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Zitat:

“Erfolg ist die Fdhigkeit, von einem Misserfolg zum anderen zu gehen, ohne seine

Begeisterung zu verlieren.” (Winston Churchill)



Zusammenfassung:

Die Nierentransplantation (NTX) zdhlt zu den erfolgreichen Therapien der terminalen,
chronischen Nierenkrankheit. Durch die immunsuppressive Therapie nach der
Nierentransplantation kann es jedoch zu verschiedenen infektiosen Komplikationen
kommen. Die Infektion- oder Reaktivierung des BK-Virus (in 10-30 % der Fille nach
Transplantation) fiithrt in 10 % der Félle zu einer Polyomavirusnephropathie (BKN) mit
bis zu 50 % Verlust des Transplantates. Die Diagnose kann nur durch eine invasive
Transplantatnierenbiopsie gestellt werden. Eine spezifische Therapie gibt es bislang
nicht, sie beruht auf der Reduktion oder Umstellung der Immunsuppression. Die donor-
derived cell-free DNA (ddcf-DNA), also die zellfreie DNA des Spenders, die in der
Hypothese, bei Transplantatschdden wie Infektionen (z. B. die BKN), AbstoBung des
Transplantates oder mechanischen Schiden ins Blut des Empféngers freigesetzt wird,
kann mittels droplet-digital PCR gemessen werden und wird zurzeit in der
Transplantationsmedizin als nicht-invasiver Marker untersucht. In dieser Arbeit sollte die
ddcf-DNA als nicht-invasiver Marker im Rahmen der BK-Virdmie und der BKN bei
Nierentransplantierten besser charakterisiert werden. Unter anderem sollte die Frage
geklirt werden, ob die ddcf-DNA als nicht-invasiver Marker fiir den Ubergang einer BK-
Virdmie zu einer BKN angewendet werden kann. Insgesamt wurden 118 Teilnehmer in
die prospektive Studie eingeschlossen. Es entwickelten 33 Teilnehmer eine BK-Virdmie
(28,0 %). Insgesamt 7 dieser Teilnehmer (21,2 %) entwickelten eine BKN. Die ddcf-
DNA war signifikant héher zum Zeitpunkt der hochsten BK-Virus-Kopien im Blut im
Vergleich zu den ersten gemessenen BK-Virus-Kopien beim gleichen Teilnehmer. Bei
abfallenden BK-Virus-Kopien im Blut war auch die ddcf-DNA wieder parallel
regredient. Es konnte eine positive Korrelation zwischen den BK-Virus-Kopien im Blut
und der ddcf-DNA (cp/ml) im Blut festgestellt werden. In der Friihphase der BK-Virdmie
wurden die Teilnehmer untersucht, die zwischen der erst gemessenen BK-Virdmie mit
den BK-Virus-Kopien in der zweiten Messung angestiegen sind (mit Abstand von 1,3
Monaten im Median zwischen den beiden Messungen), hier konnte in beiden Gruppen
(BK-Virdmie und BKN) kein signifikanter Anstieg der ddcf-DNA gezeigt werden. Zum
Zeitpunkt einer Transplantatnierenbiopsie zeigte sich eine hohere ddcf-DNA bei den
Patienten mit histologisch gesicherter zelluldrer AbstoBung gegeniiber der BKN oder dem
Tubulusschaden. Die ddcf-DNA kann also nicht den Ubergang einer BK-Viréimie zu einer
BKN voraussagen. Es besteht jedoch eine Korrelation zwischen der Viruslast und der
ddcf-DNA. Die BK-Virdmie scheint also eher unterschwellig zu einem
Transplantatschaden zu fiihren, welcher nicht mit einem signifikanten Anstieg der ddcf-
DNA im Ubergang zu einer BKN einhergeht.



Summary:

Kidney transplantation (NTX) is one of the successful therapies for terminal, chronic
kidney disease. However, immunosuppressive therapy after kidney transplantation can
lead to various infectious complications. Infection or reactivation of the BK-Virus (in 10-
30% of the cases after transplantation) leads to polyomavirus nephropathy (BKN) in 10%
of cases with up to 50% loss of the graft. The diagnosis can only be made by an invasive
graft kidney biopsy. So far, there is no specific therapy, it is based on the reduction or
conversion of immunosuppression therapy. The donor-derived cell-free DNA (ddcf-
DNA), which is hypothetically released into the recipient's blood, when transplant
damage, such as infections (e.g. BKN), rejection of the transplant or mechanical damage
occurs, can be measured by droplet-digital PCR and is currently being investigated as a
non-invasive marker in transplantation medicine. The aim of this study was to better
characterize ddcf-DNA as a non-invasive marker in the context of BK viremia and BKN
in kidney transplant patients. Among other things, the question of whether ddcf-DNA can
be used as a non-invasive marker for the transition from BK viremia to BKN should be
clarified. A total of 118 participants were included in the prospective study. 33
participants developed BK viremia (28,0 %). A total of 7 of these participants (21.2 %)
developed BKN. The ddcf-DNA was significantly higher at the time of the highest BK-
Virus copies in the blood, compared to the first measured BK-Virus copies in the same
participant. In the case of dropping BK-Virus copies in the blood, the ddcf-DNA was also
regredient. There was a positive correlation between the BK-Virus copies in the blood
and the ddcf-DNA (cp/ml) in the blood. In the early phase of BK viremia, the participants,
who increased with the BK virus copies between the first measured BK viremia and the
second measurement (with an interval of 1.3 months in the median between the two
measurements) were examined. No significant increase in ddcf-DNA could be shown in
both groups (BK viremia and BKN). At the time of transplant kidney biopsy, higher ddcf-
DNA was found in patients with histologically confirmed T-cell mediated rejection than
in those with BKN or tubulus necrosis. Thus, the ddcf-DNA cannot predict the transition
from BK viremia to BKN. However, there is a correlation between viral load and ddcf-
DNA. BK viremia therefore seems to lead to graft damage rather subliminally, which is

not accompanied by a significant increase in ddcf-DNA in the transition to BKN.
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1 Einleitung

1.1 Chronische Nierenkrankheit

Die chronische Nierenkrankheit (CKD) definiert sich ab einer glomeruldren
Filtrationsrate (GFR) von < 60 ml/min/1,73m? K&rperoberfliche iiber einen Zeitraum von
mindestens drei Monaten. Die CKD ist in fiinf Stadien unterteilt, die durch die Kidney
Disease Improving Global Outcome KDIGO-Guidelines von 2012 festgelegt sind.
Unterteilt werden die Stadien nach der Ursache der Nierenkrankheit, der GFR und der
Albuminurie (A1-A3) (KDIGOCW 2012).

A2 A3
30-300 > 300

Albuminurie
mg/g

GFR
ml/min/1,73 m?
G1>90 Keine
Funktionseinschrénkung
G2 60-89 | Geringgradige
Funktionseinschrankung

G3a 45-59 | Gering- bis
mittelgradige
Funktionseinschrénkung
G3b 30-44 | Mittel- bis hochgradige
Funktionseinschréankung
G4 15-29 | Hochgradige
Funktionseinschrénkung
G5<15 Nierenversagen

Grin: geringes Risiko; gelb: moderat erhdhtes Risiko; orange: hohes Risiko; rot: sehr
hohes Risiko

Abb. 1: Stadien der chronischen Nierenkrankheit. Modifiziert nach KDIGOCW 2012.

In der gesamten Bevolkerung liegt die Privalenz der chronischen Nierenkrankheit
zwischen 10-15 % (Schneider et al. 2018). Durch die eingeschriankte Nierenfunktion
kommt es im menschlichen Organismus zu multiplen Anpassungs- und Umbauvorgéngen
im Korper. Diese konnen jedoch lange Zeit stumm verlaufen und die Diagnose der

Nierenkrankheit hinauszogern.



Zu den héufigsten Erkrankungen, die zur chronischen Niereninsuffizienz fiihren, zdhlen
in Deutschland der Diabetes mellitus (31 %) und die vaskuldren Erkrankungen mit der
Hypertonie und der daraus resultierenden hypertensiven Nephropathie (22 %) (Keller and
Geberth 2010).

Ab einer GFR von < 15 ml/min/1,73 m? sollte eine Nierenersatztherapie mittels
Hamodialyse, Peritonealdialyse oder Nierentransplantation in Erwidgung gezogen

werden.

1.2 Nierentransplantation

1.2.1 Allgemein

Die Geschichte der Nierentransplantation beginnt bereits im Jahre 1902 mit einer
Nierentransplantation zwischen zwei Hunden durch Emerich Ullmann aus Wien
(Benjamens et al. 2020). Die erste erfolgreiche Nierentransplantation gelang in Boston,
Massachusetts im Jahre 1954 durch Dr. Joseph Murray, mit einer Nierentransplantation
zwischen zwei eineiigen Zwillingsbriidern (Calne 2005). 1962 gelang Dr. Murray dann
erstmals eine Nierentransplantation zwischen zwei nicht verwandten Personen mithilfe
der neu entwickelten Immunsuppressiva. Einen weiteren Meilenstein stellte die
Entdeckung des HLA-Systems durch den franzosischen Wissenschaftler Jean Dausset im
Jahre 1965 dar (Primc et al. 2020). Seit 1970 gehort die Nierentransplantation offiziell
zur etablierten Therapieoption der terminalen Niereninsuffizienz. Aktuell werden circa
27,5 % der Patienten mit chronischer Nierenkrankheit durch eine Nierentransplantation

behandelt.

Auf der Warteliste fiir eine Nierentransplantation standen im Status T ( = transplantabel)
in Deutschland im Jahre 2022 6.364 Patienten (statistics.eurotransplant.org 2023a). Im
Jahre 2022 sind 339 Patienten auf der Warteliste fiir eine Nierentransplantation
verstorben (statistics.eurotransplant.org 2023c). Die Allokation erfolgt in Deutschland
zentral liber Eurotransplant. Es gibt mehrere Allokationsverfahren, eingeteilt in ETKAS
(Eurotransplant kidney allocation system), Rescue-Allokation, ESP (Extended Senior
Programm) und REAL (Recipient oriented allocation). Die Organvergabe wird nach
Wartezeit, HLA-Kompatibilitit, Blutgruppe, rdumlicher Distanz und der Zusage zu den
verschiedenen Alternativen zu EKTAS geregelt (Keller and Geberth 2010). Als eine der
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Alternativen dient die Lebendspende. Hierfiir muss keine Blutgruppenkompatibilitit

bestehen (Cozzi et al. 2022).

In Deutschland wurden im Jahre 2022 1.966 Nieren transplantiert. Davon waren 535
Lebendspenden, also 27,2 % (statistics.eurotransplant.org  2023b). Die
Nierentransplantation zeigt einen Vorteil in Bezug auf das Uberleben gegeniiber den
chronischen Dialysepatienten. Die Langzeit-Mortalititsrate nach NTX ist 48-82 %
geringer (Wolfe et al. 1999). Es besteht zudem eine bessere Kosteneffizienz. In den
Vereinten Nationen kostet eine Dialysebehandlung pro Patienten circa 121.000 US-
Dollar pro Jahr. Eine NTX einmalig 145.000 US-Dollar. Zusétzlich zu den Kosten der
Immunsuppressiva kime man nach fiinf Jahren auf 605.000 US-Dollar an Ausgaben an
der Dialyse versus 273.000 US-Dollar nach einer NTX (Held et al. 2016). Die
Lebensqualitdt ist gegeniiber den chronischen Dialysepatienten ebenfalls gebessert

(Kostro et al. 2016).

1.2.2 Komplikationen nach Nierentransplantation

Neben den Vorteilen der Nierentransplantation, bestehend aus einer besseren
Uberlebensrate im Gegenzug zur Dialyse, einer besseren Lebensqualitit und einer
geringeren  Kosteneffizienz, zeigen sich jedoch als Nachteile durch die
Immunsuppression, eine hohere Rate an Infektionen — unter anderem opportunistische
Infektionen — und eine hohere Tumorrate. Es kann ebenfalls zu per- und postoperativen
Komplikationen wie Wundheilungsstdrungen, Blutungen und Lymphozelen kommen

(Agrawal, Ison, and Danziger-Isakov 2022).

Die infektiosen Komplikationen stellen weiterhin die filhrende Todesursache nach
Nierentransplantation dar (Behzad et al. 2020). Die akute Harnwegsinfektion ist die am
hiufigsten auftretende, bakterielle Infektion nach Nierentransplantation (Hamid et al.
2020). Je nach Land tritt eine akute Harnwegsinfektion in 35-79 % der Fille nach der
Transplantation auf. Escherichia Coli ist das Bakterium, welches in den meisten Fillen
fiir die Harnwegsinfektion verantwortlich ist (70-90 %). Weitere Pathogene stellen andere
Enterobakterien, Enterokokken, Staphylokokken und Pseudomonaden dar (Behzad et al.

2020). Die steigende Anzahl der multiresistenten Erreger, vor allem bei



immunsupprimierten Patienten mit rezidivierenden Infektionen, stellen ein zunehmendes
Problem in der korrekten Therapie dieser Infektionen dar (Rostkowska et al. 2020).
Neben der fiihrenden bakteriellen Harnwegsinfektion sind auch andere bakterielle
Infektionen mit klassischen Erregern vorzufinden. Hierzu zdhlen eine Pneumonie, eine
Meningitis oder im frithen post-operativen Stadium eine Katheter-assoziierte Infektion
oder Wundinfektionen. Durch die immunsuppressive Therapie treten auch
opportunistische Infektionen auf. Fiihrend zu erwihnen gilt hier die Pilzinfektion mit
Pneumocystis jirovecii (PCP), welche zu einer schweren Pneumonie fiihren kann. Aber
auch andere Erreger wie zum Beispiel Mykobakterien, Nocardien oder Aspergillen
konnen nach Nierentransplantation zu opportunistischen Infektionen fithren und sind oft
schwer zu diagnostizieren (Keller and Geberth 2010). Auch virale Infekte, vor allem
immunmodulierende Viren wie das Cytalomegalievirus (CMV), das Epstein-Barr-Virus
(EBV), das Herpes-Simplex-Virus (HSV), das Varizella-Zoster-Virus (VZV) und das in
dieser Studie zentrale BK-Virus (BK), treten oft im Zeitrahmen von vier Wochen bis zu
einem Jahr nach Transplantation auf (Keller and Geberth 2010). Diese Viren kdnnen
unter der Immunsuppression zu schwerwiegenden multifokalen oder systemischen
Infektionen fiihren, welche oft intravends behandelt werden miissen. Das EBV kann
zudem posttransplantations-lymphoproliferative Erkrankungen (PTLD) hervorrufen
(Afify et al. 2023). Bei schweren Infektionen muss die immunsuppressive Therapie oft
reduziert werden, um eine effektive Behandlung zu gewihrleisten. Hierdurch wird in der
Folge das Risiko fiir eine AbstoBung des Nierentransplantats wieder erhoht. Um die
Infektionsrate post-Nierentransplantation zu verringern, wird bereits intraoperativ vor
Induktion eine antibiotische Therapie (zum Beispiel ein Cephalosporin der 3. Generation)
gegeben (Orlando et al. 2010). Zusétzlich wird iiber einen Zeitraum von circa sechs
Monaten eine prophylaktische Therapie gegen PCP mit Cotrimoxazol verabreicht (Park
et al. 2020). Die Dauer der Prophylaxe ist jedoch zwischen den Transplantationszentren
unterschiedlich. Je nach Cytomegalievirus-Status des Spenders und Empfangers erhalten
die Empfanger, je nach Risikokonstellation, zusétzlich prophylaktisch Valganciclovir,
adaptiert an die Nierenfunktion (Shi et al. 2021). Einem Soor des Mund- und
Rachenraumes kann mittels Amphotericin B oder Fluconazol prophylaktisch vorgebeugt

werden (Antunes et al. 2014).

Neben den infektiosen Komplikationen haben Personen nach Nierentransplantation

gegeniiber der generellen Bevolkerung ein zwei- bis vierfach erhohtes Risiko, an einem



malignen Tumor zu erkranken und zu versterben. Die Inzidenzrate betrdgt 9-10 % fiir
einen soliden Tumor nach zehn Jahren der Immunsuppression nach NTX (Buxeda et al.
2021). Es besteht ein zwei- bis fiinffach erhohtes Risiko fiir Hauttumore und urologische
Tumore nach Transplantation. Das Risiko fiir Virus-assoziierte lymphoproliferative
Erkrankungen oder Karposi-Syndrome ist nach NTX hundertfach erhoht (Piselli et al.
2013). Hauttumore verbleiben die hdufigsten malignen Erkrankungen nach NTX. Es
besteht eine direkte Korrelation zur Intensitit der Immunsuppression und der
Entwicklung von malignen Tumoren. Eine hoher dosierte immunsuppressive Therapie
mit ATG, im Rahmen der Induktionstherapie oder einer Abstoung, erhoht das Risiko fiir
eine Tumorerkrankung. Auch die Calcineurininhibitoren (CNI) konnen durch Stimulation
des Transforming Growth Factor beta (TGF-B) das Tumorwachstum begiinstigen
(Medeiros and Merhi 2021). Mtor-Inhibitoren (mTORi) haben dagegen eine inhibierende
Wirkung auf Hauttumorzellen gezeigt. Ein Wechsel der immunsuppressiven Therapie
wird deshalb oft nach der Diagnose in Erwégung gezogen (Geissler 2015). Die Therapie
der malignen Tumore ist nach Nierentransplantation schwierig. Oft ist ein Wechsel oder
eine Reduktion der immunsuppressiven Therapie notwendig, um das Wachstum des
Tumors oder ein Rezidiv einzuschrinken. Hierdurch erhoht sich erneut das
AbstoBungsrisiko mit Verlust des Transplantates. Auch haben viele Chemotherapien eine
nephrotoxische Wirkung und koénnen somit nicht — oder nur in geringerer Dosis —

angewendet werden.

Das Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen nach Nierentransplantation ist gegeniiber
den chronischen Dialysepatienten zwar signifikant reduziert, dennoch verbleibt es
gegeniiber der generellen Population erhoht. In der fiinften Dekade besteht ein 50-faches
Risiko nach NTX, an einem kardiovaskuldren Event zu versterben, gegeniiber der
generellen Population (Birdwell and Park 2021). Hauptrisikofaktor ist das Ausmaf} an
kardiovaskuldren Vorerkrankungen vor der Transplantation (Keddis, Bhutani, and El-
Zoghby 2014). Hierzu zéhlen klassischerweise die Hypertonie, die Dyslipiddmie,
Nikotinabusus, Diabetes mellitus und Adipositas. Oft kommt es an der Dialyse durch die
Volumentiiberladung zusidtzlich zur linksventrikuldren Hypertrophie und einer
Dysregulation des Kalzium-Phosphathaushalts mit oxydativem Stress. Nach der
Transplantation konnen zusidtzlich ein Posttransplantationsdiabetes und die
Nebenwirkungen der immunsuppressiven Therapie hinzukommen. Fiihrend zu erwihnen

gilt hier das Risiko fiir eine Hypertonie unter CNI und Steroiden, Diabetes unter Steroiden



CNI und mTORIi, Gewichtszunahme unter Steroiden sowie eine Dyslipiddmie unter
Steroiden und mTORi (Keddis, Bhutani, and El-Zoghby 2014). Ein regelmifBiges
Screening auf kardiovaskuldre Erkrankungen muss auch nach Transplantation weiterhin

erfolgen, da eine hohe Morbiditéts- und Mortalititsrate besteht (Birdwell and Park 2021).

Zu den weiteren Komplikationen nach erfolgter Nierentransplantation z&hlen ebenfalls
die  metabolischen = Erkrankungen. = Fiihrend zu  erwédhnen  gilt  der
Posttransplantationsdiabetes, der in 7-30 % der Fille nach Nierentransplantation auftritt.
Bis zu 60 % der zuvor Nicht-Diabetiker erfahren eine therapiebediirftige Hyperglykdmie
nach der NTX (Cohen et al. 2020). Hierdurch erh6ht sich dann, wie bereits oben erwéhnt,
das Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse. Osteopenie und Osteonekrosen konnen
vermehrt nach Nierentransplantation auftreten. Durch die Immunsuppression mittels
Kortikosteroiden kommt es zu einer Osteopenie und dem erhdhten Frakturrisiko. Die
Osteonekrosen treten in bis zu 15 % nach Nierentransplantation auf und sind vor allem
der Therapie mit Kortikosteroiden geschuldet (Keller and Geberth 2010). Bei manchen
Nierentransplantierten kommt es durch einen tertidren Hyperparathyreoidismus, also
einer Autonomitit der Nebenschilddriise, zu einer Hyperkalzamie durch Sekretion von
PTH und Abbau des Knochens. Hierdurch wird die Osteopenie weiter begiinstigt. Auch
die Hypophosphatdmie, hervorgerufen durch den Hyperparathyreoidismus und den
persistierend erhohten fibroblast growth factor 23 (FGF 23), reduziert die Aktivitét der
Osteoblasten und ruft somit eine Osteomalazie und eine Muskelschwiche hervor (Nel

and Epstein 2016).

1.2.3 Immunsuppression nach Nierentransplantation

Ubersicht

Die immunsuppressive Therapie z&hlt zu der notwendigen und dauerhaften Therapie nach
Transplantation, um eine akute Rejektion des Transplantates zu vermeiden. Initial
erhalten die Patienten eine Induktionstherapie, die meistens prédoperativ verabreicht wird.
Sie besteht aus einer Kombination aus hochdosierten Glukokortikosteroiden und einer
Antikorper-vermittelten Immunsuppression wie zum Beispiel Anti-Thymozytenglobulin
(ATG) oder Basiliximab (Anti- CD25, einem Anti-IL-2 Rezeptor) (Kesiraju et al. 2014).

Nach der Transplantation erfolgt eine Erhaltungsimmunsuppression, bestehend aus einer



getrippelten oder dualen Kombinationstherapie. StandardméBig enthdlt die dreifache
Immunsuppression einen CNI-Hemmer, MMF und Glukokortikosteroide. Bei der
doppelten Immunsuppression wird auf eine dauerhafte Gabe von Glukokortikosteroiden
verzichtet. Neben den eigenstindigen Nebenwirkungen der verschiedenen
Immunsuppressiva, kommt es insgesamt, unabhingig der Priparate, zu einem erh6hten

Infektionsrisiko und einem erhdhten Tumorrisiko (Redondo-Pachén et al. 2023).

Calcineurininhibitoren

Die Calcineurininhibitoren werden seit 1980 in der Therapie der Rejektionsprophylaxe
nach Organtransplantation eingesetzt (Ume, Wenegieme, and Williams 2021). Der erste
Calcineurininhibitor Ciclosporin (CsA) wurde im Jahre 1970 aus dem Boden-Pilz
Tolypocladium inflatum extrahiert. Das Tacrolimus (FK-506) wurde spéter, um 1985,
ebenfalls aus einem Keim des Bodens, dem Streptomyces tsukubaensis, gewonnen. Die
immunsuppressive Wirkung der Calcineurininhibitoren ist durch eine Interaktion mit den
T-Zell-Lymphozyten durch Inhibieren des Calcineurin zu erkldren (Ume, Wenegieme,
and Williams 2021). Calcineurin ist eine Ca?/Calmodulin-akivierte Protein-
Phosphatase (Rusnak and Mertz 2000), die in verschiedenen Zellwegen zum FEinsatz
kommt. Die Calcineurininhibitoren binden an Immunophillin und kénnen somit das
Calcineurin inhibieren. Durch die Inhibition des Calcineurin wird das Protein NFATIc
exprimiert und dieses blockt dann die Transkription von Interleukin-2 (IL-2) und wirkt
somit immunsuppressiv  (Ume, Wenegieme, and Williams 2021). Die
Calcineurininhibitoren gehdren zur Basis der immunsuppressiven Therapie nach

Nierentransplantation (Feldkamp and Linkermann 2013).

Mycophenolat Mofetil

Die Mycophenolsdure (MPA) bezeichnet den aktiven Metaboliten des Mycophenolat
Mofetil (MMF). MPA wurde erstmalig 1896 aus dem Pilz Penicillium brevicompactum
extrahiert und als Antibiotikum verbreitet. Erst spéter in den 1960er Jahren wurde seine
anti-tumorale Wirkung im Tierexperiment bewiesen. Noch spiter wurde die MPA zur

Behandlung von Leukédmie oder Lymphomen eingesetzt. Das Wissen um die MPA in der
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immunsuppressiven Therapie begann um 1969. Die MPA ist ein selektiver Inhibitor von
Inosin monophosphat Dehydrogenase (IMPDH), welches in der Produktion von de novo-
Purinen und somit der Proliferation von T- und B-Lymphozyten verantwortlich ist.
(Kaltenborn and Schrem 2013). Durch den Einsatz der MPA wird diese Strecke gehemmt

und die Lymphozyten in ihrer Funktion der Immunantwort gestort.

Steroide

Die Glukokortikoide wirken durch eine Hemmung der T-Lymphozyten
immunsuppressiv. Durch die Inhibition der Mitose der Lymphozyten und die Reduktion
der Ausschiittung von Zytokinen durch die Inhibition des Effekts von dem nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-xB) auf den Zellkern, kommt es
primdr zur Reduktion der Zytokine Interleukin-1 und Interleukin- 2, aber auch vielen
weiteren immunmodulierenden Zytokinen wie zum Beispiel dem Tumornekrosefaktor
(TNFa) und dem Interferon-gamma (IFNy) (Ganong et al. 2012). Die Immunreaktion in
der Zelle wird dadurch beeinflusst. Auch die Zellmembran wird durch hochdosierte
Steroide in ihrer Struktur verdndert und die oberflichigen Proteine werden in ihrer
Funktion gestort (Keller and Geberth 2010). Zusétzlich kommt es zu einer Umverteilung
der Lymphozyten aus der Blutbahn ins lymphatische Gewebe.(Kuhlmann et al. 2008).

m-Tor-Inhibitoren

Der erste m-Tor-Inhibitor, das Sirolimus (Rapamycin), ist ein Macrolidantibiotikum. Es
wird durch den Pilz Streptomyces hygroscopius produziert (Keller and Geberth 2010).
Seine immunsuppressive Wirkung besteht aus der Interaktion mit dem G1-Phase-Zyklus
der T-Zelle, indem das m-Tor (mamalian target of Rapamycin) gehemmt und die
Zellmitose somit inhibiert wird (Kuhlmann et al. 2008). Zuséatzlich zum Sirolimus wurde
spater Everolimus im Jahre 2004 zugelassen. Im Gegensatz zum Sirolimus ist das
Everolimus nicht auf die T-Zellen limitiert, sondern hemmt generell proliferierende

Zellen.



Basiliximab

Basiliximab ist ein chimérer monoklonaler Antikorper, der mit Spezifizitdt und hoher
Affinitdt gegen das Antigen CD25 der a- Kette des IL2-Rezeptors der aktivierten T-
Zellen, gerichtet ist. Durch Bindung des Antikorpers wird die Aktivierung der T-
Lymphozyten gehemmt. Nebenbei wird auch die Proliferation von mononuklearen Zellen
im peripheren Blut durch Hemmung von Interleukin 15 (IL-15) geblockt (Chapman and
Keating 2003). Die Gabe erfolgt an Tag 0 und 4 der Transplantation mit jeweils 20 mg
und der Rezeptor wird bis zu 45 Tage gehemmt. Das Basiliximab gehort somit zur

Induktionstherapie (Augustine 2018).

Anti-Thymozytenglobulin

Hierbei handelt es sich um polyklonale IgG Antikorper gegen menschliche Thymozyten
oder andere Lymphozyten (Siddiqui et al. 2019), die durch die Immunisierung von
Kaninchen mit menschlichen Thymozyten hergestellt werden (Harrison et al. 2014). Sie
wirken hauptséchlich T-Lymphozyten depletierend, indem sie an diese binden und durch
Opsonisierung in der Milz abgebaut werden. Der Effekt hélt zwischen zwei bis drei
Monaten an. ATG wird ebenfalls in der Therapie der akuten Transplantat-Rejektion

angewendet (Augustine 2018).
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Abb. 2: Wirkungsmechanismen der verschiedenen Immunsuppressiva. Modifiziert nach Feldkamp et
al. (2013).

1.2.4 (Transplantat-) Nierenbiopsie

Die Nierenbiopsie gehort weiterhin zum Gold-Standard der Diagnosesicherung der
verschiedenen Nierenkrankheiten (Hogan, Mocanu, and Berns 2016). Auch nach der
Transplantation ist die Transplantatnierenbiopsie ein alltdglicher Eingriff, der zur
invasiven Diagnostik einer verschlechterten Transplantatfunktion herangefiihrt wird. Zur
Untersuchung wird ein circa lcm langes Biopsat aus der Nierenrinde entnommen. Hier
liegen anatomisch die Glomeruli. Das Biopsat wird mittels eines automatisierten Biopsie-
Gerites und einer Hohlnadel mit einer Grof3e von 16 oder 18-Gauge entnommen. Zu den
absoluten Kontraindikationen der (Transplantat-) Nierenpunktion zdhlen eine
Einschrinkung der Blutgerinnung entweder spontan, oder durch Einnahme von
medikamentdsen Antikoagulantien. Hier wird ein international normalized ratio (INR)
von >1,3 als Hauptrisikofaktor angesehen. Eine verlidngerte Blutungszeit durch eine
Thrombozytopenie von < 60.000/ pl wird ebenfalls als hohes Risiko einer

postinterventionellen Blutung und somit Kontraindikation betrachtet (Ahmad 2004). Im
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Rahmen der Nierenbiopsie kommt es in 1,5 % der Félle zu einer schwerwiegenden
Komplikation (Fatthy et al. 2022). Als Hauptkomplikation der Nierenbiopsie zdhlt die
Blutung, die bis hin zu einer Bluttransfusion, einer interventionellen radiologischen
Embolisation der zufiihrenden Gefdfle, der Nephrektomie und zum Tod fithren kann
(Morgan et al. 2016). Des Weiteren konnen arterio-vendse Fisteln (AVF) in der Niere,
Verletzung der umliegenden Organe, Infektionen bis hin zur Sepsis sowie
anaphylaktische Reaktionen auf die lokalen Anésthetika auftreten. Als unabhingige
Risikofaktoren fiir die oben aufgefiihrten schwerwiegenden Komplikationen zéhlen eine
GFR < 30ml/min/1,73m?, ein Alter von > 65 Jahren und eine Animie (Fatthy et al. 2022).
Als absolute Indikation fiir eine Transplantatnierenbiopsie zdhlt der klinische und
laborchemische Verdacht auf eine akute oder chronische AbstoBung des Transplantates,
der Verdacht auf die Rekurrenz der Grunderkrankung im Transplantat oder steigende BK-
Virus-Kopien (Metter and Torrealba 2020).

1.3 Polyomaviren

1.3.1 BK-Virus

Das BK-Virus gehort zur Gruppe der menschlichen Polyomaviren (Poloyomaviridae
hominis), ebenso wie das JC-Virus und das SV40-Virus. Es handelt sich um ein kleines
(40-44 nm), unverhiilltes Doppelstrang-DNA-Virus (Furmaga et al. 2021). Das Virus
kann in sechs Genotypen unterteilt werden, die je nach Polymorphismus des viralen
Kapselproteins 1 und der nicht-kodierenden Kontrollregion unterteilt werden (Sharma et
al. 2016). Das BK-Virus wurde erstmalig 1971 im Urin eines nierentransplantierten
Patienten nachgewiesen, der an einer Ureterstenose litt. Der Name BK entspricht den
Initialen des Patienten, bei dem das Virus erstmalig entdeckt und beschrieben wurde
(Ambalathingal et al. 2017). Bioptisch gesichert wurde das Virus aber erst im Jahre 1993
(Kant et al. 2022). Die Infektion findet im Kindesalter, gemittelt im Alter von vier bis
fiinf Jahren, durch Tropfcheninfektion, oro-fakale Transmission, Schmierinfektionen mit
Urin oder auch durch vertikale Transmission statt (Saleh et al. 2020). Ungefdhr 46-94 %
der erwachsenen Population besitzt Antikorper gegen das BK-Virus (Khaled 2004). Das
Virus verbleibt nach der Primo-Infektion latent im Kdrper in den Tubulus-Epithelzellen
der ableitenden Harnwege, in den B-Lymphozyten und im zentralen Nervensystem.
(Khaled 2004). Die Primo-Infektion verlduft meistens asymptomatisch, kann jedoch mit
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einem respiratorischen Infekt einhergehen (Randhawa and Brennan 2006). Nach der
Nierentransplantation kommt es durch die immunsuppressive Therapie in circa 30-40 %
der Fille zur Virurie, entweder durch Reaktivierung des BK-Virus unter
Immunsuppression oder durch eine de novo-Infektion durch die Spenderniere (Hariharan
2006). In 10-30 % der Falle ist das BK-Virus auch im Blut mittels PCR nachweisbar
(Kant et al. 2022). Eine klinische Symptomatik gibt es meistens bei aktiver BK-Virdmie
nicht. Die Replikaton des Virus geht mit einer verschlechterten Transplantatfunktion
einher, welche durch einen Anstieg des Serum-Kreatinin beobachtet werden kann. Eine
persistierende Viruslast von > 1000 K/ml iiber einen Zeitraum von drei Wochen wird als
klinisch relevante BK-Virus-Replikation eingestuft (Hirsch and Randhawa 2019). Ab
einer Viruslast von 10.000 K/ml kann man von einem aktiven Befall der
Transplantatniere und von einer moglichen BKN sprechen. Bei 35 % der Personen mit
bestdtigter BKN lagen die BK-Virus-Kopien jedoch bei < 10.000 K/ml (Krejci et al.
2018). Das BK-Virus kann in der Transplantatniere bei Entwicklung einer BKN einerseits
zur interstitiellen Nephritis, zur himorrhagischen Zystitis (vor allem bei

stammezelltransplantierten Personen) oder zur Ureterstenose fithren (Khaled 2004).

1.3.2 Polyomavirusnephropathie

Nach der Nierentransplantation kommt es in 1-10 % der Fiélle zu einer
Polyomavirusnephropathie (Gately et al. 2023). Das BK-Virus gelangt durch calveolin-
bedingte Endozytose nach Andocken an die Rezeptoren der Zellmembran der
Tubulusepithelzellen in die Zelle. Die entstandenen Vesikel werden anschlieSend in Form
von Microtubuli in der Zelle Richtung Zellkern transportiert. Im endozytoplasmatischen
Retikulum werden die Vesikel dekapsidiert. Danach kommt es zum Eindringen der
Partikel in den Zellkern durch die nuklearen Poren. Hier wird die Doppelstrang-DNA des
BK-Virus mittels der Enzyme der Tubuluszelle transkriptiert. Die neu entstandenen
viralen Proteine werden dann ins Zytoplasma freigegeben und danach erneut mittels
nuklearer Sequenzen in den Zellkern integriert. Durch die Zusammensetzung mit den
viralen Kapsiden, die sich im Zellkern befinden, kommt es zur Ansammlung der Partikel
in der Zelle und schlieBlich zur Lyse (Solis et al. 2019). Bei der
Polyomavirusnephropathie kommt es daher durch die Replikation der BK-Viren im

Tubulusepithel der Transplantatniere zu einer interstitiellen Nephritis. Diese wird durch
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die Ansammlung von verschiedenen Zellen des Immunsystems im Gebiet der Zelllyse
ausgelost. Zunichst werden durch eine unspezifische Immunantwort vor allem mittels
natural-killer-Zellen die BK-Viren angegriffen (Comoli et al. 2006). Eine Studie von
(Koyro et al. 2021) hat hinsichtlich der natural-killer-Zellen herausgefunden, dass diese
durch eine Uberexpression von HLA-F an den BK-Virus infizierten Zellen, die das
Protein KIR3DS1 an den natural-killer-Zellen binden, aktiviert werden. Danach kommt
es zu einer Ansammlung von neutralisierenden Antikorpern und HLA-spezifischen T-
Lymphozyten. Durch die Zerstérung der infizierten Tubuluszellen, durch die
neutralisierenden Antikorper, werden die Virus-Partikel freigesetzt und es kommt somit
zur Aktivierung von CD4-T-Lymphozyten als auch von CDS zytotoxischen Zellen. Diese
fiihren eine Perforin-gesteuerte Lyse der infizierten Zelle durch (Comoli et al. 2006). BK-
spezifische T-Zellen spielen in der Bekdmpfung des BK-Virus ebenfalls eine fithrende
Rolle (Krejci et al. 2018). Durch die Lyse der Zellen wird die donor-derived cell-free
DNA freigesetzt und kann im Blut und Urin nachgewiesen werden (Oellerich et al. 2021).
Im Verlauf kann die interstitielle Nephritis bis zur Tubulusatrophie und interstitiellen
Fibrose voranschreiten und mit einer dauerhaften Transplantatverschlechterung
einhergehen (Funahashi 2021). Frither kam es zum Verlust des Transplantates durch die
Polyomavirusnephropathie (BKN) in ungefdhr 50 % der Fille (Chong et al. 2019).
Heutzutage erreichen diese Zahlen immer noch bis zu 15 % (Kant et al. 2022). Der Gold-
Standard fiir die Diagnose der BKN ist weiterhin die Transplantatnierenbiopsie mit
mikroskopischen Untersuchungen des Gewebes (Burgos et al. 2010). Aber auch die
histopathologische Diagnose ist erschwert, da das Virus nicht ubiquitdr im Tubulus-
Apparat auftritt, sondern nur fokal, sodass es falsch-negative Ergebnisse geben kann,
wenn in der Biopsie kein infiziertes Material gewonnen wurde. Zur besseren Sensitivitét
wird daher empfohlen, jeweils zwei Biopsie-Stanzen zu entnehmen (Krejci et al. 2018).
Histopathologisch sind in der Standard-H&E-Fiarbung klassischerweise Virus-
Einschlusskorperchen zu finden. Diese charakterisieren sich in den Tubulusepithelzellen
durch einen vergroBerten, hyperchromatdosen Nucleus mit Einschliissen, die wie
Milchglas aussehen (Kant et al. 2022). Da die klassischen histologischen Verdnderungen
jedoch vor allem in den Anfangsstadien nicht immer vorhanden sind, wird bei negativen
direkten Kriterien eine zusétzliche SV40-Immunohistochemie (ICH) durchgefiihrt. Diese
detektiert das large-T-Antigen, welches in allen menschlichen Polyomaviridae (SV40-
Virus, BK-Virus und JC-Virus) vorhanden ist (Kant et al. 2022). Auch die
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Elektonenmikroskopie kann Virus-Einschlusskorperchen mit 40-45 nm in den Nuclei der

Tubulusepithelzellen nachweisen (Hirsch 2002).

Abb. 3: Interstitielle Nephritis und Tubulitis bei der Polyomavirusnephropathie. Mit freundlicher
Genehmigung von Prof. T. Wiech Sektion Nephropathologie, Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf.
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Abb. 4: Immunhistochemie: Nachweis des SV40-Antigens bei der Polyomavirusnephropathie. Mit
freundlicher Genehmigung von Prof. T. Wiech Sektion Nephropathologie, Universititsklinikum Hamburg-
Eppendorf.

Zur besseren Klassifikation und Prognose der Polyomavirusnephropathie wurde ein
Score von der Banff Working Group Classification entwickelt. Hierbei handelt es sich um
eine Einteilung in drei Gruppen: PVN (Polyomavirusnephropathie) Klasse 1, PVN Klasse
2 und PVN Klasse 3. Je hoher die Klasse, desto ausgeprégter ist der histologische Befund
und je schlechter die Prognose. Zusammengestellt wurde der Score aus der histologischen
Polyomavirusreplikation (pvl), definiert aus dem Anteil an Viruseinschlusskorperchen
und/oder SV40-Positivitdt, berechnet aus der positiven Prozentzahl der gesamten
Tubuluszellen und dem Banff-Score fiir Tubulitis und interstitielle Inflammation (Banff

t0-t3) (Nickeleit et al. 2018).
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Tabelle 1: Banff Working Group Klassifikation der Polyomavirusnephropathie. Selbst erstellt nach
(Nickeleit et al. 2018)

Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3
Pvl Banff ci Pvl Banff ci Pvl Banff ci
Score Score Score
1 0-1 1 2-3 - -
- - 2 0-3 - -
- - 3 0-1 3 2-3

pvl 1: €1 % aller Tubuluszellen mit viraler Replikation pvl 2: >1 % to < 10 % aller Tubuluszellen
mit viraler Replikation; pvl 3: >10 % aller Tubuluszellen mit viraler Replikation. In den PVN
Klassen 1-3, interstitielle Inflammation und Tubulitis kénnen variieren nach dem Banff Score ti

0 zuti 3/t 0 zu t 3 (Nickeleit et al. 2018).

Screening und Therapieoptionen der Polyomavirusnephropathie

Nach der Nierentransplantation sollte ein regelmifBiges Screening auf BK-Viren
unternommen werden. Je nach Transplantationszentrum kann das Screening (im Blut
oder im Urin) und auch der Zeitabstand zwischen den Kontrollen variieren, da keine
offiziellen Leitlinien hierzu publiziert wurden (Saleh et al. 2020). Im
Universitétsklinikum Diisseldorf wird in den ersten drei Monaten nach NTX alle zwei
Wochen eine PCR-Kontrolle des BK-Virus im Blut bestimmt. Nach den ersten drei
Monaten wird der Zeitrahmen auf alle vier Wochen ausgedehnt. Nach dem ersten Jahr

post-NTX sollte quartalsweise auf BK-Viren im Blut getestet werden.

Eine spezifische antivirale Therapie gibt es bis heute nicht. Die vorherrschende
Moglichkeit die Replikation des BK-Virus zu verhindern oder zu reduzieren und somit
das Tubulusepithel vor einer Atrophie und Fibrose zu schiitzen, besteht in der Reduktion
der Immunsuppression (Jahdali et al. 2017). Ab einer Viruslast von > 1000 BKV-
Kopien/ml {iber vier Wochen sollte die immunsuppressive Therapie reduziert werden.
Meistens besteht dies in der Reduktion der Dosis des Tacrolimus (FK-Spiegel Ziel < 6
ng/ml) oder des Ciclosporin (CSA-Spiegel < 150 ng/ml). Zusitzlich kann gleichzeitig
oder nachfolgend die Dosis des Mycofenolat Mophetil (MMF) um 50 % reduziert
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werden. Je nach Land oder Transplantationszentrum beginnt man auch mit der Reduktion
des MMF und erst spéter mit dem Herabsetzen des Calcineurininhibitors (Sharma et al.
2016). Verbleiben diese MalBlnahmen ohne Erfolg, so kann zusétzlich eine Umstellung
von MMF auf einen mTOR-Inhibitor oder/und eine Umstellung von Tacrolimus auf
Ciclosporin erwogen werden. In vitro haben sowohl die mTOR-Inhibitoren als auch das
Ciclosporin eine Inhibition der Virusreplikation gezeigt (Hirsch and Randhawa 2019).
Kleinere Studien haben ebenfalls einen Vorteil von intravendsen Immunglobulinen
(1ivIG), zusitzlich zu den oben genannten MaBnahmen, erbracht (Kable et al. 2017).
GroBere, multizentrische Studien sind diesbeziiglich jedoch bislang nicht erfolgt, sodass
diese TherapiemaBBnahme nicht reguldr durchgefiihrt wird. Studien beziiglich des
Therapienutzens von Leflunomide oder Cidofovir zeigten divergente Ergebnisse. Auch
diese Medikamente werden nicht reguldr in der Polyomavirusnephropathie angewendet.
Eine vermutete prophylaktische Wirkung von Fluoroquinolonen, mit der Hypothese der
Storung der viralen DNA-Replikation konnte nicht bewiesen werden (Myint et al. 2022).
Experimentell laufen derzeit Studien beziiglich spezifischer BK-Virus-T-Lymphozyten.
Diese haben in der Phase I-Studie keine deutlichen Nebenwirkungen gezeigt. Die Phase
II-Studie ist derzeit noch nicht beendet. Zusitzlich wird ein monoklonaler Antikorper
gegen das Protein der Virus-Kapsid (VP1) des BK-Virus (MAUS868) derzeit untersucht
(Kurasova et al. 2022). Durch die Reduktion oder Umstellung der Immunsuppression ist
das Risiko fiir eine Transplantat-AbstoSung hoher (Shen et al. 2021). Eine AbstoBung
wurde in 8-12 % nach Reduktion der Immunsuppression im Rahmen einer BKN

beobachtet (Schaub et al. 2010).

1.4 Cell-free DNA
1.4.1 Definition und Eigenschaften

Bereits 1948 wurde durch Mandel und Metais das erste Mal die Pridsenz von
Nukleinsduren au3erhalb der Zelle beschrieben (Mandel and Metais 1948). Erst vier Jahre
spater wurde die klassische Doppelstrang-DNA entdeckt und die Daten dazu publiziert
(Chan, Chiu, and Lo 2003). Cell-free DNA (cf-DNA) kann auBlerhalb der Zelle in
verschiedenen Formen auftreten, entweder als freie DNA, gebunden an Proteine, zum
Beispiel Nucleosome, HDL, LDL oder auch eingewickelt und gebunden an Vesikel, zum
Beispiel Exosome, Mikrovesikel oder apoptische Zellen (Edwards et al. 2022). Die
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Halbwertszeit betrdgt zwischen 16 Minuten und 2,5 Stunden (Edwards et al. 2022). Die
durchschnittliche Lange der cf-DNA betrdgt ~167 Basenpaar (bp). Es wurden aber auch
kiirzere Fragmente dokumentiert, die nur zwischen 55-166 bp lagen. Langere Fragmente
bis > 1000 bp sind eher selten, wurden jedoch ebenfalls beschrieben (Gawronski et al.

2019). Die mitochondriale cf-DNA ist kiirzer mit 20-100 bp (Szilagyi et al. 2020).

Die cell-free DNA ist unter drei verschiedenen Formen in den Korperfliissigkeiten zu
finden, die nukledre cf-DNA, die mitochondriale cf-DNA und die mikrobielle cf-DNA.
Die nukledre cf-DNA wird in der Krebsdiagnostik, der Transplantationsdiagnostik, in
autoimmunen FErkrankungen und in der prénatalen Diagnostik eingesetzt. Die
mitochondriale cf-DNA dient vor allem in der Krebsforschung als Marker. Die
mikrobielle cf-DNA wird in der Infektiologie als Marker fiir bakterielle und virale
Infektionen verwendet (Szilagyi et al. 2020).

1.4.2 Ursprung der cf-DNA

Die cell-free DNA wird durch verschiedene Mechanismen freigesetzt. Fiithrend ist die
Nekrose der Zellen, die aufgrund von externen Faktoren wie oxydativem Stress, Hitze,
Trauma, Infektionen oder Hypoxie zum schnellen Absterben der Zelle fiihrt (Thierry et
al. 2016). Zusitzlich wird die cf-DNA durch die geplante Apoptose der Zelle freigesetzt
(Diaz and Bardelli 2014). Auch die aktive Freisetzung der cf-DNA aus lebenden Zellen
ist beschrieben. Einer der Mechanismen besteht aus einer genomischen Instabilitét und
einer iiberhduften Ansammlung von Einzel- oder Doppelstrang-DNA im Zytoplasma. Ein
weiterer Mechanismus ist die Freisetzung von NET (neutrophil extracellular trap). Dies
sind extrazelluldre Fasern, die aus der DNA von neutrophilen Granulozyten bestehen und
in der Bekdmpfung von Viren, Bakterien oder Parasiten eingesetzt werden. Rezent
wurden aber auch NET bei nicht-infektiosen Erkrankungen oder nach intensiver
korperlicher Aktivitdt beschrieben. Durch die NET-ose wird die cf-DNA dann freigesetzt
(de Miranda et al. 2021).
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1.4.3 Anwendungsbereiche der cf-DNA aulerhalb der

Transplantationsdiagnostik

Bereits 1977 wurden erhohte cf-DNA-Level bei Patienten mit einem malignen Tumor
festgestellt. 1998 wurde von Lo et al. ergédnzt, dass zumindest ein Teil der gemessenen
cell-free DNA direkt von Tumorzellen stammt. Im weiteren Verlauf wurden spezifische
Tumormarker in der cf-DNA festgestellt (Tp53, KRAS) und der Nutzen der liquid biopsy
wurde verbreitet. Hiernach entstand der Begriff circulating-tumor DNA (ct-DNA) (Wan
et al. 2017).

In der prinatalen Diagnostik wurde 1997 erstmalig die Présenz von fetaler cf-DNA (cff-
DNA) im Plasma der Mutter nachgewiesen. Zusétzlich wurde die cff-DNA im Rahmen
einer Trisomie 21 hoher gemessen als ohne chromosomale Mutation. Aktuell wird die
cff-DNA reguldr in der prinatalen Diagnostik fiir die Detektion von chromosomalen

Mutationen eingesetzt (Sarzynska-Nowacka, Kosinski, and Wielgos 2019).

1.4.4 Donor-derived cell-free DNA

Allgemeines und aktueller Nutzen

Die donor-derived cell-free DNA (ddcf-DNA) wurde das erste Mal 1998 im Plasma eines
nierentransplantierten Patienten nachgewiesen (Lo et al. 1998). Zusitzlich kann die ddct-
DNA aber ebenfalls im Serum und im Urin eines (Nieren-Herz-Lunge-Pankreas-)
transplantierten Patienten gemessen werden (Gielis et al. 2015). Die ddcf-DNA wird, wie
unter 1.4.2 beschrieben, durch Apoptose, Nekrose oder aktive Sekretion der Zellen des
Transplantates freigesetzt (Gielis et al. 2015) (Abb. 5). Bei Schiaden des Transplantates
durch eine AbstoBung, Infektion oder chirurgische Komplikationen, kommt es zu den
oben genannten Mechanismen der Zellen und zur Freisetzung der ddcf-DNA. Seit der
Entdeckung in 1998, wurden zahlreiche Studien durchgefiihrt, um den Nutzen der ddcf-
DNA im Rahmen der Transplantationsmedizin, hinsichtlich nicht-invasiver Diagnostik,
besser einzustufen. In Bezug auf die Nierentransplantation konnte bisher in mehreren
Studien gezeigt werden, dass die Antikdrper-vermittelte humorale AbstoBung (4BMR)
mit einer erhdhten ddcf-DNA-Fraktion einhergeht (Wijtvliet et al. 2020). In der
multizentrischen DART-Studie konnte ein cut-off von < 1 % ddcf-DNA einen hohen
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negativen pradiktiven Wert hinsichtlich einer humoralen AbstoBung zeigen (Bloom et al.

2017). Zusitzlich wird der Nutzen der ddcf-DNA zusammen mit der Bestimmung von

donor-spezifischen HLA-Antikorpern zur Diagnostik einer ABMR empfohlen (Obrisca

et al. 2022). Seit 2017 wird die ddcf-DNA in den USA als diagnostischer Marker bei

Nierentransplantierten bereits vergiitet (Chopra and Sureshkumar 2021). Bei der
zelluldren AbstoBung (TCMR) sind die vorliegenden Daten aktuell noch zwiespdltig. In
der DART-Studie konnte > 1 % ddcf-DNA einen pridiktiven positiven Wert fiir eine
zelluldre AbstoBung Banff > Ib zeigen. Allerdings war keine Signifikanz hinsichtlich
eine borderline-AbstoBung (Ia) zu vermerken (Bloom et al. 2017). Auch Huang et al.
konnten keine Unterschiede in der ddcf-DNA zwischen einer zelluldren AbstoBung und
keiner AbstoBung nachweisen (Huang et al. 2019). Zwei groe Studien (KAOR und
ProActive) sind aktuell noch nicht beendet, die sich mit der Thematik der TCMR und der
ddcf-DNA auseinandersetzen (Chopra and Sureshkumar 2021). Zusétzlich zur
AbstoBungsreaktion wurde ein Anstieg der ddcf-DNA auch bei einer vorliegenden
Infektion beobachtet. Goussous et al. beschrieben sieben Fille von Nierentransplantierten
mit Infektion (5x BK-Virdmie und 2x Harnwegsinfektion) und erhéhten ddcf-DNA-
Werten (Goussous et al. 2020). Auch weitere virale Infekte, z. B. SARS-COV2, kénnen
zu einer erhohten ddcf-DNA fiihren (Bunnapradist et al. 2021).
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Abb. 5: Freisetzung der ddcf-DNA im Rahmen eines Transplantatschadens. Modifiziert nach
Oellerich et al. (2021).
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Quantifizierung der ddcf-DNA

In den Anfangsstadien wurde mittels Polymerase chain reaction (PCR) genetisches
Material des Y-Chromosoms des Spenders bei einer weiblichen Empfangerin
nachgewiesen und somit wurde der erste Baustein flir die nicht-invasive Diagnostik eines
Transplantatschadens gelegt (Kueht et al. 2022). Im weiteren Verlauf wurde, bei der oben
genannten, limitierten Methode, auf eine Differenz mittels PCR zwischen der Human
Leukozyten Antigene (HLA) des Spenders und Empfangers gesetzt. Auch hier ergaben
sich jedoch Einschrinkungen, wenn es sich um eine HLA-identische Spende handelte
(Kueht et al. 2022). Aktuell wird die ddcf-DNA mittels Erkennung von single nucleotid
polymorphisms (SNP’s), die im Genom des Spenders und Empfangers verteilt sind,
gemessen. Diese Methode ist unabhéngig vom Geschlecht (Sharon et al. 2017). Da jedoch
nicht immer Blut des Spenders zur Verfligung steht, um die SNP’s direkt zu vergleichen,
wurden weitere Methoden entwickelt. Zurzeit gibt es zwei verschiedene Modelle, die zur
Messung der ddcf-DNA herangezogen werden kdnnen. Es handelt sich einerseits um eine
willkiirliche Methode (random, shot-gun). Hier wird entweder mittels Sequenzierung
durch Ligation, also einer DNA-Sequenzierungsmethode, in der das Nukleotid durch die
DNA-Ligase identifiziert wird, oder einer Next-Generation-Sequenzierung (NGS), die
die SNP’s der dd-cfDNA per Zufall im Plasma misst, die ddcf-DNA bestimmt (Oellerich
et al. 2021). Die zweite Methode ist gezielt (targeted) und besteht entweder aus einer
droplet digital PCR-Methode (ddPCR), bei der SNP’s herausgesucht wurden, die nur
minimale Verdnderungen in den Allelen aufweisen (minor allelic frequency, MAF) und
homozygot beim Empfanger auftreten, beim Spender jedoch nicht vorhanden sind (Beck

et al. 2013), oder einer PCR mit NGS (Grskovic et al. 2016).

Die ddcf-DNA kann sowohl als Prozentsatz der gesamten cf-DNA dargestellt werden (%
der cf-DNA) oder als absoluter Wert (Kopien/Mililiter; cp/ml). Beide Methoden haben
Vor- und Nachteile. Die fraktionierte Angabe der ddcf-DNA in Prozent der cf-DNA ist
abhéngig von der gesamten cf-DNA, welche bei Autoimmunerkrankungen, Infektionen,
psychologischem Stress oder nach dem Sport erhoht sein kann oder zum Beispiel durch

eine Leukopenie erniedrigt sein kann (Osmanodja et al. 2021). Fiir die absolute
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Quantifizierung der ddcf-DNA kann nur die ddPCR herangezogen werden. Die
Quantifizierungsgrenze liegt bei 0,15 % (Oellerich et al. 2021).
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1.5 Ziel und Fragestellung

Nach einer Nierentransplantation kann es zu mehreren Komplikationen kommen. Oft sind
jedoch ein Anstieg des Serum-Kreatinins oder eine zunechmende Proteinurie die einzigen,
nicht-invasiven, Nachweise einer Nierenschddigung. Das Kreatinin und die Proteinurie
sind jedoch unzureichende Marker, da es in Bezug auf das Kreatinin eine fehlende
Sensitivitit im unteren oder normal geltenden Bereich gibt. Zudem bestehen
Schwankungen in den laborchemischen Messungen und der Anstieg des Serumkreatinins
wird erst deutlich, wenn bereits ein Transplantatschaden entstanden ist (Oellerich et al.
2021). Es hat also zum Zeitpunkt der Feststellung einer verschlechterten
Transplantatfunktion bereits ein fortgeschrittener Zellschaden stattgefunden. Zusétzlich
ist die Genese der verschlechterten Transplantatfunktion oft nur durch eine invasive
Transplantatnierenbiopsie zu diagnostizieren. Es bestehen also erhohte Risiken fiir eine
Blutung oder gar den Verlust des Transplantates. Auch die Polyomavirusnephropathie

kann aktuell nur durch eine Transplantatnierenbiopsie bestitigt werden.

Es werden also neue nicht-invasive Marker benotigt, die frither, effektiver und
risikoarmer eine Polyomavirusnephropathie erkennen konnen, um somit die

immunsuppressive Therapie besser und individueller zu steuern.

Die ddcf-DNA ist ein potenzieller nicht-invasiver Schidigungsmarker, der bereits zu
verschiedenen Fragestellungen in der Transplantationsmedizin untersucht wurde.
Hinsichtlich der Polyomavirusnephropathie gibt es allerdings nur wenige und oft
divergente Studien. Daher soll die ddcf-DNA als nicht-invasiver Marker beim Vorliegen

einer BK-Virdmie und/oder BK-Nephropathie untersucht werden.

Die Dissertation sollte folgende Fragen kliiren:

1) Welche Spender-, Empfinger- oder Transplantationscharakteristiken haben
einen Einfluss auf das Level der ddcf-DNA?

2) Wie ist der natiirliche Verlauf der ddcf-DNA an festgelegten Zeitpunkten
nach der Nierentransplantation?

3) Inwiefern korreliert die ddcf-DNA mit einer BK-Virimie?
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4) Ist die ddcf-DNA ein nicht-invasiver Marker fiir die Feststellung des
Progresses einer BK-Virimie zu einer BK-Nephropathie?

5) Gibt es Unterschiede in der ddcf-DNA je nach Biopsiebefund?
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign
2.1.1 Patientenkollektiv

Es handelte sich um eine monozentrische, klinische, prospektive Kohorten-Studie mit der
Nummer: UKD-2018-03-4644. Zwischen Dezember 2018 und Oktober 2020 wurden
insgesamt 141 Patienten in die Studie eingeschlossen. Fiir die Analyse der ddcf-DNA im
Rahmen einer Transplantatnierenbiopsie wurden nach Oktober 2020 zwecks dieser
spezifischen Fragestellung, weitere 27 Teilnehmer aus der fortlaufenden Datenbank

ausgewertet.

2.1.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Den Einschlusskriterien entsprachen  Patienten, die eine Lebend- oder
Leichennierenspende im Universititsklinikum Diisseldorf (UKD) erhielten, mindestens
18 Jahre alt waren und eine schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der Studie geben
konnten. Die Teilnehmer wurden vor der Transplantation eingeschlossen. Bei der
Lebendnierenspende konnte dies Tage oder Wochen vor geplanter Transplantation sein.
Bei der Leichenspende wurden die Teilnehmer kurz vor der Transplantation im Rahmen
der Vorstellung in der zentralen Notaufnahme eingeschlossen. Spéter wieder
ausgeschlossen, wurden die Teilnehmer, die nach FEinschluss in der Studie nicht
transplantiert wurden (zum Beispiel aufgrund einer schlechten Spenderorgan-Qualitit).
Ebenfalls ausgeschlossen wurden die Spender, die eine Niere im Rahmen der
Lebendnierentransplantation spendeten und zwecks anderer Fragestellungen mit in die

Studie/Datenbank aufgenommen worden waren.

2.1.3 Einschlussuntersuchungen

Am Tag des Einschlusses, vor Transplantation, wurde eine kdrperliche Untersuchung, ein
Elektrokardiogramm, eine Rontgen-Thorax-Aufnahme und eine Laborabnahme

entsprechend dem internen Standard vor Nierentransplantation durchgefiihrt. Zusitzlich
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erfolgte eine kalkulierte Anamnese beziiglich Vorerkrankungen, Gewicht, Grdf3e,
Medikamenteneinnahme, Herkunft und Alter des Teilnehmers. Laborchemisch wurden
Natrium, Kalium, Calcium, Phosphat, Kreatinin, Harnstoff, = Harnsdure,
Lactatdehydrogenase (LDH), Parathyroid hormone (PTH), Bilirubin, Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT), Gamma-GT
(GGT), Blutgasanalyse (BGA), ein kleines Blutbild, Lactat, Glucose, INR, Partielle
Thromboplastinzeit (PTT) und Quick abgenommen. Zusétzlich wurde mittels Urinstatus
die Proteinurie bestimmt, soweit eine ausreichende Restdiurese vorlag. Eine virologische
Diagnostik inklusive Hepatitis B und C Serologie, HIV-Serologie, CMV, VZV-und EBV
Status wurden ebenfalls abgenommen. Die notwendigen Laborparameter fiir die Studie
wurden in eine Datentabelle eingepflegt. Der Tag des Einschlusses wurde als Visite 1

(V1) gekennzeichnet.

2.1.4 Follow-up

Der erste Kontrolltermin fand an Tag 10 nach der NTX statt, gekennzeichnet als Visite 2
(V2). Der zweite Termin war nach 6 Wochen post-NTX, gekennzeichnet als Visite 3
(V3). Der dritte Kontrolltermin fand nach 3 Monaten statt, gekennzeichnet als Visite 4
(V4). Die vierte Kontrolle post-NTX wurde nach 6 Monaten durchgefiihrt,
gekennzeichnet als Visite 5 (V5). Die letzte Kontrollvisite im Rahmen der Studie fand
nach 12 Monaten statt und war gekennzeichnet als Visite 6 (V6). Zusitzlich zu diesen
fest definierten Visiten wurden ebenfalls an jedem Ereignis, zum Beispiel bei stationérer
Aufnahme zur Transplantatnierenbiopsie, bei Infektionen oder einer Abstofung, eine

aullerplanméBige Visite, gekennzeichnet als A-Visite, durchgefiihrt (Abb. 6).

Beziiglich der Fragestellung der ddcf-DNA zum Zeitpunkt der Biopsie wurden
retrospektiv, bis November 2022, bereits in die fortlaufende Datenbank eingeschlossene
Teilnehmer auf eine erfolgte Transplantatnierenbiopsie untersucht. Das Resultat der
Biopsie wurde dann in drei Kategorien je nach Resultat aufgeteilt
(Polyomavirusnephropathie, Tubulusschaden und zelluldre AbstoBung). Retrospektiv
wurden dann die ddcf-DNA und das Kreatinin zum Zeitpunkt der Biopsie herausgesucht.
Fir die Fragestellung wurden die Teilnehmer eingeschlossen, die passende Kreatinin-

oder ddcf-DNA-Werte ab drei Wochen vor der Biopsie bis zum Tag der Biopsie
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aufwiesen. Ausgeschlossen wurden die Teilnehmer, bei denen erst nach erfolgter Biopsie

ddcf-DNA und Kreatinin-Werte bestimmt worden waren.

Grenze der
Datenerhebung
|
|
vor NTX 10 Tage 6 Wochen 3 Monate 6 Monate 12 Monate 18 Monate n Monate
nach NTX nach NTX nach NTX nach NTX nach NTX nach NTX nach NTX
\'Al v2 V3 v4 V5 Vé

+ an jedem Ereignis (z.B. stationére oder ambulante Vorstellung bei AbstoRung, Infektion, Biopsie (A-Visite))

Abb. 6: Darstellung der geplanten Visiten mit Blutabnahme und die Grenze der Datenerfassung im
Rahmen der Studie.

2.1.5 Bestimmung der Laborparameter

Nach erfolgter Nierentransplantation (NTX) wurden die Teilnehmer, wie bereits
beschrieben, an definierten Abstdnden in der nephrologischen Ambulanz des UKD oder
auf der nephrologischen Station des UKD zur Blutabnahme und klinischen Kontrolle
einbestellt. An diesen Kontrollen wurden dhnliche Laborparameter als an V1, inklusive
Kreatinin, Harnstoff und Proteinurie bestimmt. Zuséitzlich wurden jedoch nach Beginn
der immunsuppressiven Therapie die BK-Viren im EDTA
(Ethylendiamintetraessigsdure)-Blut gemessen. Die Laborparameter wurden im
Zentrallabor des UKD ausgewertet. Die virologischen Befunde wurden in dem Institut
fur Virologie am UKD ausgewertet. Die BK-Viren wurden mittels Real-Time PCR

bestimmt und in K/ml angegeben.

2.1.6 Abnahme und Auswertung der ddcf-DNA

Zur Bestimmung der ddcf-DNA wurden an jeder Visite nach NTX zwei Streck-Rohrchen
(Cell-Free DNA BCT®) (Abb. 7) mit jeweils 10 ml Fassungsvolumen aus dem Blut

abgenommen. Die Streck-Rohrchen sind spezielle Blutabnahmerdhrchen, die die
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kernhaltigen Blutzellen stabilisieren und somit die Freisetzung von genomischer DNA
verhindert und die Bestimmung der cell-free DNA ermdglicht. Die cell-free DNA der
befiillten R6hrchen ist 14 Tage stabil und kann bei Temperaturen zwischen 6 und 37 °C
gelagert werden. Die beiden abgenommenen Proben wurden dann mittels Transportes
nach Géttingen ins Labor zu Chronix biomedical GmbH versandt und dort ausgewertet.
Die ddcf-DNA wurde mit der dd-PCR-Methode auf Basis von SNP’s ausgewertet. Mittels
zweifacher Zentrifugation wurde erst das Plasma vom Rest der Blutbestandteile getrennt.
Die cell-free DNA konnte dann mit dem High Pure viral nucleic acid extraction kit
(Roche Applied Science) extrahiert werden. Der Messprozess beginnt dann mit einer Pré-
Amplifikation der cell-free-DNA. Hierfiir wurde das NEBNext Ultra DNA Library Prep
Kit (New England Biolabs) benutzt und maximal 11 PCR-Zyklen durchgefiihrt, um
gemittelt 1.000 ng cf-DNA zu generieren. An einem erreichten Plateau wurde die
Amplifikation gestoppt. Danach konnte die eigentliche dd-PCR angewendet werden.
Hierfiir wurde das QX100 ddPCR system (Bio-Rad) benutzt. Um die droplets zu
generieren, wurde der QX100 droplet reader verwendet (Beck et al. 2013). Die Werte der
ddcf-DNA wurden sowohl in der absoluten Anzahl in Kopien/Mililiter angegeben, als
auch in %-cf-DNA. Die ausgewerteten Werte der ddcf-DNA wurden per E-Mail in Form

einer Excel-Tabelle zugesandt.
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Abb. 7: Cell-Free DNA BCT®.

28



2.2 Gruppenaufteilung

Im Oktober 2020 wurde die Datenerfassung beendet. Nur fiir die zusétzlich Fragestellung
der ddcf-DNA im Rahmen der Transplantatbiopsie wurden nach Oktober 2020 noch 27
weitere Teilnehmer eingeschlossen. Diese Teilnehmer sind jedoch in der

Gruppenaufteilung nicht aufgefiihrt.

Die Teilnehmer wurden in zwei Gruppen aufgeteilt. Die eine Gruppe (n = 33) hatte im
Verlauf der Datenerfassung eine BK-Virdmie entwickelt, definiert durch einmalig >
10.000 BK-Virus Kopien oder mindestens 3 Wochen persistierende > 1000 Kopien. Die
zweite Gruppe (n = 85) entwickelte keine BK-Virdmie.

Die Gruppe mit BK-Virdmie wurde dann in zwei Subgruppen unterteilt. Die eine Gruppe
entwickelte eine histologisch gesicherte Polyomavirusnephropathie (n = 7), wahrend die
andere Gruppe (n = 26) entweder nicht biopsiert wurde, oder keine

Polyomavirusnephropathie entwickelte (Abb. 8).

Studienpopulation (Total)

=141

Spender =13
Nicht erfolgte NTX =10

Studienpopulation
=118 (100%)

Keine BK-Viramie BK-Viramie
= 85 (72,0%) = 33 (28,0%)

BK-Nephropathie
=7 (21,2%)

Keine BK-
Nephropathie
= 26 (78,8%)

Abb. 8: Flussdiagramm mit Darstellung der Gruppenaufteilung. Die Teilnehmeranzahl ist in Prozent
und absoluter Anzahl dargestellt.
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2.3 Statistik

Zur statistischen Auswertung und graphischen Darstellung der Daten wurden die
Programme MS Excel (Microsoft, Redmont, USA), SPSS 27 (SPSS Inc., Chicago, USA)
Graph Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, USA) und EndNote 20 (Clarivate

Analytics) verwendet.

MS Excel wurde zur Erstellung und Speicherung der Datenbank verwendet. SPSS diente
den statistischen Auswertungen hinsichtlich der deskriptiven Statistik und teils
induktiven Statistik mit Erstellung der Vergleiche beziiglich der Baselinecharakteristika
in den verschiedenen Gruppen und der ddcf-DNA. Mit Graph Prism wurden die
Graphiken und die zugehorigen induktiven statistischen Auswertungen erstellt. EndNote

20 diente der Verarbeitung der Literaturrecherche.

Zur Bestimmung der Verteilung der Daten wurde der Shapiro-Walk-Test benutzt.
Hinsichtlich der Verteilung wurden normal verteilte Daten als Mittelwert mit Standard-
Abweichung angegeben und nicht-normal verteilte Daten als Median mit Perzentilen, Q1-
Q3, (IQ) angegeben. Kategoriale Daten wurden als Prozente oder absolute Anzahl

angegeben.

Zur deskriptiven Statistik der Parameter/Baselinecharakteristika in den verschiedenen
Gruppen wurden Kreuztabellen verwendet. Die Signifikanz wurde bei unabhingigen
Stichproben mittels Mann-Whitney-U-Test bestimmt. Bei abhédngigen Stichproben
erfolgte die Bestimmung der Signifikanz mit dem t-Test. Fiir gepaarte Analysen bei nicht-

normal verteilten Parametern wurde der Wilcoxon-Test angewendet.
Als signifikant wurde ein p-Wert < 0,05 angesehen.

Zur Bestimmung einer Korrelation wurde bei nicht-normal verteilten Daten der Spearman

R-Test verwendet.

2.4 Ethikvotum

Das Ethikvotum wurde bei klinischer Datenerhebung an Patienten genehmigt und liegt

mit der Studiennummer: 2018-76-KFmgU vor.
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3 Ergebnisse

3.1 Baselinecharakteristika

Zur besseren Charakterisierung beider Gruppen (BKV—und BKV+) und der Bestimmung
von Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer BK-Virdmie wurden mehrere Parameter
untersucht. Insgesamt waren 33 % (n = 39) der Teilnehmer weiblich und 67 % (n = 79)
der Teilnehmer ménnlich. Zwischen den beiden Gruppen gab es keine Unterschiede
hinsichtlich der Verteilung des Geschlechts (p = 0,408). Insgesamt 97 % (n = 114) der
Teilnehmer waren Kaukasier. In Bezug auf die nephrologische Grunderkrankung vor
Transplantation wiesen in beiden Gruppen die meisten Patienten eine immunologische
Genese, zum Beispiel eine chronische Glomerulonephritis, auf (insgesamt 36 % (n=43)).
Als zweithdufigste Erkrankung waren in der BKV-negativen Gruppe (BKV-) die
renovaskuldren Erkrankungen vertreten (18 % (n = 15)). Diese waren im Vergleich zur
BKYV positiven Gruppe (BKV +) (3 % (n = 1)) deutlich haufiger festzustellen. In der
BKV+ Gruppe war hédufiger eine diabetische Nephropathie als Grunderkrankung Ursache
fiir die chronische Nierenkrankheit (15 % (n = 5)) als in der BKV- Gruppe (7 % (n = 6)).
Dies konnte als unabhéngiger Risikofaktor fiir eine BK-Virdmie gelten. Insgesamt hatten
77 % (n = 91) der Teilnehmer eine Leichenspende erhalten und 23 % (n = 27) eine
Lebendspende. Hier zeigte sich kein Unterschied in den beiden Gruppen (p = 0,789). Es
wurden insgesamt bei 3 % (n = 4) der Teilnehmer eine ABO-inkompatible
Lebendnierenspende durchgefiihrt, auch hier gab es keine Unterschiede in den beiden
Gruppen (p =0,893). 14 % (n = 16) der Teilnehmer wurde praemptiv, also vor Einleitung
einer Dialyse, transplantiert. Die Mehrheit der Teilnehmer hatte zuvor ein
Nierenersatzverfahren mittels Hamodialyse (78 % (n = 92)). Die Peritonealdialyse
erfolgte zuvor bei 8 % (n = 10) aller Teilnehmer. In beiden Gruppen wurde bei der
Induktion eine gleich aufgeteilte immunsuppressive Therapie verwendet (p = 0,372). Die
Standard Immunsuppression, bestehend aus einer Induktionstherapie mittels Basiliximab,
wurde bei 90 % (n = 106) der Teilnehmer verwendet. Zum Verlust des Transplantats mit
erneuter Dialysepflichtigkeit kam es in 1 % (n = 1) der Teilnehmer. Diese waren nur in
der BKV+ Gruppe vertreten (p = 0,025). Eine CMV-Virdmie wurde in 15 % (n = 18) der
Fille festgestellt. Hier ergaben sich keine Gruppenunterschiede (p = 0,557). Insgesamt

kam es zu einem lost-to-follow-up bei 8 % (n = 10) der Teilnehmer. Es kam insgesamt
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bei 4 % (n = 5) aller Teilnehmer zu einer zelluldren AbstoBung. In der BK-Virdmie-
Gruppe waren es 9 % (n = 3), in der BK-negativen-Gruppe waren es insgesamt 2 % (n=
2). Der Unterschied war statistisch nicht signifikant (p = 0,104). Trotzdem besteht eine
Tendenz zur erhohten Rejektionsrate in der BK-Virdmie-Gruppe (Tabelle 2).

Das Durchschnittsalter der Studienteilnehmer lag bei 55,7 (= 13,2) Jahren. Insgesamt
wurden die Teilnehmer im Mittel 8,7 (+ 8,4) Monate nachverfolgt. Die gemittelte
Dialysezeit vor Transplantation betrug 5,7 (+ 4,2) Jahre. Zwischen den Gruppen waren
keine Unterschiede zu vermerken (p = 0,838). Die warme Ischdmie-Zeit (Zeit zwischen
dem Beenden der kalten Perfusion und dem Abklemmen der Aorta im Empfanger) betrug
bei allen Teilnehmern im Mittel 36,9 (= 16,0) Minuten. Die kalte Ischdmie-Zeit (Zeit
zwischen Start der kalten Perfusion und Beginn der warmem Ischidmie-Zeit) betrug im
Mittel 602,2 (= 390,3) Minuten. In beiden Parametern gab es keine Unterschiede in der
Gruppenverteilung. Das Durchschnittgewicht lag bei 75,5 (£ 13,4) Kilogramm. Die
Durchschnittgrofle bei allen Teilnehmern lag bei 172,9 (+ 9,8) Zentimetern. Auch hier

waren keine Differenzen zwischen beiden Gruppen zu vermerken ( Tabelle 3).

Tabelle 2: Darstellung der Patientencharakteristika aufgeteilt in zwei Gruppen BKV— und BKYV +.
Darstellung der Ergebnisse in absoluter Anzahl und in Prozentsatz mit Signifikanzdarstellung. Signifikant
p =<0,05. BKV = BK-Virus, ADPKD = autosomic dominant polycycstic kidney disease, CMV =
Cytomegalievirus, NTX = Nierentransplantation, ATG = Anti-Thymozytenglobulin, TCMR = T- cell
mediated rejection

Total Signifikanz

Anzahl der 85 33 118
Teilnehmer (72%) (28%) (100%)
(Einheiten;
Prozentsatz)
Geschlecht p=04
(Einheiten;
Teilnehmer;
Prozentsatz)
Weiblich 30 9 39

(35%) (27%) (33%)
Mannlich 55 24 79

(65%) (73%) (67%)
Ethnizitat p=0,8
(Einheiten;
Teilnehmer;
Prozentsatz)
Kaukasisch 82 32 114

(96%) (97%) (97%)
Asiatisch 1 0 1

(1%) (0%) (1%)
Andere 2 1 3

(2%) (3%) (3%)
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Nephrologische

Grunderkrankung

(Einheiten;

Teilnehmer;

Prozentsatz)

Reno vaskular 15 1 16
(18%) (3%) (14%)

Immunologisch 28 15 43
(33%) (45%) (36%)

ADPKD 14 3 17
(16%) (9%) (14%)

Diabetes 6 5 11
(7%) (15%) (9%)

Chronische 3 2 5

Infektion (4%) (6%) (4%)

Unbekannt 8 0 8
(9%) (0%) (7%)

Andere 11 7 18
(13%) (21%) (15%)

CMV-Status p=07

(Einheiten;

Teilnehmer;

Prozentsatz)

D+/R+ 37 14 51
(44%) (42%) (43%)

D+/R- 16 7 23
(19%) (21%) (19%)

D-/R+ 17 8 25
(20%) (24%) (21%)

D-/R- 15 4 19
(18%) (12%) (16%)

Spender p=0,7

Lebend 20 7 27
(24%) (21%) (23%)

Leiche 65 26 91
(76%) (79%) (77%) -

Praemptive NTX p=0,7

(Einheiten;

Teilnehmer;

Prozentsatz)

Ja 12 4 16
(14%) (12%) (14%)

Nein 73 29 102
(86%) (88%) (86%)

ABO0-kompatible p=0,8

NTX

(Einheiten;

Teilnehmer;

Prozentsatz)

Ja 82 32 114
(96%) (97%) (97%)

Nein 3 1 4
(4%) (3%) (3%)
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Immun- p=0,3
suppression
(Einheiten;
Teilnehmer;
Prozentsatz)
Basiliximab 75 31 106
(88%) (94%) (90%)
ATG 7 1 8
(8%) (3%) (7%)
Rituximab 3 1 4
(4%) (3%) (3%)
Dialyseregime p=08
(Einheiten;
Teilnehmer;
Prozentsatz)
Hamodialyse 66 26 92
(78%) (79%) (78%)
Peritonealdialyse 7 3 10
(8%) (9%) (8%)
Keine Dialyse 12 4 16
(14%) (12%) (14%)
Verlust des p =0,02
Transplantats
(Einheiten;
Teilnehmer;
Prozentsatz)
Ja 0 1 1
(0%) (3%) (1%)
Nein 85 32 117
(100%) (97%) (99%)
CMV-Virdamie p=0,5
(Einheiten;
Teilnehmer;
Prozentsatz)
Ja 14 4 18
(16%) (12%) (15%)
Nein 71 29 100
(84%) (88%) (85%)
Lost to follow up p=0,1
(Einheiten;
Teilnehmer;
Prozentsatz)
Ja 5 5 10
(6%) (15%) (8%)
Nein 80 28 108
(94%) (85%) (92%)
TCMR p=0,1
(Einheiten;
Teilnehmer;
Prozentsatz)
Ja 2 3 5
(2%) (9%) (4%)
Nein 83 30 113
(98%) (91%) (96%)
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Tabelle 3: Darstellung der Patienteneigenschaften zwischen den Gruppen BKV- und BKV + mit
Signifikanzdarstellung. Signifikant p = < 0,05. KIZ = kalte Ischdmiezeit, WIZ = warme Ischdmiezeit.

BKV- BKV+ Total Signifikanz
Alter (Jahre; 54,9 58,0 55,7 p =0,22
Mittel + Standard (x13,3) (x12,8) (x13,2)
Deviation)
Follow up 8,3 9,6 8,7 p = 0,06
(Monate; Mittel £ (x9,3) (£5,7) (£8,4)
Standard
Deviation)
Mismatch (Mittel £ 3,1 3,5 3,2 p=0,21
Standard (x1,5) (x1,1) (x1,4)
Deviation)
Anzahl der 1,1 1,2 1,1 p=0,36

Transplantationen  (+0,4) (x0,5) (x0,4)
(Mittel * Standard

Deviation)

GroRe (cm; Mittel 173,3 172,0 172,9 p=0,83
* Standard (£8,7) (x12,3) (£9,8)

Deviation)

Gewicht (kg; 74,7 77,7 75,5 p=0,22
(Mittel * Standard  (£13,1) (£ 14,0) (x13,4)

Deviation)

Zeit der Dialyse 5,8 54 57 p=0,83
vor NTX (Jahre; (x4,4) (£3,5) (x4,2)

Mittel + Standard

Deviation)

KIZ (min; Mittel £ 605,0 594,3 602,2 p=0,77
Standard (£392,3) (+392,2) (+390,3)

Deviation)

WIZ (min; Mittel * 37,0 37,3 36,9 p = 0,57
Standard (x17,2) (x12,0) (x16,0)

Deviation)

3.2 Verlauf der ddcf-DNA nach Nierentransplantation

Zur besseren Einstufung der ddcf-DNA als nicht-invasiver Marker nach
Nierentransplantation und Beobachtung des natiirlichen Verlaufs nach erfolgter NTX
wurde die mediane ddcf-DNA an den jeweiligen Visiten untereinander verglichen. Die
mediane ddcf-DNA ist an der zweiten Visite, 10 Tage nach NTX (V2), signifikant hoher
als in der Visite 3 (V3 = 6 Wochen nach NTX) 79 cp/ml (IQ: 47,7-140,8) vs 24 cp/ml
(IQ: 16,7-48,5) p= <0,0001, signifikant hoher als an der Visite 4 (V4 = 3 Monate nach
NTX) 79 cp/ml (1Q: 47,7-140,8) vs 30,5 cp/ml (IQ: 17,2-67,2) p =< 0,0001, signifikant
hoher als an der Visite 5 (V5 = 6 Monate nach NTX) 79 cp/ml (I1Q: 47,7-140,8) vs 25
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cp/ml (IQ: 11,5-48,5) p = < 0,0001 und signifikant hoher als an der Visite 6 (V6 = 12
Monate nach NTX) 79 cp/ml (1Q: 47,7-140,8) vs 14,5 cp/ml (IQ: 7,7-36,2) p =< 0,0001
(Abb. 9). Zwischen den einzelnen Visiten V3-V6 gibt es keine signifikanten
Unterschiede. Es kommt also bis zur 6. Woche nach NTX zu einem signifikanten Abfall
der ddcf-DNA, welche sich dann im Verlauf im Median nicht mehr signifikant &ndert.
Hier stellt sich somit ein Baseline-Wert ein. Da die ddcf-DNA kurz nach der
Transplantation deutlich erhoht ist, liegt in dem Zeitraum vermutlich ein postoperativer
Zellschaden vor und der Nutzen als nicht-invasiver Marker ist in diesem Zeitraum,
aufgrund von Interpretationsschwierigkeiten, nicht gegeben. Fiir die weiteren

Auswertungen wurde die Visite 2 daher systematisch ausgeschlossen.
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Abb. 9: Level der ddcf-DNA nach Nierentransplantation an den vorgesehenen Visiten. Angaben in
cp/ml. Die ddef-DNA (cp/ml) zeigt sich an der Visite 2 im Vergleich zu den folgenden Visiten (Visite 3-6)
signifikant hoher. ddcf-DNA = donor-derived cell-free DNA, V2 = Visite 2 (10 Tage nach NTX), V3 =
Visite 3 (6 Wochen nach NTX), V4 = Visite 4 (3 Monate nach NTX), V5 = Visite 5 (6 Monate nach NTX),
V6 = Visite 6 (12 Monate nach NTX)
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3.3 Spender-, Empfanger- und Transplantationscharakteristiken
und der Effekt auf die ddcf-DNA

Um herauszufinden, ob das Alter der Teilnehmer zum Zeitpunkt des Einschlusses in der
Studie einen Effekt auf die ddcf-DNA hat, wurden die beiden Parameter korreliert. Hier
zeigte sich, dass nach 10 Tagen, 6 Wochen und nach 3 Monaten nach
Nierentransplantation die ddcf-DNA (% cf-DNA) eine negative Korrelation zum Alter
aufweist. V2 =r=-0,307 p=0,01 (Abb. 10), V3:r=-0,512 p=< 0,001 (Abb. 11) und
V4:1r=-0,523 p=<0,001 (Abb. 12). In der absoluten Anzahl (cp/ml) war die Korrelation
an den Visiten V3 und V4 nicht signifikant (V3: p = 0,07, V4: p = 0,09). An V2 war
allerdings auch in der absoluten Zahl eine negative Korrelation zu sehen. (r =- 0,374 p =
0,02). An den anderen Zeitpunkten nach Transplantation bestand keine Korrelation. Je
alter also der Patient war, desto niedriger war die ddcf-DNA in der Anfangszeit nach

Nierentransplantation.
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Abb. 10: Korrelation der ddcf-DNA zum Alter an der Visite 2 nach NTX. Angaben der ddcf-DNA in
% cf-DNA und das Alter in Jahren. Es zeigt sich eine negative Korrelation zwischen dem Alter des
Teilnehmers und der ddcf-DNA an Tag 10 nach NTX. (p = 0,01) ddcf-DNA = donor-derived cell-free
DNA, NTX = Nierentransplantation, cf-DNA = cell-free DNA
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Abb. 11: Korrelation der ddcf-DNA zum Alter an der Visite 3 nach NTX. Angaben der ddcf-DNA in
% cf-DNA und das Alter in Jahren. Es zeigt sich eine negative Korrelation zwischen dem Alter des
Teilnehmers und der ddcf-DNA 6 Wochen nach NTX. (p =< 0,001) ddcf-DNA = donor-derived cell-free
DNA, NTX = Nierentransplantation, cf-DNA = cell-free DNA
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Abb. 12: Korrelation der ddcf-DNA zum Alter an der Visite 4 nach NTX. Angaben der ddcf-DNA in
% cf-DNA und das Alter in Jahren. Es zeigt sich eine negative Korrelation zwischen dem Alter des
Teilnehmers und der ddcf-DNA 3 Monate nach NTX. (p =< 0,001) ddcf-DNA = donor-derived cell-free
DNA, NTX = Nierentransplantation, cf-DNA = cell-free DNA

Zwischen dem BMI (ohne Aufteilung) und der ddcf-DNA konnte keine signifikante
Korrelation an den verschiedenen Zeitpunkten nach Nierentransplantation gesehen
werden. Nach Aufteilung des BMI auf > oder < 30 kg/m? konnte eine negative Korrelation

bei den Teilnehmern mit einem BMI von > 30 kg/m? und der ddcf-DNA an Visite 3 (6
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Wochen nach NTX) nachgewiesen werden. Je hoher der BMI, desto niedriger war die

ddcf-DNA (%) (V3: R=- 0,264, p = 0,04).

Zwischen der Dauer der kalten Ischdmiezeit (Min) und dem Level der ddcf-DNA (cp/ml)
an den verschiedenen Visiten bestand keine Korrelation (V3: p = 0,375, V4: p = 0,114,
V5:p=0,874, V6: p = 0,601). Ebenso fielen die Resultate bei der warmen Ischamiezeit
(Min) aus (V3: p=0,699, V4: p=0,392, V5: p=0,935, V6: p=0,383), auch hier bestand

in der vorliegenden Studie kein Zusammenhang.

Je langer die Teilnehmer vor der Transplantation dialysiert hatten, desto hoher fiel das
Level der ddcf-DNA (% cf-DNA) an der Visite 2 aus (r = 0,263 p =0,031). Diese positive
Korrelation konnte auch an Visite 5 in cp/ml festgestellt werden (r = 0,376 p = 0,05). An
den anderen Visiten konnten zwischen der ddcf-DNA (in cp/ml oder %) und der Dauer

der Dialyse keine signifikante Korrelation errechnet werden.

Die Anzahl der HLA-Mismatches oder die Anzahl der Transplantationen insgesamt

hatten keinen signifikanten Zusammenhang mit dem Level der ddcf-DNA ergeben.

In Bezug auf das Geschlecht konnte gezeigt werden, dass an Tag 10 nach Transplantation
die ddcf-DNA (in % cf-DNA) bei den weiblichen Teilnehmern im Median héher lag als
bei den ménnlichen Teilnehmern 0,63 % (IQ: 0,41-1,35 %) vs 0,39 % (1Q: 0,26- 0,64 %),
p =0,021. In der absoluten Anzahl (cp/ml) war die Differenz nicht signifikant (p = 0,12).
Auch zeigte sich keine Signifikanz mehr diesbeziiglich an den folgenden Visiten (V3-
V6). Frauen haben also in der imminenten Zeit nach Transplantation einer erhchte ddcf-

DNA.
Je nach Ethnizitit der Teilnehmer dnderte sich der Wert der ddcf-DNA nicht signifikant.

Nach Aufteilung der Teilnehmer in Gruppen je nach Grunderkrankung vor NTX wurde
das Level der ddcf-DNA an den verschiedenen Visiten unter den jeweiligen Gruppen
verglichen. Zwischen den einzelnen Grunderkrankungen ergaben sich jeweils nur fiir die
Visite 2, also 10 Tage nach NTX, signifikante Unterschiede. An den folgenden Visiten
(Visite 3-6) waren diese Unterschiede in dem Level der ddcf-DNA nicht mehr
festzustellen. Signifikant waren die Ergebnisse an V2 nur, wenn die ddcf-DNA in %-cf-
DNA bestimmt wurde. Die ddcf-DNA (%) war bei der ADPKD im Vergleich zu der
renovaskuldren Grunderkrankung 0,63 % (IQ: 0,39-1,15 %) vs 0,25 % (1Q: 0,23-0,48 %)
p = 0,04 oder dem Diabetes 0,63 % (IQ: 0,39-1,15 %) vs 0,30 % (I1Q: 0,20- 0,46 %) p =
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0,04 hoher (Abb. 13). Die ADPKD scheint also in der Friihphase nach Transplantation

eine vermehrte Ausschiittung von ddcf-DNA zu begiinstigen.
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Abb. 13: Level der ddcf-DNA an der Visite 2 nach NTX je nach nephrologischer Grunderkrankung
vor Transplantation. Angaben in % cf-DNA. Es zeigt sich ein erhohtes Level der ddef-DNA bei der
ADPKD im Vergleich zur diabetischen Nephropathie oder der renovaskuldren Grunderkrankung. ddcf-
DNA = donor-derived cell-free DNA, NTX = Nierentransplantation, cf-DNA = cell-free DNA, ADPKD =

autosomal dominant polycystic kidney disease

In Bezug auf den CMV-Status und das Level der ddcf-DNA konnte nachgewiesen
werden, dass 12 Monate nach Transplantation die Teilnehmer mit dem Status Spender
negativ (IgG CMV -) und Empfanger, also Studienteilnehmer, positiv (IgG CMV +) (D-
/R+) im Median weniger hohe ddcf-DNA Werte (cp/ml) aufwiesen als die Teilnehmer
mit dem Status Spender negativ, Empfanger negativ fiir das CMV-Virus (D-/R-) 9,5
cp/ml (IQ: 7-13 cp/ml) vs 25 cp/ml (IQ:15-52 cp/ml), p = 0,005. Bei den Teilnehmern
mit dem Status D+/R+ waren die ddcf-DNA-Werte ebenfalls signifikant hoher als bei den
Teilnehmern mit dem Status D-/R+, 22,5 cp/ml (IQ: 9,5-39 cp/ml) vs 9,5 cp/ml (1Q: 7-13
cp/ml), p = 0,02. Der Status D-/R+ scheint also bei langer transplantierten Teilnehmern
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zu einer geringeren Freisetzung der ddcf-DNA zu fiihren. Bei einer aktiven CMV-
Replikation zum Zeitpunkt der jeweiligen Visite zeigten sich keine erhdhten ddcf-DNA-
Werte im Vergleich zu den Patienten, die gerade keine CMV-Virdmie aufwiesen (V3: p

= 0,476, V4: p=0,528, V5: p=0,154, V6: p=0,714).

Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der ddcf-DNA, je nachdem, ob es

sich um eine Lebend -oder Leichennierenspende handelte.

Im Rahmen einer prademptiven Spende, also vor Eintritt einer Dialysepflicht, zeigten sich
die ddct-DNA Werte nach 3 Monaten und nach 6 Monaten nach NTX signifikant
niedriger als bei den Teilnehmern die vor NTX bereits dialysiert hatten. V4: 9,0 cp/ml
(IQ: 8-17,5 cp/ml) vs 32 cp/ml (IQ: 18,3-69,8 cp/ml) p = 0,002, V5: 9,0 cp/ml (IQ: 6-28,5
cp/ml) vs 26 cp/ml (IQ: 14-57 cp/ml) p =0,018.

Ob eine ABO-inkompatible Spende einen Effekt auf die ddcf-DNA beim Empfanger hat,
konnte aufgrund von Teilnehmermangel in dieser Gruppe nicht differenziert analysiert

werden.

Die Art der Induktions-Immunsuppression nach Nierentransplantation wurde ebenfalls in
Bezug auf die ddcf-DNA untersucht. Es zeigten sich erhdhte ddcf-DNA-Werte (cp/ml) in
der ATG-Gruppe 6 Wochen nach Transplantation gegeniiber den Teilnehmern, die
Basiliximab als Induktionstherapie erhielten V3: 47 cp/ml (IQ: 35,5-201 cp/ml) vs 22,5
cp/ml (IQ: 16,7-41,7 cp/ml) p = 0,036 (Abb. 14). Eine zusitzliche Gabe von Rituximab
vor der Transplantation zeigte im Verlauf keinen signifikanten Unterschied im Level der

ddcf-DNA.
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Abb. 14: Level der ddcf-DNA 6 Wochen nach NTX (Visite 3) je nach immunsuppressiver
Induktionstherapie mit ATG oder Basiliximab. Es zeigen sich erhohte ddcf-DNA-Werte bei den
Teilnehmern, die zuvor ATG erhielten (p = 0,036). Angaben in cp/ml. ddcf-DNA = donor-derived cell-free
DNA, ATG = Anti-Thymozytenglobulin, NTX = Nierentransplantation

Untersucht wurde ebenfalls der Effekt des Dialyseverfahrens vor Transplantation auf die
ddcf-DNA nach erfolgter Nierentransplantation. Hier ergaben sich keine Unterschiede in
der ddcf-DNA. Diese scheint also nicht durch die Himodialyse oder Peritonealdialyse im

Vorfeld beeinflusst zu werden.

3.4 Level der ddcf-DNA bei Teilnehmern mit oder ohne

Komplikationen

Um die Hypothese, dass es bei einer Komplikation nach NTX zu einem Zelluntergang
und somit zu einem Anstieg der ddcf-DNA kommt, zu untersuchen, wurden die
Teilnehmer an den jeweiligen Visiten (V3-V6) aufgeteilt in eine Gruppe mit
Komplikationen zu dem Zeitpunkt der Visite und eine Gruppe ohne Komplikationen. Als
Komplikationen zéhlten eine BK-Virdmie, eine Harnwegsinfektion, eine chirurgische
Komplikation, z.B. Blutung, Himatom, infizierte Lymphozele oder eine AbstoBung. An
der Visite 4 war die mediane ddcf-DNA signifikant hoher bei den Teilnehmern mit
Komplikation als bei den Teilnehmern ohne Komplikation. 39 cp/ml (IQ: 21-75 cp/ml)
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versus 18 cp/ml (IQ: 10,5-31,7 cp/ml) p = 0,0038. An den restlichen Kontrollvisiten
konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt werden, die Tendenz war jedoch recht

dhnlich zur Visite 4 (Abb. 15).
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Abb. 15: Level der ddcf-DNA zwischen einer Gruppe mit einer post-NTX-Komplikation zum
Zeitpunkt der Visite im Vergleich zu einer Gruppe ohne Komplikation. Als Komplikation zihlten:
BK-Virdmie, Harnwegsinfektion, chirurgische Komplikationen oder eine Abstoung. Die ddcf-DNA ist an
der Visite 4 signifikant hoher in der Gruppe mit Komplikation. (p = 0,0038). Angaben in cp/ml. ddcf-DNA
= donor-derived cell-free DNA, NTX = Nierentransplantation

3.5 Ergebnisse der ddcf-DNA in Bezug auf das BK-Virus
3.5.1 ddcf-DNA und Kreatinin im Vergleich an der ersten dokumentierten BK-

Viramie und der hochsten BK-Viramie

Wie in der vorherigen Analyse gezeigt, steigt die ddcf-DNA bei post-
Transplantationskomplikationen zumindest teilweise signifikant an. Aus der bisherigen
Erfahrung kann bei Transplantatschaden und BK-Virdmie auch das Kreatinin ansteigen.
Das Kreatinin diente also in dieser Analyse als Kontrollmarker/Vergleichsparameter. Um
herauszufinden, ob auch die ddcf-DNA bei der BK-Virdmie ansteigt, wurde die ddcf-
DNA zum Zeitpunkt der ersten BK-Virdmie des jeweiligen Teilnehmers genommen und

die ddcf-DNA zum Zeitpunkt der hochsten erfassten BK-Virdmie dieses Teilnehmers.
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Als bereits verfligbaren Marker wurde gleichzeitig auch der Verlauf des Kreatinins unter
den gleichen Bedingungen beobachtet. Die BK-Virus-Kopien sind im median signifikant
ansteigend zwischen der ersten und der hochsten BK-Virdmie 10.630 K/ml (IQ: 1.485-
67.325 K/ml) vs 208.230 K/ml (IQ: 7.495- 868.075 K/ml) p = 0,0010 (Abb. 16). Auch
das Kreatinin ist zwischen den beiden Zeitpunkten der ersten und hochsten BK-Virdmie
im median signifikant ansteigend 1,6 mg/dl (1Q: 1,34-2,5 mg/dl) vs 1,89 mg/dl (1Q: 1,4-
2,9 mg/dl) p=0,0227 (Abb. 17). Die mediane ddcf-DNA ist ebenfalls signifikant parallel
zum Anstieg der BK-Viren und des Kreatinins angestiegen 16,5 cp/ml (IQ 12.0-22,75
cp/ml) vs 24 cp/ml (IQ: 12,75- 46,75 cp/ml) p = 0,0254 (Abb. 18). Somit zeigt sich, dass
eine steigende BK-Virdmie vermutlich einen Transplantatschaden ausldst, der sich

sowohl in steigenden Kreatininwerten als auch steigenden ddcf-DNA-Werten

widerspiegelt.
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Abb. 16: Vergleich der BK-Virus-Kopien zum Zeitpunkt der ersten BK-Virimie und zum Zeitpunkt
der hochsten gemessenen BK-Virimie beim jeweiligen Teilnehmer. Es zeigt sich ein signifikanter
Anstieg zwischen den beiden Messungen. (p = 0,001). Angaben in log10 in absoluten Kopien.
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Abb. 17: Vergleich des Kreatinins zum Zeitpunkt der ersten BK-Virimie und zum Zeitpunkt der
hochsten gemessenen BK-Virimie beim jeweiligen Teilnehmer. Es zeigt sich ein signifikanter Anstieg
zwischen den beiden Messungen. (p = 0,0227). Angaben in mg/dl.
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Abb. 18: Vergleich der ddcf-DNA zum Zeitpunkt der ersten BK-Virimie und zum Zeitpunkt der
hochsten gemessenen BK-Virimie beim jeweiligen Teilnehmer. Es zeigt sich ein signifikanter Anstieg
zwischen den beiden Messungen. (p = 0,0254). Angaben in cp/ml.
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3.5.2 ddcf-DNA und Kreatinin im Vergleich an der hochsten BK-Viramie und
der negativen BK-Viramie (negativ oder < 500 Kopien/ml)

Herauszufinden galt es, ob bei wieder abfallender/geheilter BK-Virdmie, definiert durch
nicht-nachweisbare BK-Virus-Kopien oder fast negative BK-Virus-Kopien (< 500
Kopien/ml), auch die ddcf-DNA wieder riicklaufig ist. Die Hypothese bestand darin, dass
der entstandene Zellschaden, der sich vermutlich teilweise erholt hat, durch die ddcf-
DNA verfolgt werden kann. Auch diese Untersuchung wurde im Vergleich zu dem
bekannten Marker, dem Kreatinin, durchgefiihrt. Beobachten konnte man, dass die
mediane ddcf-DNA bei negativen oder < 500 BK-Viren/ml ebenfalls wieder signifikant
riicklaufig ist 18 cp/ml (IQ: 12-31 cp/ml) vs 12 cp/ml (IQ: 9,5-13,5 cp/ml) p = 0,0355.
Auch das mediane Kreatinin war signifikant abfallend 2,29 mg/dl (IQ: 1,38-2,85 mg/dl)
vs 1,92 mg/dl (I1Q: 1,42-2,30 mg/dl) p = 0,0391. Hierdurch konnte gezeigt werden, dass
die ddcf-DNA sowohl den Verlauf der BK-Virdmie als auch des Kreatinins verfolgen
kann und ein zusitzlicher Marker fiir eine Erholung eines zuvor entstandenen

Transplantatschadens darstellt.
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Abb. 19: Vergleich der ddcf-DNA bei dem jeweiligen Teilnehmer zum Zeitpunkt der hochsten BK-
Virimie und der abfallenden/geheilten BK-Virimie (BK-Virus Kopien < 500 K/ml). Die ddcf-DNA
fallt signifikant ab, wenn die BK-Virus-Kopien riickldufig sind. (p = 0,0355). Angaben in cp/ml. ddcf-DNA
= donor-derived cell-free DNA.
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Abb. 20: Vergleich des Kreatinins bei dem jeweiligen Teilnehmer zum Zeitpunkt der hochsten BK-
Virimie und der abfallenden/geheilten BK-Virimie (BK-Virus Kopien < 500 K/ml). Das Kreatinin
fallt signifikant ab, wenn die BK-Virus Kopien riicklaufig sind. (p = 0,0391). Angaben in mg/dl.

3.5.3 Korrelation zwischen ddcf-DNA und BK-Virus-Kopien

Die ddcf-DNA ist zum Zeitpunkt der hochsten BK-Virdmie ebenfalls erhoht und bei
negativen oder < 500 BK-Virus-Kopien/ml fallt sie wieder ab (siehe Ergebnisse 3.3.1 und
3.3.2). Somit wurde analysiert, ob eine Korrelation zwischen BK-Virus-Kopien und ddcf-
DNA besteht. Hierfiir wurden alle verfligbaren BK-Virus-Kopien mit gematchter ddct-
DNA analysiert. Zusitzlich fiir diese Analyse wurden verfligbare Werte aus den
auBerplanméfigen Visiten (A-Visiten) eingeschlossen. Es zeigte sich eine positive
Korrelation (r = 0,2452 CI: 0,01732 to 0,4489, p = 0,035) (Abb. 21). Je hoher die BK-
Virdmie, desto ausgepragter ist die Freisetzung der ddcf-DNA.
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Abb. 21: Korrelation zwischen der ddcf-DNA und den BK-Virus-Kopien unabhéingig ob eine BK-
Nephropathie vorliegt oder nicht. Eingeschlossen sind auch auBerplanméfige Visiten. Es zeigt sich eine
positive Korrelation zwischen der ddcf-DNA und den BK-Virus-Kopien. (p =0,035). Angaben in absoluten
Kopien log10 und in cp/ml. ddcf-DNA = donor-derived cell-free DNA.

3.5.4 Korrelation zwischen ddcf-DNA und Kreatinin

Um herauszufinden, ob die ddcf-DNA auch eine Korrelation zum Kreatinin aufweist,
wurden alle matching Kreatininwerte und ddcf-DNA Werte analysiert, inklusive der A-
Visiten. In den vorherigen Graphiken hatten sich die Kreatininwerte bei steigenden oder
abfallenden BK-Viren nédmlich parallel zur ddcf-DNA bewegt. Es besteht keine
signifikante Korrelation zwischen ddcf-DNA und Kreatinin. (r = 0,03829 CI: - 0,1358 to
0,2101, p = 0,658) (Abb. 22). Auch zwischen der eGFR (ml/min) und der ddcf-DNA
besteht keine Korrelation. (r = - 0,02099 CI: - 1922 to 0,1515, p =0,809). Hierdurch
erkennt man, dass die ddcf-DNA ein unabhidngiger Marker flir eine

Transplantatschdadigung durch BK-Viren darstellen kann.
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Abb. 22: Korrelation zwischen dem Kreatinin und der ddcf-DNA. Eingeschlossen sind auch Werte aus
aullerplanméBigen Visiten. Es zeigt sich keine Korrelation (p = 0,658). Angaben in mg/dl und cp/ml.

3.5.5 Verlauf der ddcf-DNA und des Kreatinins bei steigenden BK-Viren in der

BK-Viramie-Gruppe im Vergleich zur Polyomavirusnephropathie- Gruppe

Ziel war es herauszufinden, wie die ddcf-DNA sich in der BK-Virdmie-Gruppe (ohne

aktuellen oder zukiinftigen Nachweis einer BK-Nephropathie) bei steigenden BK-Virus

Kopien verhilt, auch im Vergleich zum Kreatinin. Es wurden daher nur Teilnehmer in
die Analyse eingeschlossen, deren BK-Viren, nach der Erstdiagnose der BK-Virdmie
(Zeitpunkt der ersten BK-Virdmie = TO0), angestiegen sind. Der erste ansteigende Wert
wurde als T1 bezeichnet. Zwischen den beiden Werten TO und T1 lagen im Median 1,37
Monate. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der medianen BK-Virus-Kopien
zwischen dem Zeitpunkt TO und T1 T0: 9.800 K/ml (IQ: 375-67325 K/ml) vs T1: 27.650
K/ml (IQ: 1.455-338.865 K/ml) p=0,007 (Abb. 23), allerdings waren weder das mediane
Kreatinin, TO: 1,37 mg/dl (IQ: 1,32-2,25 mg/dl) vs T1: 1,51 mg/dl (IQ: 1,26- 2,18 mg/dl)
noch die mediane ddcf-DNA TO: 18 cp/ml (IQ: 11,5-26,2 cp/ml) vs T1: 29,5 cp/ml (IQ
18,2-56,70 cp/ml) p > 0.210 signifikant ansteigend (Abb. 24, Abb. 25).

49



107 *k

£ 106 ®
.a .
+
2 105 3
@ [ ]
g 8 °
S 104
E 103 8 ®e
°
o
TO T1

Abb. 23:Vergleich der BK-Virus-Kopien bei dem jeweiligen Teilnehmer (Gruppe BK-Virimie) in
der Frithphase zwischen T0 (dem ersten gemessenen Wert) und T1 (dem zweiten gemessenen Wert).
Es zeigt sich ein signifikanter Anstieg (p = 0,007). Angaben in absoluten Kopien log10.
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Abb. 24: Vergleich des Kreatinins bei dem jeweiligen Teilnehmer (Gruppe BK-Virimie) in der
Friithphase zwischen T0 (dem ersten gemessenen Wert des BK-Virus) und T1 (dem zweiten
gemessenen Wert des BK-Virus). Es zeigt sich kein signifikanter Anstieg (p > 0,210). Angaben in mg/dl.
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Abb. 25: Vergleich der ddcf-DNA bei dem jeweiligen Teilnehmer (Gruppe BK-Viridmie) in der
Friithphase zwischen T0 (dem ersten gemessenen Wert des BK-Virus) und T1 (dem zweiten
gemessenen Wert des BK-Virus). Es zeigt sich kein signifikanter Anstieg (p > 0,210). Angaben in cp/ml.

50



Die gleiche Analyse erfolgte dann mit den Teilnehmern, die im Verlauf der Studie eine

Polyomavirusnephropathie entwickelten. Auch hier wurde der Zeitpunkt der ersten BK-

Virdmie gewéhlt (TO) und dann der erste angestiegene Wert der BK-Virus-Kopien (T1)
ausgewdhlt. Zwischen TO und T1 lagen im Median 1,27 Monate, vergleichbar zur BK-
Virdmie-Gruppe. Die medianen BK-Viren waren nicht signifikant ansteigend zwischen
TO und T1, allerdings auch bei geringer Teilnehmeranzahl. TO: 11.930 K/ml (IQ: 1.350-
236.425 K/ml) vs T1: 1.132.500 K/ml (IQ: 167.250- 3.705.000 K/ml) p = 0,125 (Abb.
26). Das mediane Kreatinin TO: 1,67 mg/dl (IQ: 1,44- 2,23 mg/dl) vs T1: 2,09 mg/dl (1Q:
1,52-2,73 mg/dl) p = 0,625 (Abb. 27) und die mediane ddcf-DNA TO: 15 cp/ml (IQ: 10,5-
45 cp/ml) vs T1: 20 cp/ml (IQ: 9,7-60,2cp/ml) p = 0,250 (Abb. 28), waren zwar
ansteigend, allerdings nicht statistisch signifikant. Somit konnte kein signifikanter
Anstieg des Kreatinins und der ddcf-DNA zwischen TO und T1 in dieser Analyse gesehen
werden, so dass in der Frithphase mittels der ddcf-DNA kein Hinweis auf eine

Entwicklung einer zukiinftigen BK-Nephropathie vorausgesagt werden kann.
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Abb. 26: Vergleich der BK-Virus-Kopien bei dem jeweiligen Teilnehmer (Gruppe BK-
Nephropathie) in der Friithphase zwischen T0 (dem ersten gemessenen Wert) und T1 (dem zweiten
gemessenen Wert). Es zeigt sich kein signifikanter Anstieg (p = 0125). Angaben in absoluten Kopien
log10.

51



4-
ns

3 31 °
g
= ©) °®
£ 2 Y
£ O
= 0©
[+%]
2 1

0 T T

TO T1

Abb. 27: Vergleich des Kreatinins bei dem jeweiligen Teilnehmer (Gruppe BK-Nephropathie) in der
Friihphase zwischen T0 (dem ersten gemessenen Wert des BK-Virus) und T1 (dem zweiten
gemessenen Wert des BK-Virus). Es zeigt sich kein signifikanter Anstieg (p = 0,625). Angaben in mg/dl.
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Abb. 28: Vergleich der ddcf-DNA bei dem jeweiligen Teilnehmer (Gruppe BK-Nephropathie) in der
Friithphase zwischen T0 (dem ersten gemessenen Wert des BK-Virus) und T1 (dem zweiten
gemessenen Wert des BK-Virus). Es zeigt sich kein signifikanter Anstieg (p = 0,250). Angaben in cp/ml.

3.6 Donor-derived cell-free DNA zum Zeitpunkt der
Transplantatnierenbiopsie
3.6.1 Vergleich der ddcf-DNA nach Biopsiebefund

Zur weiteren Analyse wurde die ddcf-DNA jeweils zum Zeitpunkt der
Transplantatnierenbiopsie bestimmt (A-Visite). Die Teilnehmer wurden dann in drei
Gruppen je nach Biopsie-Ergebnis aufgeteilt. Es handelte sich um eine Gruppe mit

Tubulusschaden, eine Gruppe mit zelluldrer AbstoBBung (TCMR) und eine Gruppe mit
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Polyomavirusnephropathie. Die ddcf-DNA wurde dann unter den drei Gruppen
verglichen. Es zeigte sich im Median ein signifikant hoherer ddcf-DNA-Wert im Rahmen
einer akuten zelluldren AbstoBung als bei einer Polyomavirusnephropathie 89 cp/ml (1Q:
34-227 cp/ml) vs 20 cp/ml (IQ: 14-33 cp/ml) p = 0,0115 (Abb. 29). Zwischen der
AbstoBung und dem Tubulusschaden gab es allerdings im Median der ddcf-DNA keinen
signifikanten Unterschied 89 cp/ml (IQ: 34-227 cp/ml) vs 32 cp/ml (IQ: 22-119 cp/ml)
p = 0,9114. Auch der Tubulusschaden erzeugte keine hoheren medianen ddcf-DNA-
Werte im Vergleich zur Polyomavirusnephropathie. 32 cp/ml (IQ: 22-119 cp/ml) vs 20
cp/ml (IQ: 14-33 cp/ml) p = 0,1190.
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Abb. 29: Vergleich der ddcf-DNA zum Zeitpunkt der Biopsie je nach Biopsiebefund. Es zeigt sich
ein signifikant hoheres Level der ddcf-DNA bei der zelluldren AbstoBung im Vergleich zu der
Polyomavirusnephropathie (p = 0,0115) Angaben in cp/ml. ddcf-DNA = donor-derived cell-free DNA.

3.6.2 Vergleich der ddcf-DNA bei replikativer BK-Viramie nach Biopsie- Befund

Zur weiteren Unterscheidung, ob die ddcf-DNA zum Zeitpunkt der Biopsie bei der BK-

Nephropathie hoher liegt, als bei der reinen BK-Virdmie und somit eine Biopsie
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umgangen werden kdnnte, wurden bei den Teilnehmern, die eine BK-Virdmie aufwiesen,
zum Zeitpunkt der Biopsie die ddcf-DNA bestimmt. Hier zeigte sich keine signifikante
Differenz zwischen den Teilnehmern, die nur eine BK-Virdmie aufwiesen ohne Nachweis
einer bioptisch gesicherten Polyomavirusnephropathie und denen, die die Diagnose einer
Polyomavirusnephropathie erhielten. Die mediane ddcf-DNA beim Tubulusschaden lag
bei 24,5 cp/ml (IQ: 6,7-88,2 cp/ml) vs bei der Polyomovirusnephropathie bei 17 cp/ml
(IQ: 12,5- 32,7 cp/ml) p = 0,776 (Abb. 30).
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Abb. 30: Vergleich der ddcf-DNA zum Zeitpunkt der Biopsie bei den BKV+ Teilnehmern, je nach
Biopsiebefund. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied der ddcf-DNA zwischen dem
Tubulusschaden oder der bestétigten BK-Nephropathie (p = 0,776). Angaben in cp/ml. ddcf-DNA =
donor-derived cell-free DNA, BKV+ = BK-Virus positive Replikation.
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4 Diskussion

Nach erfolgter Nierentransplantation kann es trotz besserer Lebenserwartung und einer
besseren Lebensqualitidt zu schwerwiegenden Komplikationen, vor allem aufgrund der
immunsuppressiven Therapie, kommen. Hierzu zéhlen die infektiosen Komplikationen
mit Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten, die teils auch opportunistisch sein konnen.
Zusétzlich erhoht sich auch das Risiko fiir maligne Erkrankungen. Leider fehlt es in der
Transplantationsmedizin an nicht-invasiven Markern, die sensitiv und spezifisch genug
sind, solche Komplikationen erkennen oder ausschlieBen zu konnen. Oftmals kann nur
mit Laborwerten, wie zum Beispiel dem Kreatinin, welches jedoch zu spidt im Rahmen
einer Komplikation ansteigt, ein Transplantatschaden gesehen werden. Die genaue
Diagnose ist dann zurzeit oft nur mittels einer invasiven Biopsie festzustellen. Diese birgt
jedoch ein Risiko fiir Komplikationen, wie zum Beispiel eine schwerwiegende Blutung.
Die BK-Nephropathie ist einer der viralen Infekte, die nach Nierentransplantation in bis
zu 10 % der Félle auftritt, nur invasiv diagnostiziert werden kann und bei nicht addquater
Reduktion der Immunsuppression zum Verlust des Nierentransplantates fithren kann.
Diese Studie sollte die ddcf-DNA als nicht-invasiven Marker analysieren und in Bezug

auf die BK-Nephropathie untersuchen.

4.1 Patientenkollektiv

Insgesamt waren 118 Patienten fiir die Auswertung der Daten in die Studie
eingeschlossen worden. Im Verlauf entwickelten 33 Patienten eine BK-Virdmie,
insgesamt also 28 %. Diese Daten liegen im oberen Bereich der in der Literatur
beschriebenen Inzidenz fiir die BK-Virdmie nach Nierentransplantation mit 10-30 % nach
(Kant et al. 2022). Durch die immunsuppressive Therapie steigt das Risiko einer BK-
Virdmie. StandardméBig erhielten die Patienten der Kohorte fast alle eine tripple-
Therapie mit einem Calcineurin-Hemmer, MMF und Glukokortikosteroiden. Die in der
Literatur angegebenen Inzidenzen sind daher immer auch im Zusammenhang der
immunsuppressiven Therapie zu werten. In der Kohorte waren insgesamt 7 Patienten
eingeschlossen worden, die im Verlauf den histopathologischen Nachweis einer

Polyomavirusnephropathie hatten. Dies entsprach knapp 6 % aller eingeschlossenen
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Teilnehmer. Diese Anzahl deckt sich mit den bekannten Inzidenzzahlen der BKN nach
Nierentransplantation zwischen 1-10 % (Gately et al. 2023). Grundsétzlich war die
Kohorte zur Auswertung der Fragestellung relativ klein, sodass die Ergebnisse zum Teil

kritisch gewertet werden miissen.

4.2 Zusammenhang der Charakteristiken und der ddcf-DNA

In der vorliegenden Kohorte wurde die Korrelation zwischen einem BMI > 30 kg/m? und
der ddcf-DNA (in % der cf-DNA) an den verschiedenen Visiten untersucht. Es konnte
eine negative Korrelation an Visite 3 (6 Wochen nach NTX) nachgewiesen werden. Je
hoher der BMI, desto niedriger war die ddcf-DNA (V3: r= - 0,264, p = 0,04). Die
Hypothese besteht darin, dass ein erhohter Lipidstoffwechsel mit einer allgemein
erhohten cf-DNA bei inflammatorischen Prozessen einhergeht und somit der Prozentsatz
der ddcf-DNA falsch niedrig ist. Wenn die ddcf-DNA in cp/ml angegeben wurde, gab es
keine Korrelation. Grundsétzlich kann nach der formulierten Hypothese ein eventuelles
Bias mit dem BMI umgangen werden, indem die ddcf-DNA in absoluter Anzahl
angegeben wird. In einer Studie von Sureshkumar und al. wurde ebenfalls der BMI in
Bezug auf die ddcf-DNA untersucht. Hier konnte ein positiver korrelierender Effekt
gezeigt werden. Bei einem BMI von > 30kg/m? stieg die ddcf-DNA (%) linear an
(Sureshkumar, Aramada, and Chopra 2020). Dies steht somit im Gegensatz zu den
vorliegenden Ergebnissen und der aufgefiihrten Hypothese. Es fehlen also groBere

Studien, die diese spezifische Fragestellung erneut untersuchen.

Theoretisch schwierig wird die Interpretation der ddcf-DNA auch, wenn die Patienten
mehr als ein Spenderorgan erhalten. (Zum Beispiel eine kombinierte
Niere/Pankreastransplantation oder eine Herz/Lungentransplantation) (Keller and Agbor-
Enoh 2021). Kommt es zu einer erhohten ddcf-DNA, kann nicht sicher differenziert
werden, welches Organ vom akuten Schaden betroffen ist. Zudem besteht auch die Frage,
wie die ddcf-DNA zu werten ist, wenn ein funktionsloses Transplantat weiterhin in situ
ist. In der vorliegenden Studie waren die Teilnehmer im Mittel 1,14 + 0,43-mal
transplantiert. Es bestand im Median keine erhohte ddcf-DNA (cp/ml) an den
verschiedenen Visiten im Vergleich zur Ersttransplantation bei den Teilnehmern, die > 2

Transplantationen erhielten (p = 0,17).
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In der vorliegenden Studie konnte keine Korrelation der ddcf-DNA mit der KIZ
nachgewiesen werden (V2: p = 0,578, V3: p = 0,375). Anand et al. beschéftigten sich
ebenfalls mit mehreren klinischen Parametern und dem Level der ddcf-DNA (Anand et
al. 2021). Es wurde unter anderem auch keine Korrelation zwischen der KIZ und der
ddcf-DNA nach 1 Monat post-NTX beobachtet. Somit scheint eine langere

Konservierung ex vivo im Eis keine erhohte ddcf-DNA freizusetzen.

Beziiglich der Spendercharakteristika wurde kein Unterschied zwischen einer Lebend-
oder Leichenspende in der Hohe der ddcf-DNA gesehen. In der vorliegenden Kohorte
gab es eine Tendenz dazu, dass die median ddcf-DNA an den Visiten bei der
Leichenspende hoher waren also bei der Lebendspende, das Resultat war allerdings nicht
signifikant. Zu erkldren wére die leicht erh6hte Tendenz nur durch einen ausgeprigteren
Ischdmie-Reperfusionsschaden, dies wiirde dann allerdings auch eine erhdhte Freisetzung

der ddcf-DNA bei erhohter KIZ bedeuten, welche nicht nachgewiesen wurde.

Es konnte gezeigt werden, dass die ddcf-DNA nach 6 Wochen post-NTX bei Induktion
mit ATG im median hoher lag, als bei den Teilnehmern, die Basiliximab erhielten. (p =
0,036). Anand et al. konnten dies ebenfalls nachweisen. Grundsétzlich muss angemerkt
werden, dass oft die Teilnehmer mit bereits priaformierten HLA-Antikorpern (zum
Beispiel durch eine Transfusion, Schwangerschaft, gewissen Impfungen oder eine
vorangegangene Transplantation) eine Induktion mit ATG erhalten. Es sind also oft die
Teilnehmer, die im Verlauf ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung von
donorspezifischen Antikdrpern mit humoraler AbstoBung haben. In Studien gehen die
donorspezifischen Antikdrper mit erhdhter ddcf-DNA einher (Halloran et al. 2023). Auch
die ABMR ist mit einer erhohten Freisetzung der ddcf-DNA verbunden (Oellerich et al.
2019). Die erhohte ddef-DNA nach einer ATG-Induktion kann also auch ein Bias sein,
indem die ddcf-DNA durch die Prisenz von donorspezifischen Antikérpern oder einer
chronischen humoralen AbstofBung erhoht ist. Schlussfolgernd ist die ddcf-DNA also von
mehreren Spendern/Empfénger- oder Transplantationscharakteristiken abhéngig.
Weitere Untersuchungen sind in Zukunft notwendig um die ddcf-DNA besser einstufen

zu konnen.
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4.3 Zeitlicher Verlauf der ddcf-DNA nach Transplantation

In den ersten zwei Wochen nach Transplantation kommt es zu einem exponentiellen
Abfall der ddef-DNA (Oellerich et al. 2021). In der vorliegenden Studie zeigte sich der
exponentielle Abfall ebenfalls, allerdings waren die Werte an Tag 10 nach
Transplantation weiterhin signifikant hoher als nach 6 Wochen. Das Baseline ist in der
vorliegenden Kohorte im Mittelwert also erst nach 3,71 Wochen erreicht. In einer
péadiatrischen Kohorte wurde eine Baseline der ddcf-DNA im Median nach 8 Tagen
erreicht (Nie et al. 2021). Erklart wird der Abfall der ddcf-DNA a.e. durch einen
Ischdmie-Reperfusionsschaden, der kurz nach der Transplantation entsteht und im
Verlauf langsam wieder abnimmt (Oellerich et al. 2021). Die Aussagekraft der ddcf-DNA
beziiglich weiterer Pathologien, wie zum Beispiel einer akuten AbstoBung oder einer
akuten Infektion im Zeitrahmen kurz nach der Transplantation, ist dementsprechend

deutlich eingeschrénkt.

4.4 ddcf-DNA und BK-Viramie/ BK-Nephropathie

Es wurden bereits mehrere Studien publiziert, die die diagnostische Performanz der ddcf-
DNA im Rahmen einer Polyomavirusnephropthie untersucht haben. Chen et al.
untersuchten die ddcf-DNA im Urin und fanden heraus, dass die Urin-ddcf-DNA-Werte
in der bioptisch gesicherten (SV-40 positiven) BKN hoher lagen als bei den Teilnehmern,
die nur eine mogliche BKN aufwiesen (definiert durch > 7log10 BK DNA Virurie ohne
Nachweis im Serum) (Chen et al. 2020). Die gleiche Gruppe zeigte diese Ergebnisse in
einer erneuten Studie, hier war die Urin-ddcf-DNA bei der BKN hoher als bei der TCMR
oder im Rahmen eines Tubulusschadens. Die ddf-DNA im Serum war in dieser Studie
vor allem bei der zelluldren AbstoBung erhdht (Chen et al. 2022). Die Urin-ddef-DNA
wurde in der unserer Kohorte nicht untersucht, somit ist es schwierig, die Ergebnisse
dieser Studien mit den vorliegenden zu vergleichen. Das BK-Virus greift vor allem den
tubuldren Apparat in der Transplantatniere an, somit wird die durch Nekrose oder
Apoptose freigesetzte ddcf-DNA direkt in den Urin abgegeben. Zusétzlich wird die ddcf-
DNA durch die Basalmembran der Glomeruli filtriert und gelangt somit ebenfalls durch

das Blut in den Harn. Bei der BK-Virdmie wére daher eine intensivere Untersuchung der

58



ddcf-DNA im Urin durchaus zielfiihrend. Dagegen spricht jedoch, dass man nicht genau
weil}, inwiefern die ddcf-DNA gegebenenfalls von der Urinkonzentration abhingt oder
zu welchem Zeitpunkt die Urinprobe asserviert wurde. Die Konzentration kann daher sehr
unterschiedlich ausfallen. Die Reproduktibilitit und Aussagekraft sind daher in der

klinischen Praxis deutlich schwieriger, als die Bestimmung der ddcf-DNA im Serum.

Mayer et al untersuchten die ddcf-DNA zwischen Teilnehmern mit einer bioptisch
gesicherten BK-Nephropathie und einer gesicherten TCMR. Hier wurden keine
Unterschiede im Median der ddcf-DNA gesehen (Mayer et al. 2022). Vielmehr wurde
auch hier wieder die erhdhte ddcf-DNA bei ABMR + donorspezifischen Antikdrpern im
Vergleich zur BKN beschrieben. Das erste Resultat steht im Geneteil zu unseren
vorliegenden Ergebnissen, da in der vorliegenden Kohorte zum Zeitpunkt der Biopsie die
mediane ddcf-DNA bei TCMR signifikant hoher lag als bei den Patienten mit BKN. Hier
konnte ein Bias sein, dass in der oben aufgefiihrten Studie der Zeitpunkt der Abnahme
ddcf-DNA in Bezug auf die Biopsie nicht mitgeteilt wird. In der vorliegenden Kohorte
wurden die ddcf-DNA entweder am Tag vorher oder hochstens im Abstand von 3 Wochen
vor der Biopsie abgenommen. Die Proben der ddcf-DNA direkt nach Biopsie wurden
nicht eingeschlossen, da hier durch die invasive Maflnahme eine Freisetzung von ddcf-
DNA zu erwarten wire und der Wert falsch hoch sein wiirde. Erklérlich fiir die hdhere
Freisetzung der ddcf-DNA im Rahmen einer TCMR gegeniiber der BKN ist, nach
vorliegenden Daten, dass der Schaden bei der BKN eher chronisch und unterschwellig

stattfindet und die ddcf-DNA daher nicht so hoch ist, wie bei der akuten AbstoBung.

In der vorliegenden Kohorte waren keine Patienten mit ABMR eingeschlossen worden.
Es gab zwei Patienten mit Nachweis einer ABMR in der Biopsie, allerdings fehlten zum
Zeitpunkt der Biopsie passende ddcf-DNA-Werte zur korrekten Auswertung der Daten.
Ob also eine vermehrte Freisetzung der ddcf-DNA bei der ABMR gegeniiber der TCMR

oder der BKN erfolgt, konnten in dieser Studie nicht untersucht werden.

Kant et al. (Kant et al. 2020) beschéftigten sich 2020 bereits mit der Frage, ob die ddct-
DNA einen Progress von der BK-Virdmie zur BKN voraussagen kann. Hierzu wurden
retrospektiv 10 Teilnehmer der DART-Studie mit BK-Virdmie und BKN analysiert. In
der Studie wurde die BKN, auch ohne bioptischen Nachweis, mit > 10log4 BKV-Kopien
definiert. Dies stellt einen deutlichen Unterschied zu der vorliegenden Studie dar, da hier
Patienten mit >10log4 BKV-Kopien ohne erfolgte bioptische Sicherung einer BKN noch
in die BKV-Gruppe eingestuft wurden. Grundsitzlich besteht hiermit auch in der
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vorliegenden Kohorte ein Bias, da es keinen definierten Zeitpunkt gab, an dem die
Patienten biopsiert wurden. Dies erfolgte aufgrund individueller Entscheidungen bei
Kreatinin Anstieg oder subjektiv bei sehr hohen BKV-Kopien. In den Leitlinien gibt es
keinen festen Zeitpunkt, an dem eine Biopsie erfolgen sollte. Somit sind sowohl in der
vorliegenden Studie als auch in der Studie von Kant et al. Patienten vermutlich nicht in
der korrekten Gruppe eingestuft worden. In der vorliegenden Kohorte gibt es eventuell
Patienten, die bereits eine BKN haben, aber aufgrund einer fehlenden Biopsie in der
BKV-Gruppe eingestuft sind. Bei Kant und al. sind vermutlich Patienten ohne BKN in
der BKN-Gruppe ,,gelandet”. Um diesem Problem, welches rezidivierend in den Studien
vorkommt, vorzubeugen, wurden im Oktober 2022 in einer Studie neue Standard-
Definitionen vorgeschlagen, um die BKN besser einzustufen. Hierbei handelt es sich um
die gesicherte (proven) BKN, definiert durch einen histopathologischen Nachweis in der
Transplantatbiopsie mit SV40-Positivitit. Die zweite Stufe ist die mogliche (probable)
BKN, die nur benutzt werden sollte, wenn eine Biopsie nicht mdglich oder nicht
aussagekriftig ist. Die Definition muss alle folgenden Kriterien enthalten:
Nierentransplantiert mit aktiver Immunsuppressionstherapie, ein Anstieg des S-Kreatinin
> 20% von der Baseline (Zeitraum undefiniert), keine alternative Erklarung fiir die
Symptomatik oder die Transplantatnierenverschlechterung und Nachweis von repetitiv
relevante BK-Virus-Kopien im Blut (kein cut-off beschrieben) (Imlay et al. 2022).
Grundsatzlich 1dsst auch diese Definition ein weites Spektrum an Bias zu, da kein cut-off
fiir eine relevante BK-Virdmie angegeben wird. Auch bei nicht gleichen Voraussetzungen
konnten Kant et al. eine positive Korrelation zwischen den BK-Viren und der ddcf-DNA
beschreiben. Dies konnte auch in der vorliegenden Kohorte bestétigt werden bei deutlich
mehr verfligbaren Proben zur Analyse. Bei Kant et al. war der Median ddcf-DNA-Wert
in der BKN-Gruppe hoher als in der BKV-Gruppe. Dies konnten in unsrer Kohorte nicht
signifikant nachgewiesen werden. (Median- ddcf-DNA fiir BKV: 21 cp/ml (I1Q: 13-35
cp/ml) vs BKN: 21 cp/ml (IQ: 12- 54), p= 0,531). Vielmehr scheint die ddcf-DNA im
Rahmen der BKN ein chronischer, unterschwelliger und aber auch dynamischer Marker
zu sein, der bei dem Ubergang einer BK-Virimie zur BKN nicht deutlich ansteigt.
Zusétzlich ist auch je nach Baseline-ddcf-DNA des jeweiligen Teilnehmers die ddct-

DNA anders zu werten.

Dies wird auch erneut verdeutlicht, wenn die Studie von Xie et al. betrachtet wird (Xie et

al. 2021). Hier wurden retrospektiv Teilnehmer analysiert, die eine normale ddcf-DNA,
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definiert durch < 1 % aufwiesen und im Folgemonat eine Komplikation entwickelten
(Abstoung, BK-Nephropathie, Kreatinin Anstieg > 20 % von der Baseline, DSA, CMV-
Virdmie). Die BK-Virdmie wurde als hiufigste Komplikation mit normaler ddcf-DNA
angegeben (24/51 Teilnehmer), allerdings hatten davon die Hélfte der Teilnehmer nur <
1.500 BK-Virus-Kopien. Eine weitere Kontrolle der Viruslast und der ddcf-DNA ist im
Verlauf nicht erfolgt. Es wurde also postuliert, dass die BK-Virdmie oft ohne Anstieg der
ddcf-DNA einhergeht. Diese Ergebnisse bekréftigen jedoch, dass die ddcf-DNA im
Rahmen der BK-Virdmie eher korrelierend zur Viruslast ansteigt und ein dynamischer,
aber unterschwelliger Marker ist. Eine einmalige Bestimmung vor einer Komplikation
ohne weiteren Verlauf ist nicht aussagekriftig. Zudem wurde der cut-off > 1 % nur fiir
die humorale AbstoBung vorgeschlagen und ist gegebenenfalls im Rahmen der BK-

Nephropathie zu hoch angesetzt.

Wen et al. (Wen et al. 2022) haben, dhnlich wie in der vorliegenden Kohorte, eine
mogliche BK-Nephropathie durch ein regelmiBiges Monitoring mit Bestimmung der
ddcf-DNA im Urin an geregelten Visiten untersucht. Die Patienten wurden in dieser
Studie jedoch systematisch biopsiert ab einem cuz-off von > 7log10 BK-Virus Kopien im
Urin (Kopien/ml). Danach wurden die Ergebnisse der Biopsie in 3 verschiedene
Kategorien hinsichtlich der Probabilitit einer BK-Nephropathie aufgeteilt. Diese
verschiedenen Subgruppen wurden dann beziiglich des ddcf-DNA-Werts im Blut an dem
Tag vor der Biopsie analysiert. Hier ergab sich, dass die ddcf-DNA in der gesicherten
(proven) Gruppe hoher ist als bei der nur moglichen BK-Nephropathie. Dies konnte in
der vorliegenden Kohorte nicht bestétigt werden. Hier lag zwar keine Aufteilung in 3
Kategorien der BKN vor, allerdings konnte bei bekannter BK-Virdmie grundsétzlich
zwischen der gesicherten und der nicht-gesicherten BKN nach erfolgter Biopsie
unterschieden werden. Zum Zeitpunkt der Biopsie gab es im Median keinen signifikanten
Unterschied zwischen der bioptisch gesicherten BK-Nephropathie und der nicht-
vorhandenen BKN, also dem reinen Tubulusschaden (p = 0,776). Die BK-Virus-Kopien
in der vorliegenden Auswertung zum Zeitpunkt der Biopsie waren nicht signifikant
unterschiedlich (p = 0,09) zwischen den zwei Gruppen, exakt wie in der Studie von Wen
et al. Da in jeder Gruppe allerdings nur n = 8 Teilnehmer waren, wire eine groflere
Kohorte notwendig, um die Ergebnisse erneut priifen zu kénnen. Interessanterweise hat
auch die Gruppe um Wen et al. die ddcf-DNA als dynamischen Marker gekennzeichnet,

der bereits frither ansteigt, bevor sich ein Kreatininanstieg bemerkbar macht. Daher
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wurde ebenfalls die Addcf-DNA zwischen der letzten geplanten Kontrolle vor Biopsie
und der Baseline-ddcf-DNA bestimmt. Hier ergaben sich hohere Werte in der gesicherten
BKN-Gruppe als in der moglichen BKN-Gruppe. Es gibt also schlussendlich nur wenig
verfiigbare Daten in der Literatur, die sich bisher mit der Fragestellung ddcf-DNA und
BK-Nephropathie auseinandergesetzt haben. Die Ergebnisse sind zum Teil noch sehr
divergent und auch kontradiktorisch. Auch ist die ddcf-DNA in den allermeisten Studien

in %-cf-DNA angegeben, welche mit erhdhten Schwankungen einhergeht.

5 Schlussfolgerung

Es konnte durch diese prospektive Studie der Stellenwert der ddcf-DNA im Rahmen einer
BK-Virdmie und BKN weiter gefestigt werden. Zudem konnte die ddcf-DNA durch
Analyse und Korrelation mit den verschiedenen Patienteneigenschaften und

Transplantationsfaktoren besser charakterisiert werden.

Die ddcf-DNA ist zum Zeitpunkt einer Biopsie bei der BKN gegeniiber der TCMR
signifikant erniedrigt. Werden also vor einer Biopsie hohe ddcf-DNA Werte festgestellt,

weist dies eher auf eine zelluldre AbstoBung, als auf eine BKN hin.

Die ddcf-DNA hat zum Zeitpunkt der Biopsie in der vorliegenden Kohorte keinen
Unterschied gezeigt beziiglich der Diagnose einer BKN oder eines Tubulusschadens bei
replikativer BK-Virdmie. In unserer Studie kann also eine Transplantatnierenbiopsie

nicht durch Messung der ddcf-DNA ersetzt werden.

Die ddcf-DNA scheint ein dynamischer Marker zu sein, der je nach Teilnehmer und
Baseline- ddcf-DNA-Wert individuell gewertet werden muss. Zusétzlich besteht bei der
BKN eher ein unterschwelliger Transplantatschaden, der nicht mit einer stark erhohten
ddcf-DNA einhergeht. Der Ubergang einer BK-Virimie zu einer BK-Nephropathie ist

also nicht mit einer deutlichen oder frithzeitigen Freisetzung der ddcf-DNA festzustellen.

Eine positive Korrelation mit den BK-Virus-Kopien ist jedoch festzuhalten. Nach
Erholung der BK-Virdmie oder -Nephropathie zeigt sich auch ein Abfall der ddcf-DNA
und des Kreatinins, somit konnte die ddcf-DNA zusammen mit dem Kreatinin auch einen

Monitor fiir eine Genesung bei der BK-Virus-Infektion oder der BKN darstellen.
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Es besteht ein signifikanter Abfall der ddcf-DNA in den ersten 6 Wochen nach
Transplantation. In diesem Zeitrahmen ist die ddcf-DNA nur eingeschrinkt als nicht-

invasiver Marker fiir die Diagnose jeglicher Transplantatschdden einzusetzen.

Die vorliegende Studie hatte einige Limitationen. Zu erwihnen gilt filhrend, dass es
keinen festgelegten Zeitpunkt gab, an dem die Teilnehmer mit BK-Virdmie biopsiert
wurden. Hierdurch konnen Teilnehmer falsch negativ in der BK-Virdmie-Gruppe

eingeordnet sein und dennoch eine BKN haben.

Die ddcf-DNA hat also einen Stellenwert in der Diagnostik und dem Monitoring der BK-
Virdmie und der BK- Nephropathie. Eine Kohorte mit mehr BK-Nephropathie-Patienten

wire notwendig, um die hier herausgefundenen Ergebnisse zu iiberpriifen.
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signifikanter Anstieg (p > 0,210). Angaben in cp/ml. ........cccevieniriinienieinienieneeene 50
Abb. 26: Vergleich der BK-Virus-Kopien bei dem jeweiligen Teilnehmer (Gruppe
BK-Nephropathie) in der Frithphase zwischen T0 (dem ersten gemessenen Wert)
und T1 (dem zweiten gemessenen Wert). Es zeigt sich kein signifikanter Anstieg (p =
0125). Angaben in absoluten Kopien 10€10. .........cccoevvieiiiiniiieiieniicieeie e 51
Abb. 27: Vergleich des Kreatinins bei dem jeweiligen Teilnehmer (Gruppe BK-
Nephropathie) in der Frithphase zwischen T0 (dem ersten gemessenen Wert des
BK-Virus) und T1 (dem zweiten gemessenen Wert des BK-Virus). Es zeigt sich kein
signifikanter Anstieg (p = 0,625). Angaben in mg/dl. ........cccoeevieriiiiiieniieiienieeeeens 52
Abb. 28: Vergleich der ddcf-DNA bei dem jeweiligen Teilnehmer (Gruppe BK-
Nephropathie) in der Frithphase zwischen T0 (dem ersten gemessenen Wert des
BK-Virus) und T1 (dem zweiten gemessenen Wert des BK-Virus). Es zeigt sich kein
signifikanter Anstieg (p = 0,250). Angaben in cp/ml. .....c..ccceeeevieriiiiiienieeiieeieeieeeeens 52
Abb. 29: Vergleich der ddcf-DNA zum Zeitpunkt der Biopsie je nach
Biopsiebefund. Es zeigt sich ein signifikant hoheres Level der ddcf-DNA bei der
zelluldren AbstoBung im Vergleich zu der Polyomavirusnephropathie (p = 0,0115)
Angaben in cp/ml. ddcf-DNA = donor-derived cell-free DNA..........ccccoovieeviiieenieeennee. 53
Abb. 30: Vergleich der ddcf-DNA zum Zeitpunkt der Biopsie bei den BKV+
Teilnehmern, je nach Biopsiebefund. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied der
ddcf-DNA zwischen dem Tubulusschaden oder der bestétigten BK-Nephropathie (p =
0,776). Angaben in cp/ml. ddcf-DNA = donor-derived cell-free DNA, BKV+ = BK-
Virus positive RepIKAtioN. ........ccoiiiieiiiiiiieciieceeeeeee et 54
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