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1.1 Klinische Aspekte der Herztransplantation

1 Einleitung

1.1 Klinische Aspekte der Herztransplantation

Im Jahre 1967 erfolgte durch ein sudafrikanisches Arzteteam zum ersten Mal in der
Geschichte eine erfolgreiche Herztransplantation (HTx) beim Menschen [1]. Trotz dieses
bahnbrechenden Erfolgs Uberlebte der Patient nur 18 Tage, und folgende Ver-suche
sollten ahnlich schlechte Resultate erbringen, sodass der Durchbruch der HTx als
etablierte Therapieoption fir terminale Herzerkrankungen zunachst ausblieb [2]. Im
Zuge zahlreicher Fortschritte in der Transplantationsmedizin stieg die Zahl der Herz-
transplantationen stetig an und wurde allein im Jahr 2012 weltweit mehr als 4000-mal
durchgefuhrt [3].

Epidemiologie Epidemiologische Angaben zur HTx kénnen neben regionalen Unter-
schieden je nach Quelle voneinander abweichen, da nicht alle Transplantations-zentren
in Ubergreifenden Datenbanken organisiert sind und oft auf unterschiedliche Fallzahlen
zuriickgegriffen wird. Die im Jahr 1967 gegrindete Stiftung Eurotransplant organisiert
die Vermittlung und den Transport von Spenderorganen in acht europaischen Landern,
darunter auch in der Bundesrepublik Deutschland. Im Eurotransplant-Raum wurden
demnach im Jahre 2013 insgesamt 566 Herzen transplantiert, von denen etwas mehr
als die Halfte auf Deutschland entfielen. Padiatrische Patienten machen etwa 10 % aller
Falle aus, wahrend die Mehrheit zwischen 18 und 65 Jahre alt ist. Uber 65-Jahrige
reprasentieren etwas unter 6 % aller Féalle [3]. Die Indikation zur HTx kann sich aus vielen
Grunderkrankungen ableiten, welche eine terminale Herzinsuffizienz zur Folge haben.

Diesen liegt eine ausgepréagte Altersabhéngigkeit zugrunde (s. Abbildung 1).
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Abbildung 1 Haufigkeit der zur HTx filhrenden Grunderkrankungen innerhalb einzelner
Altersgruppen nach [4, 5]
KHK = Koronare Herzkrankheit

Wahrend kongenitale Herzerkrankungen und die Kardiomyopathie im jlingeren Alter
dominieren, gewinnt mit steigendem Alter die Koronare Herzkrankheit (KHK) an
Bedeutung. Kontraindikationen zur HTx konnen Begleiterkrankungen (z. B.
fortgeschrittene Nieren-, Lungen oder Lebererkrankungen, floride Infektion, erhdhter
pulmonaler GefaRBwiderstand), psychosomatische Faktoren (z.B. aktive Sucht-
erkrankung, Malcompliance) oder Systemerkrankungen (z. B. nicht heilbare Malignome,
Amyloidose) darstellen [6, 7].

Organallokation Eines der grundlegenden Probleme von Organtransplantationen aller
Art ist das deutliche Missverhaltnis zwischen Bedarf und Angebot von Spenderorganen.
Laut Jahresbericht von Eurotransplant standen im Jahr 2013 566 erfolgreich
durchgefuhrte Herztransplantationen einer zum Jahresende 1250 Patienten umfass-
enden Warteliste mit 1035 Neuanmeldungen gegeniber [8]. Ursachlich fir den Mangel
an Spenderherzen ist vor allem die mangelnde Spendebereitschaft der Bevolkerung. Um
die knappen Spenderorgane optimal einem passenden Empfanger zukommen zu
lassen, ist gemal’ Transplantationsgesetz eine Organallokation nach Erfolgsaussicht,
Dringlichkeit und nach dem Prinzip der Chancengleichheit festgeschrieben [9]. Die
Vermittlung thorakaler Organe ist in Deutschland durch Eurotransplant geregelt [10].
Nach einer detaillierten Evaluation durch eine interdisziplinare Transplantations-
konferenz des behandelnden Zentrums wird die Entscheidung lber die Aufnahme auf

die Warteliste getroffen und dem Patient eine Dringlichkeitsstufe zugewiesen.
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Der Algorithmus, nach dem die Organallokation erfolgt, ordnet alle Patienten auf der

Warteliste nach mehreren Kriterien in eine Rangfolge ein:

Selektion geeigneter Patienten nach Blutgruppenkompatibilitat
Selektion nach GrolRen- und Gewichtsverhéltnis (+/- 15 %)
Selektion nach Dringlichkeit (mitunter Kinder vor Erwachsenen)
Berlcksichtigung der Wartezeit

Bertlicksichtigung der Ischamiezeit

I T oA

Bevorzugung hochimmunisierter Patienten

Im Gegensatz zur Nierentransplantation wird die Allokation von Spenderherzen durch
mehrere Umstande kompliziert. Zun&chst fuhrt die fehlende Option der Lebendspende
zu einem wesentlich geringeren Organangebot. Der hohe Anteil von Patienten im
hochdringlichen Status auf der Warteliste (66,4 % vs. <1 %) und die hohe Wartelisten-
mortalitat (17,8 % vs. 5,2 %) verdeutlichen, dass die HTx oft unaufschiebbar ist. Diese
wird angesichts der Wartelistenmortalitat bei padiatrischen Wartelistenpatienten umso
deutlicher, da deren Grunderkrankungen haufig fulminant verlaufen (Sauglinge 32 % vs.
1-10-Jahrige 20 % vs. 11-16-Jéhrige 15 %) [11]. Weiterhin fehlt es an Organersatz-
verfahren mit &hnlicher Effizienz und Verflugbarkeit wie zum Beispiel die Hamodialyse

bei terminaler Niereninsuffizienz [12].

Aus technischen und logistischen Grinden kann ein prospektives Abgleichen der
Gewebevertraglichkeit zwischen Spender und Empfanger nicht im Vorfeld erfolgen.
Obwohl die positiven Auswirkungen einer guten Gewebevertraglichkeit auf den
Transplantationserfolg wissenschaftlich belegt werden konnten, wird diese, anders als
bei der Nierentransplantation, bei der Vermittlung von Spenderherzen an geeignete
Empféanger nicht bericksichtigt und die Bestimmung der Gewebemerkmale nicht
gefordert [13, 14]. Viele Autoren beklagen dariiber hinaus, dass das Beurteilen der

Gewebemerkmale durch eine mangelnde Standardisierung erschwert sei [15, 16].

Die ohnehin geringe Wahrscheinlichkeit, ein histokompatibles Organ zu erhalten, wird
durch die vergleichsweise kurze Ischamiezeit thorakaler Organe (vier bis sechs
Stunden) weiter gesenkt. Besonders bei Kindern ist zudem die Grol3e des Organs wegen

anatomischer Umstande ein wichtiger Allokationsfaktor.
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Immunsuppression und Komorbiditat Um den langfristigen Erfolg nach einer
gelungenen Transplantation sicherzustellen, bedarf es einer lebenslangen Immun-
suppression und einer effektiven, interdisziplinaren Nachsorge. In der Mehrzahl wird die
Immunsuppression in Form einer Kombinationsbehandlung aus zwei verschiedenen
Substanzen durchgefiihrt [17]. Die Dosierung gestaltet sich haufig als schwierig, da
einerseits aufgrund dosisabhangiger Nebenwirkungen der Immunsuppressiva eine
geringe Dosis angestrebt werden sollte, andererseits bei Unterdosierung aber das Risiko
einer AbstoRung steigt. Die winschenswerte selektive Suppression alloreaktiver
Lymphozyten ist mit den derzeitigen Praparaten nicht moglich, sodass mit
unspezifischen Nebenwirkungen auf andere Zellen und Organe zu rechnen ist. Ein
groBer Teil der Komorbiditdt nach HTx wird durch Nebenwirkungen der Immun-
suppressiva verursacht und umfasst infektiose, metabolische, kardiovaskulare,
neurologische, dermatologische, renale, muskuloskelettale, maligne sowie psycho-
soziale Erkrankungen. Einige der am haufigsten beobachteten Komorbiditaten stellen
zudem klassische kardiovaskulare Risikofaktoren dar und sind besonders im
Langzeitverlauf prognostisch relevant. Die Pravalenz der arteriellen Hypertonie betragt
ein Jahr nach Transplantation bereits je nach Altersgruppe etwa 50-75 %. Ebenfalls
haufig und prognostisch relevant sind Nierenfunktionsstérungen, welche nach finf
Jahren bis zu 52 % betreffen [5]. Die haufigsten nach HTx zu beobachtenden
Stoffwechselstérungen umfassen den Diabetes mellitus (5-37 %) sowie die Hyper-
lipidamie (26 %) [18-20]. Kortikosteroide, Tacrolimus und Cyclosporin A stellen nicht nur
die wichtigsten diabetogenen Medikamente dar, sondern werden auch als kausaler
Faktor in der Entstehung der arteriellen Hypertonie und Nierenschaden nach HTx
angesehen [21, 22].

Uberlebensraten nach HTx Infolge medizinischer, technischer und pharmako-logischer
Verbesserungen weist die HTx inzwischen beachtliche Ergebnisse auf. Erhebungen der
International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) an mehr als 100.000
Patienten zwischen 1982 und 2012 zufolge leben ein Jahr nach der Transplantation
noch 82%, nach funf Jahren 69 %, nach 10 Jahren 53 % und nach
20 Jahren noch 23 % aller Patienten [3]. Aus Abbildung 2 geht hervor, dass die
beobachteten Verbesserungen in erster Linie auf einem gestiegenen Kurzzeit-tiberleben
basieren. Der parallele Verlauf der Kurven impliziert, dass die Mortalitats-raten im

Langzeitverlauf fur die einzelnen Epochen unverandert geblieben sind.

10



1.1 Klinische Aspekte der Herztransplantation

Pediatric Heart Transplants

Kaplan-Meier Survival by Era
(Transplants: January 1982 — June 2012)
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Abbildung 2 Uberlebensraten nach HTx in Abhangigkeit des Zeitraums der
Transplantation nach [3]

Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Amanda Rowe, International Society for Heart
and Lung Transplantation, Addison, USA.

Weiterhin hat das Alter zum Zeitpunkt der HTx einen signifikanten Einfluss auf die
Uberlebensraten. Der Vergleich der Uberlebensraten erwachsener und padiatrischer
Patienten lasst erkennen, dass HTx-Patienten umso langer Uberleben, je jinger sie zum
Zeitpunkt der Transplantation sind (s. Abbildung 3).

Die Haufigkeiten der unterschiedlichen Todesursachen bei HTx-Patienten sind in erster
Linie von der seit der Transplantation vergangenen Zeit abhangig, sodass manche
charakteristisch in der Frihphase auftreten und spater seltener werden, wahrend andere
die Mortalitét in der Spatphase dominieren. In den ersten drei Jahren sind Infektionen
und akutes Graftversagen fir die meisten Tode ursachlich, wohingegen drei bis funf
Jahre nach Transplantation maligne Erkrankungen, Nierenversagen und die koronare
Transplantatvaskulopathie (engl. cardiac allograft vasculopathy, CAV) an Bedeutung
gewinnen [20]. Auch die Inzidenz des chronischen Graftversagens als Todesursache
wird bei Erwachsenen und vor Allem bei Kindern im Langzeitverlauf immer haufiger. Da
die CAV jedoch ultimativ zum Versagen des Allografts fuhrt und eine klinische
Differenzierung héaufig schwierig ist, bestehen zwischen Tod durch CAV und Tod durch
Graftversagen wahrscheinlich groRere Schnittmengen [17]. Die Anteile einzelner
Faktoren an der Mortalitdt nach HTx scheinen sich im Verlauf der Zeit verandert zu

haben.
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Mehrere retrospektive Studien einzelner Zentren deuten darauf hin, dass die
Mortalitatsrate der akuten Abstol3ung deutlich abgenommen hat, wahrend die der CAV
im Wesentlichen unveréndert geblieben ist [25-27]. Damit stellt sie nach wie vor den
wichtigsten Langzeittiberleben limitierenden Faktor nach HTx dar [19, 28, 29].

Pediatric Heart Transplants
Kaplan-Meier Survival (Transplants: January 1982 — June 2012)
100

—=<1Year (N =2,702)
—1.5Years (N = 2,419)
610 Years (N = 1,552)
—11-17 Years (N = 4,219)
—Overall {N = 10,892)

6-10 vs. 11-17: p = 0.0298
~ No other pair-wise comparisons
were significant at p < 0.05.

Survival (%)
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LEN 2014

ISHLT « INTERNATIONAL SDCIETY FOR HEART AND LUNG TRANSPLANTATION
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Adult Heart Transplants

Kaplan-Meier Survival by Age Group
(Transplants: January 1982 — June 2012)

Median survival (years!

All pair-wise comparisons were significant
at p < 0.05 except 60-69 vs. 70+,
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Abbildung 3 Vergleich der Uberlebensraten padiatrischer und erwachsener Patienten
gruppiert nach Alter zum Zeitpunkt der HTx nach [23, 24]
Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Amanda Rowe, International Society for Heart

and Lung Transplantation, Addison, USA.
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1.2 Alloreaktivitdt und Absto3ung von Herztransplantaten

1.2.1 Transplantationsimmunologische Grundlagen

Im Unterschied zur syngenen Transplantation fuhrt eine Transplantation zwischen
genetisch unterschiedlichen Individuen (allogene Transplantation) zu einer gegen das
Transplantat gerichteten Immunantwort des Wirtsorganismus, der Abstof3ungsreaktion.
Den Grundstein fir die Annahme, dass dem Absterben von allogenem Gewebe in einem
fremden Organismus ein immunologischer Prozess zugrunde liegt, legten Gibson und
Medawar im Jahre 1943. Indem sie Probanden zwei Hauttransplantate desselben
Spenders zu unterschiedlichen Zeitpunkten verpflanzten, konnten sie zeigen, dass das
zuletzt transplantierte Stiick Haut wesentlich schneller abgestoRen wurde als das erste.
Aus dieser Beobachtung schlossen sie, dass dem Transplan-tatsterben eine
Immunisierung des Empfangerorganismus gegen korperfremde Isoantigene des
Spenders vorausging [30]. Das Ziel der AbstoRungsreaktion sind allogene Zellen und
Gewebe, welche allogene Antigene tragen und deshalb vom Empfangerorganis-
mus potenziell als fremd erkannt werden koénnen. Obwohl mehrere, die
Gewebevertraglichkeit beeinflussende Antigene bekannt sind, sind die Proteine des
humanen Leukozytenantigen-Systems (engl. human leukocyte antigen, HLA) neben den
Blutgruppenantigenen der bedeutsamste und Klinisch wichtigste Fokus der

Alloimmunantwort gegen solide Organtransplantate [48].

1.2.2 Das HLA-System

Entdeckung Der Entdeckung der HLA-Molekille voraus ging die Erforschung von
sogenannten Leukozytenagglutininen, einer Gruppe von Antikdrpern, die eine
Agglutination weif3er Blutkdrperchen verursachen [31]. Erste Hinweise, dass es sich um
Allo- und nicht, wie erst vermutet, Autoantikdrper handelt, lieferte Amos im Jahre 1953
aus Agglutinationsassays mit Mauseleukozyten [32, 33]. Jean Dausset unter-strich diese
Vermutung, als er 1954 entdeckte, dass solche Antikdrper durch Bluttransfusionen
induzierbar waren und gegen ein bestimmtes Leukozytenantigen mit einer bestimmten
Frequenz in der Population gerichtet waren. Dieses Antigen taufte er Mac, heute HLA-
A2 genannt, und definierte damit das erste HLA-Merkmal [34, 35].

13



1.2 Alloreaktivitat und AbstolRung von Herztransplantaten

Seit Dausset das erste Leukozytenantigen benannte, ist die Zahl bekannter serologisch
definierter HLA-Antigene auf eine Zahl von 155 gestiegen, und mithilfe molekular-
genetischer Methoden konnten bis heute Uber 12.000 HLA-Allele typisiert werden
(s. Abbildung 4).

3589
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p— [ e |
A B C E F G DPA DPB DQA DQB DRA DRB
MHC-Klasse-la-Allele MHC-Klasse-lb-Allele MHC-Klasse-Il-Allele

Abbildung 4 Polymorphismus der einzelnen HLA-Klassen und -Loci nach [36]

Genetik Die HLA-Antigene sind das Produkt einer hochpolymorphen und polygenen
Genregion, dem Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl. major histocompatibility
complex, MHC). Der MHC ist auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 lokalisiert (6p21.1-
6p21.3) und hat eine Lange von etwa 4.000 Kilobasenpaaren (4 x 10° Nukleotide) [38,
48]. Eine schematische Darstellung der Struktur des MHC gibt Abbildung 5.
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| [ B [l |

DP DM DQ DR C4 C2Hsp7OTHF B C E AGF
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Abbildung 5 Genkarte des MHC auf Chromosom 6 nach [37]
Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Kalpana Sharma, Cambridge University Press,
Cambridge, GroRbritannien.

Die am telomeren Ende liegende Genregion der HLA-Klasse-I-Merkmale beinhaltet die
Gene flr die a-Ketten der drei klassischen HLA-Klasse I-Loci A, B und C sowie die Gene
weiterer, nichtklassischer HLA-Klasse Ib-Merkmale. Die B-Kette der HLA-Klasse I-

Merkmale besteht aus dem monomorphen 8 2-Mikroglobulin, welches auf Chromosom
14



1.2 Alloreaktivitat und Absto3ung von Herztransplantaten

15 kodiert ist. In direkter Nachbarschaft finden sich die Klasse I-artigen Gene fiir die HLA
class | chain-related antigens A und B, kurz MICA und MICB. Weiter in Richtung
Zentromer liegen die Gene der sogenannten MHC-Klasse lll, welche fir eine Reihe
immunsystemrelevanter Proteine wie Dbeispielsweise den Tumornekrosefaktor,
Komplementfaktoren und diverse Zytokine kodieren. Am zentromeren Ende des MHC
liegen die Gene der HLA-Klasse II. Die Anzahl der Genloci dieser Region hangt vom
jeweiligen Haplotyp ab. Die exprimierten HLA-Klasse |I-Gene codieren flr Paare aus
jeweils einer a- und einer B-Kette fur die HLA-Merkmale DQ und DP sowie fiir ein Paar

aus einer a- und zwei B-Ketten fir das HLA-Merkmal DR.

Das Vorhandensein von drei Klasse I-Genen und drei (oder vier) Klasse 1I-Genen auf
mitterlichem und vaterlichem Chromosom 6 bezeichnet man als Polygenie. Der extreme
Polymorphismus in den Nukleinsauresequenzen der einzelnen MHC-Gene flihrt zu einer
groBen Zahl unterschiedlicher genetischer Varianten, sogenannten Allelen, fir jeden
Locus (s. Abbildung 4). Weil die meisten Menschen deshalb fir die HLA-Merkmale
beider Klassen heterozygot sind, exprimieren die Zellen eines Individuums sechs
verschiedene HLA-Klasse I-Molekiile und, abhangig vom Haplotyp, mindestens sechs
verschiedene HLA-Klasse II-Molekiile [38, 48].

Molekulstruktur Die HLA-Molekule der Klasse | und Il teilen einige Gemeinsamkeiten
bezlglich ihrer dreidimensionalen Struktur und ihres heterodimeren Aufbaus, zeigen
aber innerhalb ihrer Unterregionen einige Unterschiede. Eine schematische Darstellung
der Struktur der HLA-Molekdile ist durch Abbildung 6 gegeben.

Das HLA-Klasse I-Molekil besteht aus einer etwa 45 Kilodalton (kDa) schweren a-Kette,
deren Aminosauresequenz analog zu ihrem Genlocus hochpolymorph ist, und
einer kleineren, nichtkovalent gebundenen leichteren Kette, dem monomorphen
B2-Mikroglobulin. Die a-Kette besteht aus drei Doméanen, von N-terminal bis C-terminal
a1-3 benannt. Wahrend der allelische Polymorphismus der HLA-Molekiile vor allem in
der a1- und a2-Domane lokalisiert ist, ist die Aminosauresequenz der a3-Doméane
hochkonserviert. Durch die primare und sekundare Proteinstruktur der a1- und
a2-Domane wird ein Spalt gebildet, welcher das zu prasentierende Antigen bindet. Die
a3-Doméne vermittelt die Bindung des p2-Mikroglobulins, die Interaktion mit
Corezeptoren der T-Zellen, die Verankerung in der Zellmembran und die

Signaltransduktion ins Zellinnere. Das B2-Mikroglobulin durchspannt die Membran nicht.
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1.2 Alloreaktivitat und Abstol3ung von Herztransplantaten

Im Unterschied zu HLA-Klasse I-Molekiilen sind HLA-Molekiile der Klasse Il Strukturen
bestehend aus einer etwa 33-35 kDa schweren a- und einer 26-29 kDa schweren
B-Kette. Beide Ketten werden in zwei Domanen unterteilt. Die N-terminale al- und
B1-Doméne bilden den extrazellularen Anteil, welcher analog zum Klasse I-Molekiil die
Peptidbindungsstelle bildet und die variablen, je nach Allel unterschiedlichen
Aminoséaurepositionen beinhaltet. Eine Ausnahme bildet die al-Domé&ne von HLA-DR,
die im Vergleich wenig Polymorphismus zeigt. Die zweite Doméne der a- und B-Ketten
vermittelt analog zur a3-Doméne von HLA-Klasse I-Molekilen die Interaktion mit

T-Zellen, die transmembranare Verankerung und die Signaltransduktion [38, 48].

Peptidbindung &

/ Antigenpriisentation \
a

a2 1 al p1

Bindung von

/ CD4/CD8 \

a3 pzM a2 p2

Transmembraniire

/ Verankerung \

+——— Signaltr luktion o

Klasse I Klasse I1

Abbildung 6 Struktur und Funktion der HLA-Moleklle nach [38]

Nomenklatur Die Charakterisierung von HLA-Merkmalen begann mit serologischen
Methoden und wurde mit der Entwicklung molekulargenetischer Methoden
weitestgehend durch diese ersetzt. Der Goldstandard fiir die serologische Gewebe-
typisierung ist der Lymphozytotoxizitatstest (engl. lymphocytotoxicity test, LCT), welcher
die HLA-Merkmale Uber ihre Reaktivitdét mit HLA-antikbrperhaltigen Seren definiert.
Unterschiedliche HLA-Merkmale, welche durch gemeinsame Epitope Kreuzreaktivitaten
mit eigentlich spezifischen Antikdrpern zeigen, fasst man in sogenannte cross reactive

epitope groups zusammen, welche sogar locusibergreifend vorkommen kénnen.
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1.2 Alloreaktivitat und Absto3ung von Herztransplantaten

Um dieser Tatsache gerecht zu werden, werden Feinmerkmale (engl. split bzw. private
antigen) von Hauptmerkmalen (engl. broad bzw. public antigen) unterschieden.
Feinmerkmale lassen sich serologisch per definitionem nicht weiter aufschliisseln.

Hier sei die Nomenklatur serologischer HLA-Antigene anhand des Merkmals
HLA-A25(10) erklart. Die Angabe beginnt immer mit dem Prafix HLA, gefolgt von einem
Bindestrich und der Angabe des Genlocus des entsprechenden Antigens (hier A). Es
folgt die entsprechende split- beziehungsweise private-Spezifitat (hier 25), durch
Klammern gekennzeichnet folgt die Angabe der broad- beziehungsweise public-
Spezifitéat (hier (10)). Die molekulargenetische Nomenklatur enthalt dariiber hinaus

Informationen Uber die spezifische Aminosauresequenz eines Allels [38, 48].

Physiologische Bedeutung Obwohl die HLA-Antigene wie bereits beschrieben im
Rahmen von Transplantationsexperimenten entdeckt wurden, liegt ihre primére Funktion
in der Initiation der adaptiven Immunantwort sowie der Vermittlung der Toleranz des

Immunsystems gegenuber kérpereigenem Gewebe und Zellen.

HLA-Molekule der Klasse | werden konstitutiv auf allen kernhaltigen Zellen des Korpers
in unterschiedlichem Umfang exprimiert und mit Peptiden aus intrazellular syn-
thetisiertem Protein beladen. Somit prasentiert jede zur Proteinsynthese fahige Zelle
dem Immunsystem ein Abbild der von ihr hergestellten Proteine auf kbrpereigenen,
autologen HLA-Molekilen. Dieser Mechanismus schiitzt den Menschen vor allem vor
Infektionen, bei denen befallene Zellen durch die Prasentation von viralem oder
bakteriellem Antigen von CD8-positiven, zytotoxischen T-Lymphozyten (engl. cytotoxic
T-lymphocytes, CTL) erkannt und lysiert werden konnen. Ahnlich verlauft auch die

Bekampfung transformierter, maligner Zellen.

Klasse II-HLA-Molekiile prasentieren hingegen frei im Extrazellularraum vorkommende
Antigene. Sie werden konstitutionell vor allem von professionellen antigenpra-
sentierenden Zellen (engl. antigen presenting cell, APC) wie beispielsweise
Makrophagen, dendritischen Zellen oder B-Lymphozyten prasentiert, welche
extrazellulare Pathogene internalisieren und in Peptidfragmente proteolysieren. Nach
der Bildung des Komplexes aus HLA-Klasse II-Molekil und Antigen erfolgen der
Transport und die Expression auf der Zelloberflache. Dort werden sie von CD4-positiven

T-Helferzellen erkannt.
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Ausmald und Verteilung der Expression sind dynamisch und kénnen durch mehrere
Faktoren beeinflusst werden. Wahrend Infektionen mit bestimmten Viren die HLA-
Expression zu supprimieren vermodgen, kommt es zum Beispiel im Rahmen von
Infektionen, Ischamie und Transplantatabstof3ungen zur Hochregulation der HLA-
Genprodukte. Eine Antigenerkennung durch T-Lymphozyten kann dariber hinaus nur
erfolgen, wenn dieses auf autologen HLA-Molekilen prasentiert wird. Dieses als HLA-
Restriktion bezeichnete Phanomen ermdglicht es Korperzellen, sich vor dem
Immunsystem als zum Korper zugehorig auszuweisen und eine T-Zellantwort gegen

Autoantigene zu verhindern [48].

1.2.3 Die Pathophysiologie der Abstof3ungsreaktion

Die AbstoRungsreaktion und die ihr zugrundeliegenden Mechanismen sind trotz des
heutigen Wissensstands nicht hinreichend geklart, jedoch wird sie als wesentliche
Leistung des adaptiven Immunsystems gesehen. Der Einleitung einer T-zell-
vermittelten, alloantigenspezifischen Organabstof3ung geht allerdings eine initiale

Transplantatschadigung voraus.

Ischamie, Reperfusion und das angeborene Immunsystem Bereits mit dem Hirntod
des Donors werden Veranderungen im Graft initiiert, welche Einfluss auf die
AbstoRBungsreaktion haben [39]. Durch die Hypoxie wahrend der Ischamiezeit kommt es
zu nekrotischen und apoptotischen Zelluntergangen, zur Anhaufung verschiedener
Metabolite und zur Bildung grof3er Mengen freier Radikale nach der Reperfusion. Im
Sinne einer unspezifischen Response-to-Injury-Reaktion folgt die Aktivierung des
allogenen Endothels, welches nun Zytokine (IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-6 und andere)
sezerniert und verstarkt HLA- und Adhasionsmolekiile exprimiert. Zusatzlich reagiert es
mit einer Steigerung der Permeabilitdt und Thrombogenitat sowie einer Deregulation des
Vasotonus. Dieser Pathomechanismus fihrt zur Adhérenz und Infiltration des Grafts mit
Zellen des angeborenen Immunsystems, welche durch unspezifische Rezeptoren ein
Gefahrensignalmuster (engl. Danger Associated Molecular Pattern, DAMP) erkennen,
aktiviert werden und ihrerseits Sauerstoffradikale und Zytokine sezernieren und die
Entzindungsreaktion weiter augmentieren [40-42]. Phanotypische Veranderungen des
aktivierten Endothels machen es zur Zielstruktur des Komplement-systems, dessen
Endprodukte weitere Entziindungszellen und APC rekrutieren und die entzindliche

Reaktion im Allograft verstarken [43-45].
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Ischéamie, Reperfusion, Zellen des angeborenen Immunsystems und das Komplement
fuhren so bereits kurz nach der Organimplantation zu einer erh6hten Immunogenitat des
Allografts. Damit werden die Einleitung einer adaptiven Immunantwort und konsekutive
AbstolRungsreaktionen begunstigt [40, 46, 47]. Diese wird in erster Linie von den T- und
B-Lymphozyten vermittelt.

Antigenerkennung durch T-Zellen Mittels Genrekombination und somatischer
Mutation entsteht ein grof3es Repertoire an T-Zellrezeptoren mit unterschiedlicher
Spezifitat. In vivo kann das Erkennen eines bestimmten Alloantigens durch Lymphozyten
mit einem spezifischen Rezeptor auf drei Wegen erfolgen. Zunéchst durch das Erkennen
von intakten, vom Donor stammenden HLA-Molekilen auf aktivierten APC des Donors
(direkter Weg), durch das Erkennen proteolysierter Donor-HLA-Bestandteile auf
autologen HLA-Molekulen durch aktivierte APC des Empfangers (indirekter Weg) oder
durch den Transfer intakter HLA-Molekiile des Spenders auf APC des Empfangers
(semidirekter Weg).

Die Grundlage des direkten Wegs der Antigenerkennung bilden sogenannte donor
passenger leukocytes, antigenprasentierende Zellen des Donors, welche nach der
Transplantation aus dem Graft migrieren und tber die Lymphstrombahn in Lymphknoten
des Empfangers einwandern. Diese kdnnen T-Zellen des Empfangers, welche einen
entsprechenden spezifischen T-Zellrezeptor tragen, mithilfe kostimulatorischer Molekile
(z. B. CD80, CD86 und CD58) direkt aktivieren und zur klonalen Expansion bringen. Da
die T-Zellen bei der direkten Antigenerkennung intakte, allogene HLA-Moleklle des
Spenders erkennen, stellt dieser eine Ausnahme von der bereits beschriebenen HLA-
Restriktion dar [48]. Bei der indirekten Alloantigenerkennung erfolgt die Aktivierung der
T-Zellen durch APC des Empfangers. Uber Phago- oder Pinozytose werden HLA-
Molekiile des Spenderorgans von den APC aufgenommen, proteolytisch verdaut und die
entstehenden Peptidfragmente anschlieRend auf autologen HLA-Molekilen der Klasse
Il in Anwesenheit kostimulatorischer Molekiile prasentiert. Beim semidirekten Weg
nehmen APC des Empfangers allogene HLA-Klasse I-Molekulle des Spenders auf und
prasentieren diese anschlieRend in intakter Form auf ihrer Oberflache [49]. Somit bildet
er eine Kombination aus direkter und indirekter Antigenerkennung. Die Relevanz des
semidirekten Wegs in vivo ist bis dato jedoch unbekannt [50]. In Abbildung 7 sind der

direkte und der indirekte Weg der Antigenerkennung schematisch dargestellt.
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Abbildung 7 Direkte und indirekte Antigenerkennung durch T-Zellen nach [48, 50]
Allogene APC und HLA-Molekile: grin, autologe APC und HLA-Molekiile: gelb.

APC = Antigenprasentierende Zelle (engl. antigen presenting cell), CD = Cluster of
Differentiation, CM = Kardiomyozyt (engl. cardiomyocyte), CTL = Zytotoxischer T-Lymphozyt
(engl. cytotoxic T lymphocyte), EC = Endothelzelle (engl. endothelial cell), HLA =humanes
Leukozytenantigen (engl. human leukocyte antigen), SMC = glatte Muskelzelle (engl. smooth

muscle cell), TH = T-Helferzelle, TZR = T-Zellrezeptor.

Zellulare AbstoRungsmechanismen CTL bilden eine wesentliche Komponente der
akuten zellularen Rejektion [6]. Besonders in der frihen Phase nach Transplantation
fuhrt das Emigrieren der donor passenger leukocytes zu einer direkten Erkennung der
allogenen HLA-Klasse I-Peptidkomplexe und folgender Aktivierung. Kommt es zum
Kontakt mit HLA-Klasse I-tragenden Zielzellen im Graft, wird durch die Degranulation
der CTL der Inhalt zytotoxischer Vesikel freigesetzt. Durch zytotoxische Proteine
(Perforin, Granzym), den Fas/FasL-Signalweg und Zytokine wie TNF-a und IFN-y
werden intrazellulare Signalkaskaden aktiviert, welche die Apoptose der Zielzelle
auslosen. Die indirekte Antigenerkennung durch CD8-positive CTL wird durch die
Prasentation extrazellularen Donorantigens auf autologen HLA-Klasse I-Molekilen

durch APC des Empfangers ermdglicht (engl. cross presentation) [55].
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Da CTL ihre Effektorfunktionen an den Zellen des Allografts jedoch nur nach einer
direkten Antigenerkennung entfalten kdnnen, ist die indirekte Antigenerkennung durch
CTL Klinisch vermutlich irrelevant [50, 56].

Die Rolle von CD4-positiven Zellen in der Organabsto3ung ist durch ihre vielfaltigen
Funktionen als Helfer- und Effektorzelle komplex. Aktivierte T-Helferzellen zeichnen sich
unter anderem durch die Produktion von IFN-y, IL-2 und TNF-a aus. Hierdurch werden
Makrophagen und antigenspezifische CTL zunachst angelockt und aktiviert, wodurch
eine zellulare Immunreaktion vom verzdgerten Typ nach Coombs und Gell entsteht
(engl. delayed type hypersensitivity). Durch zytotoxische und lytische Enzyme, freie
Radikale und inflammatorische Zytokine (IFN-y, IL-1, IL-6, TNF-a und andere) werden
Zellen und Gewebe direkt geschadigt und phanotypische Verdnderungen induziert. Die
gesteigerte Expression von HLA-Molekilen auf den Zellen des Allografts fuhrt zur
direkten Antigenerkennung durch weitere, alloantigenspezifische CD4- und CD8-positive
T-Zellen. Makrophagen nehmen zusatzlich vermehrt Alloantigen auf und ermdglichen so
eine indirekte Antigenerkennung durch andere T-Helferzellen. Neben CTL werden auch
B-Zellen tber IL-2 aus den T-Helferzellen zur Expansion angeregt. Mit deren Antikorper-
synthese wird die humorale Abstof3ung eingeleitet. Neben ihrer Helferfunktion konnten
Pietra et al. in murinen Modellen auch direkte Effektor-funktionen von T-Helferzellen in
der akuten Abstol3ung zeigen [57].

Die Kapazitat der Parenchym- und Endothelzellen, direkt antigenerkennende T-Zellen
zu aktivieren, wird mangels Expression kostimulatorischer Molekiile als eher gering
eingeschéatzt. Daher sistiert der direkte Weg vermutlich einige Wochen nach der
Transplantation durch das Verschwinden der donor passenger leukocytes [50, 51]. Aus
diesem Grund nehmen die Inzidenz und Bedeutung der akuten Abstof3ung im Verlauf
deutlich ab [19]. Hingegen ist die Prasentation von Spenderantigen tber den indirekten
Weg durch APC des Empfangers ein im Verlauf nach HTx stetig stattfindender Prozess.
Ahnlich wie bei Autoimmunerkrankungen kommt es ebenso im Transplantationsverlauf
zu einer Amplifikation der Immunantwort. Gewebeschaden, beispielsweise durch
Ischamie und Reperfusion oder akute zellulare AbstoRungen (engl. acute cellular
rejection, ACR), fuhren zum Freiwerden groRer Mengen der verschiedenen Spender-
HLA-Antigene. APC konnen diese nach Aufnahme und Prozessierung anderen
alloreaktiven T-Zellen prasentieren, sodass sich die Immunantwort auf andere HLA-
Antigene beider Klassen des Spenders ausweitet (intermolecular spreading). Weiterhin

kbnnen im Rahmen der proteolytischen Fragmentierung innerhalb APC viele
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verschiedene Epitope eines HLA-Molekils prasentiert und zum Fokus weiterer
Lymphozyten werden (intramolecular spreading) [52-54]. Die Persistenz der Epitope auf
den Zellen des Allografts fuhrt vermutlich zu persistierender Alloimmunitat gegen eine
wachsende Anzahl von Epitopen [52, 53]. Aus genannten Grinden vermutet man, dass

der indirekte Weg malf3geblich in der chronischen Absto3ung involviert ist [51].

Humorale Mechanismen B-Lymphozyten zeichnen sich durch das Tragen eines
spezifischen B-Zell-Rezeptors aus. Dieser ist ein membranstandiges Immunglobulin,
dem transmembranére Signalproteine angelagert sind. Nach der Bindung an das
entsprechende Epitop eines Antigens erfolgen die rezeptorvermittelte Endozytose des
Antigen-Antikérper-Komplexes und die proteolytische Fragmentierung. Als APC kann
die B-Zelle anschlieRend das Antigen im HLA- Klasse II-Komplex prasentieren. Uber
ihren antigenspezifischen T-Zellrezeptor erfolgt die indirekte Antigenerkennung durch
T-Helferzellen, welche die ndtige Kostimulation der B-Zelle vermitteln. Dies bezeichnet
man als linked recognition. Es folgen die klonale Expansion, die Differenzierung zur
Plasmazelle und die Produktion von Alloantikérpern. Da wahrend der Proteolyse
unterschiedliche Peptidfragmente entstehen kénnen, werden mehr und mehr T- und B-
Zellklone gegen unterschiedliche Epitope desselben und anderer HLA-Merkmale des
Spenders aktiviert (intra- und intermolekulare Epitoperweiterung, engl. epitope
spreading). So entsteht im Verlauf ein polyklonales Antikdrperrepertoire. Die
Antikodrpersynthese einer B-Zelle gegen das spezifische Antigen beginnt immer mit der
Bildung von IgM. Im Verlauf findet ein Isotypenwechsel zu IgG statt, dem Isotyp mit der
hdchsten Konzentration im Blutserum [48]. Pathophysiologische Mechanismen von

HLA-Antikérpern werden in Kapitel 1.4 besprochen.
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1.2.4 Formen und klinische Einteilung von Abstof3ungsprozessen

Der korrekten Klassifikation von AbstoRungsprozessen bei HTx-Patienten kommt
aufgrund therapeutischer und prognostischer Konsequenzen eine grof3e Bedeutung zu.
Trotzdem wird die pathophysiologische Rolle einiger immunologischer AbstoRungs-
mechanismen unterschiedlich beurteilt, und Diagnosekriterien und die Klassifikation
werden haufig nicht standardisiert gehandhabt. Nach dem zeitlichen Auftreten
unterscheidet man Klinisch die hyperakute, die akute und die chronische AbstoRung. Die
Besprechung der chronischen AbstoRung, welche sich am Herztransplantat in Form der
CAV manifestiert, erfolgt in Kapitel 1.3.

Hyperakute AbstoRung Die hyperakute Abstol3ung ist eine Form der humoralen
AbstoRung und wird durch préaformierte, komplementbindende Blutgruppen- oder HLA-
Antikorper verursacht. Letztere entstehen durch sensibilisierende Ereignisse wie
Schwangerschaft, Bluttransfusionen, friihere Transplantate oder die Therapie mit
Kreislaufunterstiitzungssystemen. Sie fuhrt innerhalb von Minuten bis Stunden nach
Reperfusion zu disseminierter intravasaler Blutgerinnung und zum thrombotischen
Verschluss der Gefal3e des Allografts. Die Prognose ist aul3erst schlecht, jedoch ist die

hyperakute Abstol3ung heutzutage selten [6, 58, 59].

Akute AbstoRung Die akute Abstofl3ung kann in eine akute zellulare und akute humorale
Form eingeteilt werden. Beide manifestieren sich am haufigsten in Form einer akuten
Graftdysfunktion in den ersten Tagen und Monaten nach Transplantation, kdnnen aber
theoretisch jederzeit auftreten. Tabelle 1 stellt die aktuellen Versionen der in Europa und

Nordamerika verbreiteten ISHLT-Klassifikationen gegentber [59, 61].

Wesentliche Komponenten der ACR sind Infiltrate durch CD4- und CD8-positive
Lymphozyten sowie Makrophagen. Die Diagnose wird anhand histopathologischer
Kriterien gestellt. Hierzu zahlen unter anderem der Nachweis multifokaler
kardiomyozytarer Schadigungen sowie Odeme, Hamorrhagien und vaskuléare
Inflammation (s. Abbildung 8).

Ebenso wie die hyperakute AbstoRung ist die akute humorale AbstoR3ung (engl. antibody
mediated rejection, AMR) das Resultat von komplementaktivierenden Antikoérpern.
Histopathologische Kriterien sind unter anderem Endothelschadigung und -aktivierung,
Infiltration von Makrophagen bis hin zu Odemen, Hamorrhagien und dem Bild einer

Vaskulitis.
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Als Marker fur die AMR wird haufig C4d, ein Komple-mentspaltprodukt,
immunhistochemisch nachgewiesen (s. Abbildung 9). Trotz des gehéauften Auftretens bei
Patienten mit donorspezifischen HLA-Antikbrpern werden diese nicht mehr zur Diagnose
gefordert. Mischformen aus akuter zellularer und humoraler Form kommen in etwa 25 %
der Falle vor [60]. Beide Entitaten sind in der Regel reversibel und heilen je nach
Schweregrad vollstandig aus.

Klassifikation der akuten Klassifikation der akuten

zellularen AbstoRung antikdrpervermittelten AbstoRung

e OR, keine ACR e pAMRO, keine pathologische AMR

¢ 1R, milde ACR e pAMR]1, Verdacht auf AMR
Interstitielle und/oder peri- Isolierte histologische oder
vaskulare Infiltrate, immunpathologische Zeichen
< 1 Fokus myozytarer Schadigung

e 2R, moderate ACR e pAMRZ2, pathologische AMR
22 Foci mit zellularer Infiltration und Kombinierte histologische und
myozytarer Schadigung immunpathologische Zeichen

e 3R, schwere ACR e pAMRS3, schwere pathologische AMR
Diffuse Infiltration und multifokale Interstitielle Hamorrhagie, kapillare
myozytare Schadigung Fragmentation, Zellinfiltrate, Odem
+Odem +Hamorrhagie +Vaskulitis

Tabelle 1 Klassifikation der akuten zellularen und akuten humoralen Absto3ung nach
HTx nach [59, 61]

ACR = Akute zellulare AbstoR3ung (engl. acute cellular rejection)

AMR = Antikdrpervermittelte Absto3ung (engl. antibody mediated rejection)
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a)

<
Abbildung 8 Histologische Befunde der akuten zellularen AbstoRung (Hamatoxylin-
Eosin-Farbung) nach [61]
Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Elsevier Science, Amsterdam, Niederlande.
a) Grad OR, normale Endomyokardbiopsie ohne Anzeichen einer zellularen Infiltration
b) Grad 1R, perivaskuléare und interstitielle Infiltrate ohne Zeichen myokardialer Schadigung
c) Grad 2R, Ubersichtsaufnahme mit drei Foci zellularer Infiltration und normalem Myokard
d) Grad 3R, diffuse destruktive Infiltration mit Beeintrachtigung der Myozyten und

Unterbrechung der normalen Architektur

AbstofRung nach [61]

Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Elsevier Science, Amsterdam, Niederlande.

Links: Hamatoxylin-Eosin-Farbung: Intravaskulére Infiltrate und Endothelzellschwellung

Rechts: C4d-Immunfluoreszenz mit deutlicher Farbung der quer geschnittenen Kapillaren
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1.3 Die koronare Transplantatvaskulopathie

1.3.1 Epidemiologie und prognhostische Bedeutung

In Kapitel 1.1 wurde bereits verdeutlicht, dass sich die verbesserten Uberlebensraten
nach HTx insbesondere durch Verbesserungen in der Frihphase nach Transplantation
erklaren, wahrend die Mortalitatsraten im Langzeitverlauf hingegen relativ unverandert
geblieben sind. Im Gegensatz zur ACR zeigt sich die Pravalenz der CAV zudem Uber
die Jahre hinweg konstant [26, 62, 63]. Die genaue epidemiologische Erfassung der CAV
wird durch mehrere Faktoren kompliziert, sodass sich Haufigkeitsangaben einzelner
Zentren teilweise deutlich unterscheiden. Erst internationale Datenbanken erlaubten die
Betrachtung groRerer Stichproben. Eine weitere Ursache liegt in der Koronar-
angiographie, der wohl am weitesten verbreiteten Methode zur Diagnosestellung. Diese
gilt zwar als Goldstandard in der Diagnostik, aber bekanntermaf3en wird aufgrund der
geringen Sensitivitdt die Haufigkeit der CAV angiographisch unterschatzt. Die
Morphologie und Lokalisation der CAV-Lasionen, wie in Tabelle 2 besprochen, fihren
dazu, dass diese klinisch meist stumme Erkrankung gerade in frilhen Stadien unerkannt
bleibt [29, 64, 65]. Darliber hinaus fehlt es an einer internationalen und
zentrumsubergreifenden Systematik zu Nomenklatur und Klassifikation, und Klassifi-
kationssysteme wie der ISHLT-CAV-Score werden von vielen Zentren nicht
Ubernommen. Die Haufigkeit der CAV unterscheidet sich &hnlich wie die
Uberlebensraten nach HTx je nach betrachteter Altersgruppe (s. Abbildung 10). Die
kumulative Préavalenz bei Erwachsenen betragt nach einem Jahr 8 %, nach funf Jahren
30 %, und etwa 50 % nach 10 Jahren, wahrend sie zu entsprechenden Zeitpunkten bei
padiatrischen Patienten in 3 %, 15 % und 35 % vorliegt [4, 5].
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Pediatric Heart Transplants
Freedom from Coronary Artery Vasculopathy
by Age Group (Follow-ups: 2000 — June 2012)

p < 0.0001

% Free from CAV

HEART AND LUNG TRANSPLANTATION

JHLT. 2013 Oet; 32(10): 579-98%

Adult Heart Transplants
Freedom from Cardiac Allograft Vasculopathy by Age Group
(Transplants: April 1994 — June 2011)
100

No pair-wise comparisons
were significant at p < 0.05

% Freedom from CAV

18-39 (N = 4,093) —40-59 (N = 14,490)
—60-69 (N=7,170) —70+ (N = 356)

2 3
Years

g 2013

ISHLT = INTERNATIONAL SDCIETY FOR HEART AND LUNG TRANSPLANTATION

. L JHLT. 2013 Oct: 32{10): 951-964|

Abbildung 10 Pravalenz der CAV bei padiatrischen (oben) und erwachsenen (unten)
Patienten subgruppiert nach Alter zum Zeitpunkt der HTx nach [4, 5]

Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Amanda Rowe, International Society for Heart
and Lung Transplantation, Addison, USA.

Innerhalb von 5 Jahren nach Diagnosestellung fuhrt die CAV bei etwa 50 % der
betroffenen Patienten zum Versagen des Herztransplantats [4]. Mit etwa 50 % ist die
CAV weiterhin der haufigste Grund fir eine Retransplantation [66]. Obwohl diese die
einzige definitive Therapie darstellt, wird sie aufgrund der schlechten Ergebnisse und
des herrschenden Organmangels nur selten eingesetzt. Sowohl unter Kindern als auch

erwachsenen HTx-Patienten stellt die CAV damit die haufigste Todesursache im
Langzeitverlauf dar [20, 67].
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1.3.2 Atiopathogenese und Morphologie

Risikofaktoren Obwonhl die Pathogenese der CAV bis dato nicht vollstandig verstan-den
ist, wird ein multifaktorieller Prozess angenommen, auf den immunologische und
nichtimmunologische Risikofaktoren Einfluss nehmen kdnnen. Studien zu Ausmal3 und
Relevanz einzelner beschriebener Risikofaktoren liefern allerdings teils widersprichliche
Ergebnisse. Als nichtimmunologische Risikofaktoren gelten neben den klassischen
kardiovaskularen Risikofaktoren (Adipositas, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus,
Hyperlipidamie, Nikotinabusus, hohes Alter) auch Lange und Ausmalf? von Ischamie und
Reperfusionsschaden sowie Infektionen durch das Zytomegalievirus [6, 68-71].
Sowohl das Alter des Empfangers bei Transplantation (s. Abbildung 10) als auch das
Alter des Donors gelten als Risikofaktor. Zudem konnen praexistente Lasionen im

Rahmen einer KHK im Spenderherz eine sich entwickelnde CAV aggravieren [72].

Dass der CAV-Befall die GefaRanastomose als Grenze zwischen Spender- und
Empfangergewebe streng respektiert, legt einen Einfluss immunologischer Faktoren
nahe. Die Bedeutung stattgehabter ACR als Risikofaktor fur die Entwicklung einer CAV
scheint strittig [6, 16, 73-75]. Obwohl klinische Assoziationen zwischen der AMR, HLA-
Antikérpern und der CAV beschrieben sind, wird die Beteiligung der humoralen
Immunantwort von einigen Forschungsgruppen bezweifelt [76]. Eine detaillierte
Erlauterung der HLA-Antikorper als Risikofaktor erfolgt in Kapitel 1.4. Wahrend die HLA-
Kompatibilitat signifikant mit der Uberlebensrate korreliert, ist allerdings weniger klar, ob
HLA-Mismatches einen unabhangigen, kausalen Risikofaktor fiir die CAV darstellen [77].
Lediglich HLA-Mismatches am DR-Locus wurden in der Vergangenheit mit der CAV in
Verbindung gebracht [15]. Studien von Gao et al. konnten hingegen keinen Einfluss der
HLA-Kompatibilitdt auf die Inzidenz der CAV beobachten [73].

Pathophysiologie und Morphologie Bis dato ist die Pathophysiologie der CAV nicht
ganzlich verstanden. Eine zentrale und strittige Frage ist, ob zellulare oder humorale
Immunmechanismen im Vordergrund stehen und ob eine kausale Beziehung besteht.
Dass sich CAV-Lasionen im Tiermodell in lymphozytendefizienten Organempféangern
durch passiven Transfer von HLA-Antikdrpern induzieren lassen, legt allerdings eine
kausale Bedeutung dieser Antikorper nahe [78]. Eine zentrale Rolle in der
Pathophysiologie scheinen das allogene Endothel und die vaskularen SMC zu spielen,

welche durch antigenunabh@ngige und antigenabhangige Reize einer chronischen
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Schadigung ausgesetzt sind und in der Folge inflammatorische proliferative Ver-

anderungen im Sinne einer sogenannten Response-to-Injury-Reaktion durchmachen.

Die mdgliche Assoziation der CAV zu vorausgegangenen akuten Abstol3ungsereig-
nissen wird von vielen Autoren so interpretiert, dass erste proinflammatorische Prozesse
an GefalRen und Parenchym die Immunogenitat des Grafts erhdhen und freigesetztes
Alloantigen die Aufnahme und indirekte Prasentation durch aktivierte APC des
Empfangers beginstigen. Aus Makrophagen, Naturlichen Killerzellen (NK) und T-Zellen
stammendes IFN-y, welches im Rahmen akuter Abstof3ungen ausgeschittet wird, wird
fur die Induktion der HLA-Expression und eine Begiinstigung chronischer vaskularer
Rejektionsprozesse verantwortlich gemacht. Durch die kontinuierliche Infiltration durch
APC und die inter- und intramolekulare Ausbreitung auf andere antigene Determinanten
im Rahmen des epitope spreading resultiert vermutlich eine andauernde indirekte
Antigenerkennung durch polyklonale CD4-positive T-Helferzellen. Diese rekrutieren
fortlaufend Makrophagen, NK-Zellen und CD8-positive CTL und flhren zu deren
Proliferation und Aktivierung. Durch direkt zellschddigende Mechanismen und als
wichtige Quelle von Zytokinen (IL-1, IL-6, IFN-y, TNF-a etc.) fihren die infiltrierenden
Zellen zu einer delayed type hypersensitivity-Reaktion. Auf diese Weise kommt es zu
einer chronisch inflammatorischen Schadigung und Aktivierung von Endothel und
vaskularen SMC [46, 50, 52, 79]. T-Helferzellen initieren weiterhin die humorale
Immunantwort. Anders als bei der hyperakuten und akuten AMR sind vermutlich auch
komplementunabhangige Mechanismen von HLA-Antikérpern involviert. Deren
pathophysiologische Mechanismen werden in Kapitel 1.4 erlautert. Beide stellen ein
weiteres inflammatorisch-proliferatives Signal fur Endothel und SMC dar und fiihren
zur Rekrutierung und Stimulation weiterer T-Zellen und Makrophagen. Durch die
chronifizierende, sich ausweitende zellulare und humorale Immunantwort kommt es zur
repetitiven Schadigung und einer Akkumulation von den oben genannten Zytokinen und
Wachstumsfaktoren (PDGF, FGF, IGF-1, HBGF, EGF, TGF-B). In der Folge entstehen
ein persistierender Proliferationsreiz und fortlaufende Reparaturvorgange, durch die ein

umfassendes GefaRremodelling ausgelost wird [80-82].

Obwohl synonym fiir CAV auch der Begriff , Transplantatarteriosklerose” verwendet wird,
zeigen sich einige morphologische Unterschiede zur ,gewohnlichen® Arteriosklerose der

Koronargefal3e (s. Tabelle 2).
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Merkmal Koronare Herzkrankheit CAV

Gefal3befall Epikardiale Arterien Epikardiale und intramurale
Arterien, Venen, Kapillaren

Lokalisation Meist proximal, nahe Disseminierter Gefal3befall,

Bifurkationen proximal und distal

Stenosierung Exzentrisch, fokal Konzentrisch, diffus

Zeitlicher Verlauf Jahre Monate

Kalzifikation RegelmaRig Selten

Intima Defekt Intakt

Atherome Charakterisch nicht obligat, aber haufig

Inflammation Auf Intima beschréankt Transmurale Vaskulitis

Tabelle 2 Morphologische Unterschiede zwischen der Koronaren Herzkrankheit und der
CAV nach [6]

Kennzeichnendes Merkmal der CAV ist die konzentrische fibromuskulare Intima-
hyperplasie, auch Neointima genannt [6, 83, 84]. Im Verlauf wandern Progenitorzellen
des Empféangers in die Lasionen ein, sodass die Neointima zu einer Chimare aus SMC
und Endothel von Donor und Empfanger wird [85, 86]. Fakultativ finden sich im Sinne
einer Endothelitis weiterhin subendotheliale Makrophagen und T-Zellen, die sowohl
CD4- als auch CD8-positiv sind [83, 87]. Entziindliche Infiltrate werden regelmafig auch
in Media und Adventitia gefunden, sodass das histologische Bild einer, in manchen

Fallen nekrotisierenden, Vaskulitis entsteht [84].

Wahrend die Lumeneinengung durch die hyperplastische Neointima die frihe Phase
dominiert, gewinnen fibrosierende Reparaturprozesse in Media und Adventitia
besonders im spateren Verlauf an Bedeutung [81, 88]. Auch Atherome, welche
morphologisch denen der klassischen koronaren Herzkrankheit &hneln und auch meist
epikardial lokalisiert sind, kdnnen vorkommen. Intermediare L&sionen, bestehend
sowohl aus Intimahyperplasie und Atherom, werden ebenfalls beobachtet [6, 84]. Mit
fortschreitender endothelialer Dysfunktion und Gefalobstruktion verschlechtern sich die
Perfusion und Hamodynamik. In den Versorgungsgebieten kommt es zur Ischamie,
durch die auch das Myokard reaktive Umbauprozesse durchlauft. Das Myokard bildet
eine konzentrische Ventrikelhypertrophie aus und wird noch empfanglicher fir Hypoxie.
Je nach Schweregrad kommt es zu Infarkten mit nekrotischem Untergang von Myozyten,
narbiger Infarktheilung und interstitieller Myokardfibrose. Die Folgen dieser

Remodellingprozesse sind eine restriktive hamodynamische Situation und eine
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vorwiegend diastolische Herzinsuffizienz [89-93]. Charakteristische histologische
Befunde der CAV sind in Abbildung 11 dargestellt.

1.3.3 Mdglichkeiten und Limitationen in Diagnostik und Therapie

Mit der HTx einher geht eine Denervierung des transplantatierten Herzens, was dazu
fuhrt, dass charakteristische Symptome einer Myokardischamie wie die Angina Pectoris
ausbleiben. Obwohl es bereits ein Jahr nach der Operation bei mehr als einem Dirittel
aller Herzen zu einer szintigraphisch nachweisbaren Reinnervation kommt, bleibt die
Symptomatik der CAV unspezifisch und heterogen [94]. Kongestive Herzinsuffizienz,
stumme Infarkte, maligne Herzrhythmusstérungen und plétzlicher Herztod sind haufig
die Erstsymptome [6]. Aus diesen Umstanden entsteht die Notwendigkeit routine-

mafiger koronarangiographischer Verlaufsuntersuchungen.

Diagnostik Labormedizinische Biomarker wie das C-reaktive Protein (CRP) und das
brain natriuretic peptide (BNP) haben vor allem prognostische Aussagekraft [91, 95, 96].
Unter den invasiven bildgebenden Methoden stellt die Koronarangiographie nach wie
vor den Goldstandard dar. Vorteile dieser Untersuchung sind die im Vergleich zu
neueren Verfahren wie dem intravaskularen Ultraschall (IVUS) breite Verflugbarkeit und
Expertise, niedrigere Kosten sowie die Mdglichkeit zur Betrachtung kleinerer Aste, in die
der IVUS-Katheter nicht vordringen kann. Allerdings bietet die Angiographie lediglich
eine Lumenkontrastdarstellung, weshalb die Detektion distaler, konzentrischer und
subintimaler CAV-Lasionen oft erst bei fortgeschrittener Erkrankung gelingt. Dies fuhrt
zu einer maigen Sensitivitat, durch die die tatsachliche Haufigkeit der CAV mit der
Angiographie bekanntermafen unterschatzt wird [6, 65, 97]. Der sensitivere IVUS
ermoglicht zusatzlich zur Lumenmessung eine Betrachtung der GefalRwand-
morphologie und der Intimadicke, sodass auch angiographisch blande Frihstadien
detektiert werden konnen. Aufgrund der schnellen Progression der CAV werden je nach
Zentrum in unterschiedlichen Intervallen routinemafige, meistens ein- bis zweijahrliche,
Kontrollangiographien durchgefiihrt. Die empfohlenen Kontrollintervalle kdnnen
aufgrund von Malcompliance, GefaRverschliissen und anderen Kontraindikationen in der
Realitat allerdings haufig nicht durchgefihrt werden [98]. Sowohl die Koronar-
angiographie als auch die IVUS-Untersuchung sind kosten- und zeitintensiv und bergen

aufgrund ihrer Invasivitat ein Komplikationsrisiko.
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Die Komplikationsraten der IVUS-Untersuchung liegen jedoch etwas uber denen der
Angiographie [29, 65, 91]. Auch die Gewinnung von Endomyokardbiopsien zur
histopathologischen CAV-Diagnostik erfolgt invasiv via Rechtsherzkatheter. Sie ist
ebenfalls relativ insensitiv, durch Stichprobenfehler gekennzeichnet und erfasst lediglich
kleine intramurale GefalRe. Sie kann jedoch zum Ausschluss akuter Abstol3ungen
erfolgen und zusétzlich morphologische Informationen tber Geféal3e und Myokard liefern.
Verlaufsformen mit Uberwiegendem Befall der Mikrovaskulatur kénnen héaufig nur

anhand der Untersuchung von Endomyokardbiopsien diagnostiziert werden [7].

Therapie Wie bereits beschrieben stellt die kardiale Retransplantation die einzige
kurative Therapiemalinahme dar. Die diffusen, konzentrischen und haufig distal
gelegenen Stenosierungen bei der CAV sind kathetergestiitzten Ballondilatationen,
Stentimplantationen oder aortokoronaren Bypassoperationen im Unterschied zu den
fokalen, proximalen Stenosen der KHK leider nur selten zuganglich. Trotz des Einsatzes
von antiproliferativ beschichteten Stents zeigt sich bei der CAV dariber hinaus eine
erhohte Rate an Restenosen [6, 29]. Kardiovaskulare Risikofaktoren sollten so gut als
moglich  kontrolliert und therapiert werden. Durch ihre lipidsenkenden und
immunmodulierenden Eigenschaften wird die praventive Einnahme eines HMG-CoA-
Reduktaseinhibitors empfohlen. Weiterhin kann eine Umstellung der Immunsuppression
von einem Calcineurinhibitor auf Mycophenolat-Mofetil, Sirolimus oder Everolimus

erwogen werden, da unter diesen eine langsamere Progression beobachtet wurde [58].
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Abbildung 11 Angiographische, sonographische und histopathologische Befunde der

CAV nach [99-101]

a) Angiographische Darstellung der linken Koronararterie: multiple sequentielle Lasionen,
diffuse Verengung der Koronarien und deutliche Rarefizierung der distalen Vaskulatur.
Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Giora Weisz, MD, Columbia University
Medical Center, New York, USA.

b) Intravaskularer Ultraschall eines Koronargefalies, Pfeile von innen nach auf3en:
Ultraschallkatheter, GefaRlumen, hyperplastisch verdickte Intima.

Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Giora Weisz, MD, Columbia University
Medical Center, New York, USA.

c) Trichrom- und Van Gieson-Farbung, fiboromuskulére Intimahyperplasie.

Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Nathalie Dedieu, MD, King’s College
London, Grof3britannien.

d) Hamatoxylin-Eosin-Farbung, Pfeile: epikardiale Arterien mit konzentrischer
Lumeneinengung, Pfeilspitze: CAV-betroffene intramurale Arterie, Ml = subsequenter
Myokardinfarkt.

Bildmaterial mit freundlicher Genehmigung von Elsevier Science, Amsterdam, Niederlande.
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1.3.4 Besonderheiten bei padiatrischen Patienten

Wie in Abbildung 10 illustriert, ist die Inzidenz der CAV bei Kindern signifikant niedriger
als bei erwachsenen Patienten. Wegen der ohnehin geringen Grundgesamtheit
kindlicher HTx-Patienten wirkt sich dies weiter auf Fallzahlen, Stichproben und die

wissenschaftliche Betrachtung padiatrischer Studien zur CAV aus.

Bereits Billingham und Medawar beobachteten 1953 im Rahmen tierexperimenteller
Hauttransplantationen, dass eine Exposition mit Alloantigen im neonatalen Stadium die
Enstehung einer Toleranz gegenuber dem Transplantat induziert [102]. Auch klinische
Beobachtungen, hohere Uberlebensraten und seltenere AbstoRBungsreaktionen unter
jungen Transplantatempfangern fihrten zu der Hypothese, dass das kindliche
Immunsystem, &hnlich wie bei Allergenen, wesentlich naiver und schwécher auf

Alloantigen reagiert als das des Erwachsenen [103].

Mitverantwortlich flr das seltenere Auftreten der CAV bei padiatrischen Patienten sind
jedoch womdglich auch klinische und diagnostische Umstande. Da sich nichtinvasive
Verfahren aufgrund ihrer unterlegenen Sensitivitéat nicht bewahrt haben, entsteht auch
bei Kindern eine Notwendigkeit fur routineméafige Kontrollangiogramme. Im Vergleich
mit Erwachsenen manifestiert sich die CAV bei Kindern haufiger mit einem diffusen und
distalen Befallsmuster, was die Sensitivitdt der Angiographie bei Kindern weiter
einschrankt [91, 104]. AuRerdem sind klassische kardiovaskulare Risikofaktoren wie
Rauchen, Hypertonie oder Diabetes beim kindlichen Spender und Empfanger seltener
als bei Erwachsenen. Da sowohl die ZugangsgefaRe als auch die Koronarien bei
padiatrischen Patienten wesentlich kleiner und mit dem Katheter schwieriger zu
passieren sind, ist die Angiographie hier technisch schwieriger. Dies fuhrt zu héheren
Komplikationsraten insbesondere bei Sauglingen, weshalb die Indikation bei Kindern
besonders restriktiv gestellt wird. Weitere Griinde, die serielle Follow-Up-Unter-
suchungen verhindern, sind Malcompliance oder Kontraindikationen wie Gefaf3-
verschliisse oder schwere Komorbiditat [91]. In einer retrospektiven, mehr als 2000
Patienten und 20 Zentren umfassenden Studie der Pediatric Heart Transplant Study

lagen serielle Kontrollangiogramme nur bei weniger als 50% der Patienten vor [98].
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1.4 HLA-Antikérpermonitoring nach Herztransplantation

Die humorale (lat. umor ,Flussigkeit, Saft, Feuchtigkeit®) Immunantwort ist ein Teil der
adaptiven Immunantwort und wird durch B-Lymphozyten und die von ihnen produzierten
Immunglobuline vermittelt. Obwohl die pathophysiologischen Mechanismen in vivo nur
teilweise bekannt sind und klinische Studien divergente Ergebnisse liefern, wird den

HLA-Antikérpern in der humoralen AbstoR3ung die gréf3te Bedeutung beigemessen.

1.4.1 Pathophysiologische Mechanismen von HLA-Antikdrpern

Entstehung Alloantikbrper sind irregulare Antikorper, das heilt sie sind gegen
andersartige, korperfremde Strukturen eines Individuums derselben biologischen
Spezies gerichtet und kénnen erst nach einer Sensibilisierung beobachtet werden. Nach
dem zeitlichen Auftreten werden vor der Transplantation entstandene, sogenannte
praformierte Antikbrper von de novo Antikérpern unterschieden, welche nach der
Transplantation entstehen. Sensibilisierende Ereignisse, die zur Bildung praformierter
HLA-Antikorper fihren, kbnnen beispielsweise Schwangerschaften, die Transfusion von
Blutprodukten oder die Therapie mit extrakorporalen Zirkulationssystemen sein [38, 48].
Nach den in Kapitel 1.2.3 ausgefiihrten Mechanismen kommt es zur Bildung von

Alloantikérpern.

Isotyp Antikorper bestehen aus einer variablen und einer konstanten Region. Wahrend
die variable Region Spezifitdt und Zielstruktur des Antikorpers festlegt, bestimmt dessen
konstanter Teil, der Fc-Teil, den Isotyp und folglich die funktionellen Eigenschaften. Aus
strukturellen Grinden sind Immunglobuline im menschlichen Kérper charakteristisch
verteilt. IgG und IgM sind die Immunglobuline mit der hdchsten Konzentration im
menschlichen Organismus und die wichtigsten Isotypen nach Transplantation. IgM-
Antikorper sind pentamere Strukturen mit zehn Antigenbindungs-stellen, welche sich
wegen ihrer GrolRe vornehmlich auf den intravasalen Raum verteilen. IgG liegt als
monomere Struktur vor und kann aufgrund seiner geringen Gré3e auch in extravasale
Kompartimente, Lymphe und Interstitium diffundieren. Von besonderem Interesse ist bei
transplantationsmedizinischen Fragestellungen haufig die Fahigkeit einzelner Isotypen,
das Komplementsystem zu aktivieren. Diese Funktion wird mal3geblich von

Immunglobulinen der Klasse M und G wahrgenommen [48].
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Komplementabhéngige und -unabhéngige Effekte verschiedener Isotypen von HLA-
Antikorpern auf allogene Zellen des transplantierten Herzens sind in Abbildung 12
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Abbildung 12 Pathophysiologische Mechanismen von HLA-Antikdrpern nach HTx nach
[48, 105]

ADCC = Antikdrperabhéngige zellulare Zytotoxizitat (engl. antibody dependent cellular
cytotoxicity), APC = Antigenprasentierende Zelle (engl. antigen presenting cell),

BC = B-Lymphozyt, CM = Kardiomyozyt (engl. cardiomyocyte), CTL = Zytotoxischer T-
Lymphozyt (engl. cytotoxic T lymphocyte), DC = Dendritische Zelle (engl. dendritic cell),

EC = Endothelzelle (engl. endothelial cell), HLA = humanes Leukozytenantigen (engl. human
leukocyte antigen), IgG = Immunglobulin G, IgM = Immunglobulin M, MAC = engl. membrane
attack complex, MP = Makrophage, NG = Neutrophiler Granulozyt, NK = Naturliche Killerzelle,

SMC = Glatte Muskelzelle (engl. smooth muscle cell), TH = T-Helferzelle.
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Spezifitat Bindet ein HLA-Antikorper spezifisch diejenigen HLA-Merkmale, welche von
den allogenen Zellen des Organspenders exprimiert werden, so werden sie als
donorspezifische Antikorper (DSA) bezeichnet. DSA konnen gegen HLA-Merkmale der
Klasse | und der Klasse II gerichtet sein. Obwohl eine allogene Transplantation in
Abwesenheit anderer sensibilisierender Ereignisse lediglich zur Immunisierung gegen
die donorspezifischen HLA-Merkmale fihren dirfte, werden besonders im
Langzeitverlauf auch de novo HLA-Antikdrper gegen andere Merkmale im Serum
transplantierter Patienten gefunden (Non-DSA). Jedoch kdnnen sowohl DSA als auch
Non-DSA als praformierte Antikdrper in Reaktion auf Schwangerschaften oder
transfundierte Blutbestandteile entstehen. Die Kenntnis Uber praformierte Antikorper ist
besonders im Fall von DSA wegen ihrer schadlichen Effekte von klinischer Bedeutung
und erfordern eine ausfiihrliche Anamnese Uber eventuelle Sensibilisierungen und eine

Antikdrperbestimmung vor der Transplantation.

Wahrend die negativen Auswirkungen von DSA als weitgehend anerkannt gelten, ist die
klinische Relevanz von Non-DSA ungeklart. Terasaki et al. konnten mithilfe von
Epitopkartierungen zeigen, dass die Mehrheit der Non-DSA im Serum von Patienten
nach Nierentransplantation (NTx) mit Aminosduresequenzen reagieren, welche auf
donorspezifischen, aber auch anderen HLA-Merkmalen vorkommen, sogenannten
shared epitopes. Ebenso fanden sie auch bei der Prasenz von Non-DSA mehr C4d-
Deposition und eine schlechtere Graftfunktion gegentiber antikérpernegativen Patienten
[106]. Wie Tabelle 4 zu entnehmen ist, sprechen Ergebnisse anderer Studien allerdings

eher gegen einen klinisch relevanten Einfluss auf die Organabstof3ung.

1.4.2 Methoden zur Messung von HLA-Antikérpern

Unter den routinemaRig verwendeten Methoden zur HLA-Antikérperanalytik lassen sich
zellbasierte von festphasebasierten Verfahren unterscheiden. Die wichtigsten
zellbasierten Verfahren sind der Lymphozytotoxizitatstest (LCT) und die Durchfluss-
zytometrie (engl. flow cytometry, FC), unter den festphasebasierten Methoden (engl.
solid phase assay, SPA) sind der enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) und die
Microbead-Arrays (XMAP®-Technologie, Luminex®) die wichtigsten Vertreter. Seit
seiner Entwicklung im Jahre 1964 durch Terasaki et al. gehort der LCT zu den
Standardmethoden der HLA-Antikérperdiagnostik, dessen Validitat und Klinische
Relevanz hinreichend belegt wurden.
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1.4 HLA-Antik6rpermonitoring nach Herztransplantation

Durch die Einflihrung neuer, festphasebasierter Verfahren wird die Rolle von HLA-
Antikorpern neu evaluiert. Wegen ihrer hohen Sensitivitat werden mit Verfahren wie der
XMAP®-Technologie deutlich mehr Antikorper detektiert als mit dem LCT. Neben der
Frage nach der klinischen und pathophysiologischen Bedeutung von Alloantikorpern
nach Transplantation treten deshalb zunehmend auch methodische Fragen in den
Vordergrund. Im Folgenden werden die methodischen Prinzipien des LCT und des
Luminex genauer erdrtert und in Abbildung 13 schematisch dargestellt.
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Abbildung 13 Schematische Darstellung der Funktionsweisen von LCT und Microbead-
Array (Luminex®) nach [107, 131]

Abbildungsschema mit freundlicher Genehmigung von Wai Hon Lim, MD, University of Western
Australia, Perth, Australien. Bildelemente mit freundlicher Genehmigung von Andreas Strubel,
Diamex GmbH, Heidelberg.

HLA = Humanes Leukozytenantigen (engl. human leukocyte antigen), IgG = Immunglobulin G,
LCT = Lymphozytotoxizitatstest (engl. lymphocytotoxicity test),

MFI = Mittlere Fluoreszenzintensitét (engl. mean fluorescence intensity)
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1.4 HLA-Antik6rpermonitoring nach Herztransplantation

Lymphozytotoxizitatstest Das zentrale Prinzip des LCT ist die Lyse von Testzellen
durch komplementaktivierende Antikorper. Bei der Analyse auf HLA-Antikdrper werden
Testlymphozyten mit bekanntem HLA-Phanotyp mit Patientenserum inkubiert, welches
vorher hitzeinaktiviert wurde. Die Inaktivierung des Serums hat die Denaturierung der
Komplementfaktoren zur Folge. Im né&chsten Schritt wird eine genormte Menge
Kaninchenkomplement hinzugegeben und tber einen definierten Zeitraum mit der Probe
inkubiert. Enthalt das zu untersuchende Serum spezifische Antikérper, die gegen HLA-
Merkmale der Testzellen gerichtet sind und das Komplementsystem aktivieren kénnen,
kommt es zur Zelllyse. Im nachsten Schritt erfolgt eine Vitalitatsfarbung mit einem
Gemisch aus Acridin-Orange und Ethidiumbromid, welches vitale Zellen griin und
lysierte Zellen rot anfarbt. Das Ausmald der Zytotoxizitat eines Serums wird anhand des

Verhaltnisses von toten zu vitalen Zellen quantifiziert.

Der LCT weist somit nur komplementabhangige Immunglobuline nach, wahrend
komplementunabhangige HLA-Antikorper keinen Einfluss auf das Ergebnis haben. In
Flussigphaseverfahren werden aufgrund des Unterbleibens von Waschschritten auch
Reaktionen durch zytotoxische Non-HLA-Antikbrper erfasst. Auch die Gabe
therapeutischer Antikorper kann zu falsch positiven Ergebnissen fiihren. Da
T-Lymphozyten mit 70-80 % die grof3te Fraktion innerhalb der PBMC stellen und diese
hauptsachlich HLA-Molekile der Klasse | exprimieren, erlaubt der LCT im Wesentlichen
die Suche nach HLA-Klasse I-Antikdrpern. Sollen Seren auf HLA-Klasse II-Antikdrper
analysiert werden, muss vorher eine B-Zellselektion durchgefiihrt werden. Durch die
Zugabe von Dithiothreitol (DTT) kann eine weitestgehend selektive Denaturierung von
IgM erreicht werden (DTT-Modifikation). Reagiert ein Serum nach DTT-Zugabe immer
noch positiv, ist dies in der Regel auf das Vorliegen von IgG-Antikérpern zurlickzufuhren.
Angaben zur detaillierten Spezifitat eines Antikdrpers sind nur durch die Analyse von
Reaktionsmustern eines Serums mit einer ausreichend groRen Zahl unterschiedlicher
Testlymphozyten mdglich [38]. In Tabelle 3 sind methodische Vor- und Nachteile des

LCT summiert.
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Microbead-Array Die xMAP®-Technologie (Luminex®) basiert auf sogenannten
.Beads oder ,Mikrospharen®, welche als Festphase fiur Nachweisreaktionen flr
verschiedene biologische Analyte dienen. Die etwa 5 pum grof3en, aus Polystyrol
bestehenden Beads enthalten unterschiedliche Konzentrationen eines rot und eines
infrarot fluoreszierenden Farbstoffes, welche folglich in unterschiedlicher Intensitét Licht

in deren beiden Wellenlangenbereichen emittieren.

Durch diese Intensitatsunterschiede lassen sich die Mikrosphéaren spektralanalytisch in
verschiedene Populationen gruppieren. Je nach Fragestellung werden den
Beadpopulationen bestimmte HLA-Antigene oder Kombinationen von HLA-Antigenen
zugeordnet und durch kovalente Bindung an deren Oberflache fixiert. Enthalt das zu
analysierende Serum einen spezifischen Antikorper, kann dieser nach der Bindung an
die Oberflache der Mikropartikel durch einen grin fluoreszierenden anti-lgG-
Konjugatantikérper markiert werden. Ahnlich einem Durchflusszytometer werden die
Beads als Nachstes von der Mikrotiterplatte durch in eine Messkiivette geleitet und
verschiedenen Lasersystemen zugefuhrt, welche Beads und Konjugatantikbrper zur
Lichtemission anregen. Eine spezielle Sheath-Fluid garantiert aufgrund ihrer
hydrodynamischen Eigenschaften die zentrale Fokussierung jedes Beads in der Kuvette.
Ausgestattet mit entsprechenden Detektoren kann das Gerét den jeweiligen fokussierten
Bead durch sein charakterisierendes Lichtsignal einer Population zuordnen und im
gleichen Schritt die Intensitat der Grunfluoreszenz des Sekundarantikbrpers messen,
welche mit der Konzentration des gebundenen HLA-Antikorpers korreliert. Somit erfolgt
simultan der qualitative und semiquantitative Nachweis eventueller Antikbrper. Anhand
der Intensitat, mit der Positiv- und Negativkontrollbeads fluoreszieren, wird die jeweilige
Testreihe ,geeicht”, und nach einer Mittelwertbildung kann fiir jeden unterschiedlichen
Bead eine mittlere Fluoreszenzintensitat (engl. Mean Fluorescence Intensity, MFI)
angegeben werden. Mit diesem ist eine semiquantitative Titerangabe mdglich, jedoch ist

die Luminex®-Technik als primar qualitatives Verfahren lizenziert [38, 62].

Der Unterschied zwischen den verschiedenen Assays, welche in dieser Arbeit
verwendet wurden, begrundet sich in der Art der gebundenen HLA-Merkmale: Das
Screening-Assay (SPA-Screen/ LabScreen® Mixed, One Lambda, Inc.) besteht aus
Beads, welche mit groRen Mengen aufgereinigter, nativer HLA-Moleklle entweder der
Klasse I, Klasse Il oder MICA-Antigen beschichtet sind. Somit lassen sich eventuelle
Antikorper gegen HLA-Klasse |, HLA-Klasse Il und MICA differenzieren und fir jede
Klasse ein MFI-Wert ermitteln. Das Panel Reactive Antibodies/ LABScreen® PRA-Assay
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besteht aus 55 unterschiedlichen Beads, die mit aufgereinigtem, nativem HLA-Antigen
von 55 verschiedenen humanen Zelllinien konjugiert sind und deren Antigen-
komposition menschlichen Zellen nachempfunden ist. Demnach tragen Beads aus dem
HLA-Klasse I-Assay zwei Merkmale fur je HLA-A, -B und —C. Beads des HLA-Klasse II-
Assays tragen zwei HLA-DR- und zwei HLA-DQ-Merkmale. Neben der genauen
Spezifitat eventueller Antikorper lassen sich MFI-Werte und ein virtueller PRA-Wert
(VPRA) angeben. Das Single Antigen/ LABScreen® SA-Assay zeichnet sich durch
Beads aus, die jeweils nur ein HLA-Merkmal reprasentieren und deren HLA-Merkmale
in denaturierter Form auf den Beads vorliegt. Dies ermdglicht besonders bei Seren
hochimmunisierter Patienten eine hochauflésende Diagnostik von Antikdrper-
spezifitaten bis hin zur Angabe von Allel- und Epitopspezifitat. Auch im SA-Assay werden

MFI-Werte fur die verschiedenen Beads und ein vPRA-Wert angegeben.

Die Microbead-Array xXMAP®-Technik ist das sensitivste Verfahren unter den HLA-
Antikodrper-Assays. Angesichts positiver Ergebnisse unter gesunden, nichtimmunisier-
ten mannlichen Blutspendern in bis zu 42 % wird die klinische Relevanz dieser sensitiven
Methode allerdings kritisch bewertet [108]. Untersuchungen von 534 NTx-Wartelisten-
patienten durch Sisal et al. zeigten, dass ein HLA-Antikorpernachweis mit dem LCT in
5 %, mit dem ELISA in 14 % und mit dem Luminex® SA-Assay in 81% erbracht werden
kann [109]. Eine mdégliche Ursache kénnten den Autoren zufolge Kreuzreaktivitaten
anderer Antikorper gegen die HLA-Antigene auf den Beads sein, was zu einer
eingeschrankten Spezifitat fihrt. Vorteilig sei auf der anderen Seite der hohe negative
pradiktive Wert des Verfahrens. Da sich der im Luminex®-Assay verwendete
Sekundarantikorper gegen den Fc-Teil aller IgG-Subtypen richtet, erzeugen gebundene
IgM-Antikorper kein Signal und werden somit im Gegensatz zum LCT nicht gemessen.
Falsch negative Ergebnisse allerdings kénnen unter Umstanden von IgM-Antikérpern
verursacht werden [110]. Die Differenzierung in komplementbindende und
nichtkomplementbindende Antikdrper kann durch spezielle kommerziell erhdltliche
Modifikationen erfolgen. Als Festphaseverfahren, welches lediglich mit HLA-Merkmalen
beschichtet ist, werden non-HLA-Antikdrper im Zuge der Waschschritte entfernt und
entgehen der Detektion.
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LCT

Microbead-Array (Luminex®)

Nachgewiesene Antikorper:

komplementaktivierende Antikdrper
(IgG1/3, IgM, IgA)

Vorteile:

Hohe Vorhersagekraft des Crossmatchs
Langjahrige Erfahrung, gute Validierung
Intakte HLA-Molekule mit nativer
Konformation

Nachteile:

Niedrige Sensitivitat, falsch negative
Ergebnisse

Falsch positive Ergebnisse durch Auto-,
Non-HLA-, infektionsassoziierte und
therapeutische Antikdrper

grol3e Zahl vitaler Lymphozyten nétig
Kontamination durch andere Zellen
%PRA und Analyse der Spezifitat von
Zusammensetzung des Panels abhéngig
Standardisierung schwierig

Weitere Aussagen erst durch Modifikation

Nachgewiesene Antikdrper:

Vorteile:

Nachteile:

Komplementabhangige und —
unabhangige IgG-Antikorper
(19G1/2/3/4)
Anti-MICA-Antikdrper

Hohe Sensitivitat, hoher negativer
Pradiktivwert

Anti-Klasse |- und Anti-Klasse llI-Analyse
Hochauflésende Analyse der Spezifitat
Auch seltene HLA-Merkmale
reprasentiert

Semiquantitative Angaben maéglich (MFI-
Wert)

Geringe Speazifitat

Interferenz durch Auto-,
infektassoziierte, IgM-, therapeutische
Antikorper

Variierende Proteindichte auf einzelnen
Beads durch herstellerspezifische
Unterschiede

Prozoneneffekt (falsch negative
Ergebnisse trotz hochtitriger Seren)
Beschichtung der Beads mit u.a.
denaturiertem HLA-Protein mit
unnattrlicher Konformation

Detektion klinisch irrelevanter Antikorper
Vorhersagekraft und Relevanz wenig
validiert

Geringe Standardisierung, keine
gangigen Cutoffs

Weitere Aussagen erst durch
Modifikation

Tabelle 3 Methodische Eigenschaften des LCT und des Luminex in der HLA-
Antikdrperdiagnostik [38, 62]
HLA = Humanes Leukozytenantigen (engl. human leukocyte antigen), IgA = Immunglobulin A,

IgG = Immunglobulin G, IgM = Immunglobulin M, MFI = Mittlere Fluoreszenzintensitét (engl.

mean fluorescence intensity), MICA = engl. MHC class | associated antigen,

PRA = engl. panel reactive antibodies
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1.4.3 Die Studienlage zur Beziehung zwischen HLA-Antikdrpern und der CAV

Die wissenschatftliche Literatur zur Bedeutung von HLA-Antikdrpern im Rahmen der
chronischen kardialen AbstoRung bedarf aufgrund von mehreren Faktoren einer
differenzierten Interpretation. Neben den bereits in Kapitel 1.3.3 besprochenen
Besonderheiten in der Diagnostik der CAV mussen auch fur die Antikdrperdiagnostik

methodenspezifische und andere Umsténde bericksichtigt werden.

Die bereits behandelten Unterschiede zwischen den jeweiligen Nachweismethoden
fuhren zu teilweise deutlich unterschiedlichen Pravalenzen von HLA-Antikérpern. Zudem
ist die verglichen mit dem LCT noch relativ neue Luminex®-Technologie weniger gut
validiert, sodass haufig unterschiedliche Cutoffs verwendet werden und ein einheitlicher
Wert nicht etabliert ist. Dies gilt sowohl fur die MFI-Werte des Screeningassays, als auch
fur die MFI-Werte einzelner spezifischer Antikérper in den beiden Assays zur
Antikorperdifferenzierung [62, 109, 111]. AuRerdem wurde das Luminex®-Verfahren,
trotz der Mdglichkeit zur Angabe semiquantitativer MFI-Werte, per se nur als qualitatives
Verfahren lizensiert [62]. Die nicht in den Allokationsrichtlinien (s. Kapitel 1.2.2)
geforderte Berlicksichtigung der HLA-Kompatibilitat bedingt zudem, dass bei einigen
Studien nicht fir alle Spender-Empfanger-Paarungen vollstdndige HLA-Typisierungen

vorhanden sind, was die Analyse auf Donorspezifitdten limitiert.

In Tabelle 4 sind mehrere Studien zusammengefasst, welche Zusammenhange von
HLA-Antikérpern mit der AMR und der CAV mittels verschiedener Methoden untersucht
haben. Nicht nur die Assoziation zwischen HLA-Antikorpern, der AMR und der CAV,
sondern auch die Relevanz des Isotyps, der Komplementabhangigkeit und der Spezifitat
werden unterschiedlich bewertet. Aufgrund des geringen Anteils von péadiatrischen
Herztransplantationen wird die Untersuchung dieses Kollektivs durch geringe Fallzahlen
kompliziert. Wahrend sich bei erwachsenen Patienten eine mogliche Rolle von HLA-
Antikérpern in Zusammenhang mit der CAV abzeichnet, wird die Studienlage bei
padiatrischen Patienten in der Literatur als unzureichend bezeichnet [112-114]. Aus der
aktuellen Studienlage geht weiterhin hervor, dass kein Konsens tber die prognostische
Bedeutung, die Diagnostik und das klinische Management von HLA-Antikérpern

existiert.
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Autoren, Jahr | Kollektiv Verwendetes | Inzidenz/Spezifitat Ergebnisse und assoziierte Endpunkte
Assay der HLA-Antikdrper
Ho, Vasilescu n =108 LCT Klasse I: - LCT: HLA-Antikorper Klasse | > AMR 1, Uberleben |
etal., Alter: 9,4+£10,9 Jahre MBA LCT 15 %, MBA 28 % - MBA: HLA-Antikérper Klasse 1&II > AMR 1, Uberleben «
2011 [112] Klasse II: - Protektiver Effekt nichtkomplementaktivierender Antikdrper
LCT 28 %, MBA 38 %
Tambur et al. n=71 FC Klasse I: 25,4 % - HLA-Antikorper Klasse 1&l1 > ACR 1
2005 [115] Alter: 46,6+£12,2 Jahre Klasse I: 15,5 % - HLA-Antikérper Klasse Il > CAV 1 (per IVUS), Mortalitat 1
Statsny et al. n=113 MBA Erwachsene: - DSA Klasse &Il > ACR 1, Uberleben 1
2007 [116] Alter: 53,8+11,9 Jahre Klasse I: 19,5 % - Non-DSA = Uberleben <, ACR <, CAV <
Klasse Il: 18,6 %
n=231 Kinder:
Alter: 6,8+6,5 Jahre DSA: 29 %
Zhang et al. n =168 MBA DSA Klasse I: 16,6 % - DSA Klasse 1&Il > AMR 1, CAV 1
2011 [117] Alter: 54421 DSA Klasse II: 5,9 % - Non-DSA 2> AMR <
Kaczmarek etal. | n=213 ELISA DSA Klasse I: 5,2 % -DSA > CAV 1
2008 [118] Alter: 48,2+13 Jahre MBA DSA Klasse II: 8,9 %
Hosenpud et al. n=52 FC DSA: 15,3 % -DSA > CAV &
1995 [76] Alter: 50+4 Jahre - Zellulare Immunitat als Ausléser der CAV
Irving et al. n =59 MBA DSAKlasse I: 1,6 % -DSAKlasse Il > CAV 1 (n=3)
2011 [114] Alter: 10,4 (0,7-18,5) DSA Klasse II: 5,0 % -DSA Klasse | > CAV < (n=1)
Jahre Non-DSA: 25 % - Non-DSA 2> CAV &
Topilsky et al. n=>51 MBA DSA Klasse I: 7,8 % - Praformierte DSA Klasse Il > CAV 1
2013 [119] Alter: 44,8-69,7 Jahre DSA Klasse Il: 21,6 %
Molina et al. n =109 MBA DSA Klasse I: 22,9 % - DSA Klasse | > AMR 1, Graftversagen 1
2013 [120] Alter: 20-82 Jahre FC DSA Klasse Il: 42,2 % - DSA Klasse Il > AMR «, Graftversagen <, CAV 1
Raess et al. n=272 MBA DSAKlasse I: 7,7 % - praformierte DSA > CAV 1
2013 [121] Alter: 431£13 Jahre DSA Klasse II: 4,4 % praformierte DSA nicht pradiktiv flr Langzeitiberleben

Non-DSA: 23,9 %

Tabelle 4 Studienlage zur Beziehung zwischen HLA-Antikdrpern, der humoralen AbstoRung und der CAV

ACR = Akute zelluldre Abstol3ung (engl. acute cellular rejection), AMR = Antikdrpervermittelte Absto3ung (engl. antibody mediated rejection), DSA =

Donorspezifischer Antikbrper, CAV = Koronare Transplantatvaskulopathie (engl. coronary allograft vasculopathy), ELISA = engl. enzyme linked

immunosorbent assay, FC = Durchflusszytometrie (engl. flow cytometry), LCT = Lymphozytotoxizitatstest, MBA = engl. microbead assay
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1.5 Ausgangssituation und Fragestellung

Wie in Kapitel 1.1 ausgefiihrt, sind die Verbesserungen der Uberlebensraten nach
Herztransplantation in den letzten Jahrzehnten vorwiegend auf eine Reduktion der
Mortalitat in der Frihphase zurtickzufiihren, wahrend diese im Langzeitverlauf auf einem
Niveau geblieben sind. Trotz beachtlicher Fortschritte der Transplantationsmedizin bleibt
die Inzidenz der CAV unverédndert hoch, und nach wie vor ist sie die wichtigste
Mortalitdtsursache im Langzeitverlauf nach HTx. Unspezifische klinische Symptome, die
Ungenauigkeit nichtinvasiver Verfahren und die mit Risiken und methodischen
Limitationen behaftete Koronarangiographie erschweren eine friihzeitige Diagnose-
stellung. Unverstanden ist aul3erdem, wie die CAV entsteht und welche Rolle der
humoralen Immunantwort zukommt. HLA-Antikorper als Surrogatparameter der AMR
werden in ihrer klinischen und &tiopathogenetischen Bedeutung kontrovers diskutiert.
Einige Studien konnten zwar eine Assoziation zur CAV beobachten, allerdings ist
ungewiss, ob eine kausale Beziehung vorliegt und ob sich aus dem Nachweis klinische
Konsequenzen ergeben. Besonders bei padiatrischen Patienten mangelt es mitunter
aufgrund geringer Fallzahlen an Evidenz. Da sich sowohl Uberlebensraten als auch
AbstoRBungsereignisse bei Kindern signifikant von denen bei Erwachsenen
unterscheiden, wird vermutet, dass deren relativ unreifes Immunsystem durch friihen
Kontakt mit Alloantigen zur Toleranzentwicklung tendiert. Neben den herkémmlichen
Antikdrpernachweisverfahren existiert mit der Luminex®-Technologie seit einigen
Jahren ein festphasebasiertes Verfahren, welches sich durch eine weitaus héhere
Sensitivitat als der LCT oder ELISA auszeichnet und weitaus mehr Antikérper nachweist.
Allerdings sprechen viele Arzte und Wissenschaftler diesen Antikdrpern eine klinische
Relevanz ab und sehen die herkémmlichen Methoden als bessere Indikatoren, Uberdies
haben sich noch keine standardisierten Cutoffs etabliert, und in vielen Studien fehlt es
den im Luminex® nachgewiesenen Antikérpern an klinischem Korrelat. Durch diese
Umstéande kommt methodischen Fragestellungen bei der Antikdrperdiagnostik nach

Organtransplantationen eine gréf3er werdende Bedeutung zu.
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Vor diesem Hintergrund lauten die zentralen Fragestellungen der vorliegenden Arbeit:

e Gibt es einen Zusammenhang zwischen HLA-Antikérpern und der CAV nach

padiatrischer Herztransplantation?

o Wie fallen andere klinische und anamnestische Merkmale und Untersuchungs-

befunde in Anwesenheit von HLA-Antikdrpern und der CAV aus?

e Welchen potenziellen Stellenwert hat die Luminex®-Antikorperdiagnostik in der
CAV-Diagnostik? Sind HLA-Antikorper ein geeigneter Biomarker fur die CAV?

¢ Sind die Haufigkeiten von HLA-Antikérpern und der CAV vom Alter zum Zeitpunkt
der Transplantation abhangig? Fuhrt eine Transplantation im jungen Alter zu einem

selteneren Auftreten von CAV und HLA-Antikdrpern?

Neben der Beantwortung dieser Fragen soll diese Arbeit einen evidenzbasierten Beitrag
zum Wissen Uber Epidemiologie und mégliche Risikofaktoren der CAV bei padiatrischen

Patienten leisten.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienprotokoll

2.1.1 Probengewinnung und Praanalytik

Die folgenden Untersuchungen wurden per Votum durch die Ethikkommission des

Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat (Aktenzeichen 181/13) genehmigt.

Im Rahmen der regelmaligen Herztransplantationsnachsorge des Kinderherzzentrums
GieRen wurde bei 98 Patienten Serum entnommen und zum routinemafligen HLA-
Antikorperscreening an das HLA-Labor des Instituts fur Klinische Immunologie und
Transfusionsmedizin gesendet. Nach der Blutentnahme durch die behandelnden
Arztinnen und Arzte des Kinderherzzentrums wurde das Probenmaterial anschlieBend
mit einem entsprechenden Anforderungsbogen eingesendet. Die praanalytische
Behandlung und die Antikérperdiagnostik erfolgten unter Anleitung und Aufsicht von

medizinisch-technischen Laborassistentinnen des HLA-Labors.

Die Antikodrperanalytik und die Erhebung der klinischen Befunde liefen zeitlich versetzt
ab, sodass keine Durchsicht von klinischen Vorbefunden stattfand. Nach dem Eingang
im HLA-Labor erfolgte zunachst eine visuelle Kontrolle der Seren. Gemald den
allgemeinen Richtlinien des HLA-Labors mussten folgende praanalytische Kriterien

erfullt sein:

e Mindestmenge an Serum: 2 ml
¢ Keine makroskopisch sichtbare Hamolyse

o Keine makroskopisch sichtbare Hyperlipidamie
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2.1.2 Studiendesign und Datenerhebung

Zur Beantwortung der in Kapitel 1.5 formulierten Fragestellungen erstellten wir die
vorliegende Arbeit in Form einer korrelativen, retrospektiven Querschnittsstudie. Die
Erhebung der Patientendaten erfolgte durch das Studium von Arztbriefen,

Untersuchungsbefunden, Patientenakten und Verlaufsdokumentationen.

Als erster Endpunkt wurde der koronare Gefaf3status bestimmt. Zu diesem Zweck
erfolgte eine Durchsicht aller koronarangiographischen Befunde jedes Patienten.
Diejenige Angiographie mit dem zeitlich engsten Bezug zur Serumentnahme, welche
meist auch die aktuellste Untersuchung darstellte, definierte den koronaren Gefal3status.
Patienten mit angiographisch blandem Befund wurden der Kontrollgruppe zugeteilt.
Diejenigen Patienten, bei denen pathologische Verdnderungen im Sinne einer CAV
gefunden wurden, bildeten die Fallgruppe. Fur alle Patienten in der Fallgruppe wurde
weiterhin der Diagnosezeitpunkt der CAV festgehalten. Um mogliche Assoziationen
auch auf ordinalskaliertem Niveau untersuchen zu konnen, wurde dem aktuellen
Angiographiebefund ein Score zugewiesen. Patienten mit physiologischem Befund
wurde der Score 0 zugewiesen, wahrend Patienten mit angiographisch gesicherter CAV
der Score 1 zugeordnet wurde. Patienten, bei denen es zusatzlich zu kardiovaskularen
Komplikationen wie Stentimplantationen, Ballondilatationen, Myokardinfarkten, Retrans-

plantationen oder zum Tod kam, erhielten den Score 2.

Den zweiten Endpunkt bildete der Antikdrperstatus jedes Patienten. Dieser wurde durch
die Untersuchung jedes Serums auf HLA-Antikdrper mittels LCT und Luminex®
bestimmt. Eine weitere Gruppierung in Antikdrperfall- und -kontrollgruppen erfolgte je
nach Positivitdt oder Negativitit des Ergebnisses im LCT, im Luminex®-
Antikorperscreening fur HLA-Klasse I- und II- sowie MICA-Antikdrper und weiterhin je
nach Vorliegen oder Abwesenheit von donorspezifischen Antikérpern in der Luminex®-
Antikorperdifferenzierung. Die Definitionen der jeweiligen Entscheidungsgrenzen
erfolgen in Kapitel 2.2.
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Neben diesen primdren Endpunkten wurden weitere transplantationsrelevante

Parameter erhoben:

¢ Stammdaten (Alter, Geschlecht, Zeitpunkt der Transplantation)

e HLA-Typisierung von Spender und Empféanger (soweit vorhanden)

o Stattgehabte  kardiovaskulare  Komplikationen  wie  Myokardinfarkte,
revaskularisierende Therapie, Retransplantationen oder Tod des Patienten

e Histopathologische Untersuchungsergebnisse jeder im Verlauf entnommenen
Biopsie fur jeden Patient und Erfassen von:

o ACR, definiert als das Vorliegen histopathologischer Zeichen im Sinne
der Grade 1R, 2R oder 3R entsprechend der in Tabelle 1 genannten
Klassifikation

o Dem immunpathologischen Nachweis von kapillaren C4d-Ablagerungen

o Ergebnisse aller eventuellen im Verlauf durchgefihrten kardialen MRT-
Untersuchungen. Lagen hier Hinweise auf eine gestoérte Perfusion der
herzversorgenden Gefal3e oder funktionelle Einschrankungen des Transplan-
tats vor, wurde der MRT-Befund als pathologisch definiert.

e Ergebnisse von eventuellen Messungen des linksventrikuldren enddiastolischen
Drucks (engl. left ventricular end diastolic pressure, LVEDP) als Ausdruck einer
restriktiven Hamodynamik. Werte bis einschlie3lich 12 mmHg wurden dabei als

physiologisch angesehen, Werte von 13 mmHg und mehr als pathologisch.
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2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitung und Lagerung der Blutproben

Es erfolgte eine zehnminutige Zentrifugation bei 1865 g, um das Serum von den anderen
Blutbestandteilen zu separieren. Nach der Zentrifugation wurde dieses mit einer
Pasteurpipette aspiriert, in Eppendorfgefdlle umgefillt und mit einer Protokollnummer
zur internen Katalogisierung versehen. Danach wurden die Seren direkt den Testassays

zugefuhrt oder bis zur Verwendung bei -30 °C eingefroren.

222 LCT

Erstellen der Zellpanels Der Konzeption der Panels und dem Beimpfen der
Terasakiplatten mit den Seren ging eine Prufung aller zu testenden Patienten auf
eventuell bereits gesicherte Anti-HLA-Antikérper in den Vorbefunden des HLA-Labors
voran. Patienten, die zu irgendeinem Zeitpunkt mit LCT- oder ELISA-Befunden mit PRA-
Indices groler als 5 % auffielen, wurden an das Ende des Panels gesetzt und von der
vorausgehenden und der darauffolgenden Serumprobe durch eine Negativkontrolle
getrennt, um das Risiko falsch positiver Ergebnisse durch Kontamination der
benachbarten Wells zu minimieren. Nach dem Erstellen der Reihenfolge der Seren auf
den Terasakiplatten, die bis auf die oben genannten Kriterien nach der aufsteigenden,
durch das HLA-Labor vergebenen Protokollnummer geschah, wurden die Seren bei
Raumtemperatur aufgetaut und fir 30 Minuten einer Temperatur von 56 °C ausgesetzt.
Diese Hitzeinaktivierung dient der Denaturierung der Komplementfaktoren des Serums,
welche nétig ist, um die Konzentration und die Reaktionszeit des Komplements durch
spatere Zugabe genormter Mengen durch den Untersucher méglichst standardisiert zu
gestalten. Das Pipettieren der Seren auf die Terasakiplatten erfolgte durch den
Automatic-Seradot® der Firma Biotest, welcher 8 ul Paraffinél und 1 pl Serum
entsprechend der Panelliste in jedes Well gab. Insgesamt wurden pro Testpanel somit
130 Platten hergestellt, um diese gegen insgesamt 60 Spenderzellen, einmal mit und
einmal ohne DTT, zu testen. Jeder der Platten wurde in Position 1 eine Positivkontrolle

und in den Positionen 2 und 3 je eine Negativkontrolle vorgeschaltet.
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Zusétzlich wurden alle verwendeten Spenderzellen vor der Auswertung auf separaten
Kontrollplatten mit und ohne DTT-Inkubation gegen Positiv-, Negativ- und IgM-
Kontrollseren getestet. Nach Herstellung der Platten wurden diese mit dem
dazugehorigen Deckel verschlossen und wieder bei -30 °C im Gefrierschrank bis zum
Tag der Testung im LCT gelagert.

Isolation peripherer mononukledrer Zellen Die fur den LCT notwendigen
Lymphozyten wurden aus Heparinblut gewonnen, welches von registrierten Blut-
spendern im Rahmen einer reguldren Spende abgenommen wurde. Mit der von der
Ethikkomission per Votum zugelassenen Einwilligung in die Spende (Aktenzeichen
05/2000) erklarten die Spender sich mit der Verwendung von Material fur Diagnostik-
und Forschungszwecke einverstanden. Vom Zeitpunkt der Entnahme durch Mitarbeiter
der Blutbank befanden sich die Blutproben jederzeit bei Raumtemperatur und wurden
stets noch am selben Tag bearbeitet. Konnten die isolierten Lymphozyten nicht am
selben Tag der Isolation eingesetzt werden, wurden sie in Terasaki-Medium im
Kahischrank fiir den darauffolgenden Tag bei 2-8 °C gelagert. Die Zellisolation erfolgte
nach dem Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation, bei der sich das Heparinvollblut
nach Zugabe von Ficoll-Zuckerlésung abhangig vom spezifischen Gewicht der einzelnen
Komponenten in verschiedene Phasen auftrennt. Mit einem spezifischen Gewicht von
1,077 g/ml fuhrt der Ficoll-Gradient zu einer Isolation von peripheren mononukledren
Zellen (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten, Mastzellen, Dendritische Zellen)
welche sich in Form eines weil3en Schleiers, dem sogenannten buffy-coat, zwischen der
Ficollphase und der Plasmaphase ansammeln. Erythrozyten und Granulozyten bilden
wegen ihres groReren spezifischen Gewichts das Sediment, die Thrombozyten finden

sich in der Plasmaphase oberhalb des buffy-coat wieder.

Zuerst erfolgte das Beflillen eines Polyrohrchens mit 5 ml Ficoll-Lésung, welche in einem
nachsten Schritt vorsichtig per Pasteurpipette mit 5 ml Heparinblut tberschichtet wurde.
Dem schloss sich ein erster Zentrifugationsschritt fiir 10 Minuten bei 1865 g an. Der sich
hierbei bildende buffy-coat wurde dann vorsichtig mit einer Pasteurpipette abgesaugt
und in ein zweites Polyréhrchen tberfihrt. Nach Auffillen des Polyrohrchens mit RPMI-
Medium erfolgte ein zweiter Zentrifugationsschritt fur 10 Minuten bei 180 g. Der
Uberstand wurde danach verworfen, das Zellsediment am Boden des Réhrchens gut

aufgerdttelt und erneut mit RPMI aufgefullt.
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Die dritte und letzte Zentrifugation erfolgte fur 5 Minuten bei 829 g. Nach erneutem
Verwerfen des Uberstands und Aufritteln des Sediments erfolgte ein schrittweises
Titrieren von RPMI zur Einstellung der Zellkonzentration auf 2000-4000/pl unter visueller

Kontrolle.

Durchfihrung Nach der Zellisolation wurde die entsprechende Anzahl an
Terasakiplatten mit dem enthaltenen Patientenserum aufgetaut und mit der
Protokollnummer des Zellspenders versehen. Weiterhin erfolgte bei allen verwendeten
Zellen eine Testung mit positiven, negativen und IgM-positiven Kontrollseren, weshalb
an jedem Tag separate geotlte Terasakiplatten mit 1 pl der entsprechenden Kontrollen
beimpft, beschriftet und im Weiteren mitgefuhrt wurden. Die Leukozytensuspensionen
wurden nun mit einer Hamiltonpipette zu je 1yl meanderférmig in die Wells der
Terasakiplatten pipettert. Diesem Schritt schloss sich eine dreiRigmindtige Inkubation
bei Raumtemperatur an. Wahrenddessen wurde die bendtigte Menge an lyophilisiertem
Kaninchenkomplement in einer den Herstellerangaben entsprechenden Menge Aqua
dest. aufgeldst. Nach Ablauf dieser ersten Inkubationszeit wurden 6 pl Komplement je
Well hinzugefugt. Es erfolgte ein zweiter Inkubationsschritt fur 60 Minuten bei
Raumtemperatur. Nach der darauffolgenden Farbung mit je 6 pl Fluoroquench® pro Well
und einer weiteren Inkubation von etwa 15 Minuten im Dunkeln konnten die Platten

ausgelesen werden.

DTT-Modifikation Fur die DTT-Modifikation wurden jeder der fertigen Leukozyten-
suspensionen 300 pl entnommen und in Eppendorfgefalle Uberfuhrt, welche einer
weiteren Zentrifugation unterzogen wurden. Nach Abziehen von 280 pl Uberstand
erreichte man durch Zugabe von 280 pl 0,01-molarem DTT und anschlieRendes
Aufritteln eine Suspension mit &hnlicher Zellkonzentration. Analog zum Test ohne DTT
folgten das meanderformige Beimpfen der Platten mit Testzellen und eine
dreiBigminutige Inkubation. Danach wurden die DTT enthaltenden Platten mit 1 pl
L-Cystin beimpft, um zu verhindern, dass auch IgG-Antikorper in Struktur und Funktion
gestért werden. Nach der Zugabe von L-Cystin erfolgte die weitere Bearbeitung der

Platten in gleicher Weise.
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Auswertung Die Auswertung der Reaktionen und die anschlieBende Spezifitats-analyse
der Seren erfolgten an einem Fluoreszenzmikroskop der Firma Leitz, betrieben mit der
LambdaScan®-Software der Firma OneLambdalnc® durchgefiihrt. Der Untersucher
erkennt ein positives Ergebnis anhand der roten Farbung der lysierten Zellen und
beurteilt das prozentuale Verhaltnis von toten zu griin gefarbten vitalen Zellen. Dieses
wird in Form eines Scores (s. Tabelle 5) nach Schema der American Society for

Histocompatibilily & Immunogenetics in das Eingabegeréat Ubertragen.

Letalitat [%] Score Interpretation
0-10 1 negativ

11-20 2 fraglich negativ
21-50 4 schwach positiv
51-80 6 positiv

81-100 8 stark positiv

Tabelle 5 Schema zur Bewertung der Reaktivitat eines Serums mit Testzellen im LCT
nach [7]

Der Anteil der als positiv bewerteten Reaktionen eines Serums mit den insgesamt 60
Spenderlymphozyten des Panels wird konventionell in PRA [%] (percentage of panel
reactive antibodies) ausgedriickt. Ublicherweise wird ein Serum mit einer
Panelreaktivitat > 5 % als positiv bezeichnet. Patienten, deren Serum eine Panel-
reaktivitat > 50% ausweist, werden als hochimmunisiert bezeichnet. Die
Merkmalsverteilung des Panels wurde so gewahlt, dass sie derjenigen der
Normalbevdlkerung entspricht. Somit entspricht der PRA-Wert der Wahrscheinlichkeit
eines positiven Crossmatchs mit einem zufallig ausgewéhlten Spender. Durch eine
Betrachtung der HLA-Merkmale der Zellen, mit denen das Serum positiv reagiert, lassen
sich Hypothesen Uber die Spezifitat der enthaltenen Antikdrper aufstellen. Der Computer
errechnet mit dem X>Test die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir die Annahme einer
bestimmten Spezifitat eines Serums. Ab Werten von X?2 3,84 ist von einem spezifischen
Antikorper auszugehen. Gangig ist die zusétzliche Angabe eines Korrelations-
koeffizienten, fir den Werte ab 0,85 eine gute Korrelation zwischen vorhandenem

Antigen und angenommener Serumspezifitat indizieren.
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2.2.3 Luminex®

Die Seren aller 98 Patienten wurden gemal? dem Routinescreening-Algorithmus mit dem
LABScreen® Mixed-Screeningtest untersucht. Seren, die ein positives Ergebnis zeigten,
wurden einer weiteren Antikorperdifferenzierung im LABScreen® PRA- oder Single
Antigen-Test in der jeweiligen Klasse zugefihrt. Die im Folgenden besprochene
Durchfuhrung des Luminex®-Assays erfolgt fur Screening und Antikdrper-

differenzierung in gleicher Weise.

Praanalytische Probenbehandlung Zur Entfernung von restlichen Zellen oder
Lipidmaterial erfolgte eine eingehende Zentrifugation bei fir 5 Minuten bei 13628 g. und
die Entnahme von 100 pl in ein neues Eppendorfgefal3. Es folgten eine weitere
Zentrifugation in gleicher Weise und die Entnahme von 20 pl. Diese wurden einem
vorher angefertigten Pipettierschema nach auf Costar-Platten tberfiihrt. Eine von BMT
One Lambda mitgelieferte Negativkontrolle ist an die erste Position zu pipettieren und

mit den Serumproben ansonsten gleich zu behandeln.

Durchfihrung Aufgrund der Lichtempfindlichkeit der Beads und des Sekundar-
antikdrpers ist eine Lichtexposition wéhrend des ganzen Tests zu minimieren. Die in
lichtundurchlédssigen Behaltern gelagerten Beadsuspensionen wurden griindlich auf
dem Vortexer homogenisiert und 5 pl Beadsuspension je Well hinzugegeben. Durch
mehrmaliges Auf- und Abziehen mit der Pipette wurden Serum und Beads nochmals
durchmischt. Als Né&chstes wurde die Platte mit einer Klebefolie verschlossen,
abgedunkelt und fur dreiRig Minuten auf einer Rittelplatte bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrend der Inkubation wurde eine 1:10-Verdinnung des im Testkit enthaltenen
Waschpuffers gemaf den Herstellerangaben mit Aqua dest. durchgefihrt. Nach Ablauf
der Inkubationszeit und der anschlie@enden Zugabe von 150 pyl verdinntem
Waschpuffer fand eine funfminitige Zentrifugation bei 300 g. statt. Die Zentrifugation
fuhrte zum Sedimentieren der Beads auf dem Boden der Wells und zu einem
Waschpufferiiberstand. Im Anschluss an die Zentrifugation wurde der Uberstehende
Waschpuffer abgeschuttet, die Beads erneut mit dem Vortexer aufgeriittelt und mit 200
ul ein zweites Mal gewaschen, fiir finf Minuten bei 300 g zentrifugiert und abgeschiittet.
Zwischenzeitlich  wurde der PE-konjugierte Sekundarantikbrper mit einer
entsprechenden Menge Waschpuffer in einem Polyrohrchen auf eine 1:100-Lésung
verdinnt und direkt im Anschluss in einem dunklen Raum gelagert. Der zweiten
Zentrifugation folgten dann die ziigige Zugabe von 100 pl des Konjugatantikorpers, das
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Abdecken der Platte mit der Schutzfolie und eine dreil3igminutige Inkubation im Dunkeln
bei Raumtemperatur auf einem Ruittler. Es erfolgte ein dritter Zentrifugationsschritt, das
darauffolgende Entfernen der Folie und das Ausschlagen und Abtupfen der Platte auf
Zellstoff an. Im Anschluss wurden die am Boden der Platte aggregierten Beads wieder
etwa eine Minute auf dem Vortexer aufgerittelt. AnschlieBend wurden erneut 200 pl
Pufferlésung je Well hinzugegeben, die Platte wieder mit der Klebefolie verschlossen
und wie oben genannt abzentrifugiert. Nach dem Entfernen der Folie, dem Ausschlagen
und Abtupfen Uber Zellstoff und dem Aufritteln auf dem Vortexer wurden den Wells
jeweils 80 pl Waschpuffer hinzugegeben. Mit dem Einfihren der Platten in den dafir

vorgesehenen Slot im Analysegerat waren die Platten somit fertig zur Messung.

Messung Die Messung erfolgte mit der Software HLA Fusion 2.0® der Firma BMT One
Lambda. Nach einem definierten, automatischen Reinigungsprotokoll, dem Aufwéarmen
der Laser und der Eingabe von Chargennummer und den Positionen der Seren im
Testansatz wird die Messung gestartet. Wahrend des automatischen Messvorgangs
erfolgte eine Kontrolle der Zahl und des Fluoreszenzsignals, um ein lichtbedingtes
Ausbleichen oder versehentliches Entfernen der Beads durch die Waschschritte, aber

auch eine mangelhafte Kalibrierung auszuschliel3en.

Auswertung Die Auswertung erfolgte ebenfalls mit der HLA Fusion 2.0®-Software von
BMT One Lambda. Die Kalibrierung erfolgt anhand des in erster Position auf der Platte
liegenden Negativkontrollserums und den Positivkontrollbeads des Testkits. Die
Messung wurde zur Analyse freigegeben, wenn MFI-Werte der Positiv- und
Negativkontrolle Gber beziehungsweise unter 500 lagen, und deren Quotient mindestens
2 betrug. Seren, deren Ergebnis im Screening jenseits des festgelegten Cutoffs von
= 3,00 war galten als positiv fur die jeweilige HLA-Antigenklasse. Lagen die MFI-Werte
der HLA-Klasse I- und/oder HLA-Klasse ll-Antikdrper eines Serums im Bereich von 3 -
20, so folgte eine weiterfiihrende Differenzierung mit dem LABScreen® PRA-Test in der
jeweiligen positiven Klasse. Bei MFI-Werten = 20 wurde das Serum einer Differenzierung
mit dem LABScreen® Single Antigen-Test zugefihrt. Die vom Luminex® in PRA- und
Single Antigen-Test ermittelten Spezifitdten wurden bei MFI-Werten = 1000 als positiv
angesehen. Der anschlieRende Abgleich der spezifischen Antikdrper mit dem HLA-
Phanotyp von Spender und Empféanger ermoglichte die Angabe von eventuellen
donorspezifischen Antikorpern. Der Test auf Anti-MICA-Antikorper wurde bei MFI-

Werten 2 2 als positiv angesehen.
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2.3 Statistische Auswertung

Die Statistischen Analysen und graphischen Darstellungen wurden mit GraphPad®
(Version 6.0 fur Windows 7, GraphPad Software Inc®, La Jolla CA) durchgefihrt.
Deskriptive Statistiken und Abbildungen wurden teils mittels Microsoft Excel® (Version
2013 fur Windows 7, Microsoft Corporation®, Redmond WA) erstellt. Kontingenzen
zwischen nominalskalierten Merkmalsauspragungen wurden mit dem zweiseitigen
Fisher's Exact Test berechnet. Bei drei oder mehr nominalskalierten Merkmals-
auspragungen wurden Kontingenzen mit dem x2-Test ermittelt. Zusammenhange
zwischen ordinal- oder kardinalskalierten Merkmalen wurden mittels Korrelations-
analyse nach Spearman berechnet. Varianzen zwischen kardinalskalierten Merkmalen
von Fall- und Kontrollgruppen wurden mittels Mann-Whitney-U-Test kalkuliert.
Unterschiede in den MFI-Werten zwischen einzelnen Subgruppen wurden mittels
einfaktorieller ANOVA und Tukey’s Multiple Comparison Test untersucht. Die
Berechnung der Testeigenschaften des Luminex® in der Detektion CAV-betroffener

Patienten und die Cutoff-Analyse erfolgten mittels Receiver Operating Characteristics.

Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 definierte ein statistisch signifikantes
Ergebnis.
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Gerate

Zentrifuge Rotanta 460
Zentrifuge Rotina 380
Seradot
Diavert-Mikroskop
Pipetten

Luminex®-Gerat:
LabScan™ 200 Flow Analyzer

Reagenzien

Zellisolierung
Ficoll (Art. 17-0840-03)

RPMI ohne L-Glutamin ( Art. P04-17500)

LCT

D.L. Dithiothreitol (Art. D5535)
L-Cystin (Art. C8755)

Fluoro Quench (Art. FQAE500)
Positivkontrollserum LCT (W632)
IgM-Kontrollserum LCT
Negativkontrollserum LCT

Aqua dest. (BRA50APO)
NaCl-Ldsung 0,9%

Komplement (Art. 7023)

Luminex®

LabScreen Mixed (LSM12)
LabScreen PRA Class | (LS1PRA)
LabScreen PRA Class Il (LS2PRA)

LabScreen Single Antigen
Class | Combi (LS1A04S)

LabScreen Single Antigen
Class Il Group 1 (LS2A01S)

PE-conjugated Goat Anti-Human IgG
(LS-AB2)

LS Negative Control Serum (LS-NC)
LiquiChip Calibration Bead Kit
LiquiChip Calibration Control Kit
LiquiChip System Fluid

PBS (14200-067)

2.4 Reagenzien und Gerate

Fa. Hettich, Mihlheim an der Ruhr
Fa. Hettich, Mihlheim an der Ruhr
Fa. Biotest, Dreieich

Fa. Leitz, Wetzlar

Fa. Eppendorf, Hamburg

Bezogen uber:
Fa. BMT One Lambda, Meerbusch

Fa. Pharmacia, Uppsala (Schweden)
Fa. PAN Biotech, Aidenbach

Fa. Sigma-Aldrich, Buchs (Schweiz)
Fa. Sigma-Aldrich, Buchs (Schweiz)
Fa. One Lambda, Canoga Park (USA)
Inhouse

Eurotransplant-Labor, Leiden

Inhouse AB-Serum (negativ getestet)
Fa. Braun, Melsungen

Fa. Braun, Melsungen

Fa. BAG Health Care, Lich

Fa. BMT One Lambda, Meerbusch
Fa. BMT One Lambda, Meerbusch
Fa. BMT One Lambda, Meerbusch
Fa. BMT One Lambda, Meerbusch

Fa. BMT One Lambda, Meerbusch
Fa. BMT One Lambda, Meerbusch

Fa. BMT One Lambda, Meerbusch
Fa. Qiagen, Hilden

Fa. Qiagen, Hilden

Fa. Qiagen, Hilden

Fa. Thermo Fisher, Miinchen
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3 Ergebnisse

3.1 Basisdaten des Patientenkollektivs

Insgesamt 98 Patienten erfullten die in Kapitel 2.1.1 genannten Einschlusskriterien. Die
Basisdaten und demographischen Charakteristika gibt Tabelle 6 wieder.

Merkmal Wert
Stichprobenumfang (n) 98
Geschlechterverhéaltnis (m/w) 62/36

Alter bei Transplantation (Jahre)

Median; R; Qo.25-Qo,75 0*; 0-21; 0-5
Mittelwert £ SD 3,541 + 5,595
Alter bei Serumentnahme (Jahre)

Median; R; Qo,25-Qo,75 14; 0-31; 9-17
Mittelwert + SD 13,27 £ 5,839
Zeit von HTx bis Serumentnahme (Jahre)

Median; R; Qo,25-Qo,75 9; 0-23; 4-15
Mittelwert + SD 9,296 * 6,268
Grunderkrankung (n)

Singularer Ventrikel a7
Kardiomyopathie 39

Andere 12

Tabelle 6 Basisdaten des Patientenkollektivs
*Medianes Alter bei Transplantation in Monaten: 10,5

R = Spannweite (engl. range), SD = Standardabweichung (engl. standard deviation)

Dem Formenkreis Singularer Ventrikel wurden Patienten mit Hypoplastischem
Linksherzsyndrom (n = 40), Pulmonalatresie (n = 3), double inlet left ventricle (n = 1) und
Ventrikuldre Imbalance ohne nahere Angaben (n = 3) zugeordnet. Patienten mit
zugrundeliegender Kardiomyopathie (n = 39) waren in 27 Fallen wegen der dilatativen,
in 8 Fallen wegen der restriktiven und in einem Fall wegen der hypertrophen Form
transplantiert worden. Drei weitere Patienten wurden wegen einer Kardiomyopathie
ohne nahere Angaben transplantiert (n = 3). Unter ,Andere® wurden Patienten mit
atrioventrikularem Septumdefekt (n = 3), Transposition der groRen Arterien (n = 3),
Truncus arteriosus communis (n = 2), Bland-White-Garland-Syndrom (n = 2), Shone-

Komplex (n = 1) und ein Patient mit einem Aortenvitium (n = 1) zusammengefasst.
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3.2 Koronarangiographische Pravalenz der CAV

Zu insgesamt 94 von 98 Patienten lagen koronarangiographische Befunde vor, wahrend
bei vier Patienten wegen Malcompliance, Gefaliverschlissen, Komorbiditat oder
anderer Kontraindikationen keine Koronarangiographie durchgeftihrt werden konnte. Die
genannten Umsténde waren weiterhin die fihrenden Ursachen, weshalb bei einem Teil
der Patienten keine Verlaufskontrollen mehr durchgefuhrt werden konnten. Die
Serumentnahme und die Koronarangiographie waren dabei in 77 % durch weniger als
ein Jahr, in 89 % durch weniger als zwei Jahre von Serumentnahme getrennt. Insgesamt
54 der 94 vorliegenden Angiogramme (58 %) zeigten physiologische Koronargefalle,
wahrend bei 40 (42 %) pathologische Veranderungen im Sinne einer CAV vorlagen (s.
Abbildung 14). Unter letzteren fanden sich vier Patienten mit einem komplizierten Verlauf
(4 %). Davon bendtigte ein Patient im Verlauf Koronargefal3stents, zwei Patienten
wurden retransplantiert, und eine Patientin verstarb zehn Jahre post transplantationem
im Alter von 23 Jahren an CAV-assoziiertem Graftversagen. Die Pravalenzen der CAV

in Abhéngigkeit der Dauer der Nachbeobachtung sind in Abbildung 15 dargestellt.

Abbildung 14 Haufigkeit der CAV-Schweregrade im Studienkollektiv
Weil3: Kontrollpatienten, Grau: CAV-Patienten, Schwarz: CAV-Patienten mit kompliziertem
Verlauf
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Abbildung 15 Pravalenz der CAV gruppiert nach der Dauer der Nachverfolgungszeit
Die dargestellten Balken und Fallzahlen zu verschiedenen Zeitpunkten reprasentieren jene
Patienten, fur die mindestens die angegebene Nachbeobachtungszeit verfigbar war.
Schwarz: Patienten mit CAV-Manifestation innerhalb des jeweiligen Beobachtungszeitraums.

Weil3: Patienten ohne CAV-Manifestation innerhalb des jeweiligen Beobachtungszeitraums.
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3.3 Ergebnisse der Antikorperdiagnostik

3.3 Ergebnisse der AntikOrperdiagnostik

3.3.1 LCT

Der LCT fiel bei sieben von 98 Patientenseren mit einem PRA = 5 % positiv aus. Nach
DTT-Inkubation zeigten noch drei Seren ein positives Ergebnis (s. Abbildung 16). DSA
wurden mit dem LCT nicht nachgewiesen.

4 5 6 7

100 7 _
1 ohne DTT
80 4 Il nitDTT
< 60H _
o4
o
R 404
20 1
|_| /0%|_| /0% /0% /0%
0"Dl. T T
1 2 3

Patient

Abbildung 16 Darstellung der Panelreaktivitat fir Patienten mit positivem LCT-Ergebnis
vor und nach DTT-Inkubation

3.3.2 Luminex

Screening Im Luminex-Antikdrperscreening zeigten sich insgesamt 17 von 98 Patienten
(17 %) positiv fur HLA-Antikorper der Klasse |, wahrend bei 21 Patienten (21 %)
HLA-Klasse-ll-Antikorper nachgewiesen wurden. Insgesamt neun dieser Patienten
prasentierten Antikorper gegen beide HLA-Klassen (9 %). Anti-MICA-Antikorper lagen
bei 22 Patienten vor. Abbildung 17 gibt eine graphische Darstellung der Unterschiede
der MFI-Werte zwischen allen, positiven und negativen Patienten.
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Abbildung 17 Mittlere MFI-Werte plus Standardabweichung aller, positiver und negativer
Patienten im Luminex®-Screening auf Anti-HLA-Klasse |-, Anti-HLA-Klasse II- und Anti-
MICA-Antikorper

HLA-Klasse I-Antikdrper: Gesamtkollektiv (n = 98): 2,82 £ 5,91 MFI,

Positive Proben (n = 17): 8,41 + 12,99 MFI, Negative Proben (n = 81): 1,64 + 0,67 MFI
HLA-Klasse II-Antikdrper: Gesamtkollektiv (n = 98): 10,39+28,65 MFI,

Positive Proben (n = 21): 43,22 + 50,39 MFI, Negative Proben (n = 77): 1,44 + 0,85 MFI
MICA-Antikorper: Gesamtkollektiv (n = 98): 3,81 + 14,63 MFI,

Positive Proben (n = 22): 13,32 + 29,41 MFI, Negative Proben (n = 76): 1,05 + 0,52 MFI

Differenzierung Insgesamt 15 der 17 Seren mit positivem HLA-Klasse |-Antikdrper-
screening zeigten einen MFI-Wert zwischen 3 und 20 und wurden gemaR des in Kapitel
2.2.3 ausgefiuhrten Algorithmus mit dem LabScreen® PRA-Test weiter differenziert. Die
anderen beiden wurden via LabScreen® Single Antigen-Test differenziert. Nach
demselben Algorithmus erfolgte die Differenzierung der anti-HLA-Klasse ll-positiven
Seren in zwolf Fallen mit dem PRA- und in neun Fallen mit dem Single Antigen-Test. In
Abbildung 18 sind die vVPRA-Werte der jeweiligen Antikdrper-differenzierungen in PRA-
und Single Antigen-Test wiedergegeben. Die genaue Darstellung der Ergebnisse der

untersuchten Patienten sind Tabelle 7 zu entnehmen.

Von den 15 im PRA-Test auf HLA-Klasse I-Antikorperspezifitdten untersuchten Seren
fielen zehn mit einem vPRA von 0 % negativ aus, wahrend die bei den anderen funf
Seren gemessenen VPRA-Werte zwischen 4 % und 31 % zeigten. Eines der 15 Seren
zeigte nichtdonorspezifische Antikérper mit einem MFI > 1000. Die beiden Seren, die im
HLA-Antikérperscreening mit einem MFI > 20 auffielen und folgend mit dem Single
Antigen-Test auf HLA-Klasse I-Antikdrperspezifitditen untersucht wurden, zeigten mit
vPRA-Werten von 43 % und 53 % ein positives Ergebnis. In beiden Seren fanden sich

Antikodrper gegen zahlreiche HLA-A- und HLA-B-Merkmale, in einem der beiden auch
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3.3 Ergebnisse der Antikorperdiagnostik

gegen HLA-C. Beide demonstrierten DSA gegen HLA-A, eines der beiden wies weiter-

hin Antikérper gegen HLA-B-Merkmale des Donors auf.

Die zwolf im PRA-Test auf HLA-Klasse Il-Antikérperspezifitdten untersuchten Seren
zeigten in zwei Féllen einen vPRA von 0 %. Die vPRA-Werte der zehn positiven Seren
lagen zwischen 3 und 51 %. Bei zwei Patienten, welche Antikérper gegen HLA-DR-
Antigene aufwiesen und weiteren zwei Patienten mit Antikbrpern gegen HLA-DQ-
Antigene verhinderte das Fehlen vollstandiger Typisierungsbefunde die Analyse auf
DSA. In zwei Seren wurden donorspezifische anti-HLA-DR- und anti-HLA-DQ-Antikdrper
festgestellt, in einem Serum isolierte donorspezifische anti-HLA-DR-Antikdper. Die HLA-
Klasse lI-Antikorperdifferenzierung mittels Single Antigen-Test wies in allen neun Féllen
ein positives Ergebnis auf, mit vPRA-Werten von minimal 13 % bis maximal 58 %. In
jedem  Serum  waren  multiple anti-HLA-DQ-Spezifitditen  enthalten, in
sechs Fdallen lagen gleichzeitig anti-HLA-DR-Antikorper vor. Aufgrund fehlender
HLA-Typisierungen konnte in zwei Fallen keine Angabe Uber das Vorliegen von DSA
gemacht werden. Alle weiteren Seren zeigten donorspezifische HLA-Klasse II-
Antikorper, namlich isolierte anti-HLA-DR-Antikorper in zwei Fallen, isolierte anti-HLA-
DQ-Antikorper in zwei Fallen und Antikérper gegen beide HLA-Klasse Il-Antigene in vier
Fallen (s. Abbildung 18, Tabelle 7).

20

Anzahl Patienten (n)

0 T T
PRA I PRA I SA I SA Il

Abbildung 18 vPRA-Werte der Antikorperdifferenzierung
Weil3: vPRA =0 %, Schwarz: vPRA >0 %
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3.3 Ergebnisse der Antikorperdiagnostik

MEI —Wert im HLA- | VPRA-Wert (%) im PRA- A':']?i%esér ] A tﬁ’(ﬁf o CAV
. Antikdrperscreening bzw. Single Antigen-Test <orp orp Score
Patient spezifitaten spezifitaten
HLA- HLA- HLA- HLA-
Klasse | Klasse Il Klasse | Klasse Il
1 3,66 5,4 0 0 - - 0
2 4,13 1,18 0 - - - 0
3 4,07 5,64 0 29 - - 0
4 3,21 2,62 4 - - 0
5 3,32 0 15 - - - 0
6 1,65 4,38 - 3 - - 0
7 33 3,45 0 0 - - 1
8 3,82 1,93 0 - - . 1
9 9 anti-HLA-A, anti-HLA-A11,29
25 anti-HLA-B; anti-HLA-DQ1
50,42 94,65 43 26 3 anti-HLA-C 1
4 anti-HLA-DR;
1 anti-HLA-DQ
10 anti-HLA-DR7;
2,01 7,76 ) 29 ) anti-HLA-DQ7,8 1
11 6 anti-HLA-DR; anti-HLA-DR4
2,35 55,68 - 23 3 anti-HLA-DQ 1
12 2 anti-HLA-DQ anti-HLA-DR11;
2,08 105,65 - 13 anti-HLA-DQ? 1
13 1,78 23,67 - 13 anti-HLA-DQ4 anti-HLA-DQ5,6 1
14 18 anti-HLA-A; anti-HLA-AL,3;
16 anti-HLA-B anti-HLA-B57
33,35 114,52 53 58 8 anti-HLA-DR; anti-HLA-DRY7; 1
2 anti-HLA-DQ anti-HLA-DQ4,9
15 1 anti-HLA-DR; anti-HLA-DR15;
312 137,03 0 18 2 anti-HLA-DQ anti-HLA-DQ6 2
16 3 anti-HLA-A; anti-HLA-DQ7
2 anti-HLA-B
7,35 93,11 24 47 6 anti-HLA-DR: 2
2 anti-HLA-DQ
17 3 anti-HLA-DR; anti-HLA-DR4;
2,36 12,89 ) 51 2 anti-HLA-DQ anti-HLA-DQ?2 2
18 2,08 3,75 - 6 - anti-HLA-DR10 -
19 5,35 1,55 25 - - - -
Ohne vollstandige HLA-Typisierung (n = 10)
20 3,12 2,43 0 - - - 0
21 3,93 2,51 0 - - - 0
22 3,46 0 0 - - - 0
23 - 22 anti-HLA- - 0
0 72,87 DQ2,4,7,8,9*
24 2,22 4,21 - 43 - - 0
25 2,03 4,56 - 43 - - 0
26 4,18 3’45 O 34 = - 1
27 216 401 - 17 anti-HLA-DR103 - 1
28 1,08 10,04 - 6 anti-HLA-DR103* - 1
29 31 23 anti-HLA- - 1
3,21 140,88 DQ2,4,5,6,7,8,9*

Tabelle 7 Ergebnisse der HLA-Antikdrperdifferenzierung in Zusammenhang mit MFI-

Werten des HLA-Antikdrperscreenings und dem CAV-Score

*Aufgrund fehlender HLA-Typisierungen ist nicht auszuschlieBen, dass es sich bei den hier als

Non-DSA aufgefuhrten Antikérpern auch um donorspezifische Antikdrper handelt.
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3.4 Zusammenhang zwischen HLA-Antikorpern und der CAV

3.4.1 Luminex-Screening und LCT

Da bei vier der 98 Patienten kein Angiographiebefund erhoben werden konnte, werden
im Folgenden 94 Patienten, davon 40 CAV-Patienten und 54 Kontrollpatienten beztiglich
ihres Antikorperstatus im LCT und Luminex® betrachtet (s. Abbildung 19).

p =1.00 p=0.58 p <0.01 p < 0.05* p <0.62
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Abbildung 19 Antikérperpravalenzen ermittelt durch LCT und Luminex®-HLA-
Antikdrperscreening in CAV-Fall- und —Kontrollgruppe

Schwarz: Anteil der Patienten mit positivem Ergebnis im jeweiligen Assay.

Weil3: Anteil der Patienten mit negativem Ergebnis

*Negativitat fur gleichzeitige HLA-Klasse I- und HLA-Klasse IlI-Antikorper beinhaltet Patienten
ohne Antikérper und Patienten mit Antikdrpern gegen nur eine HLA-Klasse.

Unter den sieben LCT-Positiven fanden sich drei CAV-Patienten und vier
koronargesunde Patienten. Die anderen 37 CAV-betroffenen Patienten zeigten im LCT
keine Hinweise auf das Vorliegen von HLA-Antikorpern.

Sowohl in CAV-Kontroll- als auch —Fallgruppe zeigten sich im HLA-Klasse I-Antikdrper-
screening acht Patienten (15 % vs. 21 %) positiv. Die beobachteten Unterschiede
bezlglich der Haufigkeit von Antikbrpern gegen HLA-Klasse I-Antigene zwischen beiden

Gruppen waren statistisch nicht signifikant.
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3.4 Zusammenhang zwischen HLA-Antikdrpern und der CAV

Es zeigte sich allerdings eine sehr signifikante Assoziation zwischen der CAV und den
Nachweis von HLA-Klasse II-Antikdrpern im Luminex®-Antikorperscreening (p < 0,01).
Diese fanden sich bei 35 % der CAV-Patienten und lediglich bei 11 % in der Kontroll-
gruppe, das Quotenverhdltnis (engl. Odds Ratio, OR) entsprach 4,31 (95 %
Kl =1,48 - 12,55).

Das gleichzeitige Vorliegen von HLA-Klasse |- und HLA-Klasse lI-Antikdrpern wurde in
18 % der CAV-Patienten und 4 % der Kontrollpatienten beobachtet (p < 0,05). Die OR
bei einem solchen Antikdrperbefund betrug 5,51 (95 % KI = 1,08 - 28,18).

MICA-Antikorper lagen weder in Fall-, noch in Kontrollgruppe signifikant gehauft vor.

Die weiter oben erwahnten 16 Patienten mit HLA-Klasse I-Antikérpernachweis im
Luminex® demonstrierten im Gegensatz zu den 78 anti-HLA-Klasse I-negativen
Patienten signifikant haufiger ein mit dem LCT Ubereinstimmendes Resultat (25 % vs. 4
%, p < 0,05). Dies war bei den Patienten mit HLA-Klasse lI-Antikdrpern nicht der Fall (15
% vs. 5%, p = 0,1632). Die Luminex®-positiven Patienten, die begleitend auch ein
positives LCT-Ergebnis prasentierten, zeigten sich flr keine der beiden
Antikorperklassen haufiger CAV-erkrankt (HLA-Klasse I: 25 % vs 25 %, p = 1,00; HLA-
Klasse Il: 14 % vs. 17 %, p = 1,00).

3.4.2 Donorspezifische Antikérper

Die Seren der 29 zuvor im Screening positiv getesteten Patienten wurden bereits in
Tabelle 7 ausgefiihrt. Unter diesen fanden sich 15 CAV-Patienten, zwolf CAV-freie
Patienten und zwei Patienten, die aufgrund von Kontraindikationen nicht angiographisch
untersucht worden waren und deshalb im Folgenden ausgeschlossen sind (Patient 18
und 19). Da bei zehn Patienten keine HLA-Typisierung des Spenders vorlag, konnte in
diesen Féllen im Falle vorhandener HLA-Antikérpern keine Zuordnung zu DSA oder
Non-DSA erfolgen (Patient 23, 27-29). Abbildung 20 gibt eine graphische Darstellung
der Verteilung von Fall- und Kontrollpatienten auf die im Folgenden definierten

Patientengruppen.
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Abbildung 20 Haufigkeit der CAV in Abhangigkeit von vPRA und Antikérpernachweis in
der Luminex®-Antikdrperdifferenzierung

Signifikanzniveau: p < 0,01. Als positiv galt ein vVPRA > 0 %. Bei den Patienten, die fur beide
HLA-Antikorperklassen differenziert wurden, wurde der hdhere der beiden Werte
herangezogen.

n(vPRA+DSA+) = 9, n(vVPRA+AK+*) = 4, n(vPRA+DSA-) = 7, n(vPRA-) = 7)

* Dieser Gruppe gehoren jene Patienten an, die HLA-Antikdrper aufwiesen, mangels
Typisierung aber weder Non-DSA noch DSA zugerechnet werden konnten. Patienten ohne
Nachweis von spezifischen Antikdrpern wurden unabhéngig vom Vorliegen von HLA-Befunden
in die Gruppen VPRA+DSA- oder VPRA- eingeteilt.

Unter den sieben Patienten mit einem negativen vPRA (s. Tabelle 7, Patient 1, 2, 7, 8,
20-22) fanden sich zwei CAV-Patienten (Patient 7 und 8). Die restlichen Patienten mit
negativer Antikdrperdifferenzierung gehorten zur Kontrollgruppe (s. Abbildung 20, Saule
VPRA-).

Patientenseren, deren Untersuchung einen positiven vPRA-Wert, aber keinen
Nachweis spezifischer Antikdrper erbrachte (s. Tabelle 7, Patient 3-6 und 24-26),
stammten bis auf eines (Patient 26) von Kkoronargesunden Patienten
(s. Abbildung 26, Saule vPRA+DSA-).

Bei den Patienten 23 und 27-29 wurden spezifische Antikorper gegen HLA-Merkmale
der Klasse Il gefunden, in zwei Fallen gegen multiple HLA-DQ-Antigene und in zwei

Fallen gegen HLA-DR-Antigene (s. Tabelle 7). Drei dieser Patienten, deren HLA-
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3.4 Zusammenhang zwischen HLA-Antikdrpern und der CAV

Antikdrper mangels Spendertypisierung nicht auf Donorspezifitat Uberprift werden
konnten, wiesen eine CAV-Erkrankung auf (s. Abbildung 20, Saule vVPRA+AKY).

Bei den Patienten 9-17 erbrachte die Differenzierung den Nachweis von DSA, welche
sich alle gegen HLA-Klasse II-Merkmale richteten, in drei Patienten gegen HLA-DQ, bei
einem Patient gegen HLA-DR und bei funf weiteren gegen beide. Bei den Patienten 9
und 14 wurden zusatzlich donorspezifische HLA-Klasse I-Antikérper beobachtet. Bis auf
Patient 10 wurden bei allen DSA-positiven Patienten weitere Non-DSA nachgewiesen
(s. Tabelle 7). Die neun DSA-positiven Patienten zeigten sich allesamt von der CAV
betroffen (s. Abbildung 20, Saule vVPRA+DSA+). Unter diesen fanden sich auch drei der
vier Patienten (Patient 17-19), bei denen es im Verlauf zu CAV-assoziierten

Komplikationen kam.

Die Haufigkeit der CAV in Abhangigkeit des Nachweises von DSA ist in Tabelle 8 als
Kontingenztafel dargestellt. Die vier Patienten, bei denen aufgrund fehlender HLA-
Typisierung des Spenders keine Aussagen Uber die Donorspezifitdt detektierter
HLA-Antikorper getroffen werden konnten (s. Tabelle 7, Patient 23, 27-29) sind von den

folgenden Berechnungen ausgeschlossen.

DSA CA(XEC;')“V CA(\é 2'35936)‘“" OR (95 % KI) p-Wert
positiv
2 0) 9 0
35,67 (2,00-635,8) | < 0,001
negativ
(n = 81) 28 53

Sensitivitat 24 %, Spezifitat 100 %,
Positiver Pradiktivwert 100 %, Negativer Pradiktivwert 65 %

Tabelle 8 Haufigkeit der CAV in An- und Abwesenheit von donorspezifischen Antikérpern
Vier Patienten, bei denen HLA-Antikdrper mangels HLA-Typisierung des Spenders weder DSA
noch Non-DSA zugeordnet werden konnte, wurden von der Analyse ausgeschlossen.

Zur Berechnung der Odd’s Ratio wurde zu jedem Wert 0,5 addiert.

Es zeigte sich eine hochsignifikante Haufung von DSA in der Gruppe der CAV-Patienten.
Gegentber 24 % in der Fallgruppe zeigte sich keiner der Kontrollpatienten positiv fur
DSA. Tabelle 9 stellt die Haufigkeit der CAV in Abhangigkeit des isolierten Nachweises

von DSA gegen HLA-Merkmale der Klasse I, Klasse Il oder beide.
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3.4 Zusammenhang zwischen HLA-Antikdrpern und der CAV

CAV positiv CAV negativ o i
DSA (n = 37) (n = 53) OR (95 % KI) p-Wert
anti-HLA-
Klasse | positiv 0 0
(n=0)
- 1,43 (0,03-73,58) 1,000
anti-HLA-
Klasse | negativ 37 53
(n =90)
Sensitivitat 0 %, Spezifitat 100 %,
Positiver Pradiktivwert -, Negativer Pradiktivwert 59 %
7 0
- 26,31 (1,45-477,1) <0,01
anti-HLA-
Klasse Il negativ 30 53
(n =83)
Sensitivitat 19 %, Spezifitdt 100 %,
Positiver Pradiktivwert 100 %, Negativer Pradiktivwert 63 %
anti-HLA-
Klasse 1&Il positiv 2 0
(n=2)
- 7,03 (0,33-151,2) 0,1807
anti-HLA-
Klasse |&ll negativ 35 53
(n =88)
Sensitivitat 19 %, Spezifitdt 100 %,
Positiver Pradiktivwert 100 %, Negativer Pradiktivwert 63 %

Tabelle 9 Pravalenz isolierter donorspezifischer Antikdrper gegen HLA-Merkmale der
Klasse |, Klasse Il und beide Klassen in CAV-Fall- und -Kontrollgruppe

Vier Patienten, bei denen HLA-Antikdrper mangels HLA-Typisierung des Spenders weder DSA
noch Non-DSA zugeordnet werden konnte, wurden von der Analyse ausgeschlossen.
anti-HLA-Klasse 1&Il negativ beinhaltet neben antikbrpernegativen Patienten auch Patienten mit
donorspezifischen Antikdrpern gegen nur eine der beiden HLA-Klassen.

Zur Berechnung der Odd’s Ratio wurde zu jedem Wert 0,5 addiert.

Wie bereits ausgefiihrt prasentierte keiner der neun DSA-Patienten isolierte DSA gegen
HLA-Klasse I-Antigene. Der Vergleich der Haufigkeiten von isolierten donorspezifischen
HLA-Klasse II-Antikorpern bei CAV- und Kontrollpatienten zeigte mit 19 % versus 0 %
einen sehr signifikanten Unterschied. Die zwei Patienten mit DSA gegen Donor-HLA-
Antigene beider Klassen wiesen beide eine CAV-Erkrankung auf, ein signifikanter
Unterschied in der Haufigkeit der CAV gegenuber Patienten ohne HLA-Antikorper beider
Klassen bestand jedoch nicht. Auch unter Exklusion der sieben Patienten mit isolierten
DSA gegen HLA-Klasse II-Merkmale liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen

Fall- und Kontrollpatienten beobachten (p = 0,1449).
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3.5 Basisdaten und weitere klinische Endpunkte in

Abhangigkeit von HLA-Antikdrper- und

Koronargefal3status

Die Basisdaten und Ergebnisse der in Kapitel 2.1.2 ausgefuhrten Merkmale in

Abhangigkeit des Koronargefal3status sind

in Tabelle 10 wiedergegeben, eine

Darstellung in Abhéngigkeit des Befunds im Luminex®-HLA-Antikdrperscreening gibt

Tabelle 11.
Total CAV- CAV+ 0
Merkmal (n = 94) (n=54) (n = 40) OR (95%KI) p-Wert
Basisdaten
Alter bei HTx (Jahre) 0;0-5 1;0-9 0; 0-2 - 0,0720
(Median; Qo.25-Qo,75)
HTx innerhalb des ersten 47/94 23/54 24/40 0,49 (0,22-1,14) 0,1438
Lebensjahres
Zeit seit HTx 9; 4-15 7,2-11  14;9-16 - <0,0001
(Median; Qo.25-Qo,75)
Geschlecht (m/w) 59/35 32/22 27/13 0,7 (0,30-1,65) 0,5184
Grunderkrankung
Singularer Ventrikel 45/94 21/54 24/40 0,42 (0,18-0,98) 0,0601
Kardiomyopathie 38/94 23/54 15/40 1,24 (0,54-2,86) 0,6743
Andere 11/94 10/54 1/40 8,86 (1,08-72,44) <0,05
Histopathologie
Zustand nach ACR 68/94 30/54 38/40 15,2 (3,32-69,51) < 0,0001
Anzahl akuter ACR 2;0-3 1;0-2 3;2-5 - <0,0001
(Median; Qo.25-Qo,75)
Zustand nach 54/94 23/54 31/40 4,64 (1,85-11,62) < 0,001
C4d-Deposition
Hamodynamik & Bildgebung
LVEDP >12 mmHg* 21/89 7/50 14/39 3,44 (1,23-9,66) <0,05
Kardiale MRT** 6/72 3/39 3/33 1,20 (0,23-6,39) 1,000

Tabelle 10 Basisdaten sowie histopathologische, bildgebende und hdamodynamische
Diagnostika in Abhangigkeit des CAV-Status

* LVEDP-Messungen lagen in insgesamt 89 Fallen vor.

** Kardiale MRT-Untersuchungen lagen in insgesamt 72 Fallen vor.

70



anti-HLA-  anti-HLA- anti-HLA- anti-HLA-
Merkmal Total | Klassel  Klassel OR (95%KIl)  p-wert | Klassell  Klassell — np o500y p-Wert
(n =94) negativ positiv negativ positiv
(n=78) (n=16) (n=74) (n =20)
Basisdaten
Alter bei HTx (Jahre)  0,5; 0-5 1;0-6 0; 0-2 - 0,3654 1;0-6 1;0-2 - 0,6325
(Median; Qo.25-Qo,75)
HTx innerhalb des 47194 38/78 9/16 0,74 (0,25-2,18)  0,7845 37/74 10/20 1,00 (0,37-2,69) 1,0000
ersten Lebensjahres
Zeit seit HTx 9; 4-15 8; 3-14 14; 8-17 - <0,05] 8;3-14 14;9-16 - 0,0774
(Median; Qo.25-Qo,75)
Geschlecht (m/w) 59/35 45/33 14/2 5,13 (1,09-24,15) <0,05 43/31 16/4 0,35 (0,11-1,14) 0,1163
Grunderkrankung 0,1397 0,5364
Singularer Ventrikel 45 34 11 2,85 (0,90-8,98)  0,0985 34 11 1,44 (0,53-3,88) 0,6149
Kardiomyopathie 38 34 4 0,43 (0,13-1,46) 0,2632 30 8 0,98 (0,36-2,68) 1,0000
Andere 11 10 1 0,43 (0,05-3,65) 0,6815 10 1 0,34 (0,04-2,80) 0,4470
Histopathologie
Zustand nach ACR 68/94 54/78 14/16 3,11 (0,66-14,78) 0,2195 50/74 18/20 4,32 (0,93-20,16) <0,05
Anzahl akuter ACR 2;0-3 2;0-3 2;1-3 - 0,2566 2;0-3 3;1-4 - 0,0891
(Median; Qo.25-Qo,75)
Zustand nach 54/94 42/78 12/16 3,52 (0,92-13,46) 0,0856 39/74 15/20 2,69 (0,89-8,17) 0,0818
C4d-Deposition
Hamodynamik & Bildgebung
LVEDP > 12 mmHg* 21/89 19/77 2/12 0,61 (0,12-3,04) 0,7239 13/72 8/17 4,03 (1,31-12,44) <0,05
Kardiale MRT** 6/72 6/58 0/14 0,28 (0,01-5,24) 0,5894 5/54 1/18 0,59 (0,06-5,40) 1,0000

Tabelle 11 Basisdaten, Histopathologie, Bildgebung und Hamodynamik in Abh&ngigkeit des Luminex®-HLA-Antikdrperscreenings

* LVEDP-Werte lagen bei insgesamt 89 Patienten vor.

** Kardiale MRT-Untersuchungen lagen bei insgesamt 72 Patienten vor.




3.5 Basisdaten und weitere klinische Endpunkte in Abhangigkeit von HLA-

Antikérper- und Koronargefal3status
Der im Folgenden behandelte Vergleich zwischen den Basisdaten und klinischen
Parametern in Bezug auf den DSA-Status erfolgte unter Ausschluss der vier Patienten,
deren spezifische Antikérper mangels Typisierung keiner der beiden Gruppen
zugeordnet werden konnte, anhand von neun DSA-positiven und 81 DSA-negativen

Patienten.

Die DSA-Patienten wurden im Median im Alter von zwei Jahren (Qo,25-Qo,7s = 0-3 Jahre)
transplantiert und unterschieden sich damit nicht signifikant von den anderen
81 Patienten. Gleiches gilt fir die Anzahl der innerhalb des ersten Lebensjahres
transplantierten Patienten (n = 4), die seit HTx vergangene Zeit (median 10 Jahre;
Qo25-Qo7s = 2-15 Jahre), die Verteilung der Grunderkrankungen und die Geschlechter-

verteilung (sieben Manner zu zwei Frauen).

Obwohl sich im Vergleich zu 70 % bei DSA-Negativen alle neun DSA-positiven Patienten
im Status nach ACR befanden, entsprach dies laut Fisher’s Exact Test einem
nichtsignifikanten Unterschied (p = 0,0587). Ahnlich grenzwertig war die Assoziation von
DSA mit der Haufigkeit des C4d-Nachweises in Verlaufsbiopsien (p = 0,0725).

Es zeigte sich hingegen eine hochsignifikante Haufung pathologischer LVEDP-Werte
bei DSA-positiven Patienten (78 % vs. 17 %, p < 0,001). Die Betrachtung von
Funktions- und Perfusionsanalysen mit der kardialen Magnetresonanztomographie
korrelierte nicht mit An- oder Abwesenheit von DSA (p = 1,000).
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3.6 Validierung und Testeigenschaften des Luminex® in der
CAV-Diagnostik

3.6.1 Beziehung zwischen MFI, vPRA und der CAV

In Kapitel 3.4 wurde bereits der Zusammenhang zwischen Luminex®-Screeningbefund
fur HLA-Antikorper der Klasse | und 1l und der CAV bei einem Cutoff von 3 dargestellt.
Neben der Betrachtung von HLA-Antikérperstatus und Koronargefal3status als
kategoriale Merkmale untersuchten wir weiterhin die Beziehung zwischen der Hohe der
MFI-Werte des Luminex®-Antikérperscreenings und der CAV-Scores. Sowohl im HLA-
Klasse |- als auch HLA-Klasse ll-Antikdrperscreening zeigten die MFI-Werte eine
positive Korrelation mit dem CAV-Score (Klasse I: Spearman r = 0,26, p < 0,05; Klasse
II: Spearman r = 0,39, p < 0,0001). Varianzanalysen zeigten keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den MFI-Werten der einzelnen CAV-Subgruppen im Screening auf
HLA-Klasse |-Antikdrper (p = 0,1871), indizierten jedoch hochsignifikante Unterschiede
im Screening auf HLA-Antikorper der Klasse Il (p < 0,0001). Die Mittelwerte der
einzelnen Subgruppen und das Signifikanzniveau der gruppenspezifischen
Unterschiede sind in Abbildung 21 dargestellit.
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Abbildung 21 MFI-Mittelwerte und Standardabweichungen der CAV-Subgruppen im

Luminex®-Screening auf HLA-Klasse |- und HLA-Klasse II-Antikdrper
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Zwischen vPRA-Wert und CAV-Score beobacheten wir unabhangig vom Vorliegen
spezifischer Antikorper weiterhin eine positive Korrelation (r = 0,4407, p < 0,05). Wie aus
Abbildung 22 hervorgeht schienen tendenziell auch gruppenspezifische Unterschiede
der mittleren vVPRA-Werte vorzuliegen, Varianzanalysen sprachen allerdings nicht fur
signifikante Unterschiede zwischen den Subgruppen (p = 0,0927).

Unter Vernachlassigung eventueller DSA oder Non-DSA wurden die 27 Patienten,
welche mittels Antikorperdifferenzierung untersucht wurden (s. Tabelle 7 und Abbildung
20), in Bezug auf vPRA-Positivitat und -Negativitat verglichen. Obwohl bei allen 27
Patienten ein positiver Screeningbefund vorlag, welcher zur Untersuchung im PRA- oder
Single Antigen-Test fuhrte, zeigten sieben Patienten (vgl. Abbildung 20, Saule 4) einen
negativen VPRA, darunter funf CAV-negative und zwei CAV-betroffene Patienten. Die
20 anderen Patienten mit positivem vPRA (vgl. Abbildung 20 S&ule 1-3) zeigten sich
insgesamt in 13 Fallen CAV-erkrankt und in sieben Fallen gesund. Anhand der isolierten
Betrachtung der vPRA-Werte dieser Patienten unterschieden sich CAV- und
Kontrollpatienten nicht signifikant (p = 0,1850).
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Abbildung 22 vPRA-Mittelwerte und Standardabweichungen der in der Antikdrper-
differenzierung untersuchten Patienten und deren gruppenspezifische Unterschiede

Bei den Patienten, die fiir beide HLA-Antikdrperklassen differenziert wurden, wurde der héhere
der beiden Werte herangezogen.
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3.6.2 ROC-Analyse und Testeigenschaften des Luminex bei verschiedenen
Cutoffs

Screening Wie bereits ausgefihrt wurde im Luminex®-Antikérperscreening die
hausinterne Entscheidungsgrenze MFI = 3 benutzt, um zwischen Positivitat und
Negativitat fur HLA-Antikbrper zu unterscheiden. Fir die Haufigkeit von HLA-Klasse |-
Antikdrpern konnten bei gegebenem Cutoff zwischen CAV-Gruppe und Kontrollgruppe
keine signifikanten Unterschiede gezeigt werden (21 % vs. 15 %). Hingegen wurden in
der CAV-Gruppe signifikant haufiger HLA-Klasse Il-antikbrperpositive Patienten
beobachtet (35 % vs. 11 %, p < 0,01, s. Abbildung 19). Das Chancenverhaltnis, bei
Vorliegen von HLA-Klasse Il-Antikorpern mit MFI-Werten 2 3 an einer CAV erkrankt zu
sein, betrug 4,31 (95 % KI = 1,48-12,55). Mit 14 richtig positiv und 26 falsch negativ
getesteten ergab sich eine Sensitivitéat von 35 %. Die Spezifitat betrug mit sechs falsch
positiven Patienten und 48 richtig negativen Patienten 89 %. Der positive und negative
pradiktive Wert waren 70 % und 65 %.

Fur das Luminex®-Antikdrperscreening auf HLA-Antikorper beider Klassen wurde
anhand der Ergebnisse der 94 untersuchten Seren eine Grenzwertoptimierungskurve
(engl. receiver operating characteristic, ROC-Kurve) erstellt. Die resultierenden
ROC-Kurven gibt Abbildung 23 wieder.
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Abbildung 23 ROC-Kurven des MFI-Werte aus dem Luminex®-Screening auf HLA-
Antikorper in der Detektion von CAV-Patienten

HLA-Klasse I-Antikdrper: AUC=0,6102, 95 % Kl = 0,4951-0,7252, p = 0,06881.
HLA-Klasse II-Antikdrper: AUC=0,7127, 95 % KI = 0,6054-0,8200, p < 0,001.

Die Identitatslinie ist gestrichelt dargestellt.
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Dabei erreichte die ROC-Analyse fur des HLA-Klasse I-Antikérperscreenings nicht das
geforderte Signifikanzniveau von p < 0,05, wahrend die des HLA-Klasse II-
Antikorperscreenings mit p < 0,001 ein hochsignifikantes Ergebnis bedeutete. Eine
graphische Darstellung von Sensitivitat, Spezifitat und pradiktiven Werten des
Luminex®-Screenings in Abh&ngigkeit des Cutoffs gibt Abbildung 24. Statistisch
signifikante Unterschiede beziiglich der Haufigkeit von Antikdrpern gegen HLA-Klasse I-
Antigene zwischen CAV- und Kontrollpatienten konnten auch unter Veranderung des
Cutoffs nicht erreicht werden. Der Cutoff, bei dem die geringste Irrtums-
wabhrscheinlichkeit (p = 0,0747) erreicht werden konnte, betrug = 5. Bei diesem betrug
die Sensitivitat 7,5 %, die Spezifitdt 100 %, der positive pradiktive Wert 100 % und der
negative pradiktive Wert 59 %. Beim Nachweis von HLA-Antikérpern der Klasse | mit
einem MFI = 5 betrug das Chancenverhéltnis einer CAV 10,17 (95 % Kl = 0,5101-202,9).

Unter Verwendung eines Cutoffs von = 7 waren die Unterschiede zwischen Fall- und
Kontrollgruppe beziglich der Haufigkeit von Antikdrpern gegen HLA-Klasse II-Antigene
maximal (p = 0,0003). Die Sensitivitat betrug so 28 %, die Spezifitat 98 %, der positive
pradiktive Wert 92 % und der negative pradiktive Wert 65 %. Das Chancenverhéltnis
einer CAV unter Anwesenheit von HLA-Klasse 1l-Antikdrpern mit einem MFI = 7 betrug
20,1 (95 % Kl = 2,469-163,7).
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Abbildung 24 Testeigenschaften des MFI-Werts des Luminex®-Screenings auf HLA-
Antikdrper der Klasse | und der Klasse Il in der Detektion von CAV-Patienten in
Abhangigkeit des Cutoffs

Sensitivitat: blau, Spezifitat: grin, positiver Pradiktivwert: rot, negativer Pradiktivwert: schwarz.
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Differenzierung Die ROC-Analyse der vPRA-Werte der 15 CAV-positiven und 12
-negativen Patienten ergab die in Abbildung 25 dargestellte Kurve. Unter isolierter
Betrachtung des vPRA konnte bei einem Cutoff von = 6 % vPRA mit hinreichender
Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen CAV-Patienten und Koronargesunden unterschie-
den werden (p = 0,0369). Sensitivitdt und Spezifitat betrugen hierfir 87 % und 58 %,
positiver und negativer Pradiktivwert lagen bei 72 % und 77 % (s. Abbildung 26).
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Abbildung 25 ROC-Kurve des vVPRA-Werts zur Detektion von CAV-Patienten

Die dargestellte Kurve basiert auf den Werten der 27 Patienten, die mittels Luminex®-
Antikorperdifferenzierung untersucht wurden. Die Identitatslinie ist gestrichelt dargestellt.
(AUC=0,7083, 95 %KI = 0,5070-0,9096, p = 0,06734).
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Abbildung 26 Testeigenschaften des vPRA-Werts der Luminex®-Differenzierung in der

Detektion von CAV-Patienten in Abhangigkeit des Cutoffs

Bei Patienten, die fur beide HLA-Antikdrperklassen differenziert wurden, wurde der héhere der
beiden Werte herangezogen.

Sensitivitat: blau, Spezifitt: griin, positiver Pradiktivwert: rot, negativer Pradiktivwert: schwarz.
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4 Diskussion

4.1 Charakterisierung des Studienkollektivs

41.1 Basisdaten

Mit einem Anteil von etwa 6 % an allen im Eurotransplantgebiet durchgefiihrten
Herztransplantationen stellen kindliche HTx-Patienten eine sehr kleine Grund-
gesamtheit dar, was den Hauptgrund fur die begrenzte Zahl an Studien zur Beziehung
zwischen HLA-Antikdérpern und der CAV darstellt [11, 112]. Kleine Fallzahlen
erschweren haufig valide statistische Analysen und schranken die Aussagekraft vieler
Untersuchungen ein. Mit 98 rekrutierten padiatrischen HTx-Patienten kann sich die
vorliegende Arbeit beziiglich des Stichprobenumfangs mit anderen Studien messen (vgl.
Tabelle 4).

Vorteile der hier definierten Einschlusskriterien, welche sich wie beschrieben zunachst
nur an Menge und Qualitat der Serumproben richteten, sind die Generierung dieses
vergleichsweise grof3en Kollektivs und die randomisierte Aufnahme der Patienten in die
Studie ohne vorherige Durchsicht von Vorbefunden. Mégliche Nachteile sind die
fehlende Kontrolle von Storvariablen durch beispielsweise die Anpassung des Alters in
Fall- und Kontrollgruppen, eine relativ gro3e Spannweite einzelner Merkmale und die
Unvollstandigkeit manch anderer. Die Tatsache, dass die hier untersuchten Proben
hauptsachlich aus der kinderkardiologischen Ambulanz und somit mehrheitlich von
ambulanten Patienten stammten, kénnte eine Stichprobenverzerrung darstellen, da
womadglich eher Langzeitiberlebende rekrutiert wurden und Patienten mit kompliziertem

Verlauf eher im station&ren Bereich zu finden gewesen waren.

So reprasentierten die in dieser Studie untersuchten Patienten mit einem mittleren Alter
zum Untersuchungszeitpunkt von 13,27 + 5,839 Jahren und einer mittleren seit der
Transplantation vergangenen Zeit von 9,296 + 6,268 Jahren insgesamt eher ein Kollektiv
von Langzeitiberlebenden (vgl. Tabelle 4). Das Alter zum Zeitpunkt der Transplantation
zeigte zwar eine relativ grof3e Spannweite, die Streuungsparameter fielen jedoch

vergleichsweise gering aus (s. Tabelle 6, vgl. Tabelle 4).
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Die Verteilung der zur HTx fuhrenden Grunderkrankungen entsprach im Wesentlichen
der in Abbildung 1 dargestelliten Verteilung innerhalb der ISHLT-Datenbank. Das
Geschlechterverhaltnis des Studienkollektivs fiel im Vergleich zu dem der Warteliste von
Eurotransplant von 2000-2010 (381 mé&nnlich, 306 weiblich) mit 62 ménnlichen zu 36

weiblichen Patienten leicht zugunsten der mannlichen Patienten aus (p = 0,1576) [11].

4.1.2 Pravalenz von HLA-Antikdérpern und der CAV

Dass Kontraindikationen, Malcompliance oder andere Ursachen die etwa alle ein bis
zwei Jahre geforderten Verlaufsangiographien in der klinischen Routine verhindern, fallt
aufgrund anatomischer und technischer Umstande besonders bei Kindern ins Gewicht
[7, 91]. In einer multiinstitutionellen Studie im Rahmen der Pediatric Heart Transplant
Study fehlten serielle angiographische Untersuchungen sogar in bis zu
50 % der Falle [98]. Diese Tatsachen fuhrten auch im hier untersuchten Kollektiv dazu,
dass in vier Féllen kein angiographischer Befund erhoben werden konnte, was zu deren
Ausschluss fiihrte und in anderen keine Verlaufsuntersuchungen vorlagen. Wie bereits
erwahnt war die Serumentnahme in 77 % durch weniger als ein Jahr, in 89% durch
weniger als zwei Jahre von der jiingsten Angiographie getrennt. Die auf3erhalb dessen
liegenden Falle mdgen aus wissenschaftlicher Sicht zwar ein limitierender Faktor sein,
stellen jedoch einen kleinen Anteil dar und sind auch in der klinischen Realitét in einer

kinderkardiologischen Ambulanz durchaus zu bericksichtigen.

Da es sich bei dieser Studie um eine Querschnittserhebung retrospektiver Daten
handelt, konnten Unterschiede bezlglich der Nachbeobachtungszeitrdume der
Patienten nicht vermieden werden. Die in Abbildung 15 dargestellten Pravalenzen der
CAV innerhalb der Patientengruppen in Abhangigkeit der Nachbeobachtungszeit sind
daher nur bedingt mit den Zahlen aus Kaplan-Meier-Analysen des ISHLT-Jahresberichts
aus 2013 (2 % nach einem, 15 % nach fiinf, 34 % nach zehn Jahren) vergleichbar. Daher
ist anzumerken, dass sich mit einer longitudinalen Betrachtung wohl reprasentativere
Aussagen zu den verschiedenen Jahrespravalenzen und der Inzidenz treffen lie3en. Die
Darstellung spricht dennoch dafir, dass es umso héaufiger zu einer Entwicklung einer
CAV kommt, je langer der beobachtete Transplantationsverlauf ist und, dass besonders

bei Langzeitiberlebenden mit deren Entwicklung gerechnet werden muss.
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Ebenso niedriger ist die hier im LCT beobachtete Pravalenz von HLA-Antikérpern von 7
%, welche Ho et al. in einer Studie an péadiatrischen Patienten mit 15 % fir Antikorper
gegen HLA-Klasse I-Antigene und mit 28% gegen HLA-Klasse lI-Antigene bezifferten
(s. Abbildung 16, vgl. Tabelle 4). Die in dieser Studie dokumentierte Haufigkeit von HLA-
Klasse I-Antikorpern (17 %), HLA-Klasse II-Antikdrpern (21 %) und donorspezifischen
Antikorpern (10 %) liegt zwischen denen der Studien, die in Tabelle 4 zitiert wurden.
Dass das HLA-Antikorperscreening mittels Luminex®-Technologie verglichen mit dem
LCT insgesamt ein Verfahren mit Uberlegener Sensitivitat ist und eine héhere Zahl von
Patienten als antikorperpositiv identifiziert, zeigt auch die vorliegende Studie deutlich.
Die niedrigeren CAV- und Antikdrperpravalenzen gegentber anderen Studien lieRen
sich moglicherweise durch das Rekrutieren hauptsachlich ambulanter Patienten und
eine eventuelle Stichprobenverzerrung erklaren. Im stationdren Bereich hatte man

vermutlich mehr Patienten mit immunologischen Komplikationen rekrutiert.

4.1.3 Vergleich der Basisdaten der Fall- und Kontrollpatienten

Die bereits ausgefuhrten Einschlusskriterien fuhrten zwar zu einer relativ grof3en
Stichprobe und einer randomisierten Aufnahme in das Kollektiv, verhinderten aber die
Auswahl von Fall- und Kontrollpatienten unter Anpassung des Alters und der seit HTX
vergangenen Zeit. Nichtsdestotrotz lassen sich anhand des in Tabelle 10 und
Tabelle 11 dargestellten Vergleichs der Basisdaten zwischen Fall- und Kontrollgruppe
einige Beobachtungen machen. So lield sich weder bezlglich des Alters bei
Transplantation noch beziiglich der Haufigkeit von Patienten, die innerhalb des ersten
Lebensjahres transplantiert wurden zwischen CAV-positiven und -negativen Patienten
ein signifikanter Unterschied feststellen. Die CAV-Patienten waren tendenziell zum
Zeitpunkt der Transplantation jinger. Gleiches gilt fur Positivitat beziehungsweise
Negativitat fir HLA-Antikdrper beider Klassen. Dass friher transplantierte Patienten ein
besseres Langzeitergebnis und eine niedrigere Inzidenz von Abstoungsphanomenen
aufweisen, kdnnte man moglicherweise im Falle groRerer Altersdifferenzen zwischen
Fall- und Kontrollgruppen beobachten, jedoch stiitzen die Daten aus der vorliegenden
Arbeit diese Hypothese nicht.
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Bezuglich der Verteilung der Grunderkrankungen erbrachte der x?-Test zwischen CAV-
Patienten und koronargesunden Patienten einen signifikanten Unterschied, ebenso
fanden sich unter den koronargesunden signifikant mehr Falle der Kategorie ,Andere®,
wie in Kapitel 3.1 definiert (p < 0,05). Den Literaturdaten nach wurde bisher kein
Zusammenhang zwischen der CAV und der zur HTx fuhrenden Grunderkrankung bei
padiatrischen Patienten dokumentiert, weshalb diesem Zusammenhang eine zufallige
Verteilung zugrunde liegen kénnte. Ahnlich diirfte angesichts der Fallzahl die Haufung
von HLA-Klasse I-Antikdrpern im Luminex®-Antikdrperscreening bei maéannlichen

Patienten zu interpretieren sein (p < 0,05).

Dass bei den CAV-Patienten im Median allerdings etwa doppelt so viel Zeit seit der HTx
vergangen war stellte einen hochsignifikanten Unterschied im Vergleich zur
Kontrollgruppe dar (p < 0,0001). Auch lag die HTx bei Patienten mit HLA-Klasse I-
Antikorpern im Luminex®-Antikdrperscreening signifikant langer zurick (p < 0,05),
wahrend sich bezuglich Antikorpern gegen HLA-Merkmale der Klasse |l zumindest eine
nichtsignifikante Tendenz in dieselbe Richtung abzeichnete (p = 0,0774). Dass die CAV
mit fortschreitender Zeit nach HTx immer haufiger wird, belegen bereits die in Abbildung
10 dargestellten Graphiken der ISHLT. Auch die Daten dieser Studie sprechen dafir,
dass die CAV eine typische Komplikation des Langzeitverlaufs ist. In der klinischen
Betreuung von péadiatrischen HTx-Patienten sollte deshalb umso mehr mit der
Entwicklung einer CAV gerechnet werden, je langer der Patient bereits mit dem
transplantierten Herzen lebt. Womdglich gilt dies auch fir die humorale Immunantwort

und die Produktion von HLA-Antikdrpern.
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4.2 HLA-Antikorper als pathophysiologisches Element der CAV

Wie bereits in Kapitel 1.3 und 1.4 erlautert, gilt die Bedeutung von HLA-Antikorpern und
der AMR fur die CAV aus pathophysiologischer und klinischer Sicht als umstritten. Ob
HLA-Antikorper als Epiph&nomen der CAV auftreten, oder ob sie einen kausalen Faktor
darstellen, kénnen wir mit dieser Studie aufgrund ihres Querschnittsdesigns nicht
beantworten. Hierzu waren L&angsschnittbetrachtungen mit seriellen Antikorper-
messungen und Koronarangiographien notwendig. Inzwischen impliziert jedoch eine
beachtliche Menge an klinischen und experimentellen Daten, dass HLA-Antikérper der
CAV vorausgehen und ein atiopathogenetisches Element sind. Vor diesem Hintergrund
lassen sich anhand der von uns und anderen Forschungsgruppen (s. Tabelle 4)
beobachteten Assoziation von Antikorpern gegen HLA-Klasse II-Merkmale des Donors

Hypothesen zur Pathophysiologie ableiten.

Abgesehen von den donor passenger leukocytes, welche in den ersten Monaten nach
HTx aus dem Organismus und dem Allograft depletiert sind, stellen das Endothel und
die vaskularen SMC die einzigen Zellen dar, welche durch repetitiv-kumulative
Schadigung und unter Einwirkung inflammatorischer Zytokine zur HLA-Klasse II-
Expression gebracht werden kénnen [122, 123]. Diese beiden Zelltypen stellen in den
Augen vieler Autoren die einzige vermeintliche Zielstruktur fur HLA-Klasse II-Antikérper
und die von ihnen vermittelten Effekte im Graft dar. So zeigte sich bei den Seren, welche
im LABScreen® PRA- oder SA-Test untersucht wurden, ein deutliches Uberwiegen von
DSA gegen HLA-Klasse lI-Merkmale des Donors. Die Antikdrperkonstellation in Kontext
des CAV-Status lasst nebenbei vermuten, dass es sich auch bei den Patienten 23, 27,
28 und 29 aus Tabelle 7 trotz fehlender Typisierung um DSA handelte (s. Abbildung 20).
Auch Topilsky et al. entdeckten ahnliche Befunde [119]. Der mdégliche Einfluss von
donorspezifischen HLA-Klasse Il-Antikérpern findet auch in unseren Ergebnissen
Ausdruck, da alle Patienten, bei denen solche beobachtet wurden, CAV-betroffen waren
und ein hochsignifikanter Zusammenhang bestand (p < 0,001). Ebenfalls auffallig war
der hohe Anteil an DSA gegen HLA-DQ-Merkmale des Donors, welche in sieben der
neun DSA-positiven Patienten pravalent waren (s. Tabelle 7). Die Lokalisation von HLA-
DR- und HLA-DQ-Antigen in den Zellen der BlutgefaRwéande und deren Beteiligung an
der Ausbildung von CAV-Lasionen macht diese Vermutung aus unserer Sicht

wahrscheinlich.
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Wie in Kapitel 3.5 gezeigt, fanden sich sowohl anti-HLA-Klasse II-Antikorper,
donorspezifische Antikdrper als auch die CAV selbst signifikant haufiger bei Patienten
im Status nach akuter zellularer Absto3ung. Die Ergebnisse dieser Studie beflrworten,
im Kontext der Literatur, eine pathophysiologische Sequenz, in der akute Ab-
stoBungsepisoden eine zytokingesteuerte HLA-Induktion auf den allogenen Zellen, so
auch auf Endothel und vaskularen SMC, initiieren und sie somit zum Ziel einer sich selbst
unterhaltenden, polyklonalen chronischen Immunantwort machen (s. Kapitel 1.3.2). Wie
auch bei Raichlin et al. spricht die von uns beobachtete hochsignifikante Korrelation
zwischen dem Schweregrad der CAV und der Anzahl akuter Rejektionen flr einen
kumulativen Effekt [75].

Trotz der hier beobachteten signifikanten Assoziation wiesen immerhin 65 % der
CAV-Patienten keine HLA-Antikorper der Klasse Il auf. In Anbetracht dessen mussen
auch bei unseren Patienten andere immunologische und nichtimmunologische kausale
Faktoren in der Pathogenese der CAV angenommen werden. Eine Limitierung dieser
Studie stellt sicherlich das Nichterfassen einiger Storfaktoren (klassische
kardiovaskulare Risikofaktoren, Ischamiezeit etc.), die Unvollstandigkeit oder das Fehlen
mancher HLA-Typisierungen und die Au3erachtlassung der zellularen Immunitét gegen
das Allograft dar. Dies hatte die Kapazitaten einer Promotionsarbeit jedoch
Uberschritten. Eine weitergehende Erforschung der Interaktion humoraler und zellularer
Immunprozesse sowie des Einflusses von nichtimmunologischen Faktoren sind in
Zukunft fur ein differenzierteres Verstandnis der Pathogenese der CAV notwendig.

Die deutliche Diskrepanz zwischen der Anzahl positiver Befunde im LCT und im
Luminex®-Antikorperscreening in dieser Studie liel3e sich auf mehrere Arten erklaren.
Dieser konnten zundchst methodische Faktoren zugrunde liegen, zum Beispiel die hohe
Sensitivitat der Microbead-Arrays oder Titer unterhalb der Nachweisgrenze des LCT. Im
Falle der HLA-Klasse Il-Antikdrper kommt hinzu, dass der LCT ohne B-Zellselektion
durchgefihrt wurde und deshalb eher als reprasentativ flr Antikdrper gegen HLA Klasse
| zu sehen ist. Diese Vermutung stitzt die signifikante Uber-einstimmung zwischen den
Ergebnissen des LCT und dem Luminex®-Screening auf HLA-Klasse I-Antikorper (s.
Kapitel 3.4.1). Man konnte weiterhin annehmen, dass bei den Patienten mehrheitlich
nichtkomplementaktivierende Antikorperisotypen vorliegen und deshalb nicht im LCT

detektiert werden konnten.
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Uber diese Annahme lasst sich anhand unserer Daten lediglich spekulieren, da wir deren
Anteil nicht genau eruieren kénnen. Daflr sprechen allerdings die Ergebnisse der DTT-
Modifikation des LCT, nach denen bei einem Grolf3teil der Patienten nach Inkubation mit
DTT ein niedrigerer beziehungsweise negativer PRA-Wert ermittelt wurde, sodass in
diesen Fallen IgM-Antikorper angenommen werden konnen. Die Berucksichtigung des
LCT-Ergebnisses bei Patienten mit HLA-Antikdrpernachweis mittels Luminex®
erbrachte in diesem Kollektiv jedenfalls keine weiteren Hinweise bezlglich des CAV-
Status (s. Kapitel 3.4.1).

Dass auch nichtkomplementaktivierende Isotypen eine CAV (ber mehrere
Mechanismen auslosen konnen, wurde bereits durch mehrere, zum Teil in Kapitel 1.4.1
zitierte Studien dokumentiert. Daflir spricht auch, dass bei einem nicht unwesentlichen
Teil von HTx-Patienten C4d-negative AMR vorkommen und, dass auch im Falle einer
CAV nicht immer eine begleitende kapillare C4d-Deposition gefunden werden kann
[124]. Hingegen weisen sowohl unsere Studie als auch die Daten von Poelzl et al. auf
eine Beziehung zwischen dem immunhistochemischen Nachweis von C4d als
Komplementspaltprodukt und der CAV hin [125]. In einer &lteren Arbeit von Vasilescu et
al. konnte zudem eine Assoziation von HLA-Klasse Il-Antikorpern im LCT (nach B-
Zellselektion) zur CAV beobachtet werden, sodass davon ausgegangen werden kann,
dass sowohl komplementaktivierende als auch nichtkomplementaktivierende Isotypen
zur Initiation einer CAV imstande sind [126]. Dariiber hinaus wurden Mechanismen
beschrieben, Uber die komplementunabhéngige Antikdrper in synergistischer Weise zur

C4d-Deposition durch komplementabhéngige Antikorper beitragen [127, 128].

Ho et al. interpretierten die bei manchen Patienten zu beobachtende, vermeintlich
unspezifische Reaktivitat gegen nichtdonorspezifische HLA-Merkmale durch Non-DSA,
indem sie eine Aktivierung von Ged&chtnis-B-Zellen durch inflammatorische Zytokine im
Rahmen der Absto3ungsreaktion annahmen und pladierten fur eine klinische
Berlicksichtigung, da sie eine laufende Alloimmunitat reflektieren kdnnten [129]. Da mit
fortschreitendem Posttransplantationsverlauf ein Uberwiegen des indirekten Wegs der
Antigenerkennung angenommen wird, konnte zudem im Rahmen einer chronischen
OrganabstoRung uber die in Kapitel 1.2.3 erlauterten Mechanismen eine Ausweitung der
humoralen Immunitat auf andere intra- und intermolekulére Epitope stattfinden. Diese
wurde durch Ciubotariu et al. in der Vergangenheit, gemessen durch Grenz-
wertverdiinnungsassays mit alloreaktiven T-Zellklonen, gehauft bei CAV-Patienten

beobachtet [52].
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Arbeitsgruppen um Statsny und Irving sprachen diesen Non-DSA eine klinische
Relevanz ab, wahrend Terasaki et al. eine Haufung bei NTx-Patienten mit Graftversagen
fanden [106, 114, 116]. Die Entstehung dieser Non-DSA sei laut Terasaki auf eine
Immunisierung gegen shared epitopes, welche sowohl auf donorspezifischen als auch
nicht im Donor exprimierten HLA-Antigenen vorkommen, zuriickzufuhren. Non-DSA
zeigten sich in unserem Kollektiv lediglich bei Patienten, die gleichzeitig auch DSA
prasentierten. AuRerdem konnte die Antikorperspezifitat bei einigen Patienten mangels
Typisierung nicht zugeordnet werden. Diese Umstéande schranken die Aussagefahigkeit
dieser Studie zur Bedeutung von Non-DSA ein. Obwohl auch hier weitere
wissenschaftliche Erkenntnisse von Noéten sind, ist aus unserer Sicht angesichts der
Ergebnisse anderer Forschungsgruppen und der von uns beobachteten Assoziationen
eine Bedeutung von Non-DSA, ob kausal oder als Begleitphdnomen, in der
Pathophysiologie der chronischen AbstofRung nicht aus-zuschlief3en.

In Kapitel 3.4 wurde eine signifikante Beziehung zwischen dem Nachweis von HLA-
Klasse IlI-Antikdrpern im Luminex®-Screening und der CAV demonstriert. Weiterhin
bestanden, wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben, signifikante positiven Korrelationen
zwischen den MFI-Werten des Antikdrperscreenings sowie den vVPRA-Werten in der
Antikorperdifferenzierung und dem CAV-Schweregrad (p < 0,0001 und < 0,05). Ebenso
ergaben die in Abbildung 21 illustrierten Varianzanalysen hochsignifikante Unterschiede
der MFI-Werte von HLA-Klasse II-Antikérpern im Luminex®-Screening innerhalb der drei
CAV-Subgruppen (p < 0,0001), wahrend diese unter Betrachtung des vPRA-Wertes der
Antikorperdifferenzierung zumindest einen tendenziellen Unterschied ergab (s.
Abbildung 22, p = 0,0927). Interpretiert man die H6he von MFI- und vPRA-Wert als
Ausdruck der Reaktivitatsbreite eines Serums, so konnten hohe Werte als eine sich
amplifizierende, polyklonale B-Zellantwort im Sinne einer chronischen humoralen
Immunitat gesehen werden, welche mdglicherweise auch die Anwesenheit von Non-
DSA umfasst. Dies ware vor allem in einem Kollektiv aus mehrheitlich
Langzeitiberlebenden denkbar. Jedoch kdnnte man besonders im Falle der Seren, die
wegen eines Screeningergebnisses zwischen 3 und 20 mittels LABScreen® PRA-Test
untersucht wurden und dort ein negatives Ergebnis zeigten, unspezifische Reaktionen
als Ursache des positiven Screeningergebnis annehmen. Dies ist angesichts der

aul3erordentlichen Sensitivitat der Luminex®-Technologie zumindest zu bedenken.
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Im Gegensatz zu diesen Seren prasentierten solche, die wegen eines
Screeningergebnisses > 20 im LABScreen® Single Antigen-Test untersucht wurden, in
allen Fallen auch dort ein positives Ergebnis, in allen Fallen mit dem Nachweis
spezifischer Antikérper mit MFI > 1000. Um methodische Einfliisse auszuschlieRen,
hatte man alle positiven Seren sowohl mit dem LABScreen® PRA-, als auch dem Single
Antigen-Test untersuchen mussen, was allerdings im Rahmen der Routinediagnostik

wirtschaftlich schwer zu rechtfertigen gewesen ware.

Zudem geben Kaczmarek et al. zu bedenken, dass man nur die in der Zirkulation
befindlichen Antikérper messen kdénne und solche, die am Transplantat gebunden sind,
der Messung entgingen [118]. Dieser Effekt misste wohl bei DSA am starksten ins
Gewicht fallen. Wie in Abbildung 20 illustriert, fanden sich bei unseren Patienten solche
mit messbaren DSA (Saule 1) haufiger CAV-erkrankt als die anderen dargestellten
Gruppen, was in diesem Kontext auf eine Sattigung des Allografts zurlickzufiihren sein
konnte. Auch hier waren allerdings eher serielle Messungen, idealerweise in
LABScreen® PRA- und Single Antigen-Test unter Bertcksichtigung der zeitlichen

Dynamik von MFI-Werten der DSA und des Koronargefal3status geeigneter.

Die von uns festgestellte signifikante H&aufung von Patienten mit erhdhtem
linksventrikularem enddiastolischem Druck in der CAV-Gruppe deckt sich mit
Beobachtungen anderer Forschungsgruppen, dass im Rahmen der Pathophysiologie
der CAV eine restriktive hamodynamische Situation zu entstehen scheint [92, 93]. Zur
Entstehung der myokardialen und vaskularen Fibrose des Spenderherzens als Zeichen
der CAV kann diese Arbeit allerdings keine Informationen bieten. Beide sind sicherlich
zumindest anteilig als Reaktion des Allografts auf die sich durch die CAV
verschlechternde Sauerstoffversorgung zu verstehen. Da allerdings auch HLA-Klasse II-
Antikorper signifikant h&ufiger bei Patienten mit pathologischem LVEDP zu finden
waren, ist eine Beteiligung dieser Antikbrper anhand unserer Daten nicht
auszuschlieBen. Denkbar wére, dass HLA-Antikdrper Gber verschiedene Mechanismen
neben zellularen Bestandteilen des Immunsystems einen weiteren persistierenden
Schadigungsreiz darstellen, die verstarkte Produktion extrazellularer Bindegewebs-
substanz fordern und letztlich zur Abnahme der Ventrikelcompliance fuhren. Da HLA-
Klasse II-Merkmale allerdings lediglich in Zellen der GefaRwand des Allografts exprimiert
werden, durften HLA-Klasse Il-Antikdrper weniger ein unabhangiger Einflussfaktor
erhohter LVEDP-Werte sein, sondern ein Teil der pathophysiologischen Sequenz der

CAV, der den hamodynamischen Veranderungen vorausgeht.
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Dies kann aufgrund der hier verwendeten statistischen Methoden und des
Studiendesigns jedoch nur vermutet werden. Hilfreich waren an dieser Stelle weitere
experimentelle Arbeiten tGber die Effekte von HLA-Antikdrpern auf verschiedene Zellen
des Allografts und eine Korrelation dieser Ergebnisse mit longitudinalen klinischen
Studien unter Betrachtung hinreichend grofRer Fallzahlen, die einer multivariaten

statistischen Untersuchung zugénglich sind.
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4.3 HLA-Antikorperdetektion durch die Luminex®-Technologie
und deren Testeigenschaften als Biomarker in der CAV-

Diagnostik

Ein Teil der Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit war die Validierung der Luminex®-

Technologie als Biomarker zur Detektion CAV-betroffener Patienten.

Wie in Kapitel 3.4 dargestellt, zeigte sich kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen HLA-Klasse I-Antikorpern und der CAV. Trotz einer signifikanten positiven
Korrelation zwischen MFI-Wert und CAV-Score lie3en sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den MFI-Mittelwerten der einzelnen CAV-Subgruppen im
Luminex®-Screening auf HLA-Klasse I-Antikorper beobachten. Auch deren ROC-Kurve
erreichte, wenn auch nur knapp, nicht die geforderte Irrtumswahrscheinlichkeit von
p < 0,05. Weiterhin konnte auch unter Verschieben des Cutoffs keine statistisch
signifikante Trennung von CAV-Patienten und Kontrollpatienten durch Betrachten des
HLA-Klasse |-Antikorperstatus erreicht werden. Der Cutoff, bei dem die minimale
Irrtumswahrscheinlichkeit (p = 0,0747) erzielt werden konnte, lag bei einer MFI von 5.
Hier betrug die Sensitivitat 7,5 %, die Spezifitat 100 %, die positiven und negativen
pradiktiven Werte betrugen hier 100 % und 59 % (s. Kapitel 3.6.2). Unter isolierter
Betrachtung eignen sich HLA-Klasse I-Antikérper diesen Ergebnissen zufolge nur
bedingt als Biomarker in der Diagnostik der CAV, auch wenn hohe MFI-Werte einen

mehr oder minder validen Hinweis geben koénnten.

Im Gegensatz dazu bietet diese Studie zum Zusammenhang von HLA-Antikdrpern
gegen Merkmale der Klasse Il mit der CAV eine statistisch hinreichend belastbare
Grundlage, um deren mogliche Verwendung als Biomarker in der CAV-Diagnostik
genauer zu betrachten. Wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, lag der Verteilung dieser
Antikorper auf Fall- und Kontrollpatienten ein sehr signifikanter Unterschied zugrunde.
Ebenso zeigte sich eine hochsignifikante positive Korrelation zwischen dem MFI-Wert

des Luminex®-HLA-Klasse II-Antikorperscreenings und dem CAV-Score.
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Weiterhin ergab die Varianzanalyse, dass sich die MFI-Mittelwerte der unterschiedlichen

CAV-Subgruppen auf hohem Signifikanzniveau unterschieden, und auch Mehrfach-

vergleiche nach Tukey erbrachten stets signifikante Ergebnisse (s. Kapitel 3.6.1 und

Abbildung 21). Auch fur die in Abbildung 23 dargestellte ROC-Kurve und deren AUC von

0,7127 wurde eine geringe Irrtumswahrscheinlichkeit beobachtet (p < 0,001).

Wie bereits beschrieben, zeigte sich beim hausinternen Cutoff von 3 eine Sensitivitat
von 35 %, wahrend die Spezifitat bei 89 % lag. Die positiven und negativen pradiktiven
Werte betrugen hier 70 % und 65 %. Unter Veranderung des Cutoffs auf eine MFI von 7
wurden die groRten Unterschiede zwischen Fall- und Kontrollpatienten beobachtet
(p < 0,001). Angesichts dieser Zusammenhange sollte der im Luminex®-Screening auf
HLA-Klasse lI-Antikorper generierte MFI-Wert nicht nur als nominale Variable betrachtet
werden, da dessen Hohe und die daran geknlpften Testwahrscheinlichkeiten wichtige,
in der CAV-Diagnostik nutzbare Informationen enthalten.

Da gerade bei Kindern die Indikation zur Koronarangiographie aufgrund ihrer Invasivitét
zuriickhaltend gestellt werden sollte, bietet der positive Vorhersagewert bei Vorliegen
von HLA-Klasse lI-Antikdrpern ein fir den Kliniker wichtiges potenzielles Instrument, um
die Indikation zur Angiographie zu untermauern. Abbildung 24 illustriert, dass mit
steigendem MFI-Wert sehr hohe positive Vorhersagewerte erreicht werden konnten. Bei
einer MFI von beispielsweise 7 konnte bei unseren Patienten eine CAV mit 92 %
Wabhrscheinlichkeit und einem Chancenverhéltnis von 20,1 angenommen werden.
Patienten mit MFI > 80 (n = 6) zeigten sich dariber hinaus zu 100 % CAV-erkrankt.

Angesichts einer Sensitivitat von 35 % bei einem Cutoff von 3 und 28 % bei einem Cutoff
von 7 scheint die Verwendung des Luminex® als Screeningtest fur die CAV nicht
geeignet. Hohe MFI im Kontext einer hohen Vortestwahrscheinlichkeit, beispielsweise
bei Patienten im Status nach ACR und lange zurtckliegender Transplantation, durften
jedoch trotzdem die Verdachtsdiagnose und die Indikationsstellung zur
Herzkatheteruntersuchung stitzen.
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Schneidet ein Patient trotz hoher Vortestwahrscheinlichkeit und gegebenen

Risikofaktoren negativ ab, ware im Kontext der limitierten Sensitivitat von einem falsch

negativen  Ergebnis  auszugehen. Zusatzliche Informationen  Uber den

Posttransplantationsverlauf und Risikofaktoren bleiben daher bei der Interpretation

unerlasslich.

Anhand der hohen Spezifitdt des Tests, welche bei einem Cutoff von 3 bei 89 % und ab
MFI-Werten > 10 bei Uber 98 % gemessen wurde, ist mit einer einhergehenden hohen
Rate an richtig negativen Patienten zu rechnen. Die Abwesenheit von HLA-Klasse II-
Antikérpern im Luminex®-Screening kann deshalb, gerade im Falle einer geringen
Vortestwahrscheinlichkeit, zu einem sicheren Ausschluss der Erkrankung beitragen. Da
bei einem nicht unerheblichen Teil von HTx-Patienten eine CAV vorlag, ohne dass
Risikofaktoren vorgelegen hatten, sollte auch bei niedriger Vortest-wahrscheinlichkeit
angesichts des Nachweises HLA-Klasse Il-Antikérpern an das Vorliegen einer CAV

gedacht werden. Dies gilt speziell, wenn hohe MFI-Werte beobachtet werden.

Da die Angiographie, der Goldstandard in der CAV-Diagnostik, aufgrund der diffusen
und distalen Manifestation der CAV selbst nur Gber eine limitierte Sensitivitat verflgt,
konnte ein HLA-Klasse Il-Antikdrpernachweis der Manifestation einer angiographisch
nachweisbaren CAV mdglicherweise vorausgehen und die Angiographie erganzen.
Nicht zuletzt, da die CAV mitunter einen sehr progressiven Verlauf zeigen kann, waren
mdgliche Konsequenzen des Antikdrpernachweises eine Erhdhung der Frequenz von
Kontrollangiographien und eine Anpassung der immunsuppressiven Therapie. Der
Einsatz der HLA-Antikdrperanalytik kdnnte dartiber hinaus in der Differentialdiagnostik
bei Symptomen einer Graftinsuffizienz bei Langzeitiberlebenden als Hinweis auf eine
CAV-Erkrankung dienen.

Auch die Antikorperdifferenzierung, welche in unserem Algorithmus dem Screening
nachgeschaltet war, kann weitere Informationen zum CAV-Status beisteuern. Zunachst
ist im Rahmen der Validierung des Luminex die im LabScreen® PRA-Test aufgefallene
Anzahl negativer Seren, denen ein positives Screeningresultat vorausging, zu
diskutieren. Erwartungsgemaf héatte, da in beiden Tests die verwendeten Beads beide
mit aufgereinigtem HLA-Antigen in naturlicher Konformation aus humanen Zelllinien
beschichtet sind, der LabScreen® PRA-Test auch in diesen Féllen ein positives Ergebnis

erbringen missen. Herstellerangaben zufolge zeichnet sich der LabScreen® PRA-Test
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im Vergleich zum Screening durch eine héhere Spezifitat aus. Colombo et al. zeigten in
einer Studie an NTx-Wartelistenpatienten, dass unter Verwendung eines ahnlichen
Algorithmus, wie ihn unser HLA-Labor verwendet, eine betrachtliche Anzahl
screeningpositiver Seren durch anschlieBende Analyse im PRA®-Test als falsch-positiv
identifiziert werden konnte [130]. Aus Abbildung 20 geht unter Betrachtung des
Endpunkts CAV hervor, dass 11 der 12 CAV-negativen Patienten mit positivem
Screeningbefund entweder einen positiven VPRA-Wert ohne spezifischen
Antikorpernachweis (Saule 3) oder gar einen negativen VPRA-Wert (Séaule 4)
prasentierten. Dies unterstreicht die Bedeutung des LabScreen® PRA-Tests in der
Identifizierung falsch positiver Screeningergebnisse, obschon unter diese Befund-
konstellation auch 3 CAV-Patienten als falsch positiv bezeichnet worden waren. Wie
Abbildung 18 zu entnehmen ist, sind im Gegensatz zum LabScreen® PRA keine
negativen Ergebnisse im Single Antigen®-Test entstanden. Bei Screeningergebnissen
mit MFI-Werten > 20 kénnte womdglich also von einem tatsachlichen Vorliegen
spezifischer Antikérper ausgegangen und direkt eine Differenzierung mittels
LabScreen® Single Antigen angeschlossen werden. Der Algorithmus, Seren mit einem
MFI von 3-20 mittels LabScreen® PRA und Seren mit einem MFI > 20 mittels
LabScreen® Single Antigen® zu untersuchen, scheint angesichts dieser Daten im

Kontext der CAV-Diagnostik sinnvoll.

Ob sich distale und diffus verlaufende Manifestationsformen der CAV gehauft bei
Patienten mit bestimmten Antikérperkonstellationen finden lassen, sollte als weitere
Konsequenz dieser Arbeit Gegenstand zuklinftiger wissenschaftlicher Studien sein. Wie
bereits im vorherigen Kapitel gefordert, sind weitere Studien, welche die
Zusammenhange von HLA-Antikdrpern und der CAV unter Bertcksichtigung zeitlicher
Aspekte beleuchten, von Noéten. In diesem Rahmen bietet sich die IVUS-Technik als
sensitivere Methode unter den bildgebenden Verfahren an. Um die Testeigenschaften
des Luminex® zu konkretisieren und eine bessere Validierung der diagnostischen
Algorithmen zu erreichen, waren auBRerdem vergleichende Untersuchungen einer
groBen Serenzahl in LabScreen® Mixed Screening-, PRA und Single Antigen-Test

notwendig.

91



4.3 HLA-Antikorperdetektion durch die Luminex®-Technologie und deren
Testeigenschaften als Biomarker in der CAV-Diagnostik

Der von uns verwendete Algorithmus und die durch die Antikérperdifferenzierung

gewonnenen Informationen Uber den vPRA-Wert und eventuelle DSA konnten in

unserem Kollektiv zu einer weiteren Eingrenzung der Wahrscheinlichkeit des Vorliegens

einer CAV beitragen.

Wie in Kapitel 3.6 ausgefiuhrt, bestand eine positive Korrelation zwischen vPRA-Wert
und dem CAV-Score, wahrend Varianzanalysen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den CAV-Subgruppen erbrachten. Die ROC-Analyse ergab eine AUC von
0,7083 bei einem p-Wert von 0,06734. Unter Applikation eines Cutoffs von 6 % lief3 sich
mit der isolierten Betrachtung des VPRA mit hinreichend geringer
Irrtumswahrscheinlichkeit zwischen CAV- und Kontrollpatienten unterscheiden
(p < 0,05). Patienten mit dem Nachweis von DSA stellten sich als die Gruppe mit dem

hochsten Risiko fur eine CAV heraus (s. Tabelle 8).

Wie bereits durch andere Autoren wurde auch wahrend der Datenerhebung fir diese
Arbeit festgestellt, dass das Fehlen oder die Unvollstandigkeit der Informationen tber
den HLA-Phéanotyp von Spender und Empfanger klinische Realitéat zu sein scheint. Auch
unter kompletter AuRerachtlassung der HLA-Merkmale des Donors lielRen MFI- sowie
VPRA-Wert und der Nachweis von spezifischen Antikérpern in der Differenzierung in
unserem Kollektiv eine signifikante Unterscheidung zwischen Fall- und Kontrollpatienten
zu. Zu einer detaillierteren Betrachtung der Testeigenschaften der verschiedenen
Luminex®-Assays zur Antikorperdifferenzierung und der diagnostischen Rolle von DSA
sind allerdings auch hier Studien an einer gro3eren Fallzahl, deren komplette HLA-Daten

vorliegen, notwendig.
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Nach wie vor ist die CAV der wichtigste, das Langzeituberleben limitierende Faktor nach
padiatrischer Herztransplantation. Das Wissen um die Pathophysiologie der CAV hat
zwar beachtliche Fortschritte erzielt, dennoch ist ungewiss, welchen Anteil die humorale
und zellulare Immunantwort und nichtimmunologische Faktoren zu ihrer Entstehung
leisten. Da speziell padiatrische HTx-Patienten eine sehr kleine Grundgesamtheit
darstellen, besteht ein Evidenzmangel zur Rolle verschiedener HLA-Antikorper in der
Pathophysiologie der CAV nach padiatrischer HTx. Seit Einfihrung der Luminex®-
Technologie, welche zunehmend auch methodische Fragestellungen in den Fokus
geruckt hat, durchlauft die Debatte Uber die pathophysiologische Bedeutung und den
diagnostischen Nutzen von HLA-Antikorpern dariber hinaus eine Reevaluation.

Angesichts technischer Einschrankungen, dem begrenzten Organangebot und dem
extremen HLA-Polymorphismus wird eine starkere Bertcksichtigung der Histo-
kompatibilitat bei der Allokation von Herztransplantaten wohl vorerst nicht zu realisieren
sein. Aufgrund der von uns gezeigten Bedeutung von DSA und ihrer mdglichen
diagnostischen Verwendung im Langzeitverlauf ist daher eine wichtige Konsequenz
dieser Studie, dass eine Bestimmung und Archivierung der Gewebemerkmale in jedem
Fall angestrebt werden sollte. Dies gilt neben den HLA-Merkmalen der Klasse | auch fur
HLA-Merkmale der Klasse II, insbesondere HLA-DR und -DQ. Die systematische
Erfassung ware nicht nur klinisch, sondern auch wissenschaftlich nutzbar und wirde
nicht zuletzt im Falle einer anstehenden Retransplantation zur Risikostratifizierung

beitragen.

Die in dieser Studie beobachteten Zusammenhénge beflrworten im Kontext der
Ergebnisse anderer Forschungsgruppen die Hypothese, dass HLA-Antikdrper einen
kausalen Faktor in der Pathophysiologie der CAV darstellen. Die Analyse auf DSA
zeigte, dass ein Grof3teil dieser sich gegen HLA-DQ-Merkmale des Donors richtete, und
dass eine starke Haufung bei CAV-Patienten bestand. Dies deutet auf eine zentrale
Rolle von HLA-DQ als Immunogen im Rahmen der chronischen humoralen Absto3ung
und der Pathogenese der CAV hin. Weitere wissenschaftliche Anstrengungen sollten
erfolgen, um die Auswirkungen von HLA-DQ-Mismatches, die Expression und
Signaltransduktion von HLA-DQ im transplantierten Herzen und die biologischen

Auswirkungen einer Interaktion mit HLA-Antikbrpern besser zu verstehen.
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4.4 Ausblick

Eine weitere Anforderung an anschlielende Studien ist aus unserer Sicht weiterhin ein
longitudinales Design mit seriellen Erhebungen von Antikérper- und Koronar-
gefal3status in Kontext anderer transplantationsrelevanter Befunde. Sowohl aus
wissenschaftlicher, als auch aus klinischer und diagnostischer Sicht kénnte so zum
Verstandnis des zeitlichen Ablaufs der humoralen Immunantwort und der CAV
beigetragen werden. Zum Zweck einer besseren Validierung der Luminex®-
Technologie, aber auch zum Erkennen mdglicher charakteristischer Antikdrperbefunde
im Rahmen der chronsichen AbstoRungsreaktion waren vergleichende und auch hier
serielle Antikérpermessungen im LabScreen® Mixed Screening-, PRA und Single
Antigen-Test sinnvoll. Von groBem wissenschaftlichem Vorteil ware auRerdem eine
Koordination in Form von multizentrischen Studien, welche eine statistische Betrachtung
von weitaus groBeren Stichproben ermdglichen kdnnten. Dies ware nicht zuletzt
aufgrund des ausgepragten HLA-Polymorphismus und den daraus entstehenden
Auswirkungen auf die HLA-Kompatibilitat und die TransplantatabstoRung von wertvoller

Bedeutung.

Obwohl die Koronarangiographie nach wie vor als Goldstandard in der Diagnostik gilt,
verfigt sie aufgrund der Morphologie der CAV-Lasionen selbst nur Uber eine
eingeschrankte Sensitivitat und birgt als invasive Methode ein nennenswertes
Komplikationsrisiko. Der Einsatz von HLA-Klasse II-Antikérpern als Biomarker kénnte in
Zukunft zur Identifikation von Risikopatienten und zum effizienteren Einsatz der

Herzkatheteruntersuchung beitragen.
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5.1 Englische Zusammenfassung/Abstract

Coronary Allograft Vasculopathy (CAV) is still the most common cause for late graft
failure after heart transplantation. Due to limitations in diagnostics it is often detected in
progressed stages and it can frequently not be treated by interventional or surgical
measures. The pathophysiology of this disease is not fully understood yet. Especially the
impact of HLA antibodies as an immunological risk factor is discussed ambiguously.
Particularly data from pediatric heart transplant patients is inconclusive. With the
introduction of Luminex® technology, focus is also set on methodological issues.
Compared to other diagnostic tools such as ELISA or CDC, Luminex® displays superior
sensitivity, although execution and interpretation are poorly standardized and its clinical
relevance is doubted by several authors. This study examined a possible relationship
between CAV and HLA antibodies as well as Luminex®’ properties in CAV diagnostics
in 98 pediatric heart transplant patients in a correlative cross sectional design. For this
reason sera of all patients were tested for the presence of HLA antibodies via Luminex®
and CDC and data from coronary angiography and other diagnostic and anamnestic
features were gathered. HLA class Il antibodies were significantly more prevalent in CAV
affected patients than in controls (35 % vs. 11 %, p < 0.01). In patients with donor specific
antibodies, being predominantly directed against HLA-DQ, CAV was observed in all
cases (100 % vs. 35 % in DSA negative patients, p < 0.001). Furthermore, CAV was
significantly associated with positive history of acute cellular rejection (95 % vs. 56 %, p
< 0.0001), elevated left ventricular enddiastolic pressure (36 % vs. 14 %, p < 0.05) and
history of capillary C4d deposition (78 % vs. 43 %, p < 0.001). Similarly, patients with
HLA class Il antibodies displayed history of acute cellular rejection (90 % vs. 68 %,
p < 0.05) and elevated left ventricular enddiastolic pressure (47 % vs. 18 %, p < 0.05)
significantly more often than class Il negative patients. This study demonstrates that HLA
class Il antibodies are a significant risk factor for CAV. ROC and cutoff analysis show
that using Luminex® detected HLA antibodies as a biomarker might contribute to
identifying patients at risk of CAV in routine aftercare and also substantiate the indication

for coronary angiography.

95



5.2 Deutsche Zusammenfassung

5.2 Deutsche Zusammenfassung

Die koronare Transplantatvaskulopathie (CAV) stellt nach wie vor die haufigste Ursache
fur Transplantatversagen im Langzeitverlauf nach Herztransplantation dar. Aufgrund
limitierter diagnostischer Alternativen wird sie oft erst in spaten Stadien diagnostiziert
und ist einer interventionellen oder operativen Therapie nur selten zugéanglich. Die
Pathophysiologie dieser Erkrankung ist bisher nicht ganzlich verstanden. Insbesondere
die Rolle von HLA-Antikdrpern als immunologischer Risikofaktor wird kontrovers
diskutiert, und vor allem nach padiatrischer Herztransplantation ist die Datenlage
widerspruchlich. Durch die Einfihrung der Luminex®-Technologie in die HLA-
Antikdrperdiagnostik treten zudem methodische Frage-stellungen in den Fokus. Im
Vergleich zu herkdmmlichen Methoden wie ELISA oder LCT zeichnet sich diese durch
eine Uberlegene Sensitivitat aus, allerdings sind Durchfiihrung und Interpretation wenig
standardisiert und die klinische Relevanz wird von einigen Autoren angezweifelt. In der
vorliegenden Arbeit wurde an 98 padiatrischen Herztransplantationspatienten ein
mdglicher Zusammenhang zwischen der CAV und HLA-Antikdrpern in Form einer
korrelativen Querschnittsstudie untersucht und die Testeigenschaften des Luminex® in
der CAV-Diagnostik bewertet. Zu diesem Zweck wurden Seren aller Patienten mittels
Luminex® und LCT auf HLA-Antikdrper analysiert und neben einem aktuellen
Angiographiebefund weitere anamnestische und diagnostische Merkmale erhoben.
CAV-Patienten zeigten signifikant haufiger HLA-Klasse Il-Antikorper als die
Kontrollpatienten (35 % vs. 11 %, p < 0,01). Bei Patienten mit donorspezifischen
Antikoérpern, deren Mehrheit sich gegen HLA-DQ richtete, lag in allen Fallen eine CAV-
Erkrankung vor (100 % vs. 35 % bei DSA-negativen Patienten, p < 0,001). Weiterhin
zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen der CAV und stattgehabten akuten
zellularen AbstoBungen (95 % vs. 56 %, p < 0,0001), erhohten linksventrikularen
Fullungsdricken (36 % vs. 14 %, p < 0,05) und kapillarer C4d-Deposition in der
Anamnese (78 % vs. 43 %, p < 0,001). Ebenso zeigte sich bei Patienten mit HLA-Klasse
lI-Antikorpern eine signifikante Haufung von stattgehabten akuten zellularen
AbstoRBungen (90 % vs. 68 %, p < 0,05) und erhéhten linksventrikularen Fillungsdriicken
(47 % vs. 18 %, p < 0,05). Die vorliegende Studie zeigt, dass HLA-Klasse Il-Antikdrper
ein signifikanter Risikofaktor fur die CAV sind. ROC- und Cutoffanalysen beflrworten die
Verwendung von HLA-Antikdrpern via Luminex als Biomarker in der CAV-Diagnostik, um
Risikopatienten frihzeitiger zu erkennen wund die Indikationsstellung zur

Herzkatheteruntersuchung verbessern.
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6 Anhang

6.1 Abklrzungsverzeichnis

ACR
ADCC

AMR
APC
AUC
BC

CAV

CD

Akute zellulare Absto3ung (engl. acute cellular rejection)
Antikérperabhangige zellulare Zytotoxizitat (engl. antibody dependent
cellular cytotoxicity)

Antikérpervermittelte Abstol3ung (engl. antibody mediated rejection)
Antigenprasentierende Zelle (engl. antigen presenting cell)
Flache unterhalb der Kurve (engl. area under the curve)
B-Lymphozyt (engl. B-cell)

Koronare Transplantatvaskulopathie

(engl. coronary allograft vasculopathy)

cluster of differentiation

Kardiomyozyt (engl. cardiomyocyte)

Zytotoxischer T-Lymphozyt (engl. cytotoxic T-lymphocyte)
Dendritische Zelle (engl. dendritic cell)

Donorspezifischer Antikdrper

Dithiothreitol

Endothelzelle (engl. endothelial cell)

epidermal growth factor

enzyme linked immunosorbent assay

fibroblast growth factor

Konstante fir die Erdbeschleunigung (ca. 9,81 m/s?)
heparine binding growth factor

human leukocyte antigen

Herztransplantation

Hohe Dringlichkeit (engl. high urgency)

Interferon y

Immunglobulin

insulin-like growth factor 1

Interleukin
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kDa

Kl
LCT
LVEDP

MAC
MFI
MHC
MP
MRT
NG
NK
ns
NTx
OR
PDGF
PRA

ROC
RPMI
SD
SMC
SPA
TGF-B
TH
TNF-a
U/Min.
VPRA

6.1 Abkurzungsverzeichnis

Kilodalton, Gewichtseinheit (definiert als 1/12 der Masse des !2C-
Isotops)

Konfidenzintervall

Lymphozytotoxizitatstest (engl. lymphocytotixicity test)
Linksventrikularer enddiastolischer Druck (engl. left ventricular
enddiastolic pressure)

Membranangriffskomplex (engl. membrane attack complex)
Mittlere Fluoreszenzintensitat (engl. mean fluorescence intensity)
major histocompatibility complex

Makrophage

Magnetresonanztomographie

Neutrophiler Granulozyt

Naturliche Killerzelle

nicht signifikant

Nierentransplantation

Quotenverhéltnis (engl. odds ratio)

platelet derived growth factor

panel reactive antibodies

Spannweite (engl. range)

receiver operator characteristics

Roswell Park Memorial Institute

Standardabweichung (engl. standard deviation)

Glatte Muskelzelle (engl. smooth muscle cell)

Festphaseassay (engl. solid phase assay)

transforming growth factor 8

T-Helferzelle

Tumornekrosefaktor a

Umdrehungen pro Minute

virtual panel reactive antibodies
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