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Referat

Zwischen November 2000 und Dezember 2009 wurden am Universitatsklinikum
Leipzig 67 Patienten mit der Diagnose ,GefalRbypassentziindung® mit dem kurativen
Behandlungsansatz einer allogenen arteriellen Gefaldtransplantation behandelt, um
schwerwiegende Folgen wie Sepsis, Amputation und Tod zu verhindern. Die
Kompatibilitdten von Blutgruppen (A/B/0-System) und HLA-Merkmalen zwischen
SpendergefalRen und Empfangern fanden hierbei keine Bertlicksichtigung. Die Aufgabe
der vorliegenden Arbeit bestand darin i) die therapeutische Effizienz der Arterien-
transplantate bei der Behandlung von GefalRbypassinfektionen zu evaluieren, ii) gegen
HLA-Merkmale des Spendergewebes gerichtete anti-HLA Antikérperreaktionen im
Empféangerorganismus nachzuweisen und iii) die transplantatgerichtete humorale
AbstofRungsreaktion mit den klinischen Verlaufen und mikroskopischen postoperativen
Untersuchungen zu vergleichen, um den Einfluss der ungunstigen allogenen
transplantationsimmunologischen Gegebenheiten auf das Kklinische Ergebnis zu
beurteilen.

Es wurden zunachst pré&- und postoperative Empfangerserumproben mittels
Dynachip™ oder Luminex100™ HLA-Analyse auf anti-HLA Klasse | und Il Antikdrper
untersucht. Diese wurden anschlieBend mit den typisierten HLA-Merkmalen bzw.
Allelen der Spender verglichen (virtuelle Vertraglichkeitsprobe), um ggf. eine Spender-
spezifische Immunreaktion gegen die GefaRtransplantate nachzuweisen (44
Transplantate). Neben den klinischen und funktionellen Nachuntersuchungen aller 67
Patienten wurden neun Spenderarterien pra- und postoperativ mikroskopisch auf eine
aus den anti-HLA Immunreaktionen resultierende AbstolRungspathologie untersucht.

So wurde zunéchst eine massive Donor-spezifische anti-HLA Antikdrperbildung bei
89% der transplantierten Patienten mit einem durchschnittlichen Anstieg der HLA-
Panelreaktivitat von 71% je Transplantation nachgewiesen. Die Transplantation flhrte
bei den transplantierten GeféalRen zunéchst zu leichten Entziindungsreaktionen und im
weiteren Verlauf zu einer transmuralen fibrotischen Kollagenisierung. Diese
pathologischen Befunde konnten die Ursache fir die postoperativen Thrombo-
sierungen sein, die mit einer Rate von 18% die Hauptkomplikationen dieser Methode
darstellen. Die Daten legen nahe, dass in Analogie zu den Transplantationen solider
Organe durch eine geeignete d.h. HLA-kompatible Spender-/Empféangerauswahl auch
bei allogenen arteriellen Transplantationen eine humorale anti-HLA Abstof3ungs-

pathologie reduziert oder vermieden werden kann.

Konrad, Holger: Untersuchung humoraler und zellularer Absto3ungsreaktionen bei
allogener Gefaldtransplantation. Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2016
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Abkirzungsverzeichnis

aHT Arterielle Hypertonie

AMI Akuter Myokardinfarkt

APC Antigen-préasentierende Zelle

BAA Bauchaortenaneurysma

CRP C-reaktives Protein

CT Computertomographie

DGFG Deutsche Gesellschaft fir Gewebetransplantation
DSO Deutsche Stiftung Organtransplantation
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
HLA Human Leukocyte Antigen

KHK Koronare Herzkrankheit

KM Kontrastmittel

MHC Major Histocompatibility Complex
MRNA Messenger Ribonukleinséaure

MRT Magnetresonanztomographie

MZ Multizentrisch

pAVK Periphere arterielle Verschlusskrankheit
PET Positronen-Emissions-Tomographie

PRA(%)

Prozentualer Wert der anti-HLA Panelreaktivitat




1. Einleitung

1.1. Gefallprotheseninfektionen

1.1.1. Die Inzidenz von GefalR3protheseninfektionen

Neben Harnwegsinfekten (40%) und Pneumonien der unteren Atemwege (20%) stellen
postoperative Wundinfektionen (15%) die dritthdufigste nosokomiale Infektionsart dar
[1]. In der Gefal3chirurgie kommt es im Wundgebiet postoperativ in 0,5-3% der Falle zu
einer Infektion, wobei sich die Infektionsraten aufgrund der verbesserten hygienischen
Verhaltnisse in den letzten Jahrzehnten stark verringert haben [2,3]. Neben vielen
anderen Risikofaktoren spielen Lokalisation und Art des Eingriffs eine grof3e Rolle fur
das Auftreten von Infektionen. Als risikoreich sind Bypassoperationen an kleinkalibrigen
peripheren Arterien bei einem hohen Stadium der peripheren arteriellen
VerschluBkrankheit (pAVK) anzusehen. Auf den aortalen groB3lumigen Bereich
beschrankte Infektionen treten dagegen eher selten auf [3]. Tabelle 1 zeigt die

Haufigkeit einer GefaRprotheseninfektion bezogen auf deren Lokalisation [3].

Tab.1: Infektionsraten bei verschiedenen Lokalisationen von Gefal3prothesenanlagen

Aorto - iliacal < 0,5%
Aorto - femoral 2%
Femoro - popliteal 2,5%

Nicht - anatomisch 1%

1.1.2. Klassifizierungen von GeféaRbypassinfektionen

Szilagyi beschrieb im Rahmen von Operationen mit GefalRersatz fur die Verwendung
von alloplastischen (kiinstlichen) Materialien eine bedeutend héhere Anzahl von tiefen
Wund- und Protheseninfektionen als bei autolog (korpereigen) transplantiertem
Gewebe. Oberflachliche Infektionen vom Grad | und Il (siehe Tab. 2) finden sich
allerdings haufiger bei autologem Gefal3ersatz, was auf eine groRRere
Gewebetraumatisierung zurickzufuhren ist [4]. In diesem Kontext formulierte Szilagy
1972 erstmalig eine Einteilung der Gefal3protheseninfektionen, die sich nach dem

morphologischen Schweregrad richtet [4]:

Tab. 2: Klassifizierung der Gefal3protheseninfektion nach Szilagyi

Grad 1: Oberflachliche postoperative Infektionen, die auf die Haut begrenzt bleiben
Grad 2: Oberflachliche postoperative Infektionen, die Haut und Subkutis infiltrieren

Grad 3: Tiefe postoperative Infektionen, die das Prothesenlager und -material betreffen

1




Zihlke und HarnofR3 (1988) verdffentlichten eine erweiterte Einteilung der tiefen Gefal3-

protheseninfektionen [5]:

Tab 3.: Klassifizierung der tiefen Gefal3protheseninfektionen nach Zuhlke/Harnof3

Stadium I:  Protheseninfektion ohne Beteiligung einer Anastomose

Stadium Il: Protheseninfektion mit Beteiligung mindestens einer Anastomose ohne
weitere Komplikationen

Stadium llI: Protheseninfektion mit Beteiligung mindestens einer Anastomose und

Komplikationen wie Anastomosenblutung oder Implantatverschluf3

Infektionen im Bereich der Gefal3chirurgie werden an Krankenhausern heute im Modul
OP-KISS (Krankenhaus-Infektions-Surveillance-System) einheitlich fur Eingriffe an der

Aorta, der A. carotis und fur periphere Eingriffe erfasst [6].

1.1.3. Risikofaktoren von Bypassinfektionen

Gerade gefalRchirurgische Patienten sind haufig mit Risikofaktoren behaftet, die auch
bei der Epidemiologie von postoperativen Wundinfektionen eine negative Auswirkung
haben. In Tab. 4 sind wesentliche Faktoren aufgelistet, die hierbei zu bertcksichtigen
sind [7].

Tab.4: Risikofaktoren fir Wundinfektionen

patienteneigen - Vor-/Begleiterkrankungen (z.B. Diabetes mellitus)
- begleitende Infektionen an anderer Korperstelle

- Besiedlung mit Staphyloccocus aureus (z.B. nasal)
- Adipositas

- Rauchen

- maligne Erkrankungen/Tumorstadium

- Immunsuppression

- Anamie
pra- und - Dauer des praoperativen Krankenhausaufenthaltes
perioperativ - mangelnde Haarentfernung, Hautdesinfektion oder Antibiose
- Abweichung von der physiologischen Koérpertemperatur
- Hypoxie/Oxygenierung
operations- - Dauer der Eingriffe, Operationstechnik und Blutstillung
spezifisch

- Art des Eingriffes (z.B. Notfall- oder Elektiveingriff, Kontamination)
- Implantate und Fremdkorper




postoperativ - Drainage (Art und Dauer)

- postoperative MaRnahmen, die mit Bakteriamie einhergehen
(z.B. Thrombendarteriektomie)

- Wundversorgung

- Art der postoperativen Ernahrung

1.1.4. Klinische Aspekte und Diagnhostik bei Bypassinfektionen

Tiefe Protheseninfektionen sind h&aufig schwer zu diagnostizieren. Eine schmerzhafte
Rotung und Schwellung in der Leiste ist vor allem bei femoralem Infekt als Fokus der
Entzindung erkennbar. Floride Entziindungen an dieser Stelle fihren in der Mehrheit
der Félle zu einer Abszessbildung mit Wundsekretion. Die Kklinische Symptomatik ist
aber teilweise nur schwach ausgepragt und wird nicht selten erst aufgrund von
Blutungen nach Pseudoaneurysmabildungen und Rupturen an der Anastomose
auffallig. Andere Komplikationen einer Bypassinfektion treten in Form von Fieber,
Stenose, Fistelung und Sepsis bis hin zum Multiorganversagen in Erscheinung [5,8].
Der Zeitpunkt der Entzindung wird in Frih- (< 4 Monate) und Spatinfektion (> 4
Monate nach Bypassanlage) eingeteilt [9]. Frihinfektionen zeigen haufiger Merkmale
wie Fieber und erhthte Werte fir das C-reaktive Protein (CRP) auf als Spéatinfektionen,
wobei diese Anzeichen aber auch ganzlich fehlen kénnen. Folglich muss die Diagnose
oft klinisch gestellt werden [8]. So wird die sonographische Untersuchung als
Basisdiagnostik verwendet. Hier kbnnen Aneurysmen nachgewiesen und Abszesse
oder entzindliche Flissigkeitsansammlungen beurteilt und punktiert werden. Als
radiologische Zusatzdiagnostik bei unklaren Befunden werden die Computer-
tomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT), Positronen-Emissions-
Tomographie (PET), Szintigraphie und die Fistulographie eingesetzt [5,9].

1.1.5. Das Keimspektrum bei Bypassinfektionen

Bei allen Patienten werden fir die Identifizierung des Keimspektrums pr&- oder
perioperativ Abstriche aus der Wunde entnommen. Es kdnnen auch Gewebeproben
oder periprothetischer Wundsekret fur die mikrobiologische Untersuchung verwendet
werden. Man unterscheidet Einzelkeiminfektionen (Nachweis eines isolierten Erregers)
von Mischinfektionen. Uber die letzten Jahrzehnte trat Staphylococcus aureus als der
dominierende Erreger der Gefal3protheseninfektionen auf, wobei sich die Inzidenz der
verschiedenen Erreger in ihrer Haufigkeit in den letzten Jahrzehnten verandert hat.
Neben Koagulase-negativen Staphylokokken (besonders Staph. epidermidis) werden

am haufigsten gram-positive Kokken (besonders Enterococcus faecalis) isoliert. Des



Weiteren werden Escheria coli und Pseudomonas aeruginosa als Vertreter der gram-
negativen Keime erwdhnt. Als weitere Beispiele gram-negativer Keime sind
Enterobacter und Klebsiellen aufgefiihrt [10]. Trotz eines Infektstadiums vom Grad 3
(siehe Tab. 3) konnen in 23% der Falle keine Erreger nachgewiesen werden.
Mischinfektionen werden mit einer Haufigkeit von 20% beobachtet [11].

1.1.6. Behandlungsmadglichkeiten bei GefaRbypassinfektionen

Gefallbypassinfektionen erhohen drastisch die frihe und spate postoperative
Sterblichkeit sowie die Amputationsrate bei kontaminiertem Prothesenlager [12], so
dass diese Patienten im Fokus der gefalichirurgischen Forschung stehen. Eine
konservative  Behandlung mit  systemischer Antibiose, Wundtoilette und
Vakuumtherapie ist nur bei lokal umschriebener Entziindung oder hohem OP-Risiko
angezeigt und kann haufig keine Ausheilung der Infektion bewirken [13]. Eine
einheitliche Meinung zur Durchfiihrung einer komplikationsarmen Therapieform gibt es
bisher nicht, so dass neben der konservativen Therapie unterschiedliche operative
Methoden und Materialien verwendet werden [14]. In gangigen Leitlinien der Chirurgie
werden verschiedene therapeutische Interventionsmdéglichkeiten  beschrieben
[15,16,17], wahrend ein “Goldstandard” nicht existiert [14]. Bei einer in-situ-
Rekonstruktion wird diese anatomisch am Ort der Infektion vorgenommen, wahrend bei
der ex-situ-Rekonstruktion (z.B. ein axillo-(-bi)-femoraler Bypass) ein nicht-
anatomischer (sog. extra-anatomischer) Bypass auflerhalb des infizierten
Prothesenlagers angelegt wird [18]. Bei der Anlage eines neuen Bypasses wird die
infizierte Prothese in der Regel komplett exzidiert, kann jedoch auch nur teilweise
ausgebaut werden. Der teilweise Ausbau ist aufgrund der deutlich hdheren
Reinfektionsrate nur in Ausnahmeféllen durchzufihren [11]. Ist trotz aller Bemihungen
keine Ausheilung der Infektion mdglich, muss als ultima ratio haufig eine
Extremitatenamputation durchgefiihrt werden. Diese wird in Minoramputation (bis
einschlieBlich Chopart) und Majoramputation eingeteilt [19]. Aufgrund nicht
zufriedenstellender Ergebnisse nach dem Austausch der infizierten Prothesen durch
herkdbmmliche alloplastische Prothesen wird heute verstarkt mit kinstlichem Material
gearbeitet, das entweder silberbeschichtet oder antibiotikagetrankt ist, um bessere
Erfolge zu erzielen. Jedoch sind auch unter Verwendung dieser ,infektresistenten®
Alloplastiken Komplikationen und persistierende oder wiederkehrende Infektionen
bekannt [11,20]. Dem primdren Therapieversuch entspricht die autologe
Wiederherstellung durch Implantation einer Eigenvene [21], wobei das zu diesem
Zweck bendtigte Venenmaterial aber nur in seltenen Fallen verfigbar ist. Somit ist die

homologe Revaskularisierung durch ein arterielles allogenes (menschliches, aber
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einem anderen Individuum entnommenes) Transplantat (sog. Homograft/Allograft) eine
Mdoglichkeit, die mittlerweile von vielen Forschern und Operateuren als evaluierte
Methode beschrieben wird, um Bypassinfektionen zu Kkurieren. Die allogene
Arterientransplantation ~ wird ebenso in  den gangigen Leitlinien zu

Gefal3protheseninfektionen als Therapieoption erwahnt.

1.1.7. Komplikationen in der Folge der Bypassoperationen

Die haufigsten Komplikationen nach GefalRbypassoperationen sind rezidivierende
thrombotische Vorgange, die als Sofort- (innerhalb 48h), Friih- (innerhalb des ersten
postoperativen Jahres) oder auch als Spatverschlisse (hach dem ersten
postoperativen Jahr) auftreten kdnnen [22]. Ebenso sind Aussackungen an der
Nahtstelle  (sog. Pseudoaneurysmen) eine  haufige  Komplikation bei
wiederherstellenden Eingriffen im arteriellen System, aufgrund derer haufig Revisionen
mit Erneuerung der Anastomose durchgefiihrt werden missen. Teilweise sind peri- und
postoperative  Blutungen zu beobachten, durch welche die Patienten
transfusionspflichtig werden kénnen. Eine mechanische Wandinsuffizienz durch
industrielle Materialschdden bei Verwendung von alloplastischen Prothesen mit
Porositat oder Ruptur wird dagegen kaum mehr beobachtet. Als meist unkomplizierte
Komplikation kann das postoperative Gliedmafientédem in Erscheinung treten. Letztlich
stellen die postoperativen Wundinfektionen unter Beteiligung des Bypasses die am
meisten geflrchtete Komplikation dar, weil sie zu einem septischen Herd im
Kreislaufsystem werden und sowohl die Mortalitdt (20-40%) als auch die

Amputationsraten erhthen [22].

1.2. Die junge Historie der allogenen arteriellen Gefaldtransplantation

Die Pioniere der Organtbertragung ebneten durch experimentelle Forschung den Weg
zur modernen Transplantationsmedizin, indem verbesserte Standards bei
Konservierung und Transport der Organe geschaffen wurden, um die Ergebnisse von
Transplantationen zu optimieren. In der modernen Medizin konnten zusatzlich durch
immungenetisch/immunologische Erkenntnisse und pharmakologische Behandlungs-
optionen, welche AbstoRBungen der Ubertragenen Organe stark reduziert haben,
erhebliche Verbesserungen des Transplantatiiberlebens erreicht werden. Die
Verpflanzung von allogenen post mortem Geféalen wurde im Gebiet der modernen
Gefal3chirurgie zunachst nicht angewendet, was vorrangig auf die guten Ergebnisse
beim etablierten Einsatz von kérpereigenen (autologen) Venen und von synthetischen

Prothesen zurtickzufiihren war.



Mittlerweile hat die Arterientransplantation jedoch ein klares Profil bekommen,
nachdem die Arbeitsgruppe um Kieffer im Jahre 1991 das ungeléste Problem der
kurierenden Behandlung von infizierten Gefal3bypéassen unter Verwendung allogener
Gefaldtransplantate zu losen versuchte [23]. Eine entsprechende Patientenstudie
wurde von Kieffer et al. als Nachuntersuchung von mittlerweile 179 Patienten mit
dieser Indikation veroffentlicht [24]. In der Folge lieferten mehrere internationale und
nationale Arbeitsgruppen (auch multizentrisch, siehe Abk. MZ in Tab. 5) gute
Ergebnisse von Arterientransplantationen als Therapie einer Gefal3protheseninfektion.
Chirurgen, welche diese Methode anwenden, vereint die Idee, dass naturliches
Material die immunologischen Abwehrmechanismen gegen das entzindliche
Geschehen verbessert. Die infizierten Gefal3prothesen, welche als permanenter
Entzindungsherd in Erscheinung treten, werden entfernt und durch gesundes
biologisches Material ersetzt. In Tabelle 5 werden die entsprechenden
Veroéffentlichungen der Jahre 1994 bis 2011 vollstandig aufgefiihrt. Diese bilden in der

Diskussion die Grundlage zum Vergleich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit.

Tab. 5: Veroffentlichungen zu Arterientransplantationen von 1994 bis 2011

Autoren Jahr Ort Transplantate gesamt Quelle
(kryokonserviert / frisch)
Kniemeyer et al. 1994 Dusseldorf 1(1/0) [25]
Da Gama et al. 1994 Lissabon 16 (16/0) [26]
Desgranges et al. 1996 Cretéil 18 (18/0) [27]
Gornier et al. 1995 Saint Etienne 20 (20/0) [28]
Locati et al. 1998 Busto Arsizio 18 (18/0) [29]
Eugéne et al. 1998 Paris 22 (22/0) [30]
Vogt et al. 1998 Zirich 34 (34/0) [31]
Alonso et al. 1999 La Coruna 17 (17/0) [32]
Verhelst et al. 2000 Brissel, MZ 90 (90/0) [33]
Albertini et al. 2000 Marseille, MZ 165 (120 / 45) [34]
Leséche et al. 2001 Clichy 28 (28/0) [35]
Prager et al. 2002 Wien 13 (0/13) [36]
Noel et al. 2002 USA, MZ 56 (56 / 0) [37]
Chiesa et al. 2002 Mailand, MZ 66 (57 /11) [38]
Gabriel et al. 2004 Poznan 45 (45/0) [39]
Kitamura et al. 2005 Tokyo 8(8/0) [40]
Castier et al. 2005 Clichy 17 (17/0) [41]




Pirrelli et al. 2005 Pavia 25(24171) [42]
Mirelli et al. 2005 Bologna 30 (7 /23) [43]
Matia et al. 2006 Prag 21 (0/21) [44]
Zhou et al. 2006 USA, MZ 42 (4210) [45]
Vardanian et al. 2009 Los Angeles 21 (21/0) [46]
Brown et al. 2009 Chicago 57 (57/0) [47]
Castier et al. 2010 Paris 36 (36/0) [48]
Bisdas et al. 2010 Hannover 57 (57/0) [49]
Kieffer et al. 2010 Paris 179 (68 /111) [24]
Bir6 et al. 2011 Budapest 19 (19/0) [50]
Pupka et al. 2011 Wroclaw 50 (0/50) [61]
vorliegende Arbeit Leipzig/Halle 68 (5/63)

Die allogene GefalRtransplantation wurde von den aufgefiihrten Autoren am haufigsten

nach postoperativen

Entzindungen von peripheren

Kunststoffprothesen

bei

behandlungspflichtiger pAVK angewendet. Es sind in der Literatur aber auch andere
Anwendungsmadglichkeiten fur arterielle Gefal3transplantationen mit Heilungserfolgen
erwahnt wie z.B. bei Bauchaortenaneurysma (BAA), nach aorto-duodenaler Fistelung
[47,49], bei der Beseitigung mykotischer Aneurysmen [39,49] oder auch als primarer
GefalRRersatz bei hochgradiger pAVK und fehlendem Venenmaterial [28,32]. Generell
kommen dabei entweder kryokonservierte oder frische Transplantate zum Einsatz.
Aufgrund einer sich sofort einstellenden suffizienten Durchblutung der Extremitaten ist
postoperativ ein sofortiger Erfolg durch Reperfusion des Gewebes ersichtlich. Fur die
Infektionseinddmmung als  eigentliches Problem bei Entziindungen des
Prothesenlagers erweist sich im Langzeitergebnis das allogene Transplantat im
Gegensatz zu anderen Materialien zusatzlich als infektionsresistent. Neben den
Ublichen Komplikationen bei gefal3chirurgischen Eingriffen wie thrombotischen
Stenosen, Pseudoaneurysmabildungen und Anastomosenblutungen kommen bei
allogenen Arterientransplantationen schwerere transplantatspezifische Komplikationen
wie Rupturen, (Re-)Infektionen und echte Aneurysmen nur in sehr seltenen Fallen vor,

was in den oben genannten modernen Studien nachgewiesen wurde.

Da es sich bei den Transplantaten um biologisches Fremdgewebe handelt, stellt sich
nun die Frage, ob die Allogenitat die Kurz- bzw. die Langzeitergebnisse der
Transplantation beeintrachtigen konnte, wie es bei Transplantationen solider Organe
der Fall ist. Fur diese immunologische Problematik der TransplantatabstoRung sind in

erster Linie die hochgradig polymorphen HLA-Merkmale verantwortlich.
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1.3. Immungenetische Grundlagen

1.3.1. Das HLA-System

Historische an Mausen und Ratten durchgefiihrte Studien legten nahe, dass eine
Unvertraglichkeit von bestimmten molekularen Strukturen in Transplantatempfangern
eine Immunantwort des Organismus auslost und transplantiertes Gewebe zerstort. Die
Starke dieser Reaktion hangt im Wesentlichen davon ab, inwieweit sich Spender
(Donor) und Empfanger (Rezipient) in den sogenannten Gewebevertraglich-
keitsmerkmalen (Transplantationsantigenen) unterscheiden. Der fur diese Merkmale
kodierenden Genregion wurde spater der Begriff Haupthistokompatibilititskomplex
(englisch MHC von Major Histocompatibility Complex) gegeben. Nicht kompatible
MHC-Antigene zwischen zwei Individuen einer Spezies fihren in der Regel zu einer
allogenen Abstol3ungsreaktion nach einer Transplantation von soliden Organen. Diese
genetischen Merkmale werden bei der Spezies ,Mensch® auch als HLA-Merkmale
(Human Leukocyte Antigen/Humanes Leukozyten Antigen) bezeichnet, da die MHC-
Molekiile initial auf Leukozyten entdeckt wurden [52]. MHC-/HLA-Molekiile stellen sich
als hochgradig polymorphe, an der Zelloberflache exprimierte Heterodimere dar.
Physiologisch bzw. funktionell immunologisch spielen sie eine entscheidende Rolle bei
der Prasentation von Proteinantigenen fremder Herkunft an die T-Zellen des
korpereigenen Immunsystems. Damit reprasentieren sie einen essentiellen Bestandteil
des sogenannten adaptiven (nicht angeborenen) Immunsystems. Eine
antigenspezifische Immunantwort ist zundchst durch die sogenannte Prozessierung
gekennzeichnet, bei der die als fremd erkannten Nativproteine als Antigen so
verarbeitet werden, so dass die modifizierten Peptidfragmente nachfolgend auf der
Bindungsstelle der HLA-Molekile gebunden werden kdnnen (sog. Antigenprésentation)
[52,53]. Grundsatzlich existieren zwei kodierende HLA-Genregionen, jeweils eine fur
die HLA-Klasse I- und die -Klasse lI-Merkmale, welche als eng gekoppelte autosomale
Chromosomenregionen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 kodiert sind. Mit 224
Genloci reprasentiert der HLA-Genbereich die gendichteste Region des humanen
Genoms, wobei der Abschnitt 3,6 Mb lang ist und in der Region 6p21.3 beginnt [52,54].
Jede HLA-Klasse besteht aus drei Genorten mit exprimierten Proteinen analoger
Funktionalitat (A, B und C jeweils fur die Klasse | und DP, DQ und DR jeweils fiir die
Klasse 1l). Dieses Phanomen wird als Polygenie bezeichnet. Die HLA-Merkmale
werden kodominant vererbt und liegen deshalb in der Regel heterozygot exprimiert vor.
Jeder Genlocus umfasst wiederum mehrere Allele, die in ihrer Vielfalt in einer
Population aufzufinden sind. Diese Eigenschaft der ,Variation eines Grundgens in den
Individuuen einer Population bzw. Spezies“ bezeichnet man als Polymorphismus

(multiple Allelie). Insbesondere dieser Polymorphismus ist fur die Vielfalt der HLA-
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Merkmale und insbesondere fir die vielfaltigen Kombinationsmdéglichkeiten in den
Individuen einer Population verantwortlich. Die beschriebenen Vielfaltscharakteristika
der HLA-Merkmale fihren zu der hohen Diversitat mit weltweit mehreren Milliarden von
verschiedenen HLA-Genotypen [52,53,54]. In der Abbildung 1 ist das Chromosom 6 mit
den enthaltenen HLA-Genregionen schematisch dargestellt [55].

Chromosome & <I: Centromerns f
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Abb.1: Schematische Darstellung des Chromosoms 6 mit der HLA-Genregion [55]

Aufgrund der beschriebenen Polymorphismen der HLA-Merkmale wurde friih eine
international gultige HLA-Nomenklatur zur Systematisierung dieser vielfaltigen HLA-
Allele und ihrer Genprodukte eingefuhrt. Bereits 1968 wurde ein Nomenklaturkomitee
der WHO gegriindet. Anhand der folgenden Abbildung wird die aktuelle numerische
Nomenklatur eines HLA-Allels dargestellt. Die den Positionen der jeweiligen Ziffern

zuzuschreibenden Bedeutungen werden in Abbildung 2 erklart [56].

HLA-A*02: 01: O1: N

HLA-A*: Bezeichnung des HLA-Genlokus

HLA-A*02: Gruppe von Allelen, welche fiir das serologisch/phénotypisch definierte Antigen A2 kodieren
HLA-A*02:01: spezifisches Allel, kodiertes Protein mit spezifischer Aminosauresequenz
HLA-A*02:01:01: Allel mit einer Exon-Mutation ohne Anderung der Aminoséuresequenz
HLA-A*02:01:01:02: Allel mit einer Intron-Mutation

HLA-A*02:01:01:02N: Zusatz ‘N’: durch im Intron liegendes Stoppcodon nicht exprimiertes Allel, kein
Protein nachweisbar

Abb. 2: Aktuelle HLA-Nomenklatur, modifiziert nach [56]

In der Aufstellung vom Januar 2016 sind fur die drei klassischen HLA-Klasse I-Gene
(HLA-A, -B, -C) 10.437 Allele und fur die klassischen HLA-Klasse II-Gene (HLA-DP, -
DQ, -DR) 5.589 Allele eingetragen [57]. Aufgrund ihres extremen Polymorphismus
kommt genau diesen HLA-Merkmalen in der Transplantationsgenetik eine zentrale
Bedeutung zu. Im Empfangerorganismus werden sie bei nicht vorhandener
Ubereinstimmung als ,fremd“ erkannt, was fast zwangslaufig eine immunologische

Bekampfung und letztendlich die Abstol3ung des Spenderorgans zur Folge hat [53,54].
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1.3.2. Aufbau und Funktion der HLA-Gene und HLA-Molekile

Die mRNA der sogenannten HLA-Klasse I-Schwerkettengene A, B und C erstreckt sich
Uber eine Lange von etwa 3.500 Basenpaaren (bp) und besteht jeweils aus acht
kodierenden Regionen (Exons), die durch nicht-kodierende Regionen (Introns) getrennt
sind. Das erste Exon kodiert die Signal- oder Leadersequenz, welche den
Zellmembrandurchtritt und somit die spatere Konformation des Molekils auf der
Zelloberflache bestimmt. Nachfolgend reihen sich die Exons fir die drei extrazellularen
Doménen (al, a2 und a3) und die Transmembranregion an. Die restlichen drei Exons
kodieren den zytoplasmatischen Abschnitt sowie das 3‘-nicht-translatierte
carboxyterminale Ende des Molekils. Abbildung 3 zeigt schematisch ein HLA-Klasse |-
Molekul [52,53].

peptidbindender
Spalt

(07)) a1

o3 Bo-Mikroglobulin

AuBere Zellmembran

| Transmembranregion |

Innere Zellmembran

| 3’carboxyterminales Ende am zytoplasmatischen Teil

Abb. 3: Schematische Struktur eines HLA-Klasse I-Molekdls, modifiziert nach [52]

Komplettiert wird die HLA-Klasse I-Schwerkette durch die nicht kovalente Anlagerung
des monomorphen p2-Mikroglobulins (siehe Abb.3), welches aulerhalb des
eigentlichen MHC-Genkomplexes auf dem Chromosom 15 kodiert ist und fur die
komplexe dreidimensionale Faltung und die daraus resultierende Konformation als
Peptid-prasentierendes Molekil der a-Kette unverzichtbar ist [52,53]. Alle drei der
HLA-Klasse I-Gene kodieren letztendlich Proteine mit einer schweren polymorphen a-
Kette (Molekulargewicht von ca. 45 kDa), die aus drei Doméanen (al-a3) besteht und
mit dem bereits erwahnten p2-Mikroglobulin (Molekulargewicht 11,5 kDa) eine
strukturelle und funktionelle Verbindung eingeht. Durch eine Disulfidbriicke in der a2-
Doméane kommt es in deren Bereich zu einer Schleifenbildung. Zuséatzlich ist zwischen
den polymorphen al- und o2-Domédnen ein N-gebundener Kohlenhydratanteil

lokalisiert. Letztendlich lagern sich die beiden Doménen in einer B-Faltblatt- und einer
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terminalen o—helikalen Struktur aneinander und bilden eine ,Grube®. In dieser Grube
werden  fragmentierte  (prozessierte) Peptide gebunden und prasentiert
(Antigenbindungsstelle). Die allelische Vielfalt der HLA-Molekule ist in erster Linie
durch die eine Population betreffende Sequenzvariabilitdt in den hochpolymorphen
Regionen (den al- und a2-Doméanen) bedingt. Die Sequenzbereiche der a3-Domane
und des B2-Mikroglobulins sind monomorph. Beide Molekile, die membranstandige o-
Schwerkette und das B2-Mikroglobulin sind nicht-kovalent miteinander assoziiert. lhre
Assoziation stellt allerdings gemeinsam mit der Antigenbindung die Voraussetzung fir
die Antigenprasentation und die ,dauerhafte® Expression des MHC-Molekuils an der
Zelloberflache dar [52,53].

Bei den HLA-Klasse II-Molekilen handelt es sich ebenso um Heterodimere. Sie
bestehen aus jeweils einer a-Kette mit einem Molekulargewicht von 33-35 kDa und
einer B-Kette mit einem Molekulargewicht von 26-29 kDa. Beide Ketten weisen zwei
extrazellulare Doméanen (jeweils al- und a2-Doméne bzw. B1- und f2-Doméne) auf.
Jede Kette besitzt sowohl eine Transmembranregion als auch einen carboxyterminalen
intrazellularen Bereich (siehe Abb. 4). Die dreidimensionale Struktur ist aufgrund der o-
helikalen und der pB-Faltblatt-Struktur den HLA-Klasse I-Molekilen grundsétzlich
verwandt. Die Antigenbindungsstelle wird bei den HLA Klasse II-Molekilen jedoch
durch beide Ketten generiert und ist zu beiden Seiten hin offen, weshalb gro3ere und
langenvariablere Peptidfragmente gebunden und prasentiert werden kdnnen. Bei den
HLA-Klasse II-Molekllen verfligen die membranstandigen o2- und B2-Doméanen
jeweils Uber eine Disulfidbriicke. Die Gene beider HLA-Klasse ll-Ketten (a- und B-
Kettengen) setzen sich aus jeweils 5 Exons und 4 Introns zusammen. Abb. 4 zeigt

schematisch die Struktur eines HLA-Klasse II-Molekils [52].

peptidbindender
Spalt

B;

B2

Abb. 4: Schematische Struktur eines HLA-Klasse II-Molekdls, modifiziert nach [52]
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Nachdem Proteinantigene Uber einen anderen Prozessierungsweg (exogener
Prozessierungsweg) als die im HLA-Klasse | Kontext prasentierten Peptide zu
Fragmenten gespalten worden sind, werden sie im Anschlu® als Fremdpeptide
prasentiert. Wahrend die auf den HLA-Klasse I-Molekilen prasentierten Peptide jedoch
von CD8-positiven T-Lymphozyten (zytotoxischen T-Zellen) erkannt werden, werden
die auf den HLA-Klasse II-Molekilen prasentierten Peptide von CDA4-positiven T-
Lymphozyten (T-Helferzellen) erkannt. Uber den endogenen Weg werden intrazellular
synthetisierte, das heil3t zytoplasmatische oder nukleére Peptide (Selbstpeptide, virale
oder tumorspezifische Peptide) zumeist auf HLA-Klasse I-Molekilen prasentiert. Durch
den phagolysosomalen Proteinabbau, den sogenannten exogenen Prozessierungsweg
generierte Peptide werden auf HLA-Klasse lI-Molekilen prasentiert. Grundséatzlich gilt
mit wenigen Ausnahmen, dass die HLA-Klasse I-Molekule auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert werden. Die HLA-Klasse II-Molekile werden konstitutiv nur auf B-
Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen (mit den gewebs- bzw. organtypischen
Formen wie Kupffer-Sternzellen, Langerhans-Zellen, Mikroglia oder Dendritische
Zellen) exprimiert. Diese bezeichnet man deshalb auch als professionelle Antigen-
prasentierende Zellen (APC). Eine Induktion dieser Moleklile kann durch
immunologische Reaktionen bei autoimmunologischen Vorgdngen oder bei
Immunreaktionen infektidsen Ursprunges im Rahmen von entziindlichen Prozessen
hervorgerufen werden. Durch die Aktivierung der Lymphozyten kommt es einerseits zu
einer direkten Bekdmpfung der Fremdpeptide auf zellularer Ebene (T-lymphozytar).
Andererseits kdnnen die exprimierten und aufgrund des Polymorphismus als fremd
erkannten MHC-/HLA-Antigene indirekt durch praformierte oder neugebildete
Antikorper erkannt und bekampft werden (B-lymphozytér). Diese humorale Alloreaktion
beginnt nach einer Transplantation mit der Aufnahme von fremden HLA-Antigenen
durch die APC des Empfangers [52,53]. Diese HLA-Antigene eines Spenders werden
nun als allogene Fremdpeptide den eigenen B- und T-Lymphozyten prasentiert, so
dass die immunologischen Effektormechanismen induziert werden.

Aufgrund des Zusammenhanges zwischen der HLA-Kompatibilitat von Spender und
Empfanger und einer nachfolgenden akuten oder chronischen immunologischen
Abwehrreaktion des Empféngerorganismus gegen das Transplantat bei soliden
Organtransplantationen liegt die Aufgabe der HLA-Diagnostik darin, i) die Vielfalt der
HLA-Merkmale bzw. HLA-Allele von Spender und Empfanger zu entschliisseln (HLA-
Typisierung) und ii) die anti-HLA-Antikdrperspezifitdten eines Empféangers zu ermitteln,
um auf diese Weise fiir eine prognostisch den Transplantaterhalt begiinstigende

Spender-Empfangerauswahl zu sorgen.
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Das Auftreten unterschiedlich stark ausgepragter Immunantworten (low responder/
high responder) bei teil-/identischen HLA-Kompatibilitdten verschiedener Spender-
/IEmpfanger-Kombinationen weist auf die bereits theoretisch-immunologisch erwartete
Abhéangigkeit von der individuellen Beschaffenheit der HLA-Antigene des Spenders im
Zusammenhang mit dem individuellen Repertoire an T-Zell-Rezeptoren und an B-Zell-
Rezeptoren des Empfangers hin [52,53]. Die im Kontext der Transplantations-
immunologie als extrem negativ zu wertenden verschiedenen polymorphen Varianten
der MHC-Merkmale dienen offensichtlich dem Zweck, dass eine Population eine
moglichst groRe Bandbreite an Pathogenen T-Zell-vermittelt erkennen kann. Auf diese
Weise wird es statistisch unwahrscheinlich, dass ein Pathogen Uber eine nicht
maogliche Prasentation als Antigen in einer gesamten Population nicht bekampft werden
kann und somit die gesamte Population an diesem Pathogen zugrunde geht. Dem
schlimmsten evolutiondren Szenario, der kompletten Ausrottung einer Population wird
durch die HLA-Polymorphismen vorgebeugt. Ethnisch-geographisch sind so im Laufe
der Ko-Evolution mit geographisch-spezifischen Erregerspektren typische ethnisch
unterscheidbare HLA-Merkmale bzw. Merkmalskombinationen entstanden. Zu nennen
ist in diesem Zusammenhang zum Beispiel das Merkmal HLA-B53 in Westafrika, das
den tédlichen Verlauf der Malariakrankheit verhindert und dessen Verbreitung folglich

im dortigen Areal evolutionar begunstigt wurde [58].

1.4. Histopathologische Veranderungen der Gefale im Rahmen von akuten und
chronischen humoralen und zelluldren AbstoBungsreaktionen

Eine akute Abstof3ungsreaktion tritt bei soliden Transplantaten innerhalb von Tagen bis
zu vier Wochen nach einer Transplantation auf. Wird diese durch T-Zellen, d.h. konkret
durch zytotoxische d.h. (CD8-positive) T-Killer Zellen vermittelt, handelt sich um eine
sogenannte immunologische Typ-IV-Reaktion. Unterschieden wird bei der akuten
Rejektion trotz einer Manifestation im gleichen zeitlichen Rahmen die akute zellulare-
von der akuten humoralen d.h. Antikérper-vermittelten Abstoung. Auch eine
Kombination dieser beiden Formen ist zu beobachten. Morphologisch fallen bei der
akuten zellularen Abstol3ung lymphozytare oder granulozytére Infiltrate mit assoziierten
Zellschadigungen im Transplantat auf. Viszerale Transplantate zeigen haufig vaskulare
Endothellasionen im Sinne einer lymphozytdren Endothelitis. Die akute humorale
AbstoR3ung présentiert sich in Blutgefal3en in Form von nekrotisierenden Vaskulitiden.
Neben Endothelnekrosen mit mdglichen Thrombenbildungen sind bei der akuten
humoralen AbstoRung transmurale Entziindungen mit fibrinoiden Nekrosen haufig zu
beobachten [59].
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Chronische AbstoRungsreaktionen treten frilhestens zwei Monate nach der
Transplantation auf, wobei sich langsam-progrediente Verlaufe auch tber Jahre hinweg
erstrecken konnen. Dabei spielen Zell-vermittelte Absto3ungsreaktionen und humorale
immunologische Vorgange wie Antikorperablagerungen und durch Antigen/Antikorper-
Komplexe vermittelte pathologische Mechanismen eine Rolle. Es wird ein
,Mechanismus® postuliert, iber den alloreaktive T-Zellen im Transplantat initial eine
Zytokinaktivierung verursachen, was mit einer gesteigerten Expression von
Adhéasionsmolekilen im Endothel einhergeht. Ferner sezernieren alloreaktive T-Zellen
Chemokine, die Monozyten anlocken, so dass deren Reifung zu Makrophagen initiiert
wird. Makrophagenprodukte, vor allem Entziindungsmediatoren wie z.B. Interleukin-1
oder TNF alpha, bewirken eine weitere Makrophagenmobilisation und fiihren zu
chronischen Entziindungsprozessen, aus denen pathologische Prozesse wie Fibrosen
und Vernarbungen resultieren [60]. Ferner existieren Hinweise darauf, dass alloreaktive

IgG-Antikorper eine beschleunigte Arteriosklerose in Transplantaten vermitteln [59].
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2. Zielstellungen der Arbeit

Nach arteriellen Rekonstruktionen kénnen die GefaRRprothesen bei Verwendung von
plastischem Prothesenmaterial aufgrund einer postoperativen Wundinfektion mit
Beteiligung der implantierten Gefafl3prothese versagen. In der klinischen Praxis zeigt
sich haufig, dass eine Heilung dieser Gefal3protheseninfektionen durch den Einsatz
eines weiteren kunstlichen Protheseninterponates an einer Reinfektion scheitert. Die
Zielstellung dieser Arbeit lag darin, die alternative Einsatzfahigkeit von allogenen
humanen Arterientransplantaten zur Behandlung von Patienten mit Bypassinfektionen
zu evaluieren. Die Evaluationskriterien sollten zum einen klinische Parameter als
Indikatoren einer Beibehaltung der Transplantatfunktion, zum anderen immunologische
Parameter, die sich aus der allogenen Transplantatauswahl unter Berlcksichtigung der
HLA-Merkmale ergeben, umfassen.

Durch die Verwendung allogener Transplantate, die durch das natirliche Gewebe
infektionsresistenter sein sollen als herkdmmliche Kunststoffprothesen, sollte eine
Reinfektion verhindert und ein mdglichst langfristiger Erfolg mit guten Perfusionsraten
ermdglicht werden. Im postoperativen Verlauf sollte deshalb von allen Patienten die
Durchblutung sowohl klinisch als auch funktionsdiagnostisch beobachtet werden.
Zusatzlich sollten als transplantationsimmunologische Parameter gegebenenfalls
gebildete Donor-spezifische, das heil3t gegen HLA-Klasse |- und lI-Merkmale des
Spendergewebes gerichtete Antikdrper nachgewiesen werden. Zu diesem Zweck
sollten initial die HLA-Antigene der allogenen Gefalitransplantate bestimmt und mit den
gegebenenfalls gebildeten und spezifizierten anti-HLA Antikérpern aus den
postoperativ abgenommenen Blutseren der Transplantatempfanger verglichen werden,
um eine sogenannte Vvirtuelle Vertraglichkeitsprobe vorzunehmen. Da bei
Transplantationen solider Organe (z.B. Niere, Herz, Lunge) durch spezifische humorale
Immunreaktionen nach der Operation an den implantierten Organen endotheliale
Degenerationsvorgdnge mit Okklusion von englumigen Gefalien zu beobachten sind,
sollte untersucht werden, ob bei den allogenen arteriellen Gefalitransplantaten
derartige Reaktionen ebenfalls hachzuweisen sind. Zur Untersuchung dieses Aspektes
sollten mikroskopische Gewebeproben der Transplantate entnommen und auf
histologisch belegbare AbstofRungsvorgange untersucht werden.

Den bereits seit Jahren aus den Transplantationen solider Organe vorliegenden
Erkenntnissen zu Folge haben derartige humorale und nachfolgende histologische
Vorgange haufig akute und chronische OrganabstofRungen zur Folge. Dieses Risiko gilt
es durch eine moglichst weitreichende HLA-Kompatibilitat zu verringern. Bei der
Auswahl der allogenen arteriellen GefalRe fanden Aspekte der HLA-Kompatibilitat

allerdings keine Berlcksichtigung, so dass fast ausschlie3lich hoch immunogenes
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Spendermaterial verwendet wurde. In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb zusétzlich
untersucht werden, ob die nicht vorhandene HLA-Kompatibilitdt von Spender und
Empféanger i) den nachfolgenden Immunstatus der Empfanger und ii) die Funktion des
Gefaltransplantates beeinflusst.
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3. Material und Methoden

3.1. Patienten

3.1.1. Die Kohorte dieser Studie

Im Zeitraum November 2000 bis Dezember 2009 wurden 67 Patienten konsekutiv mit
insgesamt 68 allogenen Arterien hirntoter Spender transplantiert. Um Uber eine
homogene Patientengruppe zu verfigen, wurden nur Patienten in die Studie
aufgenommen, bei denen aufgrund einer Bypassinfektion die Indikation zur
Transplantation gestellt worden war, so dass diese Patienten sekundar mit einem
Gefaldtransplantat versorgt werden mussten. Ein Patient (ID 65) wurde mit zwei
hintereinander angeschlossenen Transplantaten von zwei verschiedenen Spendern
versorgt. In Abbildung flinf ist perioperativ eine Gefal3protheseninfektion abdominell an
der Aorta zwischen den Abgangen der Nierenarterien und der iliakalen Bifurkation zu
sehen, die Spitze der Klemme liegt im putriden Wundsekret. Diese Prothese musste
explantiert werden und durch ein allogenes arterielles Transplantat ersetzt werden.
Selbst eine derart ausgepragte GefaRprotheseninfektion kann Kklinisch subakut
verlaufen, weshalb es eine Herausforderung darstellt, die Infektionen friih zu erkennen

und die betroffenen Patienten vor Amputation, Sepsis und Tod zu bewahren.

Abb. 5: Aortale GefaRRBbypassinfektion in-situ bei einer Kunststoffprothese abdominell
vor der Aufzweigung in die lliakalarterien (Patient ID 24). Es ist reichlich
periprothetisches Wundsekret zu sehen.
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Von den 67 einbezogenen Patienten waren 56 Manner (83,6%) und 11 Frauen (16,4%)
mit einem mittleren Alter von 66 Jahren (38-82 Jahre). 56 Patienten befanden sich zum
Zeitpunkt der Transplantation in einem ASA-Status 3, acht in einem ASA-Status 2 und
drei in einem ASA-Status 4 (korperlicher Gesundheitsstatus entsprechend der
Klassifikation in sechs Stadien nach den Kriterien der ,American Society of
Anaesthesiologists®, ansteigend mit einer Verschlechterung der korperlichen
Verfassung; Tabelle 6). Die Patienten wurden aus dem gesamten Bundesgebiet zur
GefalRtransplantation in die Klinik fir Viszeral-, Transplantations-, Thorax- und
Gefalichirurgie des Universitatsklinikums Leipzig (UKL) als tberregionales Zentrum fur
die Behandlung von Gefal3protheseninfektionen verlegt. Die Blutgruppen (A, B, O-
System) und HLA-Merkmale fanden  préoperativ bei der  Spender-
Empféangerzuordnung keine Beriicksichtigung.

3.1.2. Risikofaktoren und Begleiterkrankungen der Patienten

63 Patienten (94,0%) waren zum Zeitpunkt der Transplantation an pAVK (periphere
arterielle VerschluZkrankheit) erkrankt, davon 34 an pAVK Stadium Ilb (54,0%), 15 an
pAVK Stadium Il (23,8%) und 14 an pAVK im Stadium IV (22,2%). Unter den
Risikofaktoren traten Hypertonie mit 85,1% (n=57) und Rauchen mit 85,1% (n=57) am
haufigsten auf. Fur alle aktiven Raucher (n=28) und ehemaligen Raucher (n=29; mehr
als 100 Zigaretten im Leben und mehr als 6 Monate seit der letzten Zigarette) wurde
eine durchschnittliche Zahl von 24ply (5-50) dokumentiert. Ein pack/year (p/y) steht fiir
eine gerauchte Schachtel Zigaretten pro Tag Uber den Zeitraum von einem Jahr. An der
koronaren Herzkrankheit waren 40 Patienten erkrankt (59,7%). Zwolf Patienten
(17,9%) hatten schon einen akuten Myokardinfarkt (AMI) erlitten. 25 Patienten (37,3%)
waren an Diabetes mellitus erkrankt; 52,2% der Patienten (n=35) waren Ubergewichtig
(BMI > 25). Dartuiber hinaus waren 31 Patienten an Hyperlipidamie (46,3%) und 10
Patienten an Hyperurikdmie (14,9%) erkrankt. 56 Patienten (83,6%) hatten die
urspriingliche Rekonstruktion aufgrund von peripheren Verschlissen bei einem
fortgeschrittenen Stadium der pAVK erhalten. EIf Patienten (16,4%) wurden aufgrund
eines infizierten Bauchaortenaneurysmas (BAA) transplantiert, welche initial sowohl
durch Rohrprothesen (n=4) als auch Y-Prothesen (n=7) behandelt wurden. Die
prdoperativen Anamnesedaten mit den Begleiterkrankungen sind in Tabelle 6

aufgefihrt.
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3.1.3. Die praoperative klinische Untersuchung

Bei der Patientenaufnahme und wahrend des pra- und postoperativen stationéren
Verlaufs wurde routinemaRig ein Entziindungsscreening durchgefuhrt. Dies umfasste
die Anamnese mit Inspektion, die kdrperliche Untersuchung mit Temperaturmessung
und die Bestimmung der Laborparameter Leukozyten, C-reaktives Protein (CRP), und
Procalcitonin. Zusatzlich wurden funktionsdiagnostische radiologische Untersuchungen
durchgefuhrt, um Informationen Uber das Ausmald der Gefal3bypassinfektion zu
erhalten. Dazu gehorten bei jedem Patienten eine Farbduplexsonographie und bei
Bedarf zusatzlich Computertomographie (CT), Magnetresonanz-Tomographie (MRT)
und CT-Angiographie, die gegebenenfalls unter Verwendung von Kontrastmittel (KM)
durchgefuhrt wurde. Bei einigen Patienten wurde auch die Positronen-Emissions-
Tomographie (PET) eingesetzt, um den Fokus der Entziindung zu finden. Abbildung 6
zeigt den Schnitt einer KM-CT Untersuchung bei einem Patienten mit einer infizierten
Gefal3prothese im Bereich des Beckens und einer sichtbaren Entziindungsreaktion des
angrenzenden Gewebes. Dieses KM-CT zeigt die dringende Notwendigkeit einer

operativen Sanierung des Infektionsherdes.

Abb. 6: KM-CT mit den Zeichen einer Infektion im Leistenbereich am rechten Schenkel
einer aorto-femoralen Gefal3prothese (Patient ID 6)

3.1.4. Herkunft und Vorbereitung der allogenen Geféal3transplantate

Nach positiver Evaluation zur Durchfiihrung einer allogenen Gefaf3transplantation
erfolgte bis 2007 eine Patientenmeldung bei der Deutschen Stiftung fir
Organtransplantation (DSO) und seit 2008 bei der Deutschen Gesellschaft fir
Gewebetransplantation (DGFG). Die Spendergefal3e wurden an das Klinikum vermittelt

und innerhalb eines Zeitraumes von 48 bis 72 Stunden transplantiert. Vor der
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Implantation wurde der Ausgangszustand der Transplantate routinemalRig
makroskopisch und mikroskopisch auf Qualitat und Schaden wie z.B. Arteriosklerose,
mykotische ~ Veradnderung,  Mediasklerose und  Gewebsschadigung durch
Kryobehandlung oder Lagerung in Perfusionslosung gepruft. Es wurden auch der
Aufbau und die Schichtdicken der Gefallwandabschnitte (Tunica intima, media und
adventitia) gemessen, um mdoglichst exakte Hinweise auf gewebliche Verdnderungen
nach der Implantation zu erhalten.

3.2. Charakterisierung der allogenen arteriellen GefalRtransplantate

Bei den anatomischen Rekonstruktionen wurde der zentrale Einstrom in 65,7% der
Falle aortal (n=44), bei 14,9% femoral (n=10), bei 13,4% iliacal (n=9) und bei 1,5%
popliteal (n=1) angeschlossen. Insgesamt wurden drei nicht-anatomische Bypasse
(4,5%) angelegt (davon zwei axillare Anschliisse und ein femoro-femoraler Crossover-
Bypass). Bei den verwendeten Transplantaten (n=68) handelte es sich um 63 frische
(92,6%) und funf kryokonservierte Gefale (7,4%). Die Lokalisationen der Transplantate
werden in Tabelle 6 dargestellt. Die histologischen Untersuchungen der
Arterientransplantate vor der Implantation konnte bei den meisten Transplantaten einen
Uberwiegend regelrechten histologischen Aufbau mit normaler Schichtdicke von Tunica
adventitia, media und interna (oder intima) nachweisen. In der Tunica adventitia
zeigten sich elastische Fasern mit Anschnitten kleiner blutgefiliter GefélRe. Die Tunica
intima zeigte sich in einigen Fallen leicht hypertrophiert, es wurden ferner
Transplantate mit schon vorbestehender leichter bis mé&Riger Lipofibrose und
Kalzifikationen beschrieben. Als Ausnahme zu den unbedenklichen genannten
Befunden wurde ein Transplantat mit hochgradiger Mediasklerose implantiert (ID38).
Somit waren an den transplantierten Gefal3en zum Teil bereits geringfligig Zeichen von
Arteriosklerose sichtbar. Eine ausreichende Qualitat und Funktionsfahigkeit der GefaR3-
Allotransplantate war bis auf obengenannten Fall jedoch gegeben, um eine
ausreichende Durchblutung fir das zu versorgende Gewebe zu gewahrleisten. Die
sogenannte ,Frischtransplantation® wurde bei 63 Transplantaten durchgefiihrt. Die
alternative Transplantation von kryokonservierten Transplantaten wurde in funf Fallen
durchgefuhrt. Eine Kryokonservierung erfolgt methodisch als kontrollierter
Einfriervorgang des GefalRes auf Temperaturen zwischen -120°C und -196°C. Dieser
Vorgang wird in Dimethyl-Sulfoxid (DMSQ) durchgefiihrt, um eine Kristallisierung der
Wassermolekiile und eine dadurch bedingte Zelldehydratation wahrend des
Gefrierprozesses mit flissigem Stickstoff zu verhindern. Abbildung 7 zeigt ein frisches
aorto-bifemorales Transplantat (Y-Bypass) als Ersatz fur die infizierte Plastikprothese

vor der Implantation.
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Abb. 7: Frisches Gefalltransplantat (Y-Bypass) vor der Implantation (Patient ID 28)
Frischtransplantate wurden hirntoten menschlichen Spendern entnommen und

bis zur Implantation bei 4°C in speziellen Perfusionslésungen gelagert

3.3. Anfertigung perioperativer mikrobiologischer Abstriche

Von allen Patienten wurden perioperativ routinemafiig Abstriche aus der offenen
Wunde und vom perivasalen Wundsekret entnommen. Das Keimspektrum dieser
Proben wurde am Institut fir Mikrobiologie des UKL analysiert. So konnten
Mikroorganismen identifiziert werden, welche die Gefallbypassinfektionen
verursachten. In der Regel hatten die Patienten bereits vor der stationdren Aufnahme
eine mehrtagige antibiotische Behandlung mit einem Breitspektrumantibiotikum
erhalten. Nach Erstellung des Resistogramms wurde dann in Abhangigkeit des
nachgewiesenen bakteriellen Erregers die Behandlung mit dem wirksamen priméaren
Antibiotikum fortgefihrt oder die Therapie auf ein erregerspezifisches Antibiotikum
umgestellt. Die antibiotische Therapie wurde postoperativ in der Regel noch vier bis
sechs Wochen weitergefiihrt, in Einzelfallen war eine Therapiedauer von bis zu drei
Monaten notwendig. Eine Langzeitantibiose Uber diesen Zeitraum hinaus wurde bei
keinem Patienten angewendet.

Bei den Abstrichuntersuchungen fir die Analyse des Keimspektrums (siehe Tabelle 3)
wurden bei 40 Patienten (59,7%) jeweils einzelne Keime nachgewiesen. 13 Patienten
(19,4%) zeigten eine Mischinfektion, wéahrend bei 14 Patienten (20,9%) keine Keime
aus der Wunde isoliert werden konnten. Bei dem am haufigsten identifizierten Erreger
handelte es sich um Staphylococcus aureus (31,3%), wobei aulRerdem MRSA
(Methicillin-resistenter Staphylococcus aureus) bei 11,9% der Patienten nachgewiesen
wurde. Als zweithaufigster Keim wurde Enterococcus faecalis (19,4%) identifiziert,
gefolgt von Koagulase-negativen Staphylokokken (16,4%). Auf3erdem wurden Escheria
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coli (6,0%) und Streptokokken (4,5%) isoliert. Des Weiteren wurde je zweimal Proteus
mirabilis, Prevotella buccae, Bacteroides und Enterobacter und je einmal Yersinien,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium und Pseudomonas aeruginosa

nachgewiesen.

3.4. Status der explantierten entziindeten GefaBbypasse

Die bei der Operation routinemaRig exzidierten entziindeten Bypasse wurden im
Institut fur Pathologie des UKL auf bakterielle Besiedlungen, Entziindungszellen
(neutrophile  Granulozyten, Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen),
Abszedierungen, Nekrosen und Degenerationszeichen untersucht, um auch
histologisch den Beweis fir die klinisch aufféllige Bypassinfektion zu erbringen. Den
exzidierten Bypassen lagen 64 alloplastische Gefal3prothesen und drei autologe
Venenbypédsse zu Grunde. Die Explantation der infizierten Bypasse erfolgte im
Durchschnitt 44 Monate nach der primaren Rekonstruktion. Bei der histologischen
Untersuchung des alloplastischen Prothesenmaterials lag bei 60 Patienten eindeutig
eine tiefe Gefalprotheseninfektion mit Anastomosenbeteiligung (Grad 3 nach Szylagi
bzw. Stadium Il oder lll nach Zihlke und Harnol3; siehe Tabelle 2 und 3) vor. Bei vier
Gefal3prothesen konnten keine eindeutigen mikroskopischen Entziindungszeichen
(Durchsetzung mit neutrophilen Granulozyten, Gewebsnekrosen, Mikroabszesse)
nachgewiesen werden. Alle entfernten Venenbypasse zeigten makroskopische und
mikroskopische Zeichen einer Infektion. Ein Beispiel fir eine makroskopisch eindeutig
als entzundet zu charakterisierende Geféal3prothese mit eitrigen und nekrotischen
Verédnderungen ist in Abb. 8 dargestellt.

| ‘aaemsguul

Abb. 8: Explantierte und infizierte aorto-femorale Gefal3prothese (Patient ID 41)
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3.5. Postoperativer Verlauf nach der Transplantation

Die postoperative Verlaufskontrolle nach Erhalt des humanen Allotransplantates
erfolgte nach der Entlassung der Patienten routinemaflig im Zuge der ambulanten
Sprechstunde fur Gefalitransplantierte. Dort fanden regelméaRig klinische und
Farbduplex-sonographische Untersuchungen statt. Im Bedarfsfall wurden diese durch
CT-, MRT- und PET-Untersuchungen erganzt. Im Falle einer Ausheilung der Infektion
wurde zum Transplantaterhalt drei bis vier Wochen nach Transplantation eine niedrig
dosierte immunsuppressive Therapie eingeleitet. Als Medikament wurde Sirolimus
(Rapamune®) oder Tacrolimus (Prograf®) verwendet. Der angestrebte Serumspiegel
der Immunsuppressiva lag jeweils bei 5 ng/ml. Zur Kontrolle erfolgten entsprechende
routinemafige Laborabnahmen von Blutseren. In etwa einjahrigen Abstdnden wurden
Blutseren der Gefaltransplantat-Empfanger im HLA-Labor des Universitatsklinikums
Halle (UKH) auf eine anti-HLA Antikdrperbildung untersucht, um gegebenenfalls eine
vorhandene humorale Immunantwort im Empfangerorganismus nachzuweisen. Bei
Transplantatthrombosen oder Pseudoaneurysmen wurden im Rahmen der
notwendigen Revisionsoperationen ebenso wie nach Amputationen routinemafig
Biopsien dieser Transplantate (n=16) gesichert, um therapiepflichtige pathologische
Veranderungen wie Entzindungen oder Abstof3ungsreaktionen histologisch zu
Uberprifen. Diese Untersuchungen wurden vom Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Leipzig durchgefiihrt. Die Nachbeobachtungszeit dieser Studie
endete am 28.02.2010.

3.6. Gerate und Reagenzien

3.6.1. Verwendete Komplettsysteme / KITS

B-SCREEN® (anti-HLA Klasse I GTI®Diagnostics, Inc., Waukesha, WI, USA
Antikorper Screening-ELISA)

DynaChip® HLA Antibody Analysis/ Invitrogen™/LifeTechnologies ™,

Screening Plus (anti-HLA Klasse 1 und Il Bromborough, UK

Antikorper Spezifizierungsassay)

LIFECODES® Class I ID (anti-HLA Klasse Immucor Transplant Diagnostics, Inc.,
| Antikorper Spezifizierungsassay) Stamford, CT, USA

LIFECODES® Class Il IDv2 (anti-HLA Immucor Transplant Diagnostics, Inc.,
Klasse Il Antikdrper Spezifizierungsassay) Stamford, CT, USA

QUIKSCREEN® (anti-HLA Klasse | GTI®Diagnostics, Inc., Waukesha, W1, USA
Antikodrper Screening-ELISA)
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3.6.2. Verwendete Gerate
Dynachip®HLA Antibody Analysis
Software and Processor
ELISA-Reader MRX Il
Fluoreszenzmikroskop

Hamilton Einkanal-Spritze (1pl)
Hamilton 6-Kanal-Kamm (2ul und 5pl)
Luminex100™[S
Multikanalpipette

Pipetten 10-100 pl, 100-1000l
Vakuumpumpe

Rotationsplatform

Zentrifuge 5810 R

3.6.3. Verwendete Reagenzien

B-SCREEN® Anti-Human IgG Konjugat

(Sekundéarantikorper)
B-SCREEN® Negativ- und
Postivkontrollserum

B-SCREEN® PNPP-Substrat
B-SCREEN® Stopplésung
B-SCREEN® Substratpuffer
B-SCREEN® Tris(hydroximethyl)-
aminomethan [Tris]

B-SCREEN® Verdiinnungslésung
DynaChip® Detektionsantikdrper
DynaChip® Negativ- und
Postivkontrollserum

DynaChip® Verdinnungslosung
DynaChip® Waschpuffer
LIFECODES® Class | ID
Anti-Human IgG Konjugat
LIFECODES® Class | ID

Class I-HLA Beads
LIFECODES® Class | Negativ- und

Postivkontrollserum

Invitrogen™, Bromborough, UK

Dynex Technologies, Chantilly, VA, USA
Olympus bzw. Zeiss

ESSLAB, Essex, UK

ESSLAB

Qiagen GmbH, Hilden, BRD

Brand GmbH und Co, Wertheim, BRD
Eppendorf GmbH

VWR International GmbH, Darmstadt, BRD

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, BRD

Eppendorf GmbH, Hamburg, BRD

GTI®Diagnostics, Inc.

GTI®Diagnostics, Inc.

GTI®Diagnostics, Inc.
GTI®Diagnostics, Inc.
GTI®Diagnostics, Inc.
GTI®Diagnostics, Inc.

GTI®Diagnostics, Inc.

Invitrogen™

Invitrogen™

Invitrogen™

Invitrogen™

Immucor Transplant Diagnostics, Inc.

Immucor Transplant Diagnostics, Inc.

Immucor Transplant Diagnostics, Inc.

27



LIFECODES® Class | ID Immucor Transplant Diagnostics, Inc.
Verdunnungslésung

LIFECODES® Class | ID Waschpuffer Immucor Transplant Diagnostics, Inc.
LIFECODES® Class Il IDv2 Immucor Transplant Diagnostics, Inc.
Anti-Human 1gG Konjugat

LIFECODES® Class Il IDv2 Immucor Transplant Diagnostics, Inc.
Class II-HLA Beads

LIFECODES® Class Il IDv2 Negativ- und  Immucor Transplant Diagnostics, Inc.
Postivkontrollserum

LIFECODES® Class Il IDv2 Immucor Transplant Diagnostics, Inc.
Verdinnungslésung

LIFECODES® Class Il IDv2 Waschpuffer  Immucor Transplant Diagnostics, Inc.

LiquiChip™ Calibration Bead Kit Qiagen GmbH, Hilden, BRD
QUIKSCREEN® Anti-Human IgG Konjugat GTI®Diagnostics, Inc.
QUIKSCREEN® Negativ- und GTI®Diagnostics, Inc.
Postivkontrollserum

QUIKSCREEN® PNPP-Substrat GTI®Diagnostics, Inc.
QUIKSCREEN® Stopplésung GTI®Diagnostics, Inc.
QUIKSCREEN® Substratpuffer GTI®Diagnostics, Inc.
QUIKSCREEN® Tris(hydroximethyl)- GTI®Diagnostics, Inc.
aminomethan [Tris]

QUIKSCREEN® Verdiinnungslésung GTI®Diagnostics, Inc.

3.7. Methoden

Alle Testsysteme wurden den Instruktionen der Hersteller entsprechend benutzt.

3.7.1. QUIKSCREEN® (anti-HLA Klasse I) und B-SCREEN® (anti-HLA Klasse II)
ELISA zum Nachweis von anti-HLA-Antikorpern

Funktionsprinzip

Unter Verwendung beider Screening-ELISA Systeme (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) werden zytotoxische und nicht-zytotoxische anti-HLA Antikdrper gegen
HLA-Klasse |- (QUIKSCREEN®) oder HLA-Klasse II- (B-SCREEN®) Antigene
nachgewiesen. Dabei binden die im Patientenserum vorliegenden anti-HLA Antikdrper
an vorher in den Vertiefungen immobilisierte HLA-Klasse I- oder IlI-Antigene. Die so
gebundenen primaren Antikérper aus dem Patientenserum werden durch sogenannte
Sekundarantikorper (anti-human 1gG Antikérper) gebunden, welche mit alkalischer

Phosphatase konjugiert sind.
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Durch Zugabe des Substrates PNPP (Paranitrophenylphosphat) kommt es im Falle
gebundener Primar- und Enzym-konjugierter Sekundarantikérper zu einer
Farbreaktion, die photometrisch vermessen wird.

Im QUIKSCREEN®-ELISA liegen als Festphasen-immobilisierte Antigene aufgereinigte
HLA Klasse I-Molekile vor, die aus Thrombozyten von Blutspendern isoliert wurden; im
B-SCREEN®-ELISA sind aufgereinigte HLA Klasse Il-Antigene als Isolate aus EBV-
transformierten B-lymphozytaren Zelllinien immobilisiert. In diesem Test kdnnen bei
Verwendung des entsprechenden Sekundarantikdrpers (anti-lgG/-M/-A) sowohl anti-
HLA Antikérper der Isotypen IgG als auch IgM- und IgA-Isotypen nachgewiesen
werden. Eine Bestimmung der Spezifitaten der anti-HLA  Antikorper
(Antikorperdifferenzierung) ist in beiden Screening-Testsystemen nicht moglich. Diese
Testsysteme flhren nur zu einer qualitativen Aussage (,ja/nein—Antwort®), da in einer
Kavitat das gesamte Spektrum der HLA-Klasse |- bzw. Klasse II-Antigene in
immobilisierter Form vorliegt.

Folglich muss fir die gegebenenfalls gewinschte Identifizierung der Antikdrper-

spezifitaten ein weiterer Assay (Spezifizierungsassay) durchgefiihrt werden.

Durchfihrung

Alle Reaktionen erfolgen im Doppelansatz. Entsprechend der Anzahl der zu unter-
suchenden Patientenproben plus Negativ- und Positivkontrolle werden die ELISA-
Strips in einem entsprechenden Halterahmen fixiert. Nach einem initialen
Waschvorgang der verwendeten Kavitaten (Wells) werden die Proben entsprechend
den Herstellervorgaben mit einer Verdinnungsldsung gemischt und nachfolgend fir 30
Minuten in den entsprechenden Kavitaten bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit erfolgt die
Bindung von anti-HLA Antikorpern aus den Patientenseren auf den immobilisierten HLA
Antigenen. Nach drei Waschschritten mit jeweils 300uL Waschlosung erfolgt eine
halbstiindige Inkubation mit 50uL anti-human 1gG/-M/-A Sekundérantikorper, der mit
alkalischer Phosphatase konjugiert ist. Die Proben werden durch Aspiration vorsichtig
entfernt, bevor wieder drei Waschvorgange mit 300uL Waschlosung durchgefihrt
werden. Das PNPP-Substrat wird im Verhéltnis 1:100 mit Substratpuffer verdinnt,
bevor die Zugabe in die verwendeten Vertiefungen erfolgt. Die Verwendung von PNPP
sollte lichtgeschitzt und bei einer konstanten Raumtemperatur (22-25°C) erfolgen.
Nach erneuter 10-minitiger Inkubation wird die Reaktion in jeder Kavitat durch Zugabe

von 100pL Stopplésung beendet.
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Analyse

Im Fall einer Bindung von anti-HLA Antikérpern aus den Patienten- bzw. Probenseren
kommt es zu einer Farbreaktion, die im ELISA-Reader gemessen wird. Die Reaktion
wird als positiv gewertet, wenn die Extinktionswerte mindestens zweimal so stark wie
die Werte der Negativkontrollen ausfallen. Diese Screeningsysteme geben eine initiale
Auskunft Gber das generelle Vorhandensein von anti-HLA Antikdrpern. Im Falle einer
positiven Reaktion erfolgt die weitere Differenzierung/ Spezifizierung mittels Dynachip-
oder Luminex-basierender anti-HLA Antikdrper Spezifizierungassays. Die Ergebnisse
der pré- und postoperativen ELISA-Secreenings sind in Tabelle 9 dargestellt.

3.7.2. Luminex™-Technologie zur Identifizierung und Spezifizierung einer
AntikOrper-vermittelten anti-HLA Immunantwort

Funktionsprinzip

Die Technologie des Luminex Spezifizierungsassays beruht auf dem Prinzip der
Fluoreszenzmessung von Zellen oder Mikropartikeln nach ihrer direkten Kopplung an
Fluoreszenzfarbstoffe  oder ihrer Markierung mit Antikérpern, an die
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt wurden. Als Tragermaterial fur die Analyte dienen im
vorliegenden Fall mikroskopisch kleine Polystyrolpartikel, sogenannte Mikrosphéaren
oder ,Microbeads“ (Abb.9 und 11). Diese sind mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenz-
farbstoffen markiert, die Licht im roten und infraroten Wellenldngenbereich emittieren.
Die Kombination dieser beiden Farbstoffe in jeweils zehn verschiedenen
Farbcodierungen fuhrt zu 100 spektral unterscheidbaren Varianten zwischen Rot und
Infrarot (Abb. 10). Jede der 100 ,Beadgruppen® kann somit individuell erkannt und zur
Quantifizierung/Analyse eines definierten Analytes genutzt werden, indem sie von zwei
Lasern einzeln beleuchtet wird. Ein roter Laserstrahl regt die Farbstoffmischung in den
Beads an (633nm) und dient der Klassifizierung der Mikrosphéaren, wéhrend ein griiner
Laserstrahl (532nm) den an die Oberfliche der Beads gebundenen Fluoreszenz-
farbstoff anregt und dem quantitativen Nachweis der gebundenen Detektionsmolekile
dient. Auf der Oberflache eines Mikrotragerpartikels wird individuell Nachweismaterial
gebunden, welches im Falle der Gefal3transplantation ein Protein (Antigen oder
Antikorper) ist [Abb. 9].
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roter Laser anti-HLA Antikorper griiner Laser

Luminex Beads (Patientenserum)
63?h\ HL A-Antigene
532 nm
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Phycoervtivin
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Abb.9: Schema des Luminex™ -Assay fur die anti-HLA Antikorperdetektion

Somit kann das technische Prinzip der Luminex-Analyse unter Verwendung von auf
den Beads immobilisierten HLA Antigenen fir den Nachweis von transplantat-
spezifischen anti-HLA Antikoérpern (Luminex-basierender anti-HLA Spezifizierungs-

assay) benutzt werden.

Mit dem priméren Lasersystem (rot) wird nun jede einzelne Tragerkugel dem auf ihr
fixierten Analyt zugeordnet. Mit dem zweiten Lasersystem (griin) erfolgt der Nachweis
einer Antikdrperbindung auf einem Bead (Abb. 9 und 10). So kann eine Computer-
gesteuerte Analyse mdoglicher Antikérperbindungen durchgefiihrt werden und ein
Nachweis von Gefal3transplantat-spezifischen anti-HLA Antikorpern erfolgen (Abb. 11).

Analysegerat

griner Laser Bead mit gebundenem

anti-HLA Antikorper

{}

roter Laser

Abb. 10: Luminex™ -Zwei-Laser-System zur Spezifizierung der anti-HLA Antikorper
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Durchfihrung

Das verwendete Versuchskit fur die Detektion von anti-HLA Klasse | (LIFECODES®
Class | ID) und Klasse II-Antikorpern (LIFECODES® Class Il IDv2) mit der
Luminextechnologie bedient sich einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen. Zunéchst
erfolgt zur initialen Befeuchtung der Kavitaten eine Waschung mit jeweils 100l
destilliertem Wasser, welches nach drei Minuten mit der Vakuumpumpe wieder entfernt
wird. Die LIFECODES HLA-Beads werden vor der Verwendung fir 30 Sekunden bei
600xg zentrifugiert und anschlieBend fiur eine Minute mittels Vortexapparatur
resuspendiert. Nach Zugabe von 40ul Waschpuffer in die Kavitaten werden die
Patientenseren oder Kontrollseren diesen Kavitaten zugefugt und gemischt. Im
Anschluss werden in jede Vertiefung 5ul der HLA-Beads (Klasse | oder Il) pipettiert und
inkubiert. Die Mikrotiterplatte wird fir eine halbe Stunde zur Inkubation der Seren auf
die Rotationsplatform (200 Rotationen/min.) gestellt. Im Anschlufd wird jeweils 5ul Anti-
Human IgG Konjugat hinzugegeben, welches vorher mit je 45ul Waschpuffer verdinnt
wurde. Nach 30-mindtiger Inkubationszeit werden die Testseren mit 100ul Waschpuffer
verdinnt und durch langsame Aspiration wieder entfernt. Es folgen drei
Waschvorgdnge mit jeweils 250ul Waschpuffer. Bei den Waschungen werden die
Proben kurz resuspendiert (Vortexapparatur) und fur finf Minuten bei 1300xg
zentrifugiert, bevor der Waschpuffer durch Ausklopfen oder Absaugen mittels
Vakuumpumpe entfernt wird. Im nadchsten Schritt werden erneut 50ul verdinntes
Konzentrat (Anti-Human IgG Konjugat 1:10 mit Waschpuffer verdinnt) in jede Kavitat
gegeben und nachfolgend die Mikrotiterplatte fir 5 Minuten bei 200 Rotationen/min.
bewegt. Es folgt erneut eine Inkubationszeit von 30 Minuten, bevor die Testseren im
Luminex-Gerat analysiert werden koénnen. Zur weiteren Verdunnung der Bead-
Suspension werden nochmals 150ul Waschpuffer mit der Pipette in jede Vertiefung
pipettiert. Wahrend der Inkubationszeiten sollten die Proben aufgrund der
Ausbleichgefahr der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe (sogenanntes Fading)

lichtgeschitzt gelagert werden.

Analyse

Die Messungen wurden vollautomatisch mit der Software des Luminex100™IS (One
Lambda, INC.) ausgewertet. Die Analyse der AntikOrperspezifitaten der
gefal3transplantierten Patienten erfolgte entsprechend den Anleitungen des Herstellers.
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse fir die Serumanalysen ist in Tabelle 8

dargestellt.
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Abb. 11: Set von max. 100 Beads mit individueller Farbkodierung zur Detektion der

Mikrospharen im roten bis infraroten Wellenlangenbereich.

3.7.3. Dynachip™ Analyse zur anti-HLA Antikorper Spezifizierung und Festlegung
des anti-HLA Antikdrper Reaktionspanels (Panel-Reactive-Antibodies/PRA%)
Funktionsprinzip

Der auf dem Funktionsprinzip eines ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)
basierende Microchip Assay wird analog zur Luminex-Technologie fiir die Detektion
und Spezifizierung von anti-HLA Klasse I- und ll-Antikdrpern verwendet. Auf einem
Miniatur-Glasobjekttrager (Chip) sind Festphasen-gebundene HLA Antigene als
sogenannte ,Spots” fixiert (Abb. 9). Pro Objekttrager sind 96 Spots mit HLA Klasse |-
Antigenen und 42 Spots mit HLA Klasse Il- Antigenen jeweils einer einzelnen Person
belegt. Damit enthélt ein HLA Klasse | Antigenspot die HLA-A, -B und -C Antigene einer
Person, ein HLA Klasse llI-Antigenspot enthalt die HLA-DR und -DQ Antigene einer
Person. Kombinatorisch ist es bei einem nicht zu hohen Immunisierungsgrad (PRA-
Wert in %) moglich, die Antikdrper-Einzelspezifitdten der Seren der untersuchten
Patienten zu identifizieren. Als sogenannte externe Kontrollen werden auf jeden
Objekttrager humane Kontrollseren mit definierten anti-HLA Antikdrpern (1. Kontrolle:
anti-HLA A2 + anti-HLA B17, 2. Kontrolle: anti-HLA A9) als Positivkontrollen mitgefuhrt.
Zusatzliche sogenannte ,interne Kontrollen sind fur die Assayvalidierung notwendig.
Dazu gehoren i) der ,Biotin-Marker“-Spot zur Validierung der Substratreaktion, ii) der
,<anti-Human-1gG“-Spot zur Validierung einer tatsachlich erfolgten Serumzugabe, iii) der
,2Human-IgG*-Spot zur Validierung der Funktionalitdt des Detektionskomplexes (siehe
unten) und iv) der ,32-Mikroglobulin“-Spot zum Nachweis unspezifischer Reaktionen

(hervorgerufen z.B. durch Immunkomplexe).
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Durchfihrung

Die Seren wurden zuerst durch eine relativ hochtourige Zentrifugation (10,000xg fir 10
min) von Aggregaten und Lipidkomplexen befreit, bevor sie mit Verdinnungslosung
(Sample Diluent) verdiinnt wurden. Zuerst wurden die Proben den Herstellerangaben
entsprechend in einer 1:12 Verdinnung getestet. Bei erwarteten sehr hohen anti-HLA
Antikorpertitern wird eine starkere Verdiinnung empfohlen. Die 8er-Mikrotiterstreifen
mit den darin fixierten Chips (Abb. 9) werden in einem 96er Halterahmen
zusammengefigt und dann in der DynaChip®-Apparatur platziert. Zusatzlich werden
Verdunnungspuffer, eine gebrauchsfertige Sekundarantikorperlosung und die
Substratlésung in die dafir vorgesehenen Geféalle des Gerates gefillt. Die durch das
System festgelegte vollautomatische Abarbeitung der Serumproben besteht aus
folgenden Schritten: i) Inkubation der Chips mit den verdinnten primaren
Serumproben, wodurch die gegebenenfalls vorhandenen anti-HLA Antikorper an die
HLA-Antigene binden. i) Zugabe eines Meerrettichperoxidase-konjugierten
Sekundarantikorperkomplexes zum Nachweis gebundener primarer anti-HLA
Antikorper. Dieser wurde zuvor in einer eigenen Modifikation des Verfahrens mit
Peroxidase-konjugiertem  Streptavidin  inkubiert, um den Detektionskomplex
herzustellen. iii) Zugabe von Tetramethylbenzidin (TMB) als durch das Enzym
Peroxidase umgesetztes Substrat in einer Loésung. Im Falle einer Bindung von anti-HLA
Antikorpern erfolgt somit eine sich niederschlagende (prazipitierende) Blaufarbung auf
den entsprechenden HLA Antigenspots. Den letzten Schritt stellt die photometrische
Analyse der einzelnen Antigenspots dar. Ein Probendurchlauf bendtigt etwa vier

Stunden.
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Abb. 9: Im Napf einer Mikrotiterplatte positioniertes DynaChip-Tragerglaschen (links)
und Aufnahme eines vergroRerten Chips unter Darstellung der Einzelspots (rechts)
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Analyse

Die Computersoftware liefert eine automatische Auswertung, die allerdings Uberprift
und gegebenenfalls manuell korrigiert werden kann. Durch verschiedene
Reaktionsintensitdten und die resultierenden Farbgraduierungen kénnen die
Antikorperspezifitaten ausgelesen und bestimmt werden. Eine Differenzierung
Gefaldtransplantat-spezifischer Antikdrperbildungen bei den Empfangern wurde so
ermoglicht (Tabelle 8). Das Programm berechnet sowohl fir die anti-HLA Klasse I- als
auch die anti-HLA Klasse II-Antikdrper die Panelreaktivitaten. Bei diesen handelt es
sich jeweils um Prozentangaben Panel-Reaktiver Antikérper unter Beriicksichtigung
der Frequenz der einzelnen Antigene in der européischen Population. Beim Nachweis
von anti-HLA Antikdrpern wird mit der Festlegung des PRA-Wertes folglich die
prozentuale Wahrscheinlichkeit angegeben, mit der in Abhangigkeit von der Haufigkeit
der entsprechenden HLA Antigene ein Kreuztest (Nachweis von Spender-spezifischen
anti-HLA Antikérpern) ein ,positives” Resultat aufweist. Mit dem positiven Ergebnis
eines prospektiven Kreuztestes liegt bei der Vorbereitung der Transplantation eines

soliden Organes eine klare Kontraindikation fiir diesen Eingriff vor.
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4. Ergebnisse

4.1. Der klinische Verlauf nach den Gefalitransplantationen

4.1.1. Heilungsrate und Therapieversagen der allogenen Gefaldtransplantationen
Bei 56 Patienten (84%) konnte eine suffiziente Durchblutung und Heilung des
infizierten Prothesenlagers erreicht werden. Bei 11 Patienten (16%) flhrte die
Behandlung nicht zu einem Erfolg Uber die gesamte Nachbeobachtungsphase. Neun
Patienten (13,4%) mussten sich im Rahmen der Grunderkrankung in der
Nachbeobachtungsphase einer Amputation des Beines mit der ehemals infizierten
Gefal3prothese unterziehen (Tabelle 7). Zwei Patienten hatten in der
Nachbeobachtungszeit TransplantatverschlifRe (ID16 nach 96,9 Monaten und ID38
nach 3,4 Monaten, siehe Tabelle 7), weshalb die Transplantate entfernt und durch neue
GefalRbypéasse ersetzt werden mussten. Es wurden sechs Oberschenkelamputationen
und vier Unterschenkelamputationen durchgefuhrt. Finf Amputationen mussten
aufgrund von arteriosklerotischen oder thrombembolischen Transplantatverschliissen
durchgefihrt werden (ID 2, 5, 8, 38, 43). FUnf Beinamputationen mussten wegen
fortgeschrittenen Weichteilinfektionen vorgenommen werden, da trotz Implantation der
initial keimfreien allogenen Arterientransplantate und mehrfacher Revisionen unter
Verabreichung einer Langzeitantibiose keine Heilung zu erreichen war (ID 7, 19, 25, 34
und 58). Eine peristierende Infektion ohne Heilung nach Implantation der Prothese
wurde versucht durch den Ausbau des Transplantates und Anlage eines neuen
GefalRbypasses zu kurieren (ID 53). Somit ergab sich eine Reinfektion/persistierende
Infektion bei insgesamt 6/67 Patienten (9% der Patienten). Bei zwei Amputationen
aufgrund von persistierenden Weichteilinfektionen am distalen Ende des
Transplantates endete die Nachbeobachtungszeit der implantierten Gefal3e nicht nach
der Amputation, da diese aufgrund ihrer Lokalisation nicht reseziert wurden und auch
nach der Transplantation funktionsfahig waren (ID 34 und 58). Eine Amputation im
Ausstromgebiet des Transplantates musste aufgrund des thrombotischen Verschlusses
einer schon vorher implantierten Plastikprothese distal des Arterientransplantates
durchgefuhrt werden (ID 51).

4.1.2. Auftreten operationsspezifischer Komplikationen, die nach den
Gefaltransplantationen zu beobachten waren

Eine intraarterielle Thrombosierung der verpflanzten Transplantate wurde bei zwolf
Patienten (17,9%) beobachtet, womit sie die haufigste Komplikation darstellte. Dabei
waren einmalige Bypassverschliisse bis zu maximal funf Rezidivthrombosen in den
GeféalRen zu beobachten und zu behandeln (Tabelle 7). Insgesamt mussten bei allen

Patienten wahrend der gesamten Nachbeobachtungsphase 25 Thrombektomien

36



urau v (T=U) 1 urau - IN|YasIaA 6'69 €002°L0Gc 9T
ureu ueu uBu €002°20°0€ poL 0'C €002°'S0°0€ GT
urau ureu ursu 9002°'90°2T poL e'/€ €00Z°'S0°6T T
ursu ureu uBu 9002°2T'TE poL 7'y €002'S0'80 €T
uau ureu uBu 0T0Z'TO'9T poL 8'T8 €002'70'82 ZT
urau (T=u) 1 urau - apuaualpns 0's8 €002°€0°90 1T
uau urau urBu 9002'90°22 poL z'ov €002'€0€0 0T
urau (z=u) 1 urau - apuauaIpnls €'98 €002'T0°22 6
¥002°20'¥T (e=u) L urau ¥002°€0°'22 YNIYISIBA 9'/T 2002'60°S0 8
2002°2TLT urau ef - uonajul v'e 200Z'60°S0 L
uBu ureu uBu G00Z°€0'80 poL 6'GE 2002°€0'92 9
2002'90°70 a'(y=u) L urau - YN|YISIDA L'€e 2002'20°'S2 S
ulBu ursu uisu - spususipns 1°90T TO0C90°ET 14
ursu ueu uBu 2002°'S0°'80 poL €€t T00Z'70°€0 €
€002°TT'92 vd ‘(T=u) L usu €002°2T'TT poL 6'9€ 000Z'TT'82 z
urau (T=u) L UE 8002'90°0T poL 6'T6 0002'TT'€2 T
co_u.mSQE,Q coco_u.mv___arcov_ X1 uoiajul pPoL QD->>O__OH_ 9pu3 punio Awu.mco_\/_v QD->>O__OH_ wnyed-x.14 al

sajejue|dsuel] sap Bunbijivlag Hw uoBUIBY X1 UOIYBJU| ‘ZUBIZINSUI

-uasowolseuy Jaule punibine BumnjqyoeN abnyolidsuoisinal ;g ‘fewsAinaueieiue|dsuel] v ‘ewsAinaueopnasd sabnyoljdsuonyasal vd
yejue|dsuel] wi uasoquwioly ] Jaj|aldLe punibine uaiwopaquoly] Jabipuamiou [yezuy ;| ‘soreiue|dsuel] sap uauonexijdwoy spualaine
wnesazsbunydsegoaqyoeN wi :usuoneyidwoy ‘siabejuasayloidge}as sap uonyaju| aseq|idyun :uonyaju| ‘sarelue|dsuengelas) usuaboje
SO SSN|YISISA JBYISNOquIOIY L SSNJYISIBA ‘UsleUO\ Ul wnenlazsbuniyoeqoaqyaeN :(sreuoly) dn mojjo4 ‘wniepsuoneiuejdsuel] wnyeqg-x.1

a1eiue|dsuengeles usuabolfe Jap apunjag ayasibojoyred pun uauolyeyijdwoy| ‘aIneIaA ayasiuly 2 ajjaqel

37



uisu ulsu uisu - spususipnls T'9¢ L00C’€0CT v

utau 4 uiau - |spususlipns Ty 900C°0T'IT 6€

IEY usu uisu - |spususlipns z'sy 9002°€0'9T LE

uisu usu usu L00C°TT'TO poL 0'6e S00C°0T'TIT GE

uiau usu uisu - spususipnis 9'/§ G00¢'90'90 €e

uiau usu uisu - spususIpnis €09 G00¢'€0'8T 1€

uisu S| uisu 800¢'S'TE poL s'ov S00C'10°'T€ 6¢

38

uisu uisu uisu ¥00¢'¢T°0T poL 9'0 ¥00¢'1T°¢C LC

¥00C'0T'v1 vd uisu ¥00¢'¢T L0 uomsju| 9'7 700¢'80°9¢ 514

uisu uisu uisu ¥00¢'80°0€ poL 0T ¥00¢'L0°0¢E €¢

utau q usu - spususlIpnis 0'cL ¥00¢°€0°TO Tc

€00¢°0T'8¢ uisu el €00¢'1T20 uomsju| Z'o €00c0T¢¢ 6T

uisu uisu uisu €00¢'60°9T poLl 8'o €00¢'80°¢c LT

alelue|dsuegela uauabole Jap apunjag ayosibojoyred pun usuoieyijdwoy ‘ajneiaA ayoasiulpy /2 ajjeqel Bunziasiio4



usu usu usu - spususipns 9'c 600C°CT'1T 19

uisu ulsu VIETV - spususipnis 8L 600¢°L0°'60 G99

usu usu usu - apusualipms 00T 6002°S0'70 €9

usu usu usu - apusualipms gt 6002°20°€C T9

usu usu usu - apusualipms 6'9T 8002°0T'0T 65

uisu uisu uisu 800¢'IT'T¢ poLl v'T 800¢'0T'60 LS

uiau ulsu ulsu - spuausipnis 8'8T 800¢'80'VT qS

39

uisu (z=u) L el - uomau| z'c 8002°L0°€0 €5

8002°,0°20 uisu uisu - apuaualpms 5'ze 8002¥0'GZ 1S

urau uau ulsu - spuausIpnis 0'ee 800¢'¥0°60 514

uau usu usu - spususipns v'Le L00C'TT'8¢ Ly

uiau ulsu usu - spususipnis §'6¢ L002°60'9¢ 1%

800¢'10'9T G=u) 1 uisu 800¢'0T'0¢ YNIYIsIan v'GT L00C’¥0'9¢ 1914

alelue|dsuelisielas usuabole Jap apunjag ayosibojoyred pun usuoneyijdwoy ‘ainejiaA ayoasiuly /2 ajjeqel Bunziasiio4



durchgefuhrt werden. Bei vier Patienten endeten die erfolglosen Versuche der
Rekanalisation in einer Amputation (Tabelle 7), die anderen thrombotisierten
Transplantate konnten durch interventionelle oder operative Therapie wieder er6ffnet
werden. Drei Patienten (ID 7, 19, 53) erlitten im postoperativen Verlauf eine Infektion
des implantierten arteriellen Transplantates, was bei zwei Patienten zur Amputation
fuhrte (ID 7 und 19) [Tab. 7]. Ein Transplantat bildete 5,6 Jahre nach der Implantation
multiple Transplantataneurysmen und musste entfernt werden (ID 16, Tab. 7).
AulBerdem kam es postoperativ zu vier Pseudoaneurysmabildungen (5,9%). In sechs
Fallen fand postoperativ eine Revision zur Blutstilung aufgrund von
Anastomosenblutungen statt. Drei Patienten entwickelten im weiteren Verlauf eine
Lymphozele, von denen zwei punktiert und eine reseziert wurden. Die Notwendigkeit
von Wundrevisionen war bei zehn Patienten gegeben. Eine Ubersicht ber alle

Komplikationen im postoperativen Verlauf ist in Tabelle 7 dargestellt.

4.1.3. Analyse der Mortalitat der Patienten

Von der ersten Transplantation am 23.11.2000 bis zum Ende der Nachbeobachtungs-
phase am 28.02.2010 verstarben insgesamt 31 Patienten (46,3%). Die 30-Tage-
Letalitat lag bei 9,0% (sechs Patienten), die Spatletalitat (>30 Tage postoperativ) bei
37,3%. Kein Patient verstarb wahrend der Operation, und bei keinem Patienten
verursachte eine Komplikation, bedingt durch die Operation oder das Transplantat den
Tod. Insgesamt 14 Patienten verstarben durch ein kardiales Geschehen, davon elf
Patienten an einer chronischen Herzinsuffizienz und drei an einem akuten
Myokardinfarkt. Weitere flinf Studienteilnehmer erlitten ein Multiorganversagen, wovon
zwei septisch waren (ID 17 und 19). Diese Patienten sind die einzigen Teilnehmer der
der gesamten Kohorte, die vermutlich im Rahmen der Gefal3bypassoperation an einem
septischen Geschehen verstorben sind. Das Transplantat ID 19 wurde zwar von der
Entziindung des perivaskularen Entzindungsgeschehens erfasst, das Gefal war
jedoch zum Zeitpunkt des Todes intakt. Patient ID 17 verstarb an einer Kolitis mit
akutem Nierenversagen im Rahmen der Gefal3bypassoperation, eine histologische
Probe des Transplantates konnte hier nicht entnommen werden. Insgesamt vier
Patienten verstarben in der Folge eines metastasierten Karzinoms (Lunge n=3,
Pankreas n=1). Bei drei Patienten dieser Studie blieb der Grund des Todes unklar.
Insgesamt zwei Patienten verstarben an einem hamorrhagischen Schock bei akuter
Blutung. Eine Blutung trat peranal auf und war durch multiple erosive Angiodysplasien
bedingt, ein Patient starb an einem rupturierten inoperablen Aneurysma der
Bauchschlagader ohne Beteiligung des zuvor eingebauten Transplantates. Weitere

zwei Todesfalle der Studienteilnehmer waren durch ein akutes Nierenversagen und ein
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weiterer Todesfall durch eine Lungenarterienembolie bedingt. Im Durchschnitt konnten
die Patienten 28 Monate postoperativ beobachtet werden, die langste
Nachbeobachtungsphase umfasste mehr als acht Jahre (ID 4, Tabelle 7).
Transplantatassoziierte Todesfélle traten nicht auf.

4.2. Die postoperative humorale und zelluldre Immunantwort

4.2.1. Entwicklung einer humoralen anti-HLA Antikoérperreaktion der
gefalRtransplantierten Patienten

Von insgesamt 43 Patienten und (aufgrund der fiir einen Patienten vorgenommenen
Verwendung von zwei Allotransplantaten unterschiedlicher Spender) flr insgesamt 44
allogene GefalRtransplantate konnten die serologisch-immunologischen Empfanger-
daten vollstéandig erhoben werden. Eine Zusammenfassung dieser Daten findet sich in
Tabelle 8 und 9. Bei 40 Patienten (93,0%) waren vor der Transplantation,
nachgewiesen durch Verwendung der entsprechenden HLA-Screening ELISA
Testsysteme, keine anti-HLA Antikorper der Klassen | und Il nachweisbar (PRA=0%).
Drei Patienten (7%) wiesen bereits praoperativ anti-HLA Klasse |- und/oder II-
Antikérper auf. Der durchschnittliche prozentuale PRA-Wert lag bei den bereits
praoperativ immunisierten Patienten bei 48%, wobei sich virtuell, d.h. aus dem
Vergleich auf Ubereinstimmung der Antikérperspezifitaten der Empfanger mit den HLA-
Merkmalen der Spender keine praformierten Donor-spezifischen Antikdrper (DSA)
gegen die nachfolgend erhaltenen GefaR3transplantate nachweisen lieRen. Diese
préaoperativ nachweisbaren Antikdrper lieBen sich als Folgeerscheinung friherer
Transfusionen (ID 29 und ID 57) oder Schwangerschaften (ID 29 und ID 39) plausibel
begrinden. Im Gegensatz zu diesen Vorimmunisierungen zeigten nach der
Transplantation alle bis auf zwei Patienten (ID 18 und 46), das heil3t insgesamt 96%
der Patienten eine Immunreaktion mit Antikbrperbildung (siehe Tabelle 8 und 9). Fur
die Patienten der vorliegenden Arbeit wurden auferdem die préoperativ in keiner
Weise bertcksichtigten HLA-Merkmale von Spendergewebe und Empfanger
verglichen, um aus diesen Informationen in den Empféangern auftretende HLA-
spezifische Immunantworten abzuleiten. Konkret wurde fir jede Spender-Empfanger-
Kombination die sogenannte HLA A-B-DR-Mismatchformel generiert, die auch bei den
préoperativen Vorbereitungen zur Einschatzung des Transplantationsrisikos anderer
solider Organe (z.B. Niere) Anwendung findet. Dabei werden die Inkompatibilitaten
(Mismatche) der Genloci HLA-A und HLA-B der MHC-Klasse | und des Genlocus HLA-
DR der MHC-Klasse Il von Spender und Empfanger verglichen. Die kalkulierten HLA-

Mismatchformeln der geféaf3transplantierten Patienten sind in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9: Darstellung der HLA-Kompatibilitat von Spender und Empfanger unter
Verwendung der HLA A-B-DR Mismatchformel und Angabe der pra- und post-
operativen HLA-Panelreaktivitat als MalR des Immunisierungsgrades

pra-ELISA und pra-PRA: anti-HLA-Antikdrper Screen-ELISA-Resultat und maximale
anti-HLA Antikorper Panelreaktivitat vor der Transplantation;

HLA A-B-DR Mismatchformel: Angabe der HLA-Inkompatibilitéaten fur die HLA-Klasse |
Merkmale (HLA-A und -B) und das HLA-Klasse Il Merkmal (HLA-DR);

post-ELISA und post-PRA: anti-HLA-Antikorper Screen-ELISA-Resultat und maximale
anti-HLA Antikorper Panelreaktivitéat nach der Transplantation

pra- pra- HLA A-B-DR- post- post-
ID ELISA PRA Mismatchformel Mismatche  ELISA PRA
1 neg 0 2-2-1 5 pos 36
4 neg 0 2-1-1 4 pos 66
5 neg 0 1-0-2 3 pos 73
6 neg 0 2-2-0 4 pos 50
9 neg 0 1-2-1 4 pos 100
11 neg 0 1-2-2 5 pos 68
12 neg 0 1-1-2 4 pos 96
13 neg 0 1-1-1 3 pos 72
14 neg 0 1-0-1 2 pos 28
16 neg 0 1-1-2 4 pos 94
18 neg 0 0-0-0 0 neg 0
20 neg 0 0-2-1 3 pos 23
28 neg 0 2-2-1 5 pos 53
29 pos 20 2-1-1 4 pos 95
30 neg 0 0-2-2 4 pos 87
31 neg 0 1-2-2 5 pos 100
32 neg 0 2-1-0 3 pos 100
33 neg 0 2-2-2 6 pos 79
34 neg 0 1-2-0 3 pos 40
35 neg 0 2-2-1 5 pos 100
36 neg 0 1-1-1 3 pos 47
37 neg 0 0-2-2 4 pos 93
38 neg 0 0-1-2 3 pos 40
39 pos 48 2-2-2 6 pos 99
40 neg 0 1-2-2 5 pos 73
43 neg 0 2-1-1 4 pos 88
44 neg 0 2-2-2 6 pos 98
45 neg 0 2-1-2 5 pos 82
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Fortsetzung Tabelle 9: Darstellung der HLA-Kompatibilitat von Spender und
Empfanger unter Verwendung der HLA A-B-DR Mismatchformel und Angabe der

pra- und post-operativen HLA-Panelreaktivitat als Mal? des Immunisierungs-
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Die Anzahl der HLA-Mismatche reprasentiert die Wahrscheinlichkeit einer anti-HLA
Immunantwort. Resultierend aus dem ko-dominanten Erbgang der HLA-Merkmale
werden fir jeden beriicksichtigten Genort maximal zwei Punkte fir die in der Regel
heterozygot vorliegenden nicht kompatiblen HLA-Merkmale zugeteilt. Somit betragt die
maximale Punktzahl, die fir die unglinstigste Merkmalskombination von Spender und
Empféanger vergeben wird, sechs Punkte, repréasentiert durch die Formel: HLA A-B-DR:
2-2-2. Der bestmdglichen Kompatibilitat zwischen Spender und Empfanger (einer
sogenannten ,Full-House Spende®) flr die drei berucksichtigten Genloci liegt die
Mismatchformel HLA A-B-DR: 0-0-0 zu Grunde. Grundsétzlich gilt mit Ausnahme der
Leber fur alle transplantierten soliden Organe, dass mit zunehmendem Mismatchgrad
(d.h. abnehmender HLA-Kompatibilitét) die Wahrscheinlichkeit der fir das Transplantat
hochgradig schadlichen humoralen Rejektionsepisoden zunimmt und das statistische
Transplantatlberleben abnimmt.

Eine Klassifizierung der HLA-Kompatibilitat in Anlehnung an die Collaborative
Transplant Study der Universitat Heidelberg (Opelz und Mitarbeiter) flir weltweit
durchgefuhrte Transplantationen der Niere wurde in der Weise durchgefiihrt, dass ein
Mismatchgrad von 0-2 als gut zu bewerten ist (grine Darstellung, Tabelle 10).
Lediglich 4/44 Gefal3transplantierte (9%) [ID 14, 18, 46, 51] wurden folglich mit
optimalen oder guten HLA-Kompatibilititen transplantiert. Der durchschnittliche
maximale PRA-Wert betrug postoperativ bei diesen Patienten nur 21% (Tab. 9). Eine
mittlere HLA-Kompatibilitdt liegt mit drei inkompatiblen HLA-Genen vor (gelbe
Darstellung, siehe Tabelle 10). Nur eine ebenfalls relativ geringe Anzahl an
Gefaldtransplantationen (7/44 bzw. 16%) der Patienten [z.B. ID 5, 20, 36] wurden unter
diesen immunologischen Bedingungen der HLA-Kompatibilitdt durchgefihrt (Tab. 10).
Der maximale postoperative PRA-Wert lag bei diesen Transplantationen entsprechend
bei einem mafigen aber gegeniber der ,griinen Gruppe® deutlich erhéhten Wert von
durchschnittlich 56% (Tab. 9).

46



Tabelle 10: Verteilung der individuellen HLA A-B-DR Inkompatibilitaten (HLA-
Mismatche) unter den Spender/Empfangerkombinationen der Gefalitransplan-
tationen (n = 44) und dreistufige Klassifizierung der Transplantationen in
Abhéngigkeit von der Kompatibilitat der HLA-Merkmale

Dargestellt sind die prozentualen Anteile der hinsichtlich der HLA-Kompatibilitét optimal
bis gut (0-2 MM, grune Darstellung), mittelm&Rig (3 MM, gelbe Darstellung), bzw.
schlecht bis maximal inkompatibel (4-6 MM, rote Darstellung) transplantierten
Patienten.

Anzahl Mismatche | Anzahl vorgenommener TX je Klassifizierung der
Mismatch / Anzahl der Inkompatibilitaten,
GefaR-TX (gesamt) Anteil an Gesamt-TX (%)
B 7144

5 e 33/44275%

i 12/44
3 7/ 7/144216%
2 3/44

| oras 4/4429%

g 1/44

Dagegen wurden 33/44 Empfangern (75%) Gefalitransplantate (z.B. ID 4, 11, 39) mit
einem relativ schlechten bis maximal ungiinstigen Mismatchgrad von 4-6 (rote
Darstellung, Tab. 10) implantiert. Der durchschnittlich gemessene PRA-Wert bei den
niedrig kompatibel transplantierten Patienten war postoperativ mit Abstand am
hdchsten (PRA-Wert=83%, siehe Tabelle 9).

Aufgrund der immunologischen Zufallsauswahl ohne jede Beriicksichtigung von HLA-
Kompatibilitaten und dem hochgradigen Polymorphismus der HLA-Merkmale in einer

Zufallspopulation entsprechen die dargestellten Mismatch-Verhaltnisse transplantierter
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GefalRe (insbesondere ein Anteil von 75% schlecht bis sehr schlecht HLA-kompatibler
Transplantate) in vollem Umfang dem ungunstigen Erwartungswert.

Den schlechten immungenetischen Bedingungen dieser Transplantationen folgend,
wurden gegen insgesamt 39 der 44 allogenen Gefal3transplantate (89%) Donor-
spezifische Antikdrper im Empfangerorganismus gebildet, die der virtuellen Analyse
zufolge eindeutig als HLA-spezifisch und Spender-spezifisch zu klassifizieren waren
(Tab. 8). Screen-ELISA-Testungen der Uberragenden Mehrheit von 42 nachweisbaren
d.h. positiven anti-HLA  Antikorperreaktionen als Folge der allogenen
Gefaldtransplantation wurden durch positive PRA-Werte (von 23% bis 100%) der
Spezifizierungsassays unterstitzt (Tab. 9). Bei 26 der Gefaltransplantationen (59%)
konnte eine Donor-spezifische Antikdrperreaktion gegen die Spendermerkmale beider
HLA-Klassen nachgewiesen werden (Tab. 8). Der mittlere PRA-Wert betrug dabei 85%
(z.B. ID 16, 62, 28) [Tab. 9]. Bei neun Transplantationen (21%) wurden lediglich DSA
gegen die HLA-Merkmale der Klasse | (Tab. 8) mit einem durchschnittlich niedrigeren
PRA-Wert von 60% gebildet (z.B. ID 1, 34, 14) [Tab. 9]. In der Folge von vier
Gefaltransplantationen (9%) wurden hingegen nur DSA gegen die Merkmale der HLA-
Klasse Il des Spenders (Tab. 8) mit einem durchschnittichen PRA-Wert von 74%
nachgewiesen (ID 5, 11, 35, 51) [Tab. 9]. Bei drei Transplantationen (7%) [ID 6, 20 und
32] mit nachweisbarer anti-HLA-Antikdrperreaktion lieRen sich die
Antikorperspezifitditen nicht eindeutig bestimmen (durchschnittlicher PRA-Wert=58%)
[Tab. 8 und 9]. Bei diesen nicht eindeutig zu spezifizierenden, jedoch positiven
Antikorperreaktionen konnten und koénnen DSA allerdings nicht grundsatzlich
ausgeschlossen werden. Aufgrund des vorgenommenen Nachweises, dass die
Antikorperbildungen  eindeutig humorale Reaktionen gegen die allogenen
Gefaldtransplantate darstellen, ist auch bei diesen Patienten die Ausbildung von DSA
geradezu wahrscheinlich. Die Schwierigkeiten, die Bildung von DSA Uber eine virtuelle
Vertraglichkeitsprobe (virtueller Kreuztest) immer verlasslich herauszufinden, werden in
der Diskussion erneut aufgegriffen. Bei zwei Transplantationen (4%) [ID 18 und 46]
waren postoperativ grundsatzlich keine anti-HLA-Antikérper im Empfangerserum
nachweisbar, was sich sowohl in negativen Screen-ELISA Testungen zeigte als auch in
den auf Luminex-Spezifizierungsassays basierenden PRA-Werten von 0%
widerspiegelte. Erwartungsgeman war die Mismatchanzahl bei diesen Spendern gering
und die genetische Spender/Empfanger-Kombination somit zufélligerweise gut. Dabei
trat sogar eine ,Full House-Spende® auf [ID18] (Tab. 9), bei der ,erwartungsgemaf*
eine gegen das Transplantat gerichtete Immunreaktion ausgeblieben ist. An dieser
Stelle sei bemerkt, dass dieses Transplantat ab Implantationsdatum ohne jegliche

Komplikation insgesamt fur 6,5 Jahre bis zum Abschluss der Studie funktionstiichtig
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war. Bei der zweiten Transplantation ohne humorale Immunreaktion im
Empfangerorganismus handelt es sich um die Transplantation mit der ID 46, bei der
lediglich zwei HLA-Mismatche (MM-Formel auffihren) vorlagen. Dieses Transplantat
war ebenfalls komplikationslos mehr als 2 Jahre bis zum Studienende beobachtet
worden. Es zeigte sich, dass eine derartige als gut zu Kklassifizierende HLA-
Kompatibilitdt eine humorale Immunreaktion umgehen kann.

Die den einzelnen GefaRtransplantationen zu Grunde liegenden HLA-Antigene von
Empféanger und Spender und die spater gegen das Transplantat gerichteten anti-HLA
Antikorper sind in Tab. 8 dargestellt. Um die in dieser Arbeit aufgezeigte schlechte
transplantationsimmunologische Ausgangssituation durch praoperativ nicht auf
Kompatibilitat abgeglichenen HLA-Merkmale von Spendern und Empfangern der
allogenen Gefaltransplantate zu verdeutlichen, sind in Tabelle 9 die kalkulierten HLA
A-B-DR-Mismatchformeln mit den zugehdrigen pra- und postoperativen ELISA-
Testergebnissen und maximal gemessenen PRA-Werten der Gefaldtransplantationen

aufgezeigt. Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht iber die Haufigkeiten der Mismatche.

4.2.2. Histologische Analyse der entnommenen Gefalitransplantate auf zellulare
und humorale AbstoRungsreaktionen

Von 15 Transplantaten wurde wahrend des Nachbeobachtungszeitraums eine
Probeexzision des allogenen GefaRes zur Uberprifung von AbstoRungsreaktionen
oder Entziindungsvorgénge entnommen. Die Lokalisationen sowie die postoperativen
Komplikationen der verwendeten Gefal3e kénnen in Tabelle 7 eingesehen werden. Von
sechs dieser Transplantate (ID 7, 19, 25, 34, 53 und 58) wurden die Gewebeproben im
Rahmen von Transplanatatentfernungen oder im Rahmen einer lebensrettenden
Amputation bei persistierenden Infektionen entnommen. Aufgrund des infektibsen
Geschehens ohne Heilungserfolg wurden diese Transplantate nur zur Untersuchung
und Beurteilung des Ubergreifens der Entziindung auf das allogene Transplantat
herangezogen. Zur Vermeidung verfalschter Ergebnisse durch bakteriell-induzierte
entziindliche Veranderungen wurden diese Transplantate fir die Beurteilung moglicher
zellularer Verdnderungen der arteriellen Transplantate aufgrund immunhistochemischer
Abstol3ungsreaktionen nicht verwendet.

Die anderen histologisch untersuchten Transplantate (n=9) konnten mit aufgrund eines
guten Ausgangszustandes auf Veranderungen untersucht werden, welche
gegebenenfalls durch eine allospezifische Immunreaktion im Empfangerorganismus
hervorgerufen worden waren. Die HLA-Merkmale der allogenen Gefal3transplante und
die mdglicherweise gebildeten transplantatspezifischen anti-HLA Antikdrper sind in

Tabelle 8 dargestellt. In allen diesen Fallen war die Protheseninfektion durch das
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arterielle Interponat ausgeheilt. Aufgrund der grof3en zeitlichen Unterschiede zwischen
Transplantation und Gewebeentnahme (14 Tage bis 5,7 Jahre) und einer erwarteten
verzogerten histologisch manifesten Auswirkung der Immunreaktionen erfolgte eine
Einteilung der Gewebeproben in Frihentnahmen (< 6 Monate) und Spéatentnahmen (>
6 Monate).

Die frih untersuchten Transplantate ID 24 (nach 45 Tagen), ID 28 (nach 15 Tagen) und
ID 62 (nach 14 Tagen) zeigten in den mikroskopischen Untersuchungen praoperativ
einen weitgehend unauffalligen arteriellen GefaRaufbau mit allenfalls leichter
Arteriosklerose ohne entzindliche Verdnderungen. Postoperativ. wurden nun
mikroskopisch entziindliche Veranderungen mit Lymphozyten (ID 28 und 62) oder eine
infiltrative Veradnderung durch Lymphozyten und Granulozyten sichtbar (ID 24). Eine
Ausnahme zeigte das Transplantat ID 38, das schon praoperativ eine ausgepragte
Mediasklerose und Intimafibrose aufzeigte. Eine akute Absto3ungsreaktion mit
resultierendem Funktionsverlust des allogenen GefaRtransplantates im Folgezeitraum
von etwa einem Monat, wie sie bei differenzierten Organen (z.B. Niere) gelegentlich zu
beobachten ist, trat bei den arteriellen Transplantaten trotz weitgehender bzw. teilweise
kompletter Inkompatibilitat der HLA-Antigene (siehe Tabelle 8 und 9) und den
beobachteten Infiltrationen von Lymphozyten und Granulozyten grundséatzlich nicht auf,
die beobachteten Veranderungen konnten jedoch einer akuten zelluldren
AbstoRBungsreaktion differenzierter Organe entsprechen.

Je langer sich der postoperative Zeitraum erstreckte, desto haufiger fanden sich
mikroskopisch humorale und zellulare Veradnderungen in den untersuchten
Transplantaten. Bei den Transplantaten mit spaten histologischen Untersuchungen (ID
1 [30 Monate], ID 5 [33 Monate], ID 11 [54 Monate], ID 16 [96 Monate], ID 43 [9
Monate] und ID 64 [8 Monate]) konnten transmural regressive Gewebsverdnderungen
beobachtet werden. So zeigte die Intima eine verstarkte Kollagenose mit konsekutiver
Hypertrophie/Hyperplasie. AufRerdem wurden in der Lamina elastica interna
mikroskopisch auch vermehrt schaumzellige Makrophagen entdeckt. In den Befunden
wurde bezlglich der Tunica media u.a. ein deutlicher Verlust glatter Muskelzellen
nachgewiesen. Ebenso fanden sich teils ausgepragte fibrosklerotische Veranderungen
von kollagenem Bindegewebe und elastischen Fasern in der Tunica adventitia. Kontrar
zu diesen Beobachtungen konnten in wenigen Transplantaten trotz stark
kollagenisierter Tunica adventitia allerdings noch kleinere GefalRe (Vasa vasorum)
beobachtet werden (ID 1 und ID 16). Da in den alteren Transplantaten ebenso
auffallige Lymphozyten- und Granulozytenansammlungen in der Tunica media und
adventitia beobachtet wurden (ID 1, 11, 16, 43, 64), ist zu vermuten, dass die

beobachteten histo-pathologischen Gefal3veranderungen auf zellulare und humorale
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immunologische AbstoRungsreaktionen zuriickzufiihren sind. Diese Mutmafl3ung wird
durch den Aspekt bekraftigt, dass die in der vorliegenden Studie beobachteten
Veranderungen mit den beschriebenen zellularen und humoralen histologischen
Veranderungen nach Gefaldtransplantationen korrelieren (siehe Punkt 1.4.).
Hervorgehoben sei an dieser Stelle erneut die eindeutig nachweisbare massive
humorale Immunantwort, die sich als Folge der Konfrontation mit dem allogenen
Gefaldtransplantat fur alle Rezipienten in einer massiven Erhéhung HLA- und Spender-
spezifischer Antikdrper zeigte (siehe Tabelle 8 und 9). Fir etwa 90% der Patienten
resultierte aus dieser allogenen Immunisierung eine Generierung von klar als solchen
zu definierenden Donor-spezifischen anti-HLA Antikorpern, die fir solide Organe
transplantationsimmunologisch als Hauptabstol3ungsgrund gelten und
pharmakologisch bzw. physikalisch therapeutisch nur schwer oder gar nicht zu
bekdmpfen sind. Eine von diesen Antikdrpern ausgehende Bekampfung des
Transplantates findet folglich mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit statt, so
dass die beobachteten postoperativen degenerativen Gewebeveranderungen mit
ebenso hoher Wahrscheinlichkeit auf die Existenz dieser Antikdrper zurlickzuflhren
sind. Die Kklinischen Verlaufe, die Komplikationen und die Ergebnisse der
pathologischen Untersuchungen sind fir alle Patienten in Tabelle 7 dargestellt. Die
Blutgruppen der Empfanger und Spender, der prad- und postoperative anti-HLA
Antikorperstatus des jeweiligen Empfangers und die zugehdrigen HLA-Merkmale der
Spender sind in Tabelle 8 flr jede Transplantation einzeln aufgefiihrt. Der Tabelle 9
sind die zumeist geringen HLA-Kompatibilitaiten zwischen den Transplantaten und den
Empféngern sowie die daraufhin postoperativ nachweisbaren Immunisierungen der

Empféanger/Patienten, dargestellt durch den PRA-Wert, zu entnehmen.
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5. Diskussion

5.1. Klinische Risikoanalyse des Patientenkollektivs der vorliegenden Arbeit im
Vergleich zu den Kollektiven anderer Studien

Im Zeitraum von November 2000 bis Dezember 2009 wurden 67 Patienten mit der
Diagnose einer  GefalBbypassinfektion im  arteriellen  GefaRsystem am
Universitatsklinikum Leipzig aufgenommen, um sie der kurativen Therapie einer
allogenen Gefaltransplantation zuzufiihren. Das Therapieziel bestand darin, sowonhl
eine Ausheilung der Infektion als auch eine nachhaltig suffiziente Durchblutung der
betroffenen Extremitdten zu gewdahrleisten. Als allogene Gefaldtransplantate wurden
humane arterielle GefaRpraparate (Frisch- und Kryopréaparate) hirntoter Spender
verwendet. Angemerkt sei hier, dass in Deutschland nach Inkrafttreten des neuen
Gewebegesetzes aus dem Jahre 2007 mit den Ubergangsvorschriften nach §142 AMG
(Arzneimittelgesetz) der Transplantation von frischen arteriellen GefaRen die
gesetzliche Grundlage entzogen wurde. Somit war mit der Ricknahme des Antrages
des Universitatsklinikums Leipzig auf die zuvor erteilte Genehmigung von
Gewebezubereitungen gemal § 21a AMG ab dem 09.06.2010 keine Transplantation
von Frischpraparaten mehr mdglich. Es dirfen seitdem nur noch kryokonservierte
allogene Arterien transplantiert werden [61]. Fir die funktionell-klinische Evaluation des
Einsatzes der arteriellen Homografts wurden die entsprechenden Daten von allen 67
Patienten ausgewertet. Aufgrund der nur flr eine Minderheit der Patienten (n=11)
vorliegenden Ergebnisse zu histo-pathologischen Prozessen als Folge einer
AbstoBung transplantierter allogener arterieller GeféalRe erfolgte fir die Patienten im
Rahmen dieser Arbeit eine Analyse der Allotransplantat-spezifischen humoralen
Immunreaktionen. Die Tatsache, dass die diesbeziglich notwendigen Daten einer HLA-
Typisierung von Spender und Empfanger mit den entsprechenden Antikdrperanalysen
der Empfanger nur fur 43 Patienten komplett verfigbar waren, schrankte die
Auswertung des urspriinglich aus 67 Patienten bestehenden Kollektivs jedoch um 35%
auf 43 Patienten ein. Da einer der 43 verbleibenden Patienten zwei Gefaldtransplantate
erhielt, liegen den immunologischen Analysen, die auf Transplantationen als
immunisierende Ereignisse und nicht auf die Patientenanzahl zu beziehen sind, 44
statt 43 Ereignisse zu Grunde. Folglich wurden 44 Gefal3transplantationen hinsichtlich
ihrer transplantatspezifischen humoralen Immunantworten, die gegen HLA-Antigene
des jeweiligen Spenders gerichtet waren, ausgewertet. Die aufschlussreichen
immunologischen Ergebnisse mit einer stark ausgepragten anti-HLA Antikdrperbildung
gegen die allogenen Gefalitransplantate konnten bei elf Transplantaten begleitend
durch Biopsien auf eine nachfolgende histopathologisch manifeste AbstoRungsreaktion

untersucht werden. Weiterhin wurden sechs weitere Transplantate mikroskopisch auf
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ein Ubergreifen der initialen Entziindung auf das GefaR untersucht, um Erkenntnisse
zur ,Resistenz” des natlrlichen Gewebes zu gewinnen.

Derzeit existieren vier verschiedene etablierte Strategien zur Behandlung von
Bypassinfektionen: i) der extraanatomische Bypass, ii) die Verwendung eines
autologen femoro-poplitealen Venenersatzes, iii) eine antibakteriell wirksame
Gefal3prothese (Silber-beschichtet oder Rifampicin-getrankt) und iv) die allogene
Arterientransplantation.

Der chirurgisch kurative Einsatz einer allogenen arteriellen Transplantation nach
Gefallbypassinfektionen wurde fir die Patienten der vorliegenden Studie gewahlt, da
die korpereigenen Venen zum Zeitpunkt der Erkrankung nicht zur Verfiigung standen.
Mit der Heilung der von einer Amputation bedrohten Extremitat (sogenannte limb
salvage) in bis zu 89-100% der Falle, 0-5%iger Reinfektionsrate und O0-7%iger
Amputationsrate erreichen die autologen Venentransplantate als Therapieverfahren zur
Ausheilung von GefalRbypassinfektionen die Bestwerte [62,63,64]. Die Vena femoralis
superficialis darf hierbei aufgrund des komplikationsdrmeren Verlaufes als das Material
der Wahl angesehen werden. Postoperative okkludierende Vorgange in implantierten
Venen treten bei einer in-situ Anlage haufig nur klinisch durch Claudicatio intermittens
auf, wiedererdffnende operative MalRnahmen missen bei wenigen Patienten
durchgefiihrt werden (0-7%) [21,62,63,64]. Die autologe Vena femoralis superficialis
wird sehr erfolgreich bei aortalen Bypassinfektionen als Anlage eines sogenannten
neo-aortoiliakalen Systems (NAIS) eingesetzt [62]. Bei der Eigentransplantation der
Vena saphena magna in der aufgefiihrten Indikation ereigneten sich zwar haufiger
Gefalverschlisse, die interventionell oder operativ behandelt werden mussten, die
Ergebnisse waren jedoch trotzdem sehr gut. Grundsétzlich wird dies auf das im
Vergleich zu der Vena femoralis superficialis geringere Gefal3lumen und daraus
resultierende Thrombosierungen zuruckgefuhrt [21]. Bei den Patienten der
vorliegenden Arbeit standen die korpereigenen Venen wie bereits erwahnt aufgrund
zumeist vorbestehender hochgradiger pAVK mit vielen bereits durchgefiihrten
invasiven gefalchirurgischen Eingriffen nicht mehr zur Verfiigung. Die eingeschréankte
Verfiuigbarkeit des autologen Venenmaterials bei Patienten mit GefaRbypassinfektionen
stellt ein gangiges Problem dar [21], weshalb diese Patienten einer alternativen
Therapie wie der allogenen Arterientransplantation zugefiihrt werden missen. Es sei
erganzend bemerkt, dass sich eine koérpereigene Vene nur zur Exzision und
Verwendung im arteriellen Geféal3system eignet, wenn sie zuvor nicht thrombosiert war.
Zudem wird zu Ungunsten der autologen Venentransplantation erwéhnt, dass sich die
Praparation bzw. Exzision der Vene kompliziert und zeitintensiv gestalten kann, wofur

auch Vernarbungen im Exzisionsgebiet aufgrund von Voroperationen im arteriellen
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Gefallsystem ursachlich sein kdnnen [65]. Die Veneneigentransplantation stellt mit
sechs bis acht Stunden Dauer grundsatzlich das langste operative Verfahren zur
Behandlung von GefalRbypassinfektionen dar [21,64]. Folglich muss bei héufig
bestehender Multimorbiditéat (z.B. schwere chronisch obstruktive Bronchitis) und
teilweise erheblich reduziertem Allgemeinzustand der Patienten wegen des
Operationsrisikos eine andere Behandlungsmethode gewahlt werden. Hier bietet sich
die in-situ Transplantation von arteriellen Allografts als deutlich kiirzeres Verfahren mit
einer Operationsdauer durchschnittlich vier Stunden an.

Der negative Aspekt einer zeitaufwendigen Operation gilt mit durchschnittlich sechs
Stunden Dauer auch fur die extra-anatomische Bypassanlage als Therapie einer
GefalRbypassinfektion [18]. Nach sehr hohen anfanglichen Komplikationsraten zeigten
Studien einen Fortschritt, indem sowohl die Mortalitat als auch die Amputationsraten
bei den Patienten zunachst deutlich gesenkt werden konnten [18,66]. Langzeiterfolge
erwiesen sich aber weiterhin durch zahlreiche Transplantatverschliisse (35-39% der
Falle) mit nachfolgenden Amputationen (9-11% der Falle) als eingeschrankt. Im
Rahmen der extra-anatomischen Bypassanlagen waren 8-10% der Patienten von
Reinfektionen betroffen; die Haufigkeit von Rupturen der neuangelegten Bypasse wird
mit 4-9% beziffert [18,67,68,69,70]. Zusatzlich stellt das Problem eines Platzens des
aortalen Stumpfes bei extra-anatomischen Bypassen mit folgeschweren Blutungs-
komplikationen fir bis zu 9% des Patientenkollektives weiterhin ein manifestes
Problem dar [68,71]. Aufgrund aller genannten Erkenntnisse verlor der ehemals als
,Gold-Standard“ ausgewiesene extra-anatomische Bypass zunehmend an Bedeutung,
so dass die in-situ Operation nachfolgend deutlich bevorzugt wurde [72]. Als klare
Indikation flr extra-anatomischen Bypassanlagen muss an dieser Stelle jedoch die
entero-prothetische Fistelung (EPF) genannt werden. Bei der in-situ Behandlung
dieses Krankheitshildes mit arteriellen Allografts ergab sich eine postoperative
Mortalitat von bis zu 83% (14/17 Patienten) [33].

Fur die Verwendung antibakteriell-behandelter Prothesen zur Behandlung der
Gefal3protheseninfektionen liegt nur eine geringe Anzahl an Studien mit ebenso
geringen Teilnehmerzahlen vor, so dass die Angaben insgesamt nur als eingeschréankt
reprasentativ gelten konnen. Auf eine Phase der experimentellen Erprobung dieser
Methode an Hunden [73,74] folgten kleinere klinische Studien mit in Rifampicin-
getrankten Dacron-Prothesen [69,71,75-78]. Drei Studien charakterisieren diesen
Ansatz bei Heilungsraten von jeweils 100% zuné&chst als vielversprechend, denn die
Extremitdaten samtlicher Patienten konnten in all diesen Studien gerettet werden.
Prothesenverschliisse wurden als Frih- und Spatthrombosen in nur einer Studie mit

18%iger Haufigkeit beobachtet [69]; diese konnten jedoch in allen Fallen interventionell
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wiedereroffnet werden. Bei den anderen Studien mit Rifampicin-getrankten
Alloplastiken wurden Verschlisse bisher nur als Einzelfalle erwahnt. Auch eine
Reinfektionsrate von 4-11% représentiert ein bemerkenswert positives Ergebnis.
Einschrankend fir dieses Verfahren muss allerdings erwéhnt werden, dass der Einsatz
der Antibiotikum-getrankten Gefal3prothesen vor allem bei leichteren Infektionen ohne
groRere perivaskuldare Ansammlungen von Wundsekret und bei Infektionen durch
Erreger mit vermeintlich geringem pathogenem Potential (z.B. Staphylococcus
epidermidis) angewendet wurde. Dagegen kamen autologe vendse und allogene
arterielle Gefalle seit Gber 20 Jahren zur Heilung von schwersten Wundinfektionen
einer infizierten Gefallkunsstoffprothese mit guten Erfolgen zum Einsatz. Berticksichtigt
werden muss auch, dass im Rahmen der Zunahme der nosokomialen Entziindungen
mit Ausbildung hochgradiger Multiresistenzen der Erreger bereits mehrfach
GefalRbypassreinfektionen durch Rifampicin-resistente Stimme von Staphylococcus
epidermidis beobachtet wurden [78]. Zusatzlich erwiesen sich die antibiotisch mit
Rifampicin behandelten Prothesen gegen Methicillin-resistente Staphylococcus aureus
(MRSA) und Escheria coli als nicht ausreichend wirksam. Von generellem Nachteil ist
die Tatsache, dass die antimikrobielle Eigenschaft durch die Ausspllung des
Antibiotikums nach dem Anschluss an die Blutzirkulation nur flr wenige Tage erhalten
bleibt [76,78-81]. Aus diesen Griinden wird von einer Verwendung der antibiotisch
behandelten Prothesen bei schweren Infektionen mit Abszessbildungen oder gréReren
Mengen an vorhandenem Wundsekret grundsatzlich abgeraten [77].

Die InterGard-Silber (IGS)-Prothese (InterVascular, La Ciotat, Frankreich) ist mit
Kollagen und Silberacetat beschichtet und nutzt so die allgemein bekannten
bakteriziden/antiseptischen Eigenschaften von Silber. Silber als Oberflachen-
beschichtung zur Abwehr von bakteriellen Infektionen weist eine gute Biokompatibilitat
auf und wurde hinsichtlich seiner Effizienz sowohl experimentell in vitro,
tierexperimentell bei Hunden als auch klinisch in der implantativen Medizin getestet
[82-85]. Durch die Verwendung der IGS-Prothese kann das Risiko einer
Rezidiventziindung durch resistente oder multiresistente Erreger, wie es bei der
Rifampicin-getrédnkten Dacron-Prothese gelegentlich auftritt, umgangen werden. Die
Freisetzung des Silbers erfolgt Uber einen langeren Zeitraum, d.h. vermehrt in den
ersten Tagen und dann in abnehmender Konzentration in den folgenden Wochen nach
Implantation. Laut Hersteller bietet die IGS-Prothese fur den Zeitraum von vier Wochen
eine protektive antibakterielle Wirkung. Eine entsprechend geringe Reinfektionsrate
von 4-16% bescheinigt der 1IGS-Methode grundsatzlichen Erfolg zur Behandlung der
Bypassinfektionen. Bemerkenswerterweise wurden keinerlei postoperative [GS-

Prothesenverschliisse dokumentiert, so dass eine Amputation bei lediglich 4% der
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Patienten notwendig wurde. In Analogie zu den mit Rifampicin getrankten
Dacronprothesen muss auch an dieser Stelle einschrankend erganzt werden, dass
Behandlungen unter Verwendung der IGS-Prothesen fast ausschlie3lich bei Erregern
mit geringem pathogenen Potential, niedrig-gradigem Entziindungsstatus und kleinen
Patientenkohorten tber einen relativ kurzen Nachbeobachtungszeitraum durchgefihrt
wurden [86-89], was die Reprasentativitat dieser Publikationen einschréankt. Um ein
Auswaschen des Rifampicins oder des Silberacetats bei den vorbehandelten
Kunststoffprothesen zu vermeiden, sollten alle Spilvorgdnge im Rahmen des
perioperativen Wunddebridements ausschlief3lich vor der Implantation der antiseptisch
wirksamen Prothesen durchgefiihrt werden.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode der Nutzung allogener
Gefalitransplantate wird ganz offensichtlich von vielen Autoren als das Verfahren der
Wahl zur Behandlung der Bypassinfektionen angesehen. Als Hauptargument zu
Gunsten der flr Bypassoperationen grundsatzlich favorisierten in-situ Transplantation
des allogenen arteriellen Gefal3ersatzes wird eine niedrige Reinfektionsrate genannt.
Der Grund fir diese Resistenz trotz der teilweise ausgepragten Infektion im alten
Prothesenlager dirfte das verwendete natirliche Gewebe sein. Dass natlrliches
Gewebe eine gute Barriere gegen ein entzindliches Geschehen darstellt, wurde
tierexperimentell in Studien mit Hunden gezeigt [90,91,92]. Aber auch klinische Studien
wiesen nach, dass sich das natirliche Gewebe von Venen [93] und Arterien [27,92] als
Material eignet, um eine Gefal3protheseninfektion trotz einer schweren Entziindung
periprothetischen Gewebes zu heilen. Fir die natirlichen arteriellen und vendsen
Gewebe lie3en sich zudem hohere Entziindungsresistenzen im direkten Vergleich mit
dem Kunststoffmaterial erkennen [92].

Konkret zeigte sich in den grof3en Studien zur Verwendung der arteriellen Allografts zur
Behandlung von Gefal3protheseninfektionen eine Reinfektionsrate von 0-3%
[24,33,34,38,49], die einer postoperativen Infektionsrate von GefalRbypassanlagen in
einem nicht entziindeten Bypassgebiet entspricht (siehe Tab. 1) und somit als sehr
gut zu bewerten ist. Lediglich die autolog-vendse Bypassanlage als alternative
Behandlungsmethode kann mit einer 0-5%igen Reinfektionsrate mit dieser niedrigen
Rate konkurrieren (siehe oben). In der vorliegenden Studie liegt die Reinfektionsrate
mit 9% unter Verwendung des allogenen arteriellen Materials ebenfalls in einem guten
Bereich. Diese Bewertung gilt insbesondere unter dem Gesichtspunkt, dass die
Transplantate teilweise in hochst entziindete Gefal3prothesenlager eingebaut wurden.
Wie bereits erwahnt wurden im Gegensatz zu der Situation der vorliegenden Arbeit die
alloplastischen antibakteriell behandelten Prothesen nur in gering kontaminierten und

wenig angegriffenen Prothesenlagern verwendet. Insgesamt bestétigt ein Vergleich der
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Studien einen klaren Vorteil aus der Verwendung natirlichen Gewebes zur Ausheilung
von Infektionen, so dass die autolog-ventse Gefalditransplantation oder die
Transplantation arterieller Allografts bei GefaRbypassinfektionen die besten
therapeutischen Optionen darstellen.

Ein klarer Nachteil der allogenen Transplantate ergibt sich offensichtlich aus den der
Allogenitat geschuldeten d.h. transplantationsimmunologisch bedingten okkludierenden
Komplikationen, die Folgeeingriffe zur Wiedererdffnung der GeféaRe notwendig
machen. Diese treten bei 11-35% des Patientenkollektivs und somit relativ haufig auf.
Zumeist kdnnen sie durch interventionelle oder operative Eingriffe behoben werden. In
den schlimmsten Féllen d.h. bei 1-15% der Patienten fuhrten sie jedoch zu einer
Amputation [24,33,34,38,49]. In der vorliegenden Studie wurden bei 18% der Patienten
teils mehrfach rezidivierende Thrombosierungen (insgesamt 25 Verschlisse in allen
Transplantaten) behandelt. Dennoch fiihrte diese Komplikation nur bei vier Patienten
(6% des Gesamtkollektivs) zu einer Amputation. Diese Ergebnisse entsprechen somit
den Vergleichszahlen der bisherigen Studien zu allogenen Arterientransplantationen
und weisen unverandert auf ein gravierendes Problem hin, das bei der autologen
Venentransplantation insbesondere unter Einsatz der Vena femoralis superficialis nicht
aufritt und bei den antibakteriell behandelten Kunststoffprothesen ebenfalls in erheblich
geringerer Anzahl zu beobachten ist.

Die transplantatspezifische Ruptur stellt bei der allogenen Arterientransplantation ein
eher seltenes Ereignis dar; aufgrund des haufigen letalen Ausgangs als Folge der
massiven Blutung der Patienten ist sie jedoch besonders gefirchtet [24,34].
Aneurysmen kommen in den gréReren Studien nur als Einzelfélle vor [24,34,49]. In der
vorliegenden Studie wurden Rupturen der Transplantate wahrend der gesamten
Nachbeobachtungsphase nicht beobachtet. Lediglich ein Transplantataneurysma trat
auf.

Trotz der vergleichsweise hohen Anzahl an Thrombosierungen kann die allogene
Gefaltransplantation im Kontext der diskutierten Parameter unter bestimmten
Voraussetzungen, die die Patientenmorbiditéat betreffen, als geeignete Methode zur
Behandlung von Gefallbypassinfektionen gesehen werden. Dieser Aspekt wird im
Ausblick der vorliegenden Arbeit erneut aufgegriffen werden. Dass die beobachteten
okkludierenden Komplikationen eine Folge der allogenen Transplantationssituation
sind und somit als Folge der manifesten HLA-spezifischen Allo-Immunisierung im
Empfangerorganismus auftreten, ist naheliegend. Den Zusammenhang legt die
Tatsache nahe, dass derartige thrombosierende Komplikationen bei autolog-vendsen
Transplantaten grundséatzlich nicht auftraten. Auch wenn statistisch aufgrund der

geringen Patientenzahl nicht aussagekraftig, muss in diesem Zusammenhang doch
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erwahnt werden, dass fur zwei Patienten aus dem Kollektiv der vorliegenden Arbeit, die
aufgrund der willkarlichen Auswahl der Transplantate zufallig komplett oder annéhernd
HLA-kompatibel (d.h. mit HLA-Mismatchformeln von 0-0-O bzw. 0-1-1) transplantiert
wurden, eine resultierende Immunantwort komplett ausblieb (PRA = 0%). Bis zum
Ende der Beobachtungszeit d.h. Uber ZeitrGume von jeweils 78 bzw. 29 Monaten
zeigten diese Patienten eine vollig komplikationslose Transplantatfunktion. Dieser
immunologische  Aspekt sei in diesem Zusammenhang der klinischen
Nachbeobachtung nur kurz erwahnt. Im nachsten Punkt der Diskussion (4.2.) wird er

im Kontext immunologischer Fragestellungen erneut aufgegriffen werden.

5.2. Nachweis der gegen HLA-Antigene des Spendergefalles gerichteten
humoralen Immunantwort und resultierende Bewertung dieses schadlichen

Faktors

In der vorliegenden Arbeit wurde die humorale gegen HLA-Merkmale der jeweiligen
Spendergefale gerichtete Immunantwort detailliert d.h. sowohl quantitativ unter
Angabe der kalkulierten HLA-Panelreaktivitat (PRA %) als auch qualitativ durch die
Angabe der jeweils nachweisbaren Antikorperspezifititen bestimmt. Durch den
Vergleich der in den Empfangerseren nachweisbaren Antikdrperspezifitdten mit den
HLA-Merkmalen der transplantierten GefaRe, d.h. durch die Erstellung der so
genannten virtuellen Vertraglichkeitsprobe (virtueller Kreuztest) wurden die Spender-
Empfanger Konstellationen bestimmt, die sich durch Spender- bzw. Transplantat-
spezifische anti-HLA Antikorper (= Donor-spezifische Antikérper/DSA) auszeichneten.
Zur Darstellung der HLA-Inkompatibilitaten wurde fir jede Spender-Empfanger
Paarung die so genannte HLA A-B-DR Mismatchformel generiert und die sich jeweils
aus der Beriicksichtigung dieser drei Genorte ergebende Anzahl der Inkompatibilitaten
(Mismatche) beziffert. Entsprechend der Anzahl dieser kalkulierten HLA-
Inkompatibilititen wurde eine Klassifizierung der Transplantationen in der Art
vorgenommen, dass eine Anzahl von null (beste Konstellation) bis zu zwei
Inkompatibilititen als optimal bis gut, eine Anzahl von drei Inkompatibilititen als
mittelmafig und eine Anzahl zwischen vier und sechs (schlechteste Konstellation)
Inkompatibilitdten als schlecht bis maximal unginstig eingestuft wurde. Angesichts der
Vielzahl méglicher Kombinationen an HLA-Polymorphismen, die in einer Population
auftreten, und somit in kompletter Ubereinstimmung mit den erwarteten Verhaltnissen
zeigte sich, dass 75% der Empféanger ein arterielles Allo-Transplantat mit schlechter bis
maximal schlechter HLA-Kompatibilitét erhalten hatten, 16% der Empfénger ein in

dieser Hinsicht mittelméaRiges Transplantat, wahrend nur 9% der Empfanger ein
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Transplantat mit optimaler bis guter HLA-Kompatibilitét erhalten hatten. Diesen aus der
Anzahl der Inkompatibilititen erwachsenen Eingruppierungen entsprechend ergaben
sich zunehmende durchschnittliche prozentuale Panelreaktivitdten als immunologische
Antwort auf die jeweiligen Transplantate von jeweils 21% (glinstige Gruppe), 56%
(mittelmaRige Gruppe) und 83% (schlechte Gruppe). Fur alle Patienten der Kohorte
(unter Auslassung von ID 57 und unter Abzug der pra-PRA bei den ID 29 und 39)
ergab sich eine eindeutig durch den Erhalt des jeweiligen Transplantates begrundete
Erhohung der HLA-Alloimmunisierungrate mit einem durchschnittlichen PRA-Wert von
71%. Der ebenso eindeutige virtuelle Nachweis Donor- bzw. Transplantat-spezifischer
anti-HLA-Antikorper (DSA) konnte fir 89% der durchgefiihrten Transplantationen
erbracht werden. Die sich aus der Anzahl der Empfanger mit grundsétzlich
nachweisbarer humoraler Immunreaktion (96%) und den virtuell eindeutig durch die
Ausbildung von Transplantat-spezifischen Antikbrpern charakterisierbaren Empfangern
(89%) ergebende Differenz von drei Empfangern (7%) verfliigt mit an Sicherheit
grenzender Wahrscheinlichkeit ebenso (ber Transplantat-spezifische anti-HLA
Antikorper. Das Problem des Nachweises liegt in diesen drei Fallen der vorliegenden
Arbeit offensichtlich in bereits beschriebenen und bekannten methodischen Defiziten
der verschiedenen Antikorperspezifizierungsverfahren, die eine exakte Identifizierung
Spender- bzw. Transplantat-spezifischer anti-HLA Antikdrper nicht immer erlauben [94,
95]. Bereits unter Beachtung dieser Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ist die arterielle
Allo-Transplantation (das allogene Homograft) als hoch- bis hdchstgradig immunogen
zu klassifizieren. Damit ergeben sich aus den in der vorliegenden Arbeit prasentierten
Daten Folgerungen, die teilweise Dbereits als Folgerungen vorangehender
Untersuchungen formuliert wurden, auch wenn deren Anzahl im Vergleich zu analogen
Untersuchungen uber Allo-Transplantationen solider Organen nur gering ist und die
entsprechenden Publikationen teilweise in die mittleren bis spaten 1990er Jahre
zuriickgehen.

Als Folge von allogenen Aortensegmenttransplantationen wurde bereits 1998 von HLA-
Antigen -spezifischen Immunisierungen berichtet, aus denen innerhalb eines
Zeitraumes von 3-12 Monaten eine Panelreaktivitat resultierte, die in Abhangigkeit von
dem verwendeten Nachweisverfahren zwischen 45% und 50% lag [96]. Im Vergleich
zu den der vorliegenden Arbeit verwendeten moderneren Antikdrperspezifizierungs-
verfahren [DynaChip- und Luminex-Single Donor (ID) Analyse] dirften aus den durch
Mirelli und Mitarbeiter seinerzeit verwendeten Verfahren ,PRA-STAT ELISA® und
insbesondere aus der ,Lymphozytotoxizitatstest-basierenden Zellplattenanalyse®
aufgrund der geringeren Sensitivitat grundsatzlich auch geringere PRA-Werte

resultieren. Alle den Untersuchungen der italienischen Arbeitsgruppe zugrunde
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liegenden Patienten (n=5) zeigten vor der Transplantation des willkirlich ausgewéahlten
Aortensegmentes keine Antikdrper (PRA=0%). Zusatzlich zu Transplantat-spezifischen
Antikorpern, die die Autoren in 4/5 Patienten virtuell nachweisen konnten, beschrieben
sie einen Uber 90 Tage verlaufenden zahlenmé&Rigen Anstieg der T-Zellen
(insbesondere der CD4-positiven T-Helfer Zellen), eine progrediente Verdickung der
Aortenwand und eine Verengung des Gefal3lumens in den ersten 6 Monaten nach der
Transplantation. Die Autoren folgerten, dass in Ubereinstimmung mit einer drei Jahre
zuvor erschienenen Publikation zu Aortentransplantationen in einem Rattenmodell [97]
aortale Allo-Transplantate als ,biologisch aktives Gewebe und nicht als implantiertes
Gefald mit ausschlieBlich mechanischer Funktion® zu betrachten seien, um der
allogenen Transplantationssituation geschuldete entzindliche Rejektionsprozesse
adaquat bertcksichtigen zu koénnen. Bereits in ihrer Publikation aus dem Jahr 1998
schlugen die Autoren um Mirelli vor, die Antigenitat der arteriellen Allotransplantate
entweder durch die Verwendung HLA-kompatibler GefaRe oder durch nicht weiter
spezifizierte = Gewebeoberflachenmanipulationen  herabzusetzen. Ferner  wird
empfohlen, die resultierende  Immunantwort durch eine nachfolgende
Immunsuppression zu unterdriicken. Der in den 1990er Jahren noch weit verbreiteten
Ansicht, dass eine Krykonservierung die Antigenitat der transplantierten Gefalie
herabsetzt, erteilten die Autoren der Bologneser Studie aus dem Jahr 1998 in zwei
weiteren Publikationen aus den Jahren 2005 und 2007 [43,98] jedoch eine klare
Absage. Pasquinelli und Mitarbeiter zeigten in ihrer immunhistochemischen ,in situ®
Studie unter Verwendung frischer und kryokonservierter arterieller Gefél3e, dass sich
beide Formen in ihrer Immunogenitat entsprechen. Die immunhistochemisch durch
Verwendung eines pan-HLA Antigen-spezifischen monoklonalen Antikorpers
darstellbaren HLA-Klasse | Antigene unterschieden sich mit der Ausnahme einer auf
die Kryokonservierung zuriickgehenden reduzierten Darstellung auf der luminalen
Seite der Tunica intima in keiner Weise. Die Autoren fuhrten diese Reduktion auf den
kryokonservativen Verlust der Endothelzellen zuriick. Sowohl die glatten Muskelzellen
der Tunica media als auch das Vasa vasorum-Netzwerk der Tunica externa
(Adventitia) frischer und kryokonservierter GefaRe exprimierten HLA-Klasse | Antigene
jedoch in nicht unterscheidbarer Weise. Plausibel erklart sich somit die Feststellung,
dass die Verwendung kryokonservierter arterieller Gefalitransplantate sowohl in der
nachfolgend erwdhnten Arbeit von Mirelli und Mitarbeitern [96] als auch in der
vorliegenden Arbeit zu keinem Riickgang der Immunantwort fihrte.

Die immunologischen Beobachtungen und Erkenntnisse der initialen Publikation aus
dem Jahr 1998 wurden in nachfolgenden Publikation von Mirelli und Mitarbeitern aus

dem Jahr 2005 durch eine groRRere Patientenkohorte (n=30) grundsétzlich bestatigt,
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auch wenn einige der Untersuchungen zur Darstellung zeitlicher Ablaufe der allogenen
Immunreaktionen etwas differenzierter durchgefiihrt wurden. Erneut waren in der
erweiterten Kohorte (2005) keine Patienten mit einer bereits zuvor angelegten HLA-
spezifischen Immunisierung vorhanden, so dass sich alle Patienten durch eine initiale
PRA von 0% auszeichneten. Postoperativ trat ein erster Anstieg der Panelreaktivitat
nach etwa einem Monat auf, wobei die LZT-abhéngige Zellplattenanalyse eher
Antikdrper nachwies als der PRA-STAT ELISA. Dieses immunologisch plausible
Phanomen ist darauf zurickzufihren, dass die immunologische Prim&rantwort
vorwiegend durch Antikdrper des IgM-Isotyps gekennzeichnet ist, die im PRA-STAT
ELISA nicht erkannt wurden, da dieser ausschlie3lich anti-HLA Antikérper der 1gG-
Subisotypen nachwies. Die LZT-abhéngige Zellplattenanalyse wies hingegen die
zytotoxischen IgG-Subisotypen IgG1 und IgG3 sowie den ebenfalls zytotoxischen IgM-
Isotypen nach, da diese Antikdrper in der Lage sind, als Effektorfunktion das
Komplementsystem Uber den Kklassischen Aktivierungsweg zu initiieren. Dieser
Einschub sei zur Erklarung des friheren Anstiegs der PRA in der LZT-abhéngigen
Zellplattenanalyse eingefligt. Nach etwa einem Jahr stellte sich ein mit den Daten der
vorliegenden Arbeit gut korrespondierender durchschnittlicher PRA-Wert zwischen
65% und 80% ein, der auf diesem hohen Niveau Uber den gesamten postoperativen
Beobachtungszeitraum von 60 Monaten verharrte. Samtliche der 30 Patienten
entwickelten virtuell nachweisbare Transplantat-spezifische Antikdrper. Aus der
Verwendung von frischen (n=23) oder kryokonservierten (n=7) Transplantaten ergaben
sich jedoch keinerlei Unterschiede hinsichtlich der Bildungskinetik, der Hohe des PRA-
Wertes und des virtuellen Nachweises Transplantat-spezifischer Antikorper. Damit
entsprechen die in beiden Publikationen (1998 und 2005) erhobenen Daten zur
humoralen HLA-spezifischen Immunantwort in hohem Maf3e und auf absolut plausible
Weise den Daten der vorliegenden Arbeit. Zusatzlich beschrieben die Autoren in ihrer
Publikation aus dem Jahr 2005 eine initiale vorwiegend lymphozytotoxische zellulare
Immunreaktion, nachweisbar bereits drei Tage nach der Transplantation, die von der
nachfolgenden bereits erwahnten humoralen (d.h. Antikdrper-vermittelten)
Immunreaktion nach etwa einem Monat in der dominierenden Rolle abgel6st wird.
Beide Reaktionsmuster wurden den bis heute gédngigen immunologischen Kenntnissen
entsprechend als eng verkniipft beschrieben. Fir vier Patienten wiesen die Autoren um
Mirelli (2005) iliakale obstruktive Gefallverschlisse als Komplikationen nach, die nach
zwei Jahren zu beobachten waren und die sie auf chronische AbstoRungspathologien
zuruckfihrten. Diese konnten in drei Féllen durch perkutane transluminale Angioplastie
mit Stentanlage geheilt werden. Lediglich einen Todesfall gaben die Autoren als Folge

einer Aneurysmenruptur an; weitere drei Todesfalle wurden als nicht mit der
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Transplantation in Verbindung stehend beschrieben. Interessanter Weise gehorten alle
vier der durch chronische Rejektionsphdnomene gekennzeichneten und entsprechend
operativ erfolgreich behandelten Patienten zu der Patientengruppe (n=10), die im
Gegensatz zu einer zweiten Gruppe (n=20, ohne jegliche immunsuppressive Therapie)
mit Cyclosporin unter Aufrechterhaltung einer Konzentration von 100-200 pg/ml Serum
therapiert wurde. Obwohl aus dieser Behandlung ein gegeniber der unbehandelten
Gruppe verringerter anti-HLA Immunisierungsgrad von nicht mehr als 40% PRA
resultierte (vgl. 65-80% PRA in der nicht supprimierten Gruppe) zeigte sich gerade kein
verbesserter klinischer Verlauf dieser Transplantate und somit eine offensichtliche
klinische Unwirksamkeit der vorgenommenen Immunsuppression. Auch wenn eine
andere immunsuppressive Therapie fur das Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit
(Tacrolimus oder Sirolimus mit jeweils 5ng/ml Serum) gewahlt wurde, ergab sich fir die
allogene unglnstige Konstellation (>/= 4 Inkompatibilitdten) ein durchweg sehr hoher
und folglich kaum mehr zu steigernder Immunisierungsgrad von durchschnittlich 83%
PRA. Ein derart hoher ,Maximalwert® kann ebenfalls nicht als Hinweis auf die
Wirksamkeit der vorgenommenen Immunsuppression zur Einddmmung der
alloreaktiven humoralen Immunantwort gewertet werden. Es sei an dieser Stelle jedoch
erwahnt, dass eine nicht immunsupprimierte Patientenkohorte als Kontrollgruppe in der
vorliegenden Arbeit nicht existierte, so dass der trotz genereller Immunsuppression
stets nachweisbare sehr hohe PRA-Wert allenfalls als schwaches Indiz fur die
Unwirksamkeit der vorgenommenen Immunsuppression gelten kann.

Gegensatzlich dazu zeigten sich die Ergebnisse einer polnischen Arbeitsgruppe aus
dem Jahr 2004 [99]. Im Gegensatz zu der aufgeflihrten Publikation der Bologneser
Arbeitsgruppe konnten Pupka und Mitarbeiter einen deutlichen positiven Effekt aus der
Behandlung mit Cyclosporin ableiten. Die Gruppe behandelter Patienten (n=16) zeigte
weder behandlungsbedurftige Komplikationen noch pathologische Veranderungen der
GefalRwand, die allerdings nicht weiter spezifiziert wurden. Dagegen zeigten acht
Patienten aus der Kontrollgruppe ohne Cyclosporin-Behandlung (n=13) erhebliche
Komplikationen wie Gefalrupturen (n=3), Aneurysmen (n=2) und
Transplantatthrombosen (n=3). Die aufgezeigten gravierenden Unterschiede zum
Nutzen oder Unsinn einer Immunsuppression zur Aufrecherhaltung der Funktion
arterieller Gefal3transplantate konnen an dieser Stelle letztlich nicht geklart werden.
Den oben aufgefiihrten Publikationen wurde in der Diskussion der vorliegenden Arbeit
ein relativ groRer Raum gegeben, da sie trotz ihres fortgeschrittenen Alters die
immunologische Problematik von arteriellen Gefaf3transplantationen methodisch
umfassend aufgriffen. Derartige Publikationen unter der Auffihrung immunologisch

sinnvoller experimenteller Ansatze sind in der jingeren Vergangenheit fur arterielle
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Allotransplantate nicht mehr zu finden. Es sei noch erwéahnt, dass diese Publikationen,
deren Erkenntnisse sich mit denen der vorliegenden Arbeit in hdchstem Maf3e decken,
im HLA-Labor am Universitatsklinikum Halle zum Zeitpunkt der Datenerhebung dieser
Arbeit nicht bekannt waren. Umso plausibler lassen sie die immunologische
Datenerhebung und die Schlussfolgerungen der vorliegenden Arbeit erscheinen.

Wahrend zusatzliche Publikationen allogen transplantierter vendser [100] und
arterieller GefaRe [101], die ebenfalls bereits aus den 1990er Jahren stammen, die
Allogenitat transplantierter Gefal3e als dominierendes Transplantationshindernis
beschreiben, scheint die Zeit ab 2005 eher durch eine Verdrangung dieses Problems
charakterisiert zu sein. So fuhrte insbesondere die Unterschlagung von
Histokompatibilitdtsdaten in der Publikation von Pupka und Mitarbeitern [89] zu einer
Gegendarstellung als ,Letter to the Editor/Correspondence, in welchem die Autoren
[102] fordern, die unterschlagenen immunologischen Daten zur Kompatibilitat der ABO-
Blutgruppenmerkmale, inshesondere aber der HLA-Merkmale zu erganzen und zu
berticksichtigen. Dieser berechtigten Forderung wird insbesondere durch die
detaillierten immunologischen Daten der vorliegenden Arbeit in vollem Umfang

entsprochen.

5.3. Beurteilung der postoperativen histologischen Veranderungen allogen
transplantierter arterieller Gefal3e vor dem Hintergrund der massiven humoralen
Immunantwort

Die den verschiedenen soliden Organen zugrunde liegenden histologischen
AbstoBungsmechanismen  manifestieren  sich  vielfaltig, zeigen aber die
Gemeinsamkeit, dass sich mit der Verlangerung des postoperativen Zeitraums die
Gefahr einer obliterativen Arteriopathie der kleinen innergeweblichen Gefal3e, die zu
einer TransplantatabstoRung flhren kann, ansteigt [103]. Dies wurde an
Transplantaten von Niere [104], Leber [103] und Herz [105] nachgewiesen. Beim
Herzen wurde diese nach der Transplantation auftretende Obliteration von arteriellen
GefalRen auch an den groRBlumigeren HerzkranzgefaRen beobachtet. Das
entsprechende Krankheitsbild, Transplantations-bedingte koronare Herzkrankheit
(engl. TRCAD, Transplant Related Coronary Artery Disease) genannt, fuhrt in vielen
Fallen zur Abstollung des Organes. Dabei tritt die ,TRCAD" bekanntermalien haufig
begleitend zu einer nachweisbaren Transplantat- oder Donor-spezifischen anti-HLA
Antikorperbildung im Empféangerorganismus auf, so dass die Antikdrperbildung als
ursachlich angesehen wird [106-108]. Allerdings wurden nicht nur obliterative, sondern

auch degenerative Veranderungen bei arteriellen Allografts nach der Implantation
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nachgewiesen. Derartige Veranderungen wurden schon frih tierexperimentell in
Versuchen mit Ratten beobachtet [109-111]; sie wurden aber ebenso bereits im Jahr
1970 d.h. in einer frihen Studie mit arteriellen menschlichen ,Homografts®
dokumentiert [112]. Beide beschriebenen Verénderungen, d.h. sowohl die
okkludierende intimale Hyperplasie als auch die degenerativen Verdnderungen mit
transmuraler Kollagenisierung konnen potentiell zu einem Gefal3versagen durch finale
Verschlisse, Aneurysmen oder Rupturen fihren. Gerade die Gefal3verschlisse stellen
zahlenmallig offensichtlich die Komplikationsform dar, uber die humorale
AbstoRungsreaktionen klinisch hauptséchlich in Erscheinung treten [33,34,38,43,96].
Auch wenn die degenerative Veranderung bei der konventionellen (d.h. altersbedingten
bzw. Risikofaktor-abhangigen) Arteriosklerose fokal und unregelmafig auftritt [113] und
die auf einer AbstoBungsreaktion basierende Degeneration generalisiert und
konzentrisch in Erscheinung tritt [114], stellt sich eine anhand punktueller Biopsien
vorgenommene Differenzierung beider Formen sehr schwierig dar. Fir das
Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit ist eine konventionelle (d.h. Risikofaktor-
abhangige) Arteriosklerose als Ursache flr eine Fibrosierung transplantierter GefalRe
aber dennoch nahezu ausgeschlossen, weil die beschriebenen degenerativen
Veranderungen bereits zu einem frilhen Zeitpunkt nach der Transplantation auftraten.
Die Zeitpunkte der Untersuchungen weisen somit auf ein pathologisches Bild hin, dass
seine Ursache mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht in der zeitlich mit erheblich groRerer
Verzogerung anzutreffenden konventionellen Arteriosklerose haben kann. So liel3en
sich  deutliche transplantationsabhéngige histopathologische  Degenerations-
erscheinungen in der Literatur durchweg bereits zwei Jahre nach der Transplantation
der allogenen Arterien beobachten [43,49]. Signifikante allogen-pathologische
Zunahmen in der Starke der Aortenwande waren flir einige Patienten bereits nach
sechs Monaten nachweisbar [96]. Analog waren fUr ein Fallbeispiel in der vorliegenden
Studie [ID 64] ein ,auffalliges lymphozytares Entziindungsinfiltrat und hochgradig
fibrosierte Gefallwandanteile® bereits sechs Monate nach der Transplantation
nachweisbar. Da dieses Gefal3 bei der Voruntersuchung jedoch nur leichte
degenerative Veranderungen aufwies und nach der nur kurzen postoperativen Zeit von
sechs Monaten eine ausgeprédgte lumenstenosierende Kollagenisierung aller
GefaRwande mit einem dadurch bedingten thrombotischen Verschluss bildete, ist
hierfiir ein anderer Mechanismus als die konventionelle Arteriosklerose zu postulieren.
AbschlieRend bleibt zu erwéhnen, dass alle neun Transplantate dieser Studie, die
spater als sechs Monate nach ihrer Implantation mikroskopisch untersucht wurden,
diesen deutlichen Progress der Degeneration aufwiesen. Die mikroskopisch-

histologischen Untersuchungen erfolgten durchschnittich 32 Monate nach der
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Transplantation (7-70 Monate) und zeigten deutlich, dass sich die Patientenkohorte der
vorliegenden Arbeit histopathologisch, d.h. in der beschriebenen Abstol3ungs-
phanomenologie den wenigen vorausgehenden Studien anschlief3t, auch wenn diese
in ihrer Anzahl dberschaubar sind [24,34,39,96,97,100,101]. Insgesamt waren
plausible, bisher vollig unbekannte Ursachen zu postulieren, um den Zusammenhang
zwischen allogenen AbstoRungsmechanismen und der postoperativen Sklerosierung
eines transplantierten arteriellen GefalRes noch in Frage zu stellen.

5.4. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von 68 transplantierten allogenen arteriellen
GefalRen (67 Patienten) gezeigt, dass diese Methode therapeutisch zur Behandlung
einer GefalRprotheseninfektion d.h. zur Heilung der infektiosen Grunderkrankung
grundséatzlich geeignet ist. Bei vorwiegender erheblicher HLA-Inkompatibilitat zwischen
Spendern und Empféangern wurde allerdings auch der Nachweis erbracht, dass das
arterielle Transplantat im Empfangerorganismus eine massive humorale Immunantwort
auslost. Diese lieR sich Uber die Bestimmung Transplantat-spezifischer anti-HLA
Antikdrper im Serum nachweisen. Mikroskopisch wurde bei den neun Transplantaten,
die mikroskopisch-histologisch auf Abstollungsmechanismen untersucht wurden,
neben einer akuten zellularen auch eine chronische humorale Abstol3ungsreaktion im
Gewebe beobachtet, die sich durch eine beschleunigte Degeneration mit Fibrosierung
der Gefallwande auszeichnete. Es ist somit &uferst wahrscheinlich, dass
AbstoBungsphdnomene wie die Thrombosierung, die 18% der Patienten betrifft und
somit die Hauptkomplikation diese Eingriffs représentiert, aus der HLA-Inkompatibilitat
resultierenden. Derartige Vorgédnge sind z.B. bei der Verwendung der autolog
transplantierten Vena femoralis superficialis so gut wie gar nicht zu beobachten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen folglich nahe, dass eine gute HLA-
Kompatibilitat von Spendergefald und Empfanger eine allo-spezifische Immunantwort
reduzieren bzw. komplett umgehen und somit die beobachteten AbstoRungsreaktionen
minimieren oder gar verhindern kann. Als zukinftige aus der vorliegenden Arbeit
erwachsende Aufgabe ergibt sich fast zwangslaufig die Aufstellung einer
Studienkohorte, bei der in gleicher Weise HLA-kompatible und -inkompatible allogene
GefalRe transplantiert werden. Der direkte Vergleich lieBe erstmalig direkte
Ruckschlisse auf die Relevanz der HLA-Kompatibilitat bei diesen ,GefaRallografts® zu.
Bereits in der vorliegenden Arbeit zeigten 4 von 44 diesbeziiglich untersuchten
Transplantaten zufalligerweise eine gute bis sehr gute Kompatibilitit mit dem
Empfanger. Bei allen vier Patienten, die diese Transplantate erhalten hatten, wurde ein

vollig komplikationsloser klinischer Verlauf von durchschnittich 42 Monaten
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beobachtet. Aufgrund dieser geringen Patientenzahl (n=4) d.h. des Fehlens einer
entsprechenden Kontrollkohorte mit HLA-kompatiblen Gefaf3transplantaten sind die
Transplantationsresultate der vorliegenden Arbeit und historischer Arbeiten aber
lediglich als Hinweis auf die diesbezigliche Transplantationsrelevanz der HLA-
Kompatibilitdt zu werten. Ein Beweis wére durch eine mit kompatiblen HLA-Merkmalen
zu transplantierende Kontrollgruppe und den entsprechenden Analysen der
Transplantatverlaufe noch zu erbringen.

Die Tatsache, dass aufgrund einer Anderung der Gesetzgebung zum derzeitigen
Zeitpunkt fast ausschliel3lich kryokonservierte Transplantate fur die allogene
Arterientransplantation verwendet werden, durfte die Vorgehensweise einer HLA-
kompatiblen Gefalitransplantation in hohem Malf3e beglinstigen. Der politische Wille
und die finanziellen Mittel vorausgesetzt, ist es durchaus denkbar, zukinftig
umfangliche Gefal3spender-Kryobanken zu entwickeln und zu unterhalten, um eine
flaichendeckende Versorgung potentieller Empfanger mit HLA-kompatiblen

SpendergefalRen gewahrleisten.
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6. Zusammenfassung

Eine Gefal3protheseninfektion stellt bis heute ein lebensbedrohliches Krankheitsbild
dar und ist bei gefalichirurgischen Eingriffen aufgrund der hohen Amputations- und
Mortalitatsrate sehr gefirchtet. Eine standardisiertes Therapieschema existiert derzeit
nicht, so dass in den Leitlinien als Optionen zur Behandlung die i) autologe
Venentransplantation, ii) der extra-anatomische Bypass, iii) antibakteriell wirksame
Gefal3prothesen (Antibiotikum-getrénkt oder mit Silber beschichtet) und iv) die allogene
Arterientransplantation aufgefihrt werden. Da das bendtigte autologe Venenmaterial
bei vielen Patienten nicht zur Verfiigung steht, der extra-anatomische Bypass von
erheblichen klinischen Komplikationen begleitet ist, die Studienlage zu den
antibakteriellen Prothesen durftig ist, so dass diese vorwiegend bei gering-gradigen
Bypassinfektionen verwendet werden, wurde in dieser Studie der als etabliert geltende
Einsatz von allogenen Arterientransplantaten gewahlt, um die teilweise schwer
infizierten Prothesenlager mit dem natirlichen Fremdgewebe (Allo-Transplantat) zu
kurieren.

Zwischen November 2000 und Dezember 2009 wurden am Universitatsklinikum
Leipzig 67 Patienten mit der Indikation ,GefalRbypassentzindung“ mit allogenen
arteriellen GefalRen transplantiert, wobei sowohl frische als auch kryokonservierte
Arterientransplantate verwendet wurden. Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand
zunachst darin, die in 68 Fallen duchgefiihrte allogene arterielle Gefafldtransplantation
(ein Patient erhielt zeitgleich zwei Transplantate von jeweils verschiedenen Spendern)
hinsichtlich ihrer therapeutischen Effizienz zur Heilung der Grunderkrankung
,Gefalbypassinfektion“ zu evaluieren. Mit einer Heilungsrate der Grunderkrankung von
84%, einer durch die Grunderkrankung bedingten Amputationsrate von 13% und einer
Reinfektionsrate von nur 9% war die Methode insbesondere vor dem Hintergrund des
Schweregrades der behandelten Infektionen als durchaus erfolgreich zu betrachten.
Allerdings trat mit einer Rate von 18% eine Thrombosierung des arteriellen Allo-
Transplantates als haufigste Komplikation auf.

Um mogliche humorale Abstoungsreaktionen gegen die beziglich ihrer HLA-
Kompatibilitat willktrlich ausgesuchten arteriellen ,Allografts“ im Empféangerorganismus
zu Uberprifen, wurden von 44 GefaBempfangern die pra- und postoperativen
Serumproben mittels Dynachip™HLA Antibody- bzw. Luminex100™IS-Analyse auf
anti-HLA-Klasse | und Il Antikérper untersucht. Die bei diesen Untersuchungen in 96%
der Patienten nachgewiesenen anti-HLA Antikérper wurden mit den typisierten HLA-
Merkmalen/-Allelen der Spendergefalie verglichen (virtuelle Vertraglichkeitsprobe), um
bei 89% der Patienten eine Spender-spezifische Immunreaktion gegen die Gefal3-

transplantate nachzuweisen. Aus dem Vergleich der HLA-Typisierungsdaten von
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Spendern und Empféangern wurde im Anschluss fur jede Spender-/Empfangerpaarung
die so genannte HLA A-B-DR-Mismatchformel abgeleitet, um einen Uberblick tber die
jeweiligen HLA-Kompatibilitaten der Spendergefal3-/ Empfangerpaare zu erhalten. Eine
Stratifikation der abgeleiteten Mismatchformeln ergab, dass den Erwartungen
entsprechend 75% der Patienten mit schlechten (4 bis 6 von 6 moglichen
Inkompatibilitaten), 16% mit einem mittelmafen Kompatibiliatsgrad (3 von 6 mdglichen
Inkompatibilitaten) und nur 9% der Patienten mit einem guten Kompatibilitdtsgrad (O bis
2 von 6 moglichen Inkompatibilitaten) transplantiert worden waren. Fur die als Maf3 der
humoralen Allo-Immunisierung gegen HLA-Merkmale bestimmte HLA-Panelreaktivitat
ergab sich je Transplantat und Empféanger eine massive durchschnittliche Erhéhung
um 71%.

Zusatzlich wurden im Rahmen von Komplikationen wie Thrombendarteriektomien,
Aneurysmaresektionen oder Amputationen insgesamt 15 Gewebeproben der
implantierten arteriellen Gefal3e entnommen, von denen neun mikroskopisch auf eine
aus den anti-HLA Immunreaktionen resultierende Abstol3ungspathologie untersucht
wurden. Sechs Transplantatbiopsien eigneten sich aufgrund einer starken
persistierenden Infektion im Prothesenlager nicht fur diese Untersuchungen.

Die nachgewiesene massive Transplantat-spezifische humorale Immunantwort fiihrte
bei den groRlumigen aortal, iliakal und femoral transplantierten GefalZen nicht zu den
fatalen akuten AbstoBungsphdnomenen mit resultierendem Funktionsverlust wie sie
bei der Transplantation solider Organe gelegentlich auftreten. Allerdings waren im
Langzeitverlauf mit dem pathologischen Bild einer ausgeprégten transmuralen
Kollagenisierung und Fibrosierung im Sinne einer regressiven Gefal3degeneration
chronische Abstof3ungsprozesse der Arterientransplantate zu beobachten.

Erstmalig wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass durch die Verwendung eines
weitgehend oder vollstandig HLA-inkompatiblen Gefal3transplantates aufgrund der
nachfolgenden HLA-Alloimmunisierung massive Einschrankungen hinsichtlich der
Auswahl eines geeigneten Spenderorganes fur eine gegebenenfalls anstehende
Folgetransplantation zum Erhalt eines soliden Organes zu erwarten sind. Eine
zusatzliche Einschrankung ergibt sich aus den mittelfristigen fibrotisch-degenerativen
GefalRveranderungen, so dass fir die Therapieoption allogen transplantierter arterieller

Geféale grundsatzliche Eignungskriterien fiir die Patienten entwickelt werden sollten.
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. Thesen
Humane allogene Arterientransplantate (Homografts) stellten mit einer 84%igen
Heilungsrate eine erfolgreiche Therapieoption zur Behandlung von Gefal3-

bypassinfektionen dar.

. Aufgrund willkirlicher Spender-/Empfangerkombinationen erwiesen sich die
verwendeten allogenen Gefaltransplantate mit einem durchschnittlichen Anstieg der
HLA-Panelreaktivitdt (PRA%) als hoch immunogenes Gewebe, um eine Spender-
spezifische anti-HLA Immunantwort zu induzieren. Der durchschnittliche Anstieg der
HLA-Panelreaktivitat (PRA%) betrug 71% je Transplantation.

Bei der allogenen Arterientransplantation korrelierten die HLA-Inkompatibilitaten
zwischen Spender und Empfanger mit der Bandbreite der alloreaktiven humoralen

anti-HLA Immunreaktion.

Im Falle einer guten HLA-Kompatibilitdt (bis zu zwei von sechs mdglichen HLA-
Inkompatibilitdten der drei Genorte HLA-A, -B, -DR) von Spendern und Empfangern
der allogenen arteriellen Transplantate konnte eine gegen HLA-Antigene gerichtete
Immunantwort reduziert oder komplett umgangen werden. Fir alle vier Patienten
dieser immunologisch glnstigen Spender-Empfanger Konstellation konnte eine
komplikationslose Transplantatfunktion bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes

beobachtet werden.

Bei 89% der Empfanger von humanen allogenen arteriellen Gefal3en waren nach der
Transplantation eindeutig virtuell nachweisbare Spender- bzw. Transplantat-

spezifische anti-HLA Antikdrper (DSA) vorhanden.

Die allo-immune humorale Immunantwort bewirkte in Abhangigkeit von der
postoperativen Zeit zunehmend chronisch degenerative Gewebeverdnderungen im

Transplantat.

. Trotz der massiven HLA-Antigen-spezifischen Immunantwort gegen das arterielle
Transplantat und der offensichtlich resultierenden degenerativen Verdnderungen
blieb die Funktionsfahigkeit der Transplantate bei 84% der Patienten in der

Nachbeobachtungszeit erhalten.
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8. Eine niedrig-dosierte Immunsuppression mit Sirolimus (Rapamune) erwies sich zur
Unterdriickung der humoralen anti-HLA Immunantwort nach allogenen

Arterientransplantationen als wirkungslos.

9. Aus der Verwendung eines willkirlich ausgewahlten, d.h. weitgehend HLA-
inkompatiblen Transplantates, ist durch die ausgepragte Immunisierung (anti-HLA
Antikorperbildung) eine massive Einschrankung hinsichtlich der Auswahl eines
geeigneten Spenderorganes fir eine Folgetransplantation zu erwarten. Fur die
Auswahl solider Organe gilt es fir einen prospektiven Organempfanger als
Ausschlussprinzip, wenn in seinem Serum Antikérper gegen HLA-Merkmale des
Spenders nachgewiesen werden konnen (sogenannte positive virtuelle
Vertraglichkeitsprobe). Die oben erwahnte durchschnittiche Zunahme der PRA von
71% je Transplantation reprasentiert eine 71%ige Wahrscheinlichkeit fur eine positive
Vertraglichkeitsprobe (Kreuztest) und somit eine 71%ige Wahrscheinlichkeit fur die
Kontraindikation einer Organzuteilung. Die Folgen der aus einer beliebigen
GefalRauswahl resultierenden Allo-Immunisierung sind folglich sorgfaltig fur jeden
Patienten abzuwagen. Insbesondere ist zu erwagen, ob der Patient zuklnftig ein
weiteres solides Organtransplantat bendétigen kdnnte, um ihm diese therapeutische

Option nicht zu entziehen.
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