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Eine verbesserte Strategie fiir das Monitoring der BKV-
spezifischen zellularen Immunitat bei Nierentransplantierten™

Die Reaktivierung des Humanen Polyo-
mavirus 1 bzw. BK-Virus (BKV) nach
Nierentransplantation ist ein Hauptri-
sikofaktor des Transplantatverlustes. Da
keine wirksame BKV-spezifische antivi-
rale medikamentose Therapie verfiigbar
ist, besteht das Management im eng-
maschigen Monitoring und bei Nach-
weis einer Virdmie bzw. Virurie in der
stufenweisen Anpassung der Immun-
suppression, um die Rekonstitution der
BKV-spezifischen zelluliren Immunitat
zu ermdglichen.

Monitoring

Grundlage des BKV-Monitorings sind
regelmadfige, zundchst monatliche PCR-
Messungen der BKV-DNA in Blutplas-
ma und Urin. Da der Zusammenhang
zwischen der BKV-spezifischen T-Zell-
Immunitdt und der BKV-Reaktivierung
wie auch der Uberwindung einer BKV-
Infektion (Clearance) gut belegt ist, ist
das Monitoring der BKV-spezifischen
Immunitdt eine wichtige Zusatzmal3-
nahme. Bisher beruht dieses Monito-
ring auf dem Nachweis von T-Zellen,
die nach BKV-Antigen-Stimulation
Interferon y (IFNY) bilden. Solche Zel-
len sind aber im peripheren Blut bei
immunsupprimierten Patienten (mit
Elispot und Durchflusszytometrie)
nur in geringer Frequenz nachweisbar.
Zudem ist ihre Rolle bei der BKV-Clea-
rance unklar.

Insgesamt hat das IFNy-basierte Mo-
nitoring der BKV-spezifischen T-Zell-
Immunitdt zum Verstdndnis der Rolle
verschiedener T-Zell-Subtypen bei im-
munsupprimierten Patienten nicht we-
sentlich beigetragen. Neue, alternative
Monitoringstrategien erscheinen not-
wendig.

Eigener Ansatz
In unserer Studie nutzten wir den Vor-
teil der multiparametrischen 17-Far-

ben-Durchflusszytometrie, um den
Phanotyp und die Funktionalitdt BKV-
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spezifischer T-Zellen zu charakterisie-
ren. Somit verbesserten wir das Moni-
toring der BKV-spezifischen T-Zell-Im-
munitdt und konnten dadurch die Rolle
verschiedener Zellpopulationen bei der
Kontrolle einer BKV-Infektion besser
verstehen.

Um den Einfluss verschiedener Im-
munsuppressiva auf die Funktion von
BKV-spezifischen T-Zellen zu ermitteln,
haben wir BKV-spezifische T-Zellen von
gesunden Spendern gewonnen und i.v.
vermehrt. Dann wurden sie mit thera-
peutischen Dosen verschiedener Im-
munsuppressiva behandelt und mit dem
kompletten Repertoire immunogener
BKV-Antigene stimuliert, um die Reak-
tionen zu charakterisieren.

Ergebnisse

Generell zeigte sich, dass Immunsup-
pressiva die Expression von Aktivie-
rungsmarkern und des Effektormolekiils
Granzym B (GzB) weit weniger beein-
flussten als die Expression von Effektor-
zytokinen (IFNY und TNFa).

Einfliisse verschiedener Immun-
suppressiva

Die 5 untersuchten Immunsuppressiva
beeinflussten die Zytokinsekretion und
Expression der Zelloberflichenmarker
signifikant unterschiedlich. Predniso-
lon und Calcineurin-Inhibitoren (CNI)
reduzierten die Zytokinsekretion und
zytotoxische Kapazitdt der BKV-spezi-
fischen T-Zellen, wdhrend der mTOR-
Inhibitor (mTOR-I) Rapamycin und My-
cophenolatmofetil (MMF) diesen Effekt
nur minimal bis gar nicht aufwiesen.

Tacrolimus und Ciclosporin verringerten
die Expression der inflammatorischen
Zytokine IFNY und TNFa um >80% und
in geringerem AusmaR auch die Expres-
sion von Interleukin 2 (IL2). Die Expres-
sion des zytolytischen Markers GzB so-
wie der Aktivierungsmarker CD137 und
CD154 wurde durch die CNI ebenfalls
reduziert.
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Prednisolon verringerte die TNFa-, die
IL2- und in geringerem AusmaR auch
die IFNy-Sekretion, aber weniger als die
CNI. Sowohl CNI als auch Prednisolon
reduzierten die Zahl der multifunktio-
nellen (TNFa-, IFNy- und IL2-positiven)
T-Zellen deutlich. Diese Effekte waren
bei CD4+-T-Zellen stdrker ausgepragt als
bei CD8+-T-Zellen.

Unter Prednisolon, Tacrolimus oder
Ciclosporin ging auch die zytolytische
Aktivitdt BKV-spezifischer T-Zellen si-
gnifikant um etwa 30% gegeniiber un-
behandelten Zellen zuriick. Rapamycin
und MMF hatten dagegen nur einen mi-
nimalen Einfluss auf die Effektor- und
zytotoxischen Funktionen der BKV-spe-
zifischen Zellen (Abb. 1). Die Erhaltung
der zytotoxischen T-Zell-Funktion unter
mTOR-I-Behandlung kénnte somit friihe-
re Befunde erklédren, die auf eine protek-
tive Rolle von mTOR-I im Hinblick auf die
Entwicklung einer BKV-Nephropathie
bei Nierentransplantierten hindeuten.

Detektion BKV-spezifischer T-Zellen
unter Immunsuppression

In der Studie wurde erstmalig der Effekt

von Immunsuppressiva auf die Expres-
sion von CD137 und CD154 gezeigt, die
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als antigenspezifische Aktivierungs-
marker gelten. CNI und Prednisolon
reduzierten zwar die Expression dieser
Marker, aber deutlich weniger als die
Zytokin-Expression. Da diese Aktivie-
rungsmarker durch die Immunsuppres-
sion wenig beeinflusst werden, sind sie
zum Nachweis BKV-spezifischer Zellen
bei immunsupprimierten Patienten bes-
ser geeignet als das bis jetzt eingesetzte
IFNYy.

Bisher werden diese Zellen anhand der
Expression von IFNy identifiziert, das
jedoch durch Immunsuppressiva stark
beeinflusst wird. Hier werden BKV-
spezifische CD4+-T-Helferzellen durch
Koexpression von CD137 und CD154
sowie zytotoxische CD4+- und CD8+-
T-Zellen durch Expression von CD137
und GzB nachgewiesen.

Diese Neudefinition ergab deutlich
hohere Nachweiszahlen fiir BKV-spe-
zifische T-Zellen mit einem mittleren
Anstieg auf das 4,2-Fache gegeniiber
IFNy-basierten Nachweisstrategien. Die
neuen Kategorien umfassten alle BKV-
spezifischen IFNy-bildenden und multi-
funktionellen CD4+-T-Helferzellen.
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Der neue Ansatz verbessert somit die
Sensitivitdt des Nachweises BKV-spezi-
fischer Immunzellen unter Immunsup-
pression gegeniiber der herkdmmlichen
IFNyY-basierten Methodik signifikant.
Vermutlich wurde bisher die zytotoxi-
sche Kapazitdt BKV-spezifischer T-Zellen
(auch invivo) substanziell unterschatzt.

Funktionalitat der BKV-spezifischen
T-Zellen

CD4+-T-Zellen tragen zur BKV-Clea-
rance durch ihre Helferfunktion und
als zytolytische Effektorzellen bei. Im
CD4+-T-Zell-Kompartiment war sowohl
wdhrend als auch nach der BKV-Clea-
rance-Phase ein signifikanter Anstieg
gegeniiber den Ausgangswerten vor der
Clearance-Phase zu verzeichnen (siehe
unten). Wahrend der Clearance stiegen
auch die zytotoxischen CD4+-T-Zellen
deutlich an. Dagegen gab es im zytoto-
xischen CD8+-T-Zell-Kompartiment vor,
wdhrend oder nach der Clearance keine
signifikante Verdnderung.

Wadhrend der Clearance kam es auf3er-
dem zu einem Anstieg der IFNY- und der
TNFo-bildenden  CD4+-T-Helferzellen.

Tacrolimus

Calcineurin-Inhibitoren und Prednisolon, aber nicht MMF und mTOR-Inhibitoren reduzieren die zytotoxische Aktivitat BKV-spezifischer T-Zellen

Die insgesamt seltenen IL2-bildenden
Zellen stiegen nach der Virusclearance
deutlich an. Die Haufigkeit der Zytokin-
bildenden CD8+-T-Zellen verdnderte
sich mit Bezug zur BKV-Clearance nicht
signifikant.

BKV-spezifische T-Zellen wahrend
der BKV-Reaktivierung

Um die Rolle der BKV-spezifischen T-Zel-
len fiir die BKV-Clearance zu evaluieren,
wurde die BKV-T-Zell-Immunitdt bei
gesunden BKV-seropositiven Blutspen-
dern und BKV-seropositiven nieren-
transpantierten Patienten ohne und mit
BKV-Reaktivierung untersucht. Wéah-
rend keine Unterschiede in der Haufig-
keit BKV-spezifischer T-Zellen zwischen
Gesunden und nierentransplantierten
Patienten ohne BKV-Reaktivierung er-
sichtlich waren, zeigten Patienten mit
BKV-Reaktivierung signifikant niedrige-
re Frequenzen BKV-spezifischer T-Zel-
len vor der Phase der Virus-Clearance.
Wahrend der Clearance stieg dann die
Haufigkeit der zytolytischen CD4+-T-
Zellen auf dhnliche Werte wie bei Ge-
sunden und ging nach der Clearance
wieder leicht zurfick.
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Der letzte Satz lhres Artikels* lautet:
»Diese Ergebnisse konnen wichtige
Implikationen fiir das Management
nierentransplantierter Patienten mit
BKV-Reaktivierung haben.“ Kénnen Sie
das bitte kurz erldutern?

Bis jetzt existiert keine antivirale Thera-
pie gegen BKV-Reaktivierungen. Aus den
Studien weif§ man nur, dass man versu-
chen sollte, die Immunsuppression so zu
modulieren, dass das Immunsystem am
besten in der Lage ist, gegen das Virus
anzugehen. Dazu gibt es verschiedene
Modalitdten. Man kann Immunsuppres-
siva wie Calcineurininhibitoren oder
MMF reduzieren oder absetzen, von Tac-
rolimus auf Ciclosporin umstellen oder
die Immunsuppression auf einen mTOR-

Dagegen zeigten die Haufigkeiten der
BKV-spezifischen zytotoxischen CD8+-
T-Zellen bei Gesunden und Transplan-
tierten (mit oder ohne BKV-Reaktivie-
rung) keine signifikanten Verdnderun-
gen.

Vor der BKV-Clearance waren multi-
funktionelle (TNFa-, IFNY- und IL2-bil-
dende) CD4+-T-Zellen kaum nachweis-
bar, nach der Clearance wurden sie in
geringem Ausmalf3 detektiert.

Ein Nierentransplantierter, der sei-
ne BKV-Infektion nicht {iberwinden
konnte und sein Transplantat durch
eine BKV-Nephropathie verlor, hatte
nur vereinzelte BKV-spezifische zyto-
toxische CD4+-T-Zellen und CD4+-T-
Helferzellen, jedoch eine weit héhere
Frequenz von zytotoxischen CD8+-T-
Zellen als Patienten mit erfolgreicher
BKV-Clearance.
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I Interview mit Frau Professor Dr. med. Nina Babel

Inhibitor umstellen. Da es dazu keine
prospektive Studie gibt, geht jedes Zent-
rum nach der eigenen Erfahrung vor.
Diese beruht auf den Fillen, die das Zen-
trum bereits therapiert hat.

Welche Eigenschaften sollten immun-
suppressive Therapien im Hinblick auf
BKV-Reaktivierungen haben? Wie wiir-
den Sie mTOR-Inhibitoren diesbeziig-
lich beurteilen?

Vorliegende, meist retrospektive Studien
zeigten, dass Patienten unter mTOR-In-
hibitor-Therapie weniger BKV-Infektio-
nen haben. Unsere In-vitro-Studien ge-
ben einen klaren Hinweis darauf, dass
Patienten unter mTOR-Inhibitor-Thera-
pie von der Rekonstitution der Immun-
zellen zur Bekdmpfung der BKV-Infek-
tion deutlich profitieren. mTOR-
Inhibitoren sind offenbar die derzeit op-
timale immunsuppressive Therapie im
Hinblick auf die BKV-Bekdmpfung.

Gibt es bereits Zentren oder Studien, in
denen lhre BKV-Monitoringstrategie
angewendet wird? Wie ist das weitere
Vorgehen geplant?

Demnach diirften BKV-spezifische
CD4+-T-Helferzellen (und moglicher-
weise auch multifunktionelle CD4+-
T-Zellen) eine protektive Funktion ge-
geniiber der BKV-Reaktivierung ha-
ben. Die Rolle von CD8+-T-Zellen bei
der BKV-Clearance bleibt unklar; der
erhohte Wert bei dem Patienten mit
BKV-Nephropathie unterstiitzt die Hy-
pothese, dass es sich um eine BKV-as-
soziierte Immunpathogenese handeln
koénnte.

Fazit

Die Resultate dieser Studie schaffen
die Grundlage fiir eine verbesserte
Nachweisstrategie = BKV-spezifischer
T-Zellen bei nierentransplantierten
Patienten. Sie bringen auch klare Hin-
weise auf den Beitrag dieser Zellen
zur Clearance einer BKV-Infektion.
Die aufgezeigte Strategie ist robuster
und sensitiver als die Zytokin-basierte
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Wir haben im klinischen Alltag schon
begonnen, unsere Patienten mit erh6h-
tem BKV-Risiko mit mTOR-Inhibitoren
zu therapieren und die Ergebnisse zu
erfassen. Da die Fallzahlen in einem Zen-
trum nicht besonders hoch sind, wollen
wir mit anderen Zentren zusammenar-
beiten. Daraus wollen wir dann eine
multizentrische, prospektive Studie ent-
wickeln. Darin wollen wir unsere Moni-
toringstrategie prospektiv bei de novo
transplantierten Patienten mit dem Ri-
siko einer BKV-Reaktivierung einsetzen,
die wir von Anfang an auf eine mTOR-
Inhibitor-basierte  Immunsuppression
einstellen werden.

Derzeit untersuchen wir auf unter-
schiedlichen Regulationsebenen (Gen-
expression, Epigenetik, Proteine, Zellpo-
pulation sowie Organfunktion), wie sich
das BKV-Risikoprofil eines Patienten zu-
sammensetzt. Dieses Wissen wird uns
dabei helfen, tatsdchlich die Risikoperso-
nen fiir BKV zu identifizieren, die auf
eine mTOR-Inhibitor-basierte Therapie

eingestellt werden sollen.

Herzlichen Dank fiir das Gesprach.

Standardmethode und daher besser
geeignet, die BKV-spezifische Immu-
nitdt bei Nierentransplantierten unter
Immunsuppression in der Praxis zu
monitoren. Die neue Strategie zeigt,
dass mTOR-Inhibitoren die Effektor-
und zytotoxischen Funktionen der
BKV-spezifischen T-Zellen kaum be-
einflussen, und demonstriert zugleich
die wichtige protektive Rolle der zy-
totoxischen CD4+-T-Zellen und der
CD4+-T-Helferzellen bei der Clearance
einer BKV-Reaktivierung.

* nach Weist BJ, Wehler P, El Ahmad L,
Schmueck-Henneresse M, Millward |M, Ni-
enen M, Neumann AU, Reinke P, Babel N. A
revised strategy for monitoring BKV-spe-
cific cellular immunity in kidney transplant
patients. Kidney Int 2015; 88: 1293-1303
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