CMV viremia, immunosuppressive therapy, cellular immunity against CMV

(T-SPOT.CMV Elispot assay by Oxford Imnmunotec), antiviral strategies and clinical course in three patients after transplanta-
tion. X-axis: days after transplantation. (a) Case 1. Allogeneic-hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT) recipient
(HLA 10/10 MUD; CMV serostatus D+/R+; ABO compatible). (b) Case 2. Kidney transplantation (KTx) from deceased donor
(HLA MM A-1, B-2, DR-2; CMV serostatus D+/R—; ABO compatible). (c) Case 3. Kidney transplantation from living donor
(HLA MM A-0, B-1, DR-1; CMV serostatus D—/R—; ABO compatible). Abbreviations: ATG, Anti-Thymocyte Globulin; DR,
dose reduction; GCV, ganciclovir; CMV-1VIg, CMV-intravenous immunoglobulin; IE1, immediate-early 1; LMV, letermovir;
MME, mycophenolate mofetil; pp65, phosphoprotein 65; VGC, valganciclovir CMV-DNA was detected from whole blood us-
ing GeneProof CMV PCR Kit (Medac GmbH, Wedel, Germany). § Anti-viral drug resistance testing against VGC/GCV, FOS,
CDV, and LMV was performed by amplification and sequencing of UL-97, UL-54, and UL-56. Interpretation was based on
the bioinformatic tool MRA (“mutation resistance analyzer”) developed by the Institute of Virology of the University Hospi-
tal of Ulm, Germany (https://www.informatik.uni-ulm.de/ni/mitarbeiter/HKestler/mra/app/index.php?plugin=contact,
accessed on 29 July 2021). IEN-y producing T-cells (CD4+ and CD8+) reactive against CMV IE-1 and pp65 antigens were
measured by the T-SPOT.CMV (Oxford Immunotec, Milton, UK), according to the manufacturer’s instructions.

Case 2: A 48-year-old CMV-IgG- and IgM-negative female received a KTx from a
deceased CMV-IgG-positive donor. Shortly after transplantation, the patient was treated
with anti-thymocyte globulin and immunoadsorption due to the acute rejection. As the
patient had shown progressive leukopenia after KTx even before rejection therapy, VGC
therapy was discontinued and CMV PCR was monitored weekly. In the further course,
leukopenia normalized and prophylactic therapy with VGC was re-initiated but had
to be paused after 3 days because of recurrent leucopenia. At week 6 post-KTx, blood
screening revealed a positive CMV PCR. The recurrence of leukopenia after initiation of
therapeutic VGC therapy led to the decision of changing therapy to LMV (480 mg once
daily) and to pause VGC therapy. Stable CMV clearance was gained after 42 days of therapy
(two negative PCR tests within two weeks). Therapy was switched back to prophylactic
VGC (450 mg/d, adapted to eGFR). One hundred and ninety-one days post-KTx, PCR
testing for CMV DNA revealed 77,000 copies, and the patient presented with diarrhea as a
clinical symptom of CMV-associated colitis. Due to severe leukopenia, VGC therapy was
discontinued, and CMV IVIg therapy was instituted (100 IE/kg body weight); however,
the viral load increased to >1,000,000 copies in a few days. Consequently, the patient
was hospitalized, immunosuppression with mycophenolate mofetil (MMF) was stopped,
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and additional treatment with intravenous GCV initiated. Because of the life-threatening
clinical situation, rising CMV levels and weak CMV T-cell reactivity by ELISPOT, LMV was
introduced again as an add-on therapy. The resistance analysis of CMV against VGC/GCV
was negative. A triple combination therapy led to a rapid decrease in CMV viremia. GCV
was replaced by oral VGC, but VGC treatment again resulted in leukopenia. Under current
medication, consisting of LMV (480 mg) and CMV-1VIg, sustained clearance of CMV
viremia was achieved. LMV therapy is continued to date (Figure 1b).

Case 3: A 61-year-old CMV IgG- and IgM-negative female received an ABO-compatible
kidney transplant from a living donor in which pre-transplantation CMV IgG and IgM were
also negative. Eighteen days post-KTXx, the recipient developed a primary CMV infection.
At this time point, the CMV status in the donor was assessed again, revealing positive CMV
IgG and negative CMV IgM. These data indicated that the donor experienced a primary
CMV infection in the interval between pre-KTX screening and transplantation. With
positive CMV DNA detection 17 days after transplantation, oral VGC therapy was initiated.
During VGC therapy, a rising CMV viral load was observed, and therapy was changed
to intravenous GCV therapy. At this time, ELISPOT showed a weak T-cell reactivity to
CMYV, and CMV IgM was measured negative even though the patient developed CMV
IgG. At this time, additional therapy with CMV IVIg was initiated. The combined therapy
led to reduction in CMV load, VGC was reintroduced, and the patient was discharged
with VGC/CMV 1VIg therapy. Seven days later, laboratory testing revealed rising CMV
copies. CMV ELISPOT showed no reactivity to CMV; therefore, MMF was reduced by 25%.
Within one week, CMV copies increased to 170,000 IU/mL and the patient presented with
fever, diarrhea and deterioration of general condition. The patient was hospitalized to
resume GCV treatment and to continue CMV 1VIg therapy. MMF was paused, and, as GCV
resistance was suspected, LMV was added to the therapeutic regimen, leading to a rapid
decrease in CMV copies. Resistance testing remained negative, but ELISPOT still showed a
weak T-cell reactivity to CMV. Repeated testing of T-cell reactivity to CMV indicated an
improvement of cellular immunity over time. After 30 days, GCV was replaced by VGC,
and MMF was restarted in reduced dose (50%). After 56 days of triple therapy (VGC, LMV
+ CMV 1VIg), CMV replication could be controlled and, finally, CMV viremia was cleared.
LMV therapy is continued to date (Figure 1c).

4. Discussion

CMV infections are a major complication after allo-HSCT and KTx, adversely affecting
patient outcomes. The treatment of CMV still poses a challenge to treating physicians due
to the side effects of available drugs and the occurrence of CMV drug resistance [1,2].

In kidney transplant recipients with an intermediate-to-high risk of contracting CMV
infections, VGC has been established as a prophylactic and preemptive treatment and is
still the first line-therapy for CMV infections after allo-HSCT and KTx [3,5].

The dose reduction in immunosuppressive treatment should be evaluated in patients
suffering from CMV infection to strengthen cellular immunity, but this will come at the
risk of graft rejection [5]. Following the reduction in MMF therapy, only a weak CD4+ and
CD8+ T-cell response to CMV was detected in both KTx recipients, both suffering from
primary CMYV infection following transplantation. A weak cellular immunity against CMV
has been associated with primary failure of VGC therapy, prolonged therapy duration,
and higher CMV relapse rates [11,12]. In both KTx patients, no CMV antiviral drug
resistance was detected, whereas early relapse of CMV infection in the allo-HSCT recipient
was likely associated with a resistance mutation against VGC/GCV detected in the viral
phosphotransferase gene UL97.

There are limited data classifying CMV T-cell reactivity in immunosuppressed patients.
In the literature, >20—40 spots/250,000 lymphocytes (against IE1 and pp65) in patients after
KTx were associated with a lower risk for CMV infection [10,13]. Spots <20/250,000 may,
therefore, be classified as weak cellular immunity. Assuming that ELISPOT is suitable as an
indicator for quantifying the cellular immune response to CMV, fluctuations in the number
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of spots can be interpreted as a result of improvement of functionality in the cellular
immune system. As shown in case 3, after pausing MMF therapy due to severe leukopenia,
ELISPOT showed T-cell reactivity in this patient for the first time. After reintroducing
MMEF therapy, T-cell reactivity was weaker again, and recurrence of CMV viremia occurred
despite ongoing anti-CMV triple therapy.

In recent years, the use of LMV has been established as prophylactic treatment option
after allo-HSCT in patients with high risk for CMV infection [6]. The potential use of LMV
in the therapeutic management of CMV infections is being increasingly discussed, and the
first therapeutic experiences have been reported [14]. Nevertheless, LMV therapy remains
off-label in the therapeutic setting of allo-HSCT patients, and in general in patients after
KTx. Its use in clinical management of post-transplant CMV infections can be restricted
to CMV recurrence and development of drug resistance [5,15]. The impairment of the
immune system due to immunosuppression related to transplantation procedures may
compromise the patient’s capacity to control CMV replication, especially when the recipient
becomes infected by CMV in the allograft. Increasing amounts of data demonstrated
that the assessment of CMV cellular immune response represents a useful predictive
parameter to more effectively stratify the risk of CMV infection or reactivation in transplant
recipients [10,16].

After the introduction of HIV therapy, similar problems occurred and finally led
to the use of current antiretroviral therapy protocols (ART), employing a combination
of drugs against different viral targets [17]. Using this idea of multi-drug antiviral ther-
apy to establish a reliable virus clearance, we decided to start a combination of VGC or
GCV/LMV/CMV 1VIg therapy in our patients. In combination therapy, CMV replication
was controlled in all patients. These data underline the beneficial effects that multi-target
antiviral therapy have in patients with persistent CMV infection after transplantation,
limiting the occurrence of severe side effects.

In a previous case, we reported that LMV monotherapy in immunocompromised
patients can cause the rapid development of resistance [15]. In that case, the LMV resis-
tance variant occurred in the wild-type background, despite the previous replication of
a GCV-resistant viral strain, and the GCV resistance was no longer detectable. Based on
these previous observations, the combined use of LMV and GCV, despite the previously
observed GCV resistance in the allo-HSCT recipient, was intended to keep genetic pressure
on the less replication-competent GCV-resistant viral strain.

Our case series describes the potential benefit of using of a multi-target anti-CMV
therapy in case of persistent CMV viremia associated with poor antiviral cellular immunity
to CMV.

5. Conclusions

In patients with evidence of drug resistance against first-line anti-viral treatment
and/or low CMV CD4+ and CD8+ reactivity by ELISPOT, a combination of VGC/GCV +
LMV + CMV IVIg therapy should be considered. The optimal time of therapy initiation and
optimal CD4+ and CD8+ reactivity for the successful return to prophylactic VGC treatment
remain unclear and further prospective studies are needed to evaluate these aspects.
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4 Diskussion

4.1 Zur klinischen Situation

Die allogene Nierentransplantation gilt als Behandlungsoption der ersten Wahl von Patienten
mit chronischem Nierenversagen®. Dank zielgerichteter Inmunsuppressiva und verbesserter
antiinfektiver Behandlungsmaoglichkeiten ist die Mortalitat post-NTx in den letzten Jahrzehnten
deutlich zurtickgegangen®%102 Trotzdem bleibt die NTx mit multiplen Komplikationen, wie
opportunistischen Infektionen und AbstoRungsreaktionen, assoziiert’®>1%, Das Alter der
Patienten, begleitende Komorbiditaten, die Lange der Hamodialysedauer vor der NTx und das
kardiovaskuldre Risikoprofil sind einige bedeutende Risikofaktoren fur das Auftreten solcher
Komplikationen4157,

In der Phase kurz nach der Transplantation ist, um eine AbstoRung der transplantierten Niere
zu verhindern, die starkste Immunsuppression notig*®%’. Das Risiko flir opportunistische
Infektionen ist in dieser Phase am hdchsten®* %8, Eine Infektion mit CMV ist die am haufigsten
auftretende opportunistische Viruserkrankung®®®. Sie ist mit einer erh6hten Mortalitat und
einem verklrzten Transplantatiiberleben assoziiert!'®, Zur frihen Erkennung und
Behandlung, bzw. Verhinderung einer solchen CMV-Infektion, wird grundsatzlich zwischen
dem praemptiven und dem prophylaktischen Ansatz unterschieden®16%161 Einheitliche
Richtlinien auf nationaler oder internationaler Ebene gibt es bisher nicht. In unserem Zentrum
werden Patienten, abhangig von der CMV-Risikokonstellation, post-NTx prophylaktisch mit
VGC behandelt. Laut klinikinternem Standard betragt die Dauer der antiviralen Prophylaxe bei
HR-Patienten 6 Monate und bei IR-Patienten 3 Monate. Eine CMV-PCR erfolgt wahrend dieser
Phase nur bei klinischem und/oder laborchemischen Verdacht auf eine CMV-Infektion.

Die prophylaktische Therapie mit VGC wird haufig durch die Toxizitat des Arzneimittels und
die Entstehung von Arzneimittelresistenzen eingeschrankt®. Insbesondere haufig auftretende
Neutropenien bis hin zur Agranulozytose fuihren bei kurz zuvor transplantierten Patienten, wie
in unserer Kohorte beobachtet, haufig zu einer Dosisreduktion, einer Unterbrechung oder
einem Absetzen der prophylaktischen Therapie mit VGC!®21%3 Dies steht im Verdacht,
Durchbruchsinfektionen, die Ausbildungen von Resistenzen sowie das Auftreten von
refraktaren und prolongierten Infektionen zu beglinstigen'?:164165 Da GCV uber die Nieren

eliminiert wird, muss die prophylaktische Dosis fortlaufend an die Serumkreatininclearance
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angepasst werden!®®. Dies macht die Einstellung der korrekten Dosis vor allem bei erst seit
kurzem nierentransplantierten Patienten mit haufig fluktuierender Nierenfunktion schwierig?’.
Seit 2023 steht mit LMV ein prophylaktisches Virostatikum mit einem glnstigeren
Nebenwirkungsprofil und ohne Notwendigkeit der fortlaufenden Dosisanpassung flr die
prophylaktische CMV-Therapie zur Verfugung®*3. LMV ist mit sehr hohen Behandlungskosten

assoziiert.

Es gibt bisher nur begrenzte Daten Uber Risikofaktoren fur refraktére und Durchbruchs-CMV-
Infektionen und die Dynamik dieser Infektionen.

In der vorliegenden Arbeit wurde retrospektiv in einer unizentrischen grof3en Kohorte 316
nierentransplantierter Patienten die Dynamik von CMV-Infektionen untersucht. Dabei wurde
ein besonderer Fokus auf Durchbruchsinfektionen und kompliziert zu behandelnde Infektionen
gelegt. Dartber hinaus wurde in dem erganzenden Case Report ein neuer therapeutischer
Ansatz fur die Behandlung solch komplizierter CMV-Infektionen bei immunsupprimierten

Patienten beschrieben.

4.2 Analyse der Kohorte

Die Seropravalenz fur CMV unserer Kohorte entspricht mit 58% der zuvor in der Literatur fur
Zentraleuropa beschriebenen Seropravalenz fir CMV in der Allgemeinbevolkerung?. Beim
Fokus auf das Alter der Organspender und den CMV-Serostatus zeigt sich, dass seronegative
Spender in unserer Kohorte signifikant junger sind als seropositive. Dies bestatigt die
Tatsache, dass die Seropravalenz fur CMV mit steigendem Lebensalter ansteigt!®?’.
Chaudhari et al. berichteten 2022, in einer kanadischen Kohorte, tiber einer Inzidenz fir CMV-
Infektionen von 25% innerhalb des ersten Jahres post-NTx, wahrend Selvey et al. 2017 an
einer australischen Kohorte eine Inzidenz von 30,6% innerhalb der ersten 5 Jahre post-NTx
feststellten!®’1%8 |n einer zu unserer Kohorte vergleichbaren deutschen Kohorte konnte 2020
durch Jehn et al. eine Inzidenz von 23.1% wéhrend des ersten Jahres post-NTx gezeigt
werden, was in etwa der Inzidenz fir CMV-Infektionen von 22% in unserer Kohorte
entspricht'®.

Die Verteilung der Patienten auf die CMV-Risikogruppen entspricht weitestgehend der 2022
durch Geris et al. in einer grof3en Studie mit Patienten nach SOT berichteten. In unserer
Kohorte zeigte sich eine groRere Proportion von LR-Patienten im Vergleich (vgl.) zu Geris et
al. Studienkohorte (24,4% versus (vs.) 16,8%). Entsprechend waren die Anteile an IR- (57%

vs. 62,9%) und HR-Patienten (18,6% vs. 20,3%) geringer'®l. Die Ursache konnte sein, dass in
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unserem Zentrum fast die Halfte der NTx von Nierenlebendspendern stammen. Diese haben
tendenziell eher jingere Spender und Empfanger und damit ein geringeres Risiko flr eine

Seropositivitéat und eine hohere CMV-Risikogruppe.

4.3Dynamik der CMV-Infektionen

Ein Zusammenhang zwischen hoher CMV-Viruslast und erhéhtem Risiko flir lebensgefahrliche
CMV-End-Organ-Erkrankungen, Transplantatverlust und allgemeine Mortalitdt ist fir
immunsupprimierte Patienten durch zahlreiche Studien beschrieben worden04-106.153,
AuRerdem konnte gezeigt werden, dass prolongierte CMV-Infektionen mit einem erhéhten
Risiko fir Resistenzentwicklungen einhergehen®°, Des Weiteren konnte eine
subtherapeutische prophylaktische VGC-Dosis ebenfalls mit einem erhéhten Risiko flr
Resistenzentwicklungen assoziiert werden, und es wurde gezeigt, dass Unterdosierung von
VGC-Prophylaxe aufgrund fluktuierender Nierenfunktion post-NTx ein weitverbreitetes
Problem darstel|t8-164171,

In dieser Arbeit wurde retrospektiv die Dynamik von CMV-Infektionen mit Fokus auf die
Maximalviruslast und die Dauer der Infektion analysiert. AuBerdem wurde der Zeitpunkt des
Beginns der Infektion analysiert. Diese Parameter wurden im Hinblick auf CMV-Serostatus von
Spender und Empfanger, prophylaktische Therapie und Art der Tx analysiert, um

Risikogruppen fir solch komplizierte Infektionen zu identifizieren.

Einhergehend mit der aktuellen Datenlage hatten HR-Patienten verglichen mit IR-Patienten
ein signifikant héheres Risiko (p<0.01) fur eine CMV-Infektion innerhalb des ersten Jahres
post-NTx, was den CMV Serostatus als Hauptrisikofaktor fir CMV-Infektionen post-NTx
UnterStYEiCht80’100'164‘169‘172.

Fokussiert auf die Dynamik der Infektion zeigte sich in unserer Kohorte, dass CMV-Infektionen
bei HR-Patienten nicht nur haufiger vorkamen, sondern auch eine signifikant héhere Viruslast
(9345 vs.557 1U/ml; p<0,01) und signifikant langere Dauer (98 vs. 13,5 Tage; p<0.01) zeigten
als bei IR-Patienten. HR-Patienten erlitten nicht nur haufiger, sondern auch kompliziertere und
prolongiertere Infektionen. Reischig et al. konnten in einer prospektiven Studie mit 180
Patienten zeigen, dass eine positive Korrelation zwischen einer hohen Viruslast von 22000
Kopien/ml mit einem signifikant erhohten Risiko fiir einen Transplantatverlust besteht%2,
HR-Patienten scheinen nicht nur ein erhdhtes Risiko fir Mortalitdt und End-Organ-

Erkrankungen aufzuweisen, welche mit einer hohen Viruslast assoziiert wurde, sondern auch
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ein erhdhtes Risiko fur die Ausbildung von Resistenzentwicklungen, welches mit einer
prolongierten CMV-Infektion einhergeht04-106.170,

Selvey et al. berichteten 2017, ohne jedoch auf Risikofaktoren oder Ursachen einzugehen,
tber 37% Durchbruchsinfektionen in Ihrer Kohorte von 438 KTx-Patienten!®®, Bis heute
existiert nur eine geringe Datenlage Uber die Dynamik und Risikofaktoren fur solche
Durchbruchsinfektionen. In der Literatur wird lediglich ein erhoéhtes Risiko fir
Durchbruchsinfektionen bei HR-Patienten bei SOT beschrieben”. Als weiterer Risikofaktor
gilt auRerdem eine niedrig dosierte prophylaktische VGC-Dosis, die dartiber hinaus mit der
Entwicklung von Resistenzen von CMV gegeniiber GCV und VGC assoziiert ist'?’.

In unserer Kohorte zeigte sich die Anzahl der Durchbruchsinfektionen bei HR-Patienten
ebenfalls signifikant hoher als bei IR-Patienten (p=0.01). Einhergehend mit zahlreichen
Studien konnten wir zeigen, dass viele HR-Patienten mit Durchbruchsinfektionen eine starke
Einschréankung der Nierenfunktion (GFR im Median 30 mL/min) und damit auch eine sehr
geringe prophylaktische VGC-Dosis einnahmen?*?”:169174 \/erglichen mit HR-Patienten ohne
Durchbruchsinfektion hatten die 17 HR-Patienten mit Durchbruchsinfektionen wahrend des
gesamten Zeitraumes der Prophylaktischen Therapie eine signifikant schlechtere
Nierenfunktionen und nahmen signifikant niedrigere Dosen VGC ein. 10 von 17 Patienten mit
Durchbruchsinfektionen hatten auf3erdem zu mindestens einem Zeitpunkt wahrend der
Einnahme der prophylaktischen Therapie eine zu niedrig dosierte VGC-Prophylaxe
eingenommen. Grunde hierfir sind in unserer Kohorte die teils starke Fluktuation der
Nierenfunktion post-NTx und das Auftreten von Nebenwirkungen, welches haufig die VGC-
Prophylaxe limitiert®127.174 Posadas et al. zeigten 2013, dass nur etwa 50% der Patienten die
korrekte  prophylaktische VGC-Dosis erhielten und identifizierte eine niedrige
Serumkreatininclearance und ein erhdhtes Korpergewicht als Risikofaktoren flr
Unterdosierung!’®. 2018 zeigten Rissling et al. in einer retrospektiven Analyse von 635
Patienten, dass 70,3 % der Patienten post-NTx, gemessen an der Serumkreatininclearance,
eine zu geringe prophylaktische Dosis VGC erhielten. Die Unterdosierung der
prophylaktischen Therapie zeigte sich hier im Gegensatz zu unseren Daten allerdings nicht
als signifikanter Risikofaktor fiir eine CMV-Infektion (p= 0,654)4.

3 von 8 nachgewiesenen VGC/GCV-Resistenzen traten in unserer Kohorte bei HR-Patienten
auf, 2 davon bei HR-Patienten mit Durchbruchsinfektionen. Beide Patienten hatten wahrend

des Zeitraumes der Prophylaktischen Therapie eine zu niedrige Dosis VGC eingenommen??’.
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Aus den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit lasst sich ableiten, dass HR-Patienten nicht
nur das hdchste Risiko fur CMV-Infektionen post-Tx, sondern auch das héchste Risiko fir
kompliziert-zu-behandelnde, prolongierte Infektionen mit hoher Viruslast haben. Die
vorliegende Studie konnte dartuber hinaus zeigen, dass HR-Patienten mit reduzierter
Transplantatnierenfunktion ein Uberproportional hohes Risiko flr Durchbruchsinfektionen
haben und haufig von Resistenzentwicklungen betroffen sind. Diese vulnerable
Patientengruppe konnte von personalisierten prophylaktischen Therapieansatzen mit
regelmaRigen CMV-PCR-Testungen und neuen antiviralen Therapeutika profitieren, um CMV-

Infektionen nicht nur schnell zu erkennen, sondern friihzeitig effektiv zu behandeln.

4.4Behandlung von komplizierten CMV-Infektionen

Prolongierte CMV-Infektionen mit hoher Viruslast, kurz, komplizierte CMV-Infektionen gelten
als Risikofaktor flr TransplantatabstoRung, Mortalitit und die Entwicklung von
Arzneimittelresistenzen von CMV118%170  Dje prophylaktische Therapie mit VGC/GCV stellt,
trotz ungunstigem Nebenwirkungsprofil weiterhin die Erstlinientherapie fir CMV-Infektionen
dar34#  Der Case Report ,Combined Therapy with Intravenous Immunoglobulins, Letermovir
and (Val-)Ganciclovir in Complicated Courses of CMV-Infection in Transplant Recipients”
prasentiert solch komplizierte Verlaufe in immunsupprimierten Patienten und bietet einen
neuartigen mdoglichen Therapieansatz und den mdglichen Einsatz von T-Zell-spezifischer-
Immunitat bestimmender Diagnostik. In beiden NTx-Patienten wurde nach Reduktion der
Mycophenolat-Dosis lediglich eine schwache T-Zell spezifische Immunitdt gegen CMV
nachgewiesen, was mit einem erhdhten Risiko fur prolongierte, refraktare Infektionen und
CMV-Reinfektionen assoziiert wurde®” ">, Eine Messung der T-Zell spezifischen Immunitat als
pradiktivem Parameter fir die CMV-spezifische Immunkompetenz konnte in Zukunft zur
weiteren Personalisierung von Prophylaxe und Therapie von CMV-Infektionen genutzt
werden!’®177,

Der off-label Einsatz von LMV zur Therapie von CMV-Infektionen wird bisher in zahlreichen
Case Reports berichtet und steht im Verdacht, als Monotherapie aufgrund seiner niedrigen
genetischen Barriere die rasche Entwicklung von LMV-Resistenzen zu begulnstigen3*138,
Deshalb wurde bei unseren Patienten, auch bei Nachweis einer Resistenzmutation gegen
VGC/GCV, eine Kombinationstherapie aus VGC/GCV, CMVIG und LMV gewahlt, um den
genetischen Druck auf den weniger replikationsfahigen GCV-resistenten CMV-Stamm
aufrecht zu erhalten. Ahnlich den Therapieprotokollen zur antiretroviralen Therapie (ART)

gegen das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) werden bei der von uns gewé&hlten
42



Kombinationstherapie aus VGC/GCV, CMVIG und LMV mit der Hemmung der CMV-DNA-
UL54-Polymerase und des CMV-Terminase-Komplexes, verschiedene virale Zielstrukturen
adressiert, was in den berichteten Fallen zu einer dauerhaften CMV-Supprimierung gefuhrt
hat. MBV wurde erst nach der Veroffentlichung der Fallberichte zur Behandlung von
refraktaren CMV-Infektionen bei immunkomprimierten Patienten zugelassen und ware
heutzutage Mittel der Wahl flr die Behandlung solch refraktarer CMV-Infektionen3¢. Da es
durch Mutationen im CMV-UL97-Gen, wie in Case 1 beschrieben, zu Kreuzresistenzen von
MBV und VGC/GCV kommen kann, hatte zumindest bei Case 1 eine oben beschriebene
Kombinationstherapie angewendet werden konnen?’®, Aufgrund des niedrigeren Preises von

LMV konnte eine Kombinationstherapie auch aus wirtschaftlicher Sicht sinnvoll sein.

4.5Fazit
Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass HR-Patienten, trotz CMV-spezifischer Prophylaxe,
ein erhohtes Risiko fur CMV-Infektionen haben und dass diese Infektionen langer anhalten
und hohere Viruslasten haben. Viele dieser komplizierten Infektionen traten wahrend der
prophylaktischen Therapie mit VGC auf. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass vor allem
HR-Patienten mit einer reduzierten Transplantatnierenfunktion und daraus resultierender
niedriger prophylaktischer VGC-Dosis ein hohes Risiko flir Durchbruchsinfektionen zu haben
scheinen und in Zukunft von personalisierten prophylaktischen Therapieansétzen profitieren
konnten. Im Falle einer haufig auftretenden UAW-bedingten Unterdosierung von VGC besteht
ebenfalls ein erhéhtes Risiko fur Durchbruchsinfektionen.
Die Ergebnisse dieser Dissertation prasentieren auf’erdem die Messung von CMV-
spezifischer T-Zell-immunitat als potenziellem diagnostischen Mittel zur Risikoabschatzung
einer (refraktaren) CMV-Infektion. Dieses konnte zukinftig bei ebensolchen Risikopatienten
angewendet werden.
AuBerdem wird fur den Fall des Auftretens einer komplizierten CMV-Infektion ein
Therapieansatz vorgestellt, der verschiede virale Zielstrukturen adressiert und bei refraktéren
Infektionen eingesetzt werden kann. Die VGC/GCV, CMVIG, LMV-Kombinationstherapie hat
den Vorteil, dass sie gunstiger ist als eine Therapie mit MBV und dass sie auch bei
auftretenden Kreuzresistenzen von VGC/GCV und MBV wirksam bleibt8.
Um die hier dargestellten Ergebnisse empirisch zu untermauern und standardisierte
personifizierte prophylaktische Therapieansétze zu entwickeln, bedarf es in Zukunft gréRerer

prospektiver Studien.
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4.6Limitationen
Angesichts des Mangels an Daten und systematischen Analysen Uber Risikofaktoren fir
kompliziert-zu-behandelnde CMV-Infektionen und Durchbruchsinfektionen prasentiert diese
Studie erstmalig entsprechende Daten einer grof3en Kohorte. Daflir konnten unter
Berticksichtigung der Nierenfunktion post-NTx und eingenommenen prophylaktischen VGC-
Dosis potenzielle Patienten fiir personalisierte prophylaktische Therapieansétze identifiziert
werden.
Bei der Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit miissen dennoch einige Limitationen
bertcksichtigt werden. Erstens handelt es sich um eine retrospektive Arbeit. Dies bedeutet,
dass die Daten nachtréaglich analysiert wurden und somit einem potenziellen Bias (Verzerrung)
und Confoundern (Scheinbeziehung) unterliegen koénnen!'”®. Das Belegen kausaler
Zusammenhange ist deshalb nicht zulassig. Die Ergebnisse kénnen jedoch fur die
Generierung und Bekraftigung von Hypothesen herangezogen werden. Fir zukiinftige Studien
empfiehlt sich deshalb ein prospektives Studiendesign.
Zweitens beschrankt sich der Beobachtungszeitraum dieser Studie auf nur ein Jahr. Ein
langerer Beobachtungszeitraum ware winschenswert gewesen, um late-onset Infektionen
besser zu erfassen und die Langzeitdynamik der CMV-Infektionen und deren mogliche
Spétfolgen besser beschreiben zu kdnnen.
Ein weiteres bedeutendes Limit dieser Studie ist, dass nur Patienten mit 1-Jahres Follow-up
eingeschlossen wurden. Patienten, die wahrend des Beobachtungszeitraums verstorben sind
oder aus anderen Grinden nicht mehr in der Nephrologischen Ambulanz vorstellig geworden
sind, wurden ausgeschlossen. Von den insgesamt zw6lf ausgeschlossenen Patienten sind
zehn verstorben. Dies kdnnte zu einem Bias fuhren, da mogliche schwerere CMV-Infektionen
und Komplikationen nicht vollstédndig erfasst wurden. 10 dieser 12 Patienten verstarben
innerhalb des ersten Jahres post-NTx, 4 davon mit aktiver CMV-Infektion und einer mit
bioptisch gesicherter CMV-Kolitis.
Des Weiteren kdnnen wir aufgrund des unizentrischen Studiendesigns keine Aussagen zur
Effektivitat der praemptiven Therapie treffen, da Patienten entsprechend dem Klinikstandard
universell prophylaktisch behandelt wurden. In Zukunft sollten multizentrische Studiendesigns
bevorzugt werden.
Eine weitere Limitation ist, dass wir keine Aussagen zur Symptomatik der aufgetretenen CMV-
Infektion und zu AbstoRBungsreaktionen treffen kénnen. AbstoRungsreaktionen und deren

Management sind ein wichtiger Faktor bei nierentransplantierten Patienten und ein
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bedeutender Risikofaktor fir CMV-Infektionen, waren jedoch aufgrund des retrospektiven
Studiendesigns nicht Teil dieser Studie’®.

Zusammengefasst  beeintrdchtigen diese Limitationen die  Aussagekraft und
Generalisierbarkeit unserer Ergebnisse und unterstreichen die Notwendigkeit fir zukinftige
prospektive  Studien mit l&dngeren Beobachtungszeitraumen und umfassenderer

Datenerfassung.
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