Levertransplantation pga Familjir
Amyloid Polyneuropati (FAP): 16
ars erfarenhet vid Karolinska
universitetssjukhuset Huddinge

0SS

Shinji Yamamoto (3), Henryk Wilczek (3), Greg Nowak (3), Marie Larsson
(3), Antti Oksanen (2), Takashi Iwata (3), Henrik Gjertsen (8), Gunnar
Soderdahl (7), Lars Wikstrom (5), Yukio Ando (1), Ole Suhr (4), Bo-Géran
Ericzon (6)

Department of Laboratory Medicine, Kumamoto University School of
Medicine, Kumamoto Japan (1).Division of Gastroenterology and
Hepatology,Department of Medicine, Karolinska University Hospital,
Huddinge B56, 141 86 Stockholm (2).Division of Transplantation Surgery,
CLINTEC, Karolinska University Hospital, Huddinge B56, 141 86
Stockholm (3).Idrottsmedicinska Kliniken Norrlands Universitetssjukhus,
Umed (4).Medicinska kliniken, Skellefted Lasarett, Skelleftea
(5).Transplantationskirurgiska kliniken, Karolinska universitetssjukhus
Huddinge (6).Transplantationskirurgiska kliniken, karolinska
Universitetssjukhuset, Huddinge (7). Transplantationskirurgiskakliniken,
Karolinska universitetssjukhuset Huddinge (8).

Familjar amyloid polyneuropati (FAP) dr en langsamt progredierande
sjukdom som resulterar i for tidig dod. Sjukdomen orsakas av att levern
producerar ett muterat protein (transthyetin), vilket félls ut som amyloid
och fororsakar vévnadsskada i framfor allt perifera nerver.
Levertransplantation (LTx) &r idag den enda behandlingen som kan stoppa
det kliniska forloppet av FAP. Virldens forsta levertransplantation pa en
FAP-patient utfordes pa Huddinge sjukhus 1990 och vi har nu ett unikt
material med 86 transplanterade FAP-patienter. Malséttningen med den
aktuella studien var att anvénda detta patientmaterial for att analysera
prognostiska faktorer som dr associerade med paientdverlevand och
bedoma effekt pa FAP-symtom efter levertransplantation.

Alla FAP-patienter som levertrasplanteades pa Huddinge sjukhus mellan
april 1990 och november 2005 inkluderades i studien. Fem patienter
genomgick retransplantation. Patientdverlevnaden (Kaplan-Meier)
evaluerades efter 1, 3 och 5 ar. Forutom sedvanliga demografiska data
insamlades preoperativ och postoperativt information angaende klinisk
polyneuropati, autonom neuropati, extraneurologisk amyloidos, och
modified polyneuropathy disability score (PND).

1, 3, och 5-ars 6verlevande av patienter som transplanterades mellan 1996-
2005 var 94.6%, 92.3% och 92.3%, jamfort med 76.7%, 66.7%, och 66.7%,
mellan 1990-1995 (p=0.0003). Univariatanalys visade att alder vid
transplanterantation ( 40 ars), alder vid sjukdomsdebut ( 40 ars),
varaktighet av sjukdom ( 7 ars), pre-LTx PND (IIIA, IIIB och IV),
motorisk svéarhet, njuramyloidosis, mBMI (<600), och blod transfusion
under transplantation ( 10 E-koncentrat) var parametrar som hade negativ
effekt pa patientdverlevand. Multivariatanalys visade att alder vid
transplantation, varaktighet pa sjukdom, och mBMI var oberoende
prognostiska faktorer.

Levertransplantation stoppar progress av FAP-symtom hos majoriteten av
recipienterna, men bara nagra fa upplever en regress av sjukdomen.
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Hepatocyttransplantation ar ett lovande behandlingsalternativ for akuta,
kroniska och metabola leversjukdomar. Ett problem vid klinisk
hepatocyttransplantation dr dock en begrinsad tillgénglighet av humana
leverceller. Dessutom replikerar humana hepatocyter inte i kultur.
Pankreasceller ddremot har en stor proliferativ kapacitet i kultur. Darutéver
har pankreasceller formégan att transdifferentiera till leverliknande celler i
vissa djurmodeller. Det dr dock outforskat om dven humana pankreasceller
har mojlighet att differentiera till leverliknande celler.

Humana fetala pankreasceller (HFP) isolerades fran bukspottkorteln av
foster i gestationsvecka 7-8. HFP karakteriserades fore och efter behandling
med dexamethason och fibroblast growth factor 2 (FGF-2). Med hjilp av
FACS-analys och immunocytokemi undersoktes HFP for pankreas-, lever
och gallgangsmarkorer. HFP transplanterades efter behandling med
dexamethason och FGF-2 till nakna moss genom intrasplenisk injektion.
Leverskada inducerades i mossen genom forbehandling med retrorsine och
partiell leverresektion fore transplantation.

Expression av pankreasmarkorer i humana fetala pankreasceller (HFP)
avtar under behandling med dexamethason och FGF-2. Amylas positiva
och EPCAM positiva HFP differentierar till lever- och gallgangsliknande
celler som uttrycker albumin, alpha-fetoprotein, cytokeratin19 och
transthyretin. In vitro behandlade HFP integrar sig i leverparenkymet efter
transplantation till nakna mdss som forbehandlades med retrorsine.
Transplanterade celler uttrycker lever- och gallgangsmarkorerna humant
albumin, dipeptidyl peptidase, gammaglutamyltranspeptidase och
producerar glykogen.

Fetala pankreasceller har en unik forméga att dndra sitt genuttryck under
behandling med dexamethason och FGF-2. Transplanterade HFP integrerar
sig i levern och bildar in vivo funktionella lever- och gallgangsceller.
Humana fetala pankreasceller har en hog proliferativ kapacitet och kan vara
en bittre tillgénglig cellkélla for humana hepatocyter én fetala hepatocyter.
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In islet transplantation, encapsulation of the graft in an immunoprotective
chamber can make it possible to avoid immunosuppressive drug therapy.
However, graft survival is limited by the suboptimal physiological
condition inside the chamber.

Exendin-4 possesses anti-apoptotic and beta cell proliferative properties.
Previous studies have shown that exendin-4 treatment improved the
metabolic control after subrenal islet transplantation in rodent models. The
aim of this study was to investigate the effect of exendin-4 on the outcome
of macroencaspulated islets. As a functional analysis of the exendin-4
effect on the islets, hypoxia inducible factor 1 alpha (HIF1-alpha)
expression of islet cells with/without exendin-4 treatment was investigated,
since enhanced expression of HIF1-alpha may protect islet from damages
caused by hypoxia.

A suboptimal number of encapsulated rat islets (500 islets) were
transplanted subcutaneously to diabetic athymic mice. The effects of islet
pre-culture with exendin-4 (0.1nmol/l for 20 hours) combined with
recipient treatment (100 ng/d i.p. day 0 to 7) on the graft outcome were
compared to non-treated controls. Blood glucose levels, insulin requirement
and body weight were compared in a 4-week follow-up. In vitro cultured
islets with/without exendin-4 was used to measure expression of HIF1-
alpha. Protein expression was measured by Western blotting.

The metabolic outcome after transplantation of macroencapsulated islets
improved significantly when the islets were pre-cultured with exendin-4
and the recipients treated for one week (87% vs. 17% in controls, p = 0.03).
The insulin requirements decreased significantly in the treated mice
compared to the controls (0.6+/-1.2 vs. 2.8+/-1.6 U/day, p = 0.01) and they
gained significantly more weight than their untreated counterparts (3.1+/-
1.5 vs. -0.6+/-2.0 g, p = 0.002). All the cured animals showed a response
comparable to that of healthy mice in the IPGTT (not shown). HIF1-alpha
expression was enhanced in exendin-4 cultured islets.




A combination of islet pre-culture with exendin-4 for 20 hours followed by
one-week recipient treatment with exendin-4 provides long-lasting
beneficial effects on metabolic control after transplantation of a suboptimal
number of macroencapsulated islets. HIF1-alpha expression was enhanced
in exendin-4 cultured islets.
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For ndrvarande lever ndra 7 400 ménniskor i Sverige med aktiv uremivérd,
ungefar lika manga i dialys som med fungerande njurtransplantat. Tack
vare forbattrade behandlingsméjligheter och 6kade kunskaper har
6verlevnaden successivt forbattrats. Under det senaste dren har olika
jamforelser gjorts avseende dverlevnaden hos patienter som fatt dialys
respektive blivit njurtransplanterade i olika delar av landet, bland annat
inom ramen for Svenskt Register for Aktiv Uremivéard (SRAU). Sddana
jamforelser har givit vid handen att vissa skillnader i 6verlevnad foreligger
mellan patienter som transplanterats vid olika centra.

En arbetsgrupp med representanter fran de njurmedicinska och
transplantationskirurgiska klinikerna vid Karolinska, Malmo och
Sahlgrenska Universitetssjukhusen har i samarbete med SRAU under 2007
noga analyserat och jaimfort verlevnaden hos patienter vilka blivit
njurtransplanterade vid dessa centra efter den 1 jan 1990 (n=3653).
Overlevnaden har f6ljts fram till bérjan av 2007. I analyserna har Kaplan-
Meier och Cox regression anvénds. Vid jamforelserna har forutom center
ocksa andra viktiga forhéllanden som péverkar dverlevnaden sdsom alder,
kon, véntetid pa transplantation, typ av transplantat samt tidsperiod for
transplantationen (1990-94, 1995-99 & 2000-) beaktats.

Overlevnaden efter njurtransplantation har blivit mycket bttre under de
senaste 15 aren. Dodligheten after transplantation har minskat med 40%
under perioden 1995-99 jamfort med 1990-94. For de som blivit
transplanterade efter 2000 har dverlevnaden forbéttrats ytterligare. Den
skillnad i 6verlevnad efter njurtransplantation som kan iakttas mellan olika
centra utan korrigeringar forsvann ndstan helt nér tidsperiod for
transplantationen beaktades.

Vid jamforelse av 6verlevnad mellan patienter vilka transplanterats vid
olika centra méste forutom alder, kon, véntetid ocksa tidsperiod tas med i
analysen. De skillnader i 6verlevnad hos transplanterade som noterats
mellan vara olika centra vid en icke tidsperiodjusterad jamforelse
forsvinner néstan helt efter korrigering for denna och éverlevnaden ar
mycket likartad hos patienter som blivit transplanterade under 2000-talet.
Overlevnaden i aktiv uremivard har generellt forbittrats sedan 1990. Detta
géller sédrskilt de patienter som kunnat bli njurtransplanterade.
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Levande givare vid njurtransplantation har fatt allt storre betydelse under
senare ar. Ett hinder vid njurtransplantation med levande givare har
emellertid varit blodgruppsinkompatibilitet, vilket foreligger hos cirka 20-
30% av potentiella levande givare. For blodgruppsinkompatibel
njurtransplantation (ABOi NTX) har tidigare kravts plasmaferes och
splenektomi forutom sedvanlig immunosuppression. En relativt god
transplantatfunktion har uppnatts men risken for blodnings- och
infektionskomplikationer har varit hog.

Vid Karolinska Universitetssjukhuset Huddinge har ett protokoll for ABOi
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Bristen pa organ dkar och det hinder att patienter dor i véntan pé ett
transplantat. Virst dr situationen for patienter med blodgrupp O. For att
forkorta vantetiden for patienter med blodgrupp O, méste donatorpoolen pa
nagot sétt utokas. Ett sétt kan vara att anvénda sig av ABO-inkompatibla
donatorer.

Blodgrupp A delas upp i tva subgrupper, dar blodgrupp A2 verkar vara
mindre immunogen &n vad Al &r. Vi rapporterar hér vara lovande resultat
fran ABO-inkompatibel levertransplantation med A2 donatorer utan
forberedande antikroppsbehandling.

Mellan 1996 och 2006 transplanterades 15 vuxna, blodgrupp O patienter
med ABO-inkompatibla levergraft fran 15 A2-donatorer. Initial
immunosuppression var induktion med ATG (n=2), IL-2 receptor
antagonister (n=3) eller anti-CD20 antikroppar (rituximab) (n=1), f6ljt av
ett tacrolimusbaserat protokoll. Ingen av recipienterna behandlades med
preoperativ plasmaferes, immunoadsorption eller splenektomi. Fyra
patienter genomgick plasmaferes postoperativt. Biopsier togs fore eller
direkt efter reperfusion och ddrefter postoperativt nar det var kliniskt
motiverat.

Patient-, och graftoverlevnaden var 12/15 (80 %) och 10/15 (67 %).
Uppf6ljningstiden var 11 manader (7dgr-109man). Dédsorsakerna var
hepatocelluldr cancer (n=2) och multiorgansvikt (n=1). Alla 3 dog med
fungerande graft. Graftforlust orsakades av bakteriell arterit (n=1) och
portatrombos (n=1). Bada dessa patienter retransplanterades framgéangsrikt.
Fem patienter hade sju akuta rejektioner och alla rejektionsepisoder vinde
pé behandling med steroider eller 6kad tacrolimusdos. De preoperativa
anti-A titrarna (testade mot A1 RBC) var 1-128 (NaCl) och 2-1024 (IAT).
De hogst uppmitta postoperativa titrarna var 2-4000 (NaCl) och 8-32000
(IAT).

De lovande resultaten fran ABO-inkompatibel levertransplantation A2 till
O, med en patient-, och graftoverlevnad pa 12/15 respektive 10/15, gor det
mojligt att dverviga denna blodgruppskombination dven vid elektiv
levertransplantation. Ingen av patienterna utvecklade hyperakut rejektion
och rejektionsfrekvensen var jamforbar med blodgruppskompatibel
levertransplantation. Det fanns ingen uppenbar korrelation mellan anti-A
antikroppstiter och rejektion eller andra komplikationer. For att forkorta
véntetid, mortalitet och morbiditet pd véntelistan for levertransplantation i




Goteborg, anvédnder vi nu rutinméssigt A2 donatorer till blodgrupp O
recipienter.
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Familjar amyloid polyneuropati (FAP) ér en langsamt progredierande
sjukdom som resulterar i for tidig dod. Sjukdomen orsakas av att levern
producerar ett muterat protein (transthyetin), vilket félls ut som amyloid
och fororsakar viavnadsskada i framfor allt perifera nerver.
Levertransplantation (LTx) &r idag den enda behandlingen som kan stoppa
det kliniska forloppet av FAP. Virldens forsta levertransplantation pa en
FAP-patient utfordes pa Huddinge sjukhus 1990 och vi har nu ett unikt
material med 86 transplanterade FAP-patienter. Mélséttningen med den
aktuella studien var att anvénda detta patientmaterial for att analysera
prognostiska faktorer som ar associerade med paientdverlevand och
bedoma effekt pa FAP-symtom efter levertransplantation.

Alla FAP-patienter som levertrasplanteades pd Huddinge sjukhus mellan
april 1990 och november 2005 inkluderades i studien. Fem patienter
genomgick retransplantation. Patientoverlevnaden (Kaplan-Meier)
evaluerades efter 1, 3 och 5 &r. Forutom sedvanliga demografiska data
insamlades preoperativ och postoperativt information angaende klinisk
polyneuropati, autonom neuropati, extraneurologisk amyloidos, och
modified polyneuropathy disability score (PND).

1, 3, och 5-drs 6verlevande av patienter som transplanterades mellan 1996-
2005 var 94.6%, 92.3% och 92.3%, jamfort med 76.7%, 66.7%, och 66.7%,
mellan 1990-1995 (p=0.0003). Univariatanalys visade att alder vid
transplanterantation ( 40 ars), alder vid sjukdomsdebut ( 40 ars),
varaktighet av sjukdom ( 7 ars), pre-LTx PND (IIIA, IIIB och IV),
motorisk svérhet, njuramyloidosis, mBMI (<600), och blod transfusion
under transplantation ( 10 E-koncentrat) var parametrar som hade negativ
effekt pa patientoverlevand. Multivariatanalys visade att alder vid
transplantation, varaktighet pa sjukdom, och mBMI var oberoende
prognostiska faktorer.

Levertransplantation stoppar progress av FAP-symtom hos majoriteten av
recipienterna, men bara ndgra fa upplever en regress av sjukdomen.
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Peanut allergy transferred through liver transplantation is a rare occurrence
and has only been reported twice previously. The consequences are
potentially life-threatening.

The exact mechanism responsible for the transference of peanut allery
remains unclear. Several mechanisms have been suggested, such as passive
transfer of donor IgE and by mast-cell-bound IgE. An interesting
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Islet transplantation is being explored as a treatment for patients with type I
diabetes, but even in insulin-independent patients, islet graft function has
been estimated to be as low as 22% of that of a healthy person, and most
patients have to resume exogenous insulin treatment within 3 years.
Methods to evaluate initial engraftment are needed to improve
implantinging techniques and clinical outcome.

Two men with type 1 diabetes and well functioning kidney transplants were
included in the study. Their HbAlc levels were 8.7 and 6.9% and daily
insulin consumption 60U and 60U. Isolated islets were cultured for 2-3
days. 20-25% of the islets were incubated with 2-deoxy-2[18F]fluoro-D-
glucose([18F]FDG) t%=110min for 60 minutes prior to islet
transplantation. Labeled and unlabeled islets were carefully mixed in one
bag before infusion. Islet transplantation (430000 and 330000 IEQ)
followed clinical routines. A dynamic PET/CT scan was performed from
the start of transplantation and during 60 minutes, followed by a static
PET/CT scan over the upper part of the body.

The distribution of radioactivity in the liver was heterogeneous, with a
marked concentration of the label in small multi-focal areas in the right
lobe. The peaks of radioactivity in the liver were found at 16 and 30 min,
corresponding to the end of each infusion and represented 53 and 68% of
the total administered dose respectively (corrections made for [18F] decay).
A marked increase in p-C-peptide was found in parallel with the release of
radioactivity from the transplanted islets. The static scan showed minor
accumulation in the myocardium and brain. No accumulation was found in
the lungs. At day 12(+/-1) posttransplant, fasting p-C-peptides were
0.39nmol/L and 0.58nmol/L, with corresponding p-glucoses of 4.7mmol/L
and 5.8mmol/L.

The main findings are that islets become heterogeneously distributed in the
liver and that a large portion of transplanted islets are damaged to an extent
that they lose their internalized radioactivity within the first few minutes
after transplantation.




Adequate levels of fasting and stimulated C-peptide were found 12 days
after transplantation indicating that the islets were of good quality and that
the injurious reaction is a common phenomenon in islet transplantation.
The technology described herein is available in most centers performing
clinical islet transplantation and can be used to evaluate islet distribution
and early engraftment after transplantation.




