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Einleitung

1 Einleitung

Die Diskrepanz zwischen dem Bedarf und dem Angebot an geeigneten allogenen
Spenderorganen it ein weltweites Problem der modernen Transplantationsmedizin. Die
Ursachen dieses Defizits sind vielseitig, das mangelnde Vertrauen der Offentlichkeit in die
Organspende ist jedoch sicherlich einer der Hauptgriinde. Offentliche Diskussionen (iber die
Definition des Hirntodes, Berichte Gber Organhandel und eine ungentigende Aufklarung der
Bevolkerung Uber die Organspende und die Transplantationsmedizin, sind Ursachen dieses
Misstandes. Umfassende nationdle Kampagnen versuchen seit enigen Jahren,
verlorengegangenes Vertrauen wiederzugewinnen. Dies ist angesichts der dramatischen

Verschérfung der Situation auch dringend geboten:

Seit 1991 dagnieren die Transplantationszahlen, da die Schere zwischen Angebot und
Nachfrage fur allogene Spenderorgane immer weiter auseinander klafft. So warten derzeit in
Deutschland fast 14000 Patienten auf ein Spenderorgan, davon etwa 12000 auf eine Niere und
knapp 1000 auf ein Herz. Die Warteliste fUr eine Nierentransplantation steigt seit Jahren
kontinuierlich an, da immer mehr Patienten dialysepflichtig werden. Jahrlich werden in
Deutschland zwischen 2000 und 2300 (1990-2001) Patienten nierentransplantiert, die Anzahl
der Neuanmeldungen liegt jedoch bei 2700-3000 Patienten pro Jahr. Die durchschnittliche
Wartezeit fur eine Nierentransplantation betragt im Augenblick etwa funf Jahre. Fir Herz und
Leber gilt, dass in den vergangenen sechs Jahren (bis 2001) 1996 Herz- und 1017
Leberpatienten entweder wegen einer massiven Verschlechterung ihres Allgemeinzustandes
von den Wartelisten genommen werden mussten, oder auf der Warteliste stehend an ihrer
Erkrankung verstarben, da rechtzeitig kein geeignetes allogenes Spenderorgan gefunden
werden konnte. Um zu verhindern, dass Patienten wahrend der Wartezeit versterben, und um
die Warteliste fur die Nierentransplantation abzubauen, mussten in Deutschland jahrlich 900
Herzen, 1100 Lebern, 4500 Nieren, 400 Lungen und 400 Pankreas zur Verfligung stehen (70,
82,15).

Eine Reihe verschiedener Strategien werden verfolgt, den Spenderpool zu erweitern und
damit die Situation zu entscharfen. Auf dem Gebiet der Nierentransplantation wird eine
Optimierung der Ausschdpfung von Lebendspenden angestrebt, ohne dass diese Mal3nahme
allein den Mangel an Organen beheben konnte. Die Verwendung sogenannter ,, Non-heart-
beating* Spender auf dem Gebiet der Nieren- (39,38,28) und Lebertransplantation (30), sowie
die Technik der Splitliver- Transplantation, die an einigen Zentren bereits erfolgreich
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durchgefihrt wird, sind weitere Ansétze. Grof3e Hoffnungen werden in die M églichkeiten der
modernen Stammzellforschung und in das Tissue-Engeneering gesetzt, die vidleicht bald die
Chance erdéffnen, Organe ohne jede antigene Eigenschaften zu zlchten (45). Auch ene
Verbesserung von biomechanischen Ersatzorganen ist Ziel intensiver Bemuhungen.

Seit mehr als drel Jahrzehnten ist die Ermdglichung der Xenotransplantation, als eine
bedarfsgerechte Losung des Organmangels, Mittelpunkt zahlreicher wissenschaftlicher

Arbeiten.

Die Uberlebenszeit von Xenotransplantaten variiert stark mit der Heftigkeit der
AbstofRungsreaktion, wobei diese wiederum vom Grad der phylogenetischen Verwandtschaft
von Spender und Empfanger abhangt. 1970 fuhrte Sir Roy Calne, aufgrund der beobachteten
Heftigkeit der Abstof3ung von Xenotransplantaten, die Begriffe , konkordant“ und
»diskordant* fur die unterschiedlichen Kombinationen von Spender und Empfanger ein (16).
Als konkordante Kombination wird nach dieser Nomenklatur eine Spender-Empfanger-
Kombination bezeichnet, die phylogenetisch einen hohen Verwandtschaftsgrad aufweist.
Xenotransplantate werden bel dieser Kombination erst nach 4-6 Tagen vom Empfénger
abgestofien. Die Organtransplantation vom Schimpansen auf den Menschen wére ein Beispiel

fUr eine konkordante Xenotransplantation.

Die diskordante Xenotransplantation (DX Tx), also die Transplantation von Organen zwischen
phylogenetisch weit entfernten Spezies, ist gekennzeichnet durch eine schnelle und heftige
AbstoRungsreaktion, der hyperakuten AbstoRung (HAR). Diese findet innerhalb weniger
Minuten statt und fuhrt zur raschen Zerstérung des Xenotransplantates. Die Transplantation
eines Schweineorgans auf den Menschen ist ein Beispiel fir eine DXTX.

Die konkordante Spezieskombination stellt die immunologisch ginstigere Variante der
Xenotransplantation dar, jedoch gibt es entscheidende Nachteile bel der Verwendung von
Primaten als potentielle Organspender: Ethisch und kulturell sind sie aufgrund ihrer hohen
Entwicklungsstufe und damit nahen Verwandtschaft zum Menschen nicht akzeptabel. Die
Zichtung einer geeigneten Population von potentiellen Spendertieren wirde auf3erdem 30-
50Jahre in Anspruch nehmen. Die Forschung konzentriert sich daher auf die diskordante
Xenotrangplantation und hier vor alem auf die Verwendung von Schweinen als
Organspender. Diese Kombination bietet den VVortell geringerer ethischer Bedenken und einer
damit grofderen Akzeptanz in der Bevolkerung, sowie einer schnelleren Verfligbarkeit einer
grofRen Anzahl von
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Spenderorganen (24). Sie bietet aber auch den Nachteil noch immer nicht beherrschbarer
immunologischer Barrieren. Im Falle der DXTx von primér vaskularisierten Organen (Leber,
Herz, Niere, Lunge) kommt es direkt nach Beginn der Reperfusion zur Hyperakuten
Abstof3ungsreaktion, die als heftige, grofitenteils humorale Immunantwort, das Transplantat
durch mikrovaskuldre Thrombosierung, interstitielle Einblutung und Nekrose irreversibel
schadigt. Die HAR wird ausgel6st durch die Bindung xenoreaktiver Antikérper (XNA) an
Gala1,3-Gal-Epitope der Endothelzellen des Transplantates. Dadurch kommt es zur Bindung
von Komplement und zur Aktivierung der Komplementkaskade, die in der Formierung des
Membran Attack Complex (MAC) gipfelt. Das Zusammenspiel dieser Faktoren fuhrt letztlich
zur Xenotransplantatabsto3ung, wobei noch nicht geklart ist, welche Wertigkeit diese

Faktoren im einzelnen ba der HAR besitzen.

Die Rolle der Komplementaktivierung bel der HAR wurde in zahlreichen Arbeiten untersucht
und es konnte gezeigt werden, dass die Beeinflussung, bzw. Blockade einer vollstandigen
Komplementaktivierung der entscheidende Schritt ist, die HAR erfolgreich zu verhindern (57,
40, 41). Die HAR konnte in der vorliegenden Arbeit durch Verwendung eines Rattenstammes
mit einem isolierten Defekt des Komplementfaktors C6 (PVG C-) Uberwunden werden
(11,12,13). Diese Ratten sind durch eine Punktmutation im C6 Gen nicht mehr in der Lage,
eine korrekte Transkription und Biosynthese von C6 durchzufihren. Daher ist eine
Formierung des MAC (C5b-C9), und damit die Schadigung des Transplantates im Sinne einer
HAR, nicht moglich. Diskordante Herzxenotransplantate vom M eerschweinchen wurden von
Ratten mit normaler Komplementaktivitdt nach 0,2+0,1h (n=5) hyperakut abgestol3en. Im
Gegensatz dazu verlangerte sich das Uberleben der Herzxenotransplantate auf 29+3,4h (n=6)
mit PV G C- Ratten als Transplantatempfanger. Die Aktivierung der Komplementkaskade und
ein Entstehen von Splitprodukten sind jedoch durch den C6-Defekt nicht beeintréchtigt. Vor
allem die Splitprodukte C3a und C5asind fiir die Transplantatschadigung nach Uberwindung
der HAR mitverantwortlich (5,6,36).

Erst der Vergleich dieser C6-defekten Rattenpopulation mit der kongenen Rattenpopulation
mit normalen C6-Spiegeln, konnte die Bedeutung des Komplementfaktors C6 im Rahmen
akuter entzindlicher Prozesse, wie der Allo-und Xenotransplantatabstof3ung, aber auch der
akuten Infektion, zeigen (7,11). Die Rolle der infiltrierenden inflammatorischen Zellen bel der
AbstoRung diskordanter Xenotransplantate, sowie der genaue Pathomechanismus der

AbstoRRung nach Uberwindung der HAR sind jedoch noch immer véllig unklar.
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Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Transplantatschéadigung nach Uberwindung
der HAR und mit méglichen therapeutischen Strategien zur weiteren Verlangerung des
Uberlebens diskordanter Xenotransplantate. Immunologische Vorgange, insbesondere die
Kinetik der Transplantatschadigung und der zelluléren Infiltration des Xenotransplantates
nach Uberwindung der HAR, wurden im diskordanten Xenotransplantationsmodell
Meerschweinchen-Ratte untersucht. Hierzu wurden Meerschweinchenherzen heterotop in
PV G-Ratten transplantiert, nach bestimmten Zeitpunkten wieder enthnommen und histologisch
und immunhistochemisch untersucht. Die Kombination Meerschweinchen als Organdonor
und PVG C- Ratte als Organempfanger wurde gewahlt, da beide Spezies einen geringen
phylogenetischen Verwandtschaftsgrad aufweisen. Das Model der heterotopen
Herztransplantation bei Ratten ist ein etabliertes immunologisches Transplantationsmodell
(55), das in der vorliegenden Arbeit as heterotopes diskordantes Xenotransplantationsmodell

durchgefihrt wurde.

Aufgrund der histologischen und immunhistochemischen Ergebnisse wurden verschiedene
medikamentdse Strategien zur Minimierung der Transplantatsch&digung und damit zur
Verlangerung der Uberlebenszeit diskordanter Herzxenotransplantate getestet. Ziel dieser
Arbeit war es, das zdllulare Infiltrat im diskordanten Herzxenotransplantat an verschiedenen
Zeitpunkten nach Transplantation zu differenzieren, zu quantifizieren, und den Einfluss von
Busulfan und Fucoidin auf das Ausmal3 dieser Infiltration zu untersuchen. Ebenso sollte die
Expression verschiedener Zytokine aus den Transplantat- infiltrierenden Zellen mittels
RNase-Protection Assay zu bestimmten Zeitpunkten nach Transplantation und unter dem

Einfluss von Fucoidin und Busulfan untersucht werden.

Die Blockade von endothelialen Adhasionsmolekilen durch Fucoidin, und die Ausschaltung
von polymorph-nukledren Zelen durch Busulfan sollte Aufschluss Uber die Rolle des
beobachteten zellularen Infiltrates nach Uberwindung der HAR geben, und zeigen, dass
bestimmte Zelpopulationen mal3geblich fir die Transplantatschadigung im beobachteten
Zeitraum nach DXTx verantwortlich sind.
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2 Material und M ethodik

2.1 Genehmigung des Vorhabens

Die im folgenden beschriebenen tierexperimentellen Untersuchungen wurden nach § 8 Abs.1
des Tierschutzgesetzes beantragt und unter dem AZ. 211-2531-2/99 durch die Regierung von
Oberbayern genehmigt.

2.2 Tierspezies

Im durchgefiihrten Xenotransplantationsmodell entstammten sowohl die Spender-, als auch
die Empfangertiere, aus Inzuchtstammen.

Als Organspender dienten méannliche, 6-10 Wochen ate und 300-350g schwere Hartley
M eerschweinchen (Firma Charles River Laboratories, Kif3legg/Germany).Die Empféangertiere,
8-16 Wochen alte, méannliche und 200-300g schwere C6-defekte PVG (C-) (RT1C) Ratten,
wurden von Prof. Daha (Abtellung fir Nephrologie, Academisch Ziekenhuis,

Leiden/Holland) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Die fur die Versuche verwendeten Ratten und Meerschweinchen wurden im Tierstall des
Institutes fur Experimentelle Onkologie und Therapieforschung (Direktor: Prof. Dr. Bernd
Génsbacher) am Klinikum rechtsder Isar (TU Miinchen) gehalten.

Hierbei herrschten die fur die Haltung von Versuchstieren Ublichen Bedingungen in einem
abgetrennten 32m2 grofRen Raum bei einer Raumtemperatur von 21°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 55+5%. Eine Zwangsbel iftung mit Filteranlage wechselte die Raumluft
zehnmal pro Minute. Der Schlaf- Wachrhythmus betrug jeweils zwolf Stunden, die
Beleuchtung fr die Tagesperiode hatte eine Lichtstéarke von 500 Lux.

Die Ratten wurden in Makrolonk&figen Typ IV (Ehret GmbH, Emmendingen/Germany) mit
einer Bodenfldche von 1815cm? gehalten. Die Ké&fige waren hierbel, unter genauer
Berlicksichtigung der Dichtestatistik, mit maximal sechs gleichgeschlechtlichen Tieren
besetzt. Jede transplantierte Ratte wurde bis zum Zeitpunkt der Organentnahme in einen
eigenen Makrolonkafig Typ 111 ( Bodenflache 900 cm? ) umgesetzt.

Gefittert wurden die Tiere mit handelsiiblichem gepressten Trockenfutter (Altromin 1324
Standarddi&t, Altromin GmbH, Lage/Germany) und Trinkwasser ad libitum. Der Wechsel des

Trinkwassers und die Reinigung der Kéafige erfolgten taglich.
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Die Meerschweinchen wurden in Makrolonkafigen Typ IV (Bodenflache 1815 cm?) mit
einem maximalen Ké&figbesatz von vier Tieren pro K&fig in eéinem separaten Raum unter den
oben genannten Umgebungsbedingungen gehalten. Die Meerschweinchen erhielten
Speziafutter (Altromin 3022 Haltungsfutter) und Trinkwasser ad libitum. Reinigung der
Ké&fige und Trinkwasserwechsel erfolgten auch hier taglich.

2.3 Apparative Ausstattung

Zur Durchfihrung der Transplantationen wurde ein Operationsmikroskop (OPMI-1F, Zeiss
GmbH/West Germany) mit stufenlos verstellbarem Zoomobjektiv und bis zu zwolffacher
VergroRerung verwendet.  Als  Operationsinstrumentarium  diente  ein  Ubliches
mikrochirurgisches Besteck, das durch einen bipolaren Kauter (Bechtold Elektrotom 80B,
Bechtold GmbH/Germany), Biemer- Gefal3klemmen (Biemer-Clip Art.-Nr.561, Aesculap AG
Tuttlingen/Germany) und Spilkanilen (Plastikeinsatz Braunile Luer-Lock, Art.-Nr.420 755
761-G16, Braun Mesungen AG/Germany) erganzt wurde.

Abb.1 OP-Arbeitsplatz fur die heterotope Herzxenotransplantation im M eerschweinchen-Ratte-M odell.
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2.4 Anasthese

Samtliche Operationen wurden in Diéthyldther - Inhalationsnarkose (Ather zur Narkose, Reg.-
Nr.A254, Asid Bonz u. Sohn GmbH ,Boblingen/Germany) durchgefihrt.

Dazu wurde das Versuchstier (VT) in ein funf Liter fassendes Glasgefal? eingebracht, dessen
Boden mit Didthyldther benetzt war. Nachdem das VT ene ausreichende Narkosetiefe
erreicht hatte, wurde es aus dem Gefald entnommen und mittels Pflasterstreifen (Leukoplast
Klebestreifen N0.2321, Belersdorf AG/Germany) auf einer Korkplatte fixiert. Um dem VT
wahrend der Operation konstant ein Ather- Sauerstoff-Gemisch zufilhren zu kénnen, wurde
der Boden eines 50ml-Cup (Eppendorf GmbH, Hamburg/Germany) mit &therbefeuchteten
Kompressen ausgelegt und mit der Offnung ca. 1-2cm vor der Nasenspitze des VT
positioniert. Das 50ml-Cup war dabei Uber einen Schlauch mit einer O,-Quelle verbunden.
Der O,-Flow betrug 2I/min. Durch Veranderung des Abstandes zur Nasenspitze des VT war
es moglich, die Narkosetiefe zu regulieren (siehe Abb.2).

Nachdem die Operation mit dem Wundverschluss beendet war, wurde zur Narkoseausleitung
das 50ml-Cup von der Nasenspitze des VT entfernt. Nach 5-10 min war das Ather-
Sauerstoffgemisch soweit abgeatmet, dass das VT das Bewusstsein wiedererlangte, und nach

weiteren 10-15 min FHissigkeit und Nahrung zu sich nehmen konnte.

Abb.2 PVG C-Ratte in Athernarkose vor der Herzxenotransplantation. Die Ratte ist auf einer Korkplatte fixiert
und atmet tlber ein 50ml-Cup ein Ather-Sauerstoff-Gemisch.
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2.5 Operationen

2.5.1 DasPrinzp der heterotopen Herztransplantation

Be der heterotopen Herztransplantation handelt es sich um ein rein immunologisches
Hilfsmodell, bei dem das Spenderherz an die grofen Abdominalgefél3e des Empfangers
transplantiert wird. Das eigene Herz des Empfangertieres verbleibt in der Thoraxhohle und
das transplantierte Herz Gibernimmt keinerlei hamodynamische Funktion.

Die Aorta ascendens des Spenderherzens wird dabei mittels einer End-zu-Seit-Anastomose an
die Aorta abdominalis des Empfangers anastomosiert. Ebenso wird die Arteria pulmonalis des
Spenderherzens mit der Vena cava inferior des Empfangers anastomosiert.

Das Blut flief3t demnach von der Aorta abdominalis des Empféngers Uber die End-zu-Seit-
Anastomose in die Aorta ascendens des Spenderherzens und versorgt Uber die Aa. coronariae
das transplantierte Herz. Uber die Vv. coronariae gelangt das Blut in den Sinus venosus und
von dort in den rechten Vorhof. Schliefdlich flief3t das Blut Uber den rechten Ventrikel und die
zweite End-zu-Seit-Anastomose in die Vena cavainferior des Empfangertieres ab.

Das auf die oben beschriebene Art transplantierte Herz ist denerviert und kontrahiert sich mit
einer Eigenfrequenz von 60-80 Schlagen pro Minute.

Vv. coronariae

A. pulmonalis Aa. coronariae

Aorta

Aorta abdominalis

Abb.3 Schematische Darstellung des Blutflusses im heterotop transplantierten Herzxenotransplantat
unter Umgehung des linken Ventrikels.
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Das oben beschriebene Modell der heterotopen Herztransplantation bietet den Vorteil, dass
das Empfangertier auch nach endgultiger AbstoBung des Transplantates ohne
Beeintrachtigung der systemischen Blutzirkulation weiterlebt. Eine Transplantatabstof3ung ist
demnach nicht letal fir das Empfangertier. Ebenso lasst sich die Transplantatfunktion
jederzeit direkt durch die Palpation des Abdomens kontrollieren.

2.5.2 Herzentnahme beim Spender

Nach Rasur des Thorax und Desinfektion mit Alkoholspray (Kodan Tinktur Forte, Schiilke &
Mayr GmbH/Germany), wurde der Thorax des Spendertieres mit einer grofden
Laparotomieschere entlang der linken und rechten Axillarlinie eréffnet. Am Processus
xiphoideus wurde eine grof3e Klemme befestigt, mit der die obere Thoraxhélfte nach kranial
geklappt wurde. Auf diese Weise lagen nun Herz und beide Lungenfltigel frei.

Mit einem Wattestabchen wurde dann der Thymus stumpf abprépariert. Die beiden Vv.
pulmonales und die distalen Aa. pulmonales wurden mit 6/0 Seide (Perma Handseide schwarz
geflochten 6-0, Ethicon GmbH Norderstedt/Germany) ligiert. AnschlieRend wurde das
Lungengewebe distal der Ligaturen vom Herzen abgetrennt. Die V. cava superior und inferior
sowie die V. hemiazygos wurden ligiert, das Herz mit einer Pinzette an den Ligaturen aus
dem Thorax gehoben und vom Gewebe distal der Ligaturen abgetrennt (Abb.4).

Ex situ erfolgte dann zunéchst die Entfernung des Perikard. Anschlief3end wurden unter dem
Operationsmikroskop die Aorta ascendens und der Pulmonalishauptstamm prdpariert. Mit
einer Spulkantle, diein die Aorta ascendens und die A. pulmonalis eingefuhrt wurde, erfolgte
dann die Spiilung der vier Herzkammern und der KoronargefélRe mit 5°C kalter Ringer-Laktat
Losung (Braun Mesungen AG/Germany). Die auf diese Weise durchgefiihrte Perfusion
wurde solange aufrechterhalten, bis die Koronargefal3e blutfrel waren und das Myokard sich
blass verfarbte. Das Spenderherz verblieb nun bis zur Transplantation in eisgekhlter Ringer-
Laktat-Losung. Die kalte Ischamiezeit betrug 30-50 min.
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Arcus aortae

V. cavasup.

Vv. pulmonales A. pulmonalis

V.cavainf.

---- Ligatur

Abb.4 Schematische Darstellung der Préparation des Spenderherzens in situ fir die heterotope
Herztransplantation.

2.5.3 Heterotope Xenotransplantation

Nach Rasur und Desinfektion der Bauchhaut und dem Feststellen einer ausreichenden
Narkosetiefe, wurden die Bauchhaut und die Muskulatur mit einer Laparotomieschere entlang
der Linea alba, distal des Proc. Xiphoideus bis knapp proximal der Symphyse, eroffnet. Das
gesamte Darmkonvolut wurde mit physiologischer Kochsalzlosung (NaCl-Lésung 0,9%,
Braun Mesungen AG/Germany) befeuchtet, in ebenfalls befeuchtete Kompressen
eingeschlagen und auf die linke Seite des VT lateralisiert.

Mit Hilfe zweier Wattestédbchen wurde das Retroperitoneum stumpf eréffnet und die Aorta
abdominalis und V. cava inferior ebenfalls stumpf freiprdpariert. Somit lagen die Aorta
abdominalis und die V. cava inferior frel. Auf einer etwa 10mm langen Strecke, distal der
Abgange der Nierenarterien, wurden sdmtliche Zuflisse in die V. cava inferior und alle
abgehenden Arterien aus der Aorta abdominalis mit 6/0- Seide ligiert, oder mit einem
bipolaren Elektrokauter (Bechtold Elektrotom 80 B, Bechtold GmbH/Germany) koaguliert.

Dann wurde diese Gefél3strecke (d.h. Vena cava inferior und Aorta abdominalis) mit Biemer-
Gefalklemmen ausgeklemmt, und zundchst die Aorta mit ener mikrochirurgischen
Federschere auf einer 3-4mm langen Strecke langs arteriotomiert. Im néchsten Schritt erfolgte

die End-zu-Seit-Anastomose der Aorta ascendens des Spenderherzens mit der Aorta
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abdominalis des VT. Die Anastomose wurde in mikrochirurgischer Technik durchgefihrt,
wobei die Vorder- und die Hinterwand der Aorta ascendens mit jeweils einem monofilen 9/0
Ethilon-Faden (Ethicon schwarz monofil 9-0, Ethicon GmbH Norderstedt/Germany) mit
fortlaufender Naht an die Aorta abdominalis anastomosiert wurden (siehe Abb.7).

Nach Venotomie der V. cava inferior wurden Gefaldvorder-und Hinterwand der A.pulmonalis

auf diese Weise mit der V.cavainferior anastomosiert.

Abb.5 Darstellung der Technik der aorto-aortalen Anastomose ( K.Ono, ES Lindsey , 55;225-9)
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Aorta

V.cava inf, “

Abb.6 Darstellung der Technik der Anastomose zwischen Vena cavainferior des Empféngers und Arteria
pulmonalis des Spenderherzens (K Ono, ES Lindsey ,55;225-9).

Nach Vollendung der Anastomosen wurde zundchst die distale Biemer-Klemme,
anschliefiend die proximale Biemerklemme, getffnet und damit die Reperfusion des
transplantierten Herzens begonnen, was in einer deutlichen Rotfarbung des zuvor blassen
Herzmuskels zu erkennen war. Nach anfanglichem Kammerflimmern begann der Herzmuskel
nach kurzer Zeit, sich zu kontrahieren. Nach Blutstillung wurde der zuvor nach
extraperitoneal verlagerte Darm erneut mit physiologischer Kochsalzl 6sung angefeuchtet und
danach in das Abdomen zurtickverlagert. Der Wundverschluss erfolgte zundchst durch
Muskelnaht mit resorbierbarem Faden der Starke 4-0 (Vicryl 4-0 geflochten, Best.Nr. NL 75
400 1A, Ethicon GmbH Norderstedt/Germany) in fortlaufender Nahttechnik. Die Haut des
VT wurde dann mit 4-0 Ethilon (Ethilon schwarz monofil 4-0, Best.Nr. 662 H, Ethicon
GmbH) in fortlaufender Hautnahttechnik oder in Einzelknopftechnik verschlossen.

14
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Abb.7 Intraoperativer Situs nach Anastomose der Aotra abdominalis des Empféngers mit der Aorta des Spender
-herzens.

2.5.4 Organentnahme zur histologischen/ immunhistochemischen Untersuchung

Nach Diagnose der Transplantatabstol3ung, bzw. an festgelegten Zeitpunkten nach DXTx
(6,12 und 24h post DXTx), wurden die VT in Athernarkose relaparotomiert. Das heterotop
trangplantierte Herz wurde zur Bestimmung und Quantifizierung des zelluldren Infiltrates
entnommen und das VT geopfert. Ein Teil des Organs wurde zur spéteren RNA-Isolierung in
flissigem Stickstoff schockgefrohren, ein Teil zur histologischen Aufbereitung in Histo-
Losung (Sigma, Taufkirchen/Germany) Uberfihrt, ein weiterer in Tissue-Tec (Sakara Finetec
Europe BV/Netherlands) eingebettet und ebenfalls in flissigem Stickstoff schockgefrohren.
Die Organprobe in Histo-LAsung wurde bei Raumtemperatur gelagert, die schockgefrohrenen
Proben wurden bel —-80°C aufbewahrt.
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2.5.5 Intraperitoneale I njektion von Fucoidin und Busulfan

Als selektiver Inhibitor der Granulopoese, wurde Busulfan (Sigma) in 2,5%
Carboxymethylcellulose (Sigma) gelost und dem VT in Atherkurznarkose i.p. appliziert
(Konzentration 30mg/kg KG). Die Konzentration und der Applikationszeitpunkt wurden den
Angaben aus der Literatur angepasst. Diese bezogen sich auf die Verwendung von Busulfan
bei Knochenmarktransplantationen im Rattenmodell (77; 101-6).

Der Selektinhemmer Fucoidin (Sigma) inhibiert in vitro die Adh&sion von Leukozyten am
Endothel. Fucoidin wurde in PBS (Biochrom KG, Berlin/Germany) geldst, und in einer
Konzentration von 15mg/ kg KG, 7,5mg/kg KG oder 3,75mg/kg KG, dem VT in
Atherkurznarkose i.p. appliziert (50,51,71). Die Injektion erfolgte im Anschluss an die
Transplantation.

2.6 Anfertigung von Knochenmark-Ausstrichen

Um den Effekt von Busulfan auf die Hamatopoese und damit den optimalen Zeitpunkt fur die
Transplantation Busulfan-vorbehandelter PVG C- Ratten zu bestimmen, wurden VT mit
Busulfan in einer Konzentration von 30mg/kg Korpergewicht (Busulfan gelost in 2,5%
Carboxymethylcellulose) vorbehanddt (53,21,42,76), und nach drel, sieben, bzw. vierzehn
Tagen (jeweils n=2) in CO-Asphyxie geopfert.

Das Knochenmark wurde aus beiden Femur und Tibiae enthommen, und fir jedes VT vier

Knochenmark-Ausstriche angefertigt, die nach Pappenheim geféarbt wurden. Als Vergleich
diente Nativknochenmark nicht vorbehandelter PV G C- Ratten (n=2).
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2.7 In Vitro Techniken

2.7.1 Lichtmikroskopie

Abhéngig von der jewelligen Fragestellung, wurden die Transplantate nach
Transplantatabstol3ung oder zu festgelegten Zeitpunkten nach DXTx entnommen, in
formalinhaltiger Fixierlosung fur histologische Préparate (Histolosung, Sigma) fixiert, in
Paraffin eingebettet, am Mikrotom in 5um dicke Préparate geschnitten und mit Hamatoxilin-
Eosin gefarbt. Die Herztransplantate wurden nach Ausmal? des perivaskuldaren Odems, der

zelluldren Infiltration, interstitieller Einblutung und Myokardnekrose untersucht.

2.7.2 Immunperoxidase-Farbung

Organproben fir die Immunperoxidaseférbung wurden nach Organentnahme in Tissue-Tec
(Sakara Finetec Europe BV/Netherlands) eingebettet, in fliissigem Stickstoff eingefrohren und
bis zur Farbung bei —80°C gelagert.

Zur Immunperoxidasefarbung wurden von den Organen 5um dicke Kryostatschnitte
hergestellt, die dann zunachst 15min in —20°C kaltem Aceton (Sigma) fixiert wurden. Nach
Lufttrocknung und kurzem Waschen in PBS (Biochrom KG, Berlin/Germany), wurde 5%iges
fetales Kéberserum (FKS, Biochrom) auf die Schnitte gegeben und diese 20min inkubiert.
Die Préinkubation mit fetalem Kalberserum diente der Reduktion unspezifischer
Hintergrundfarbung, die anschlief3ende 15mindtige Inkubation mit 0,1%igem H.0, der
Blockade endogener Peroxidaseaktivitét. Nach erneutem dreimaligen Waschen der Schnitte
in PBS, wurden diese fir 45min mit je 100ul des jeweiligen Primér-mAk (Pharmingen,
St.Louis/lUSA oder Serotec Ltd., Oxford/UK) inkubiert. Die verwendeten Antikorper (Ak),
sowie deren Verdinnung, sind in Tabelle 1 aufgelistet. Die Auswahl der verwendeten Ak
stutzte sich auf die Tatsache, dass bel der Aktivierung der Komplementkaskade (PVG C-) die
Anaphylatoxine C3a und Cbha abgespalten werden, und auf die lichtmikroskopische Analyse
von HE-geférbten Prdparaten, die eine Transplantatinfiltration vor allem mit polymorph-
nukledren Zellen (PMN) aufwiesen. Die Anaphylatoxine sind chemotaktische Faktoren fur
neutrophile Granulozyten und andere L eukozytensubpopulationen. Im beobachteten Zeitraum
nach DXTx ist vor allem mit einer Infiltration durch diese PMN zu rechnen (6,11,12,13,37).
Daher wurden die Préparate zunachst mit Maus-anti-Ratte CD11b-mAk gefarbt, der vor alem
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neutrophile Granulozyten, aber auch Monozyten und NK-Zellen anfarbt. Um die angefarbten
Zellen weiter zu spezifizieren und deren Anteil am zelluldren Infiltrat zu quantifizieren,
wurden die Pr8parate auch mit mAk gegen ED1, CD3 und CD161 geféarbt. Fir weitere
Subspezifizierungen des zelluléren Infiltrates standen zum Zeitpunkt der Versuche noch keine
geeigneten anti-Ratte-Ak fur Immunperoxidaseféarbung zur Verfigung.

Ak Spezifitéat Art Verdiinnung Hersteller
CD 11b neutrophile mAk Maus anti-Ratte 1:100 PharMingen,
Granulozyten (19G),purified St.Louis USA
ED1 Monozyten / mAKk Maus anti-Ratte 1:100/1:200 Serotec Ltd.
M akrophagen (19G),purified Oxford,UK
CD 161 NK-Zellen mAk Maus anti-Ratte 1:100 Serotec Ltd.
(19G),purified Oxford,UK
CD3 T-Lymphozyten mAk Maus anti-Ratte 1:100 PharMingen
(1gG),purified St.Louis USA

Tabelle1l Verwendete Antikorper zur Differenzierung des zelluléren Infiltrates im diskordanten
Herzxenotransplantationsmodell in Abwesenheit desMAC.

Im Anschluss wurden die Praparate dreimal (fur die Dauer von 1, 3 und 5 Minuten) in PBS
gewaschen und anschlief3end fur weitere 45min mit je 100ul des Peroxidase-konjugierten
F(ab’)-Fragment von Ratte-anti-Maus 1gG (Pharmingen,USA) gegengefarbt. Die
Verdunnung des Sekundarantikorpers betrug 1: 150.

Anschlief3end wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen und unter stéandiger Kontrolle
der Farbentwicklung fir 9-12 min in Peroxidase-Substrat inkubiert. Das Peroxidase-Substrat
war wie folgt zusammengesetzt:

Zunéchst erfolgte die Herstellung des 50 mM Acetat- Puffers. Hierzu wurden 14,8ml 0,2 M
Ameisensaure (Acetic Acid, 0,2 M ; Sigma) mit 35,2ml 0,2 M Na-Acetat (Sigma) gemischt
und mit Aqua destillata auf 200ml verdinnt. Der Puffer hatte einen pH-Wert von 5,2.
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Danach wurden 200ml des Acetat-Puffers mit 10ml AEC-L6sung (Sigma) und 30ul 30%
H,O, gemischt. Dieses Peroxidase-Substrat musste unmittelbar vor der Inkubation der
Schnitte hergestellt werden.

Nach Inkubation wurden die Schnitte zweimal kurz in Aqua destillata gespiilt, um dann fur 3-
5 min in 25%igem Hamalaun (Merck AG, Darmstadt/Germany) unter standiger Farbkontrolle
(zur Vermeldung ener zu starken Hintergrundférbung) gegengefarbt zu werden.
Abschliefiend wurden die Schnitte unter fliefRendem H,O geblaut und bei Raumtemperatur
getrocknet. Um die Préparate haltbar zu machen, wurden diese mit Glycerogelatine (Sigma)
eingedeckt und mit einem Deckglas versehen. Samtliche Inkubationen erfolgten in einer

feuchten, lichtgeschiitzten Kammer bei Raumtemperatur.

Die Auswertung der Praparate erfolgte durch Auszahlung der angeféarbten infiltrierenden
Zellen. Um valide Ergebnisse zu erhalten, wurden bei je drei Schnitten desselben Praparates
in jedem Schnitt zehn High Power Fields (Vergrof3erung x400) von drel unterschiedlichen
Personen ausgezéhlt. Die Praparate wurden vor der Auswertung mit vierstelligen Zahlen
codiert, sodass den auswertenden Personen die genaue Bezeichnung der Prdparate nicht
bekannt war. Die Anzahl der infiltrierenden Zellen wurde aus den drei Schnitten, die bel
jedem der einzelnen Praparate ausgewertet wurden, gemittelt und mit £ Standardabweichung

angegeben.
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2.7.3 RNase Protection Assay

Die Organproben fir die RNA-Isolierung zur spédteren Zytokinbestimmung durch RNase
Protection Assay wurden nach Organentnahme in 5ml-Cups (Eppendorf
GmbH,Hamburg/Germany) gegeben und sofort in flissigem Stickstoff schockgefrohren. Sie
wurden bis zur Auswertung bel -80°C gelagert.

Zunéchst wurde die Organprobe in 1ml Tri-Reagenz (Sigma) tberfihrt und zerkleinert. Tri-
Reagenz ist eine homogene einphasige Ldsung aus Guanidin-Thiocyanat und Phenol, die
effektiv RNA, DNA und Proteine in homogenisierten Organ- und Gewebeproben voneinander
trennt. Nach 5min Inkubation wurden dem in Tri-Reagenz homogenisierten Organ 200l
Chloroform (Sigma) zugegeben und das Gemisch weitere 15min inkubiert. Nach 15min
Zentrifugation mit  10000U/min  (Zentrifuge: Biofuge 13, Haereus instruments,
Bitterfeld/Germany) war das Gemisch in 3 Phasen aufgetrennt:

-wassrige Phase: farblos, RNA enthaltend
-Interphase : DNA enthaltend
-Organphase : rot, Proteine enthaltend

Der farblose RNA-enthaltende Uberstand wurde abpipettiert und mit 500ul Isopropanol
(Sigma) vermischt. Dann folgten eine weltere 10mindtige Inkubationsphase und
Zentrifugation der Probe bel 10000U/min (Dauer: 10min). Nach Zentrifugation war am
Boden des Cups ein RNA-Pdlet zu sehen, das nach Abpipettieren des Uberstandes in 1ml
75%igem Ethanol (Sigma) gewaschen wurde. Danach wurde die Probe erneut zentrifugiert
(5min bei 7500 U/min) und das Uberstehende Ethanol vorsichtig abpipettiert. Nach
Lufttrocknung unter dem Abzug wurde der Probe 100ul DEPC-H ,0 (Sigma) zugegeben und
das RNA-Pellet bel 55-60°C aufgel 0st.

Nachdem das Pellet sich aufgeldst hatte, wurden in einem neuen Cup 990ul Aqua destillata
vorgelegt und 10ul aus der Probe zugegeben. Dieses Gemisch wurde in eine Quarz-Kuvette
Uberfuhrt, und die Extinctionen der Probe bei 260 und 280nm mit Hilfe eines Photometers
(Spectronic Genesys 5, Thermo Electron Co./USA) gemessen, um den RNA-Gehalt der

Proben zu ermitteln.
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Aufgrund des Quotienten aus beiden gemessenen Extinctionen wurde die RNA-Konzentration
(c RNA ) der Probe berechnet, sowie das fur die Herstellung der fir das Assay notwendigen

10ug-Aliquots benétigte Volumen aus der Probe (Probe: RNA gel6st in DEPC- H ,0).

Samtliche Arbeiten im Zusammenhang mit der RNA-Isolierung wurden unter keimarmen
Bedingungen unter dem Steril-Abzug durchgefihrt. Um eine Kontamination der Proben mit
hauteigener RNase zu verhindern, wurden bei der Isolierung und beim Hantieren mit
Reagenzien fir die RNA-Isolierung stets Einmal handschuhe getragen.

Die 10ug-Aliquots wurden bis zur Durchfiihrung des Assays bei —80°C gelagert.

Der Assay wurde zur Bestimmung und Quantifizierung der Zytokinspiegel (IL1 o, IL 1B ,
IL6 und TNFo) im diskordanten Herzxenotransplantat herangezogen.

Zur Quantifizierung dieser Zytokinspiegel wurde der RiboQuant RNase Protection Assay
(rCK-1, PharMingen, St.Louis/lUSA), wie vom Hersteller angegeben, durchgefiihrt.

Zunéchst wurden die mit einem Primer versehenen einstréngigen DNA-Sequenzen aus dem
Template-Set, die fur die gesuchten Zytokine codieren, mit einem GACU-Pool und radioaktiv
markiertem UTP [033P*] versetzt, und in Gegenwart der T7 RNA-Polymerase (DNA-
abhangige RNA-Polymerase) RNA-Antisense-Sequenzen hybridisiert.

Die aus den Herzxenotransplantaten extrahierte RNA (Sense-RNA-Sequenz) wurde dann mit
der radioaktiv markierten Antisense-RNA-Sequenz zu einer doppelstrangigen RNA-Sequenz
hybridisiert. Nichthybridisierte RNA wurde durch Zugabe von RNase A Digestion entfernt
und diese Reaktion durch Proteinase K beendet. Nach Phenol-Chloroform—Extraktion wurden
die Proben zusammen mit ener Verdinnung der Eichproben (Templates), die als
GroRRenmarker dienten, auf ein Polyacrylamidgel aufgebracht. Nach Trocknung der Gele
wurden diese mit einem Phosphorimmager ausgewertet. Um die Identitdt der Banden in den
experimentellen Proben zu ermitteln, wurde mittels der unverbrauchten Markerproben aus

dem Template-Set eine Standardkurve gezeichnet.
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2.8 Statistik

Die Transplantat-infiltrierenden Zellen in den Immunperoxidase-gefarbten Schnitten wurden
unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Es wurden jeweils dieselben zehn ,,High-power-fields*
in jedem Praparat von drei Personen ausgezahlt, und die Anzahl der infiltrierenden Zellen als
Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. Um zuféllige und systematische Fehler zu
vermeiden, wurden die Praparate vor der Untersuchung von einer Person codiert, die selbst
nicht an der Auswertung der Préparate teilnahm. Demnach erfolgte die lichtmikroskopische

Auswertung blind.

Das Signifikanzniveau lag bei allen Untersuchungen bei > 95%. Bei der vergleichenden
Darstellung der zellularen Infiltration kam der t-Test zur Anwendung. Hierbei wurde die
statistische Signifikanz definiert als p < 0,01.

Die Auswertung der mit Hamatoxilin-Eosin geférbten Praparate erfolgte rein qualitativ-
vergleichend nach den Kriterien zellulare Infiltration, AusmalR des perivaskuldren Odems und
Ausmal3 der Gewebedestruktion.
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3 Ergebnisse

Durch die Verwendung von Ratten mit einem isolierten Defekt des Komplementproteins C6
(PVG C-) as Organempfanger, konnte die bei Xenotransplantationen zu erwartende
hyperakute Abstol3ungsreaktion (HAR) verhindert werden. Diskordante
Herzxenotransplantate mit phénotypisch identischen PVG C+ -Ratten (n=5) as
Organempfanger wurden nach 0,2+0,1h hyperakut abgestoRen. Im Gegensatz dazu
verlangerte sich das Uberleben diskordanter Herzxenotransplantate, die heterotop den PVG C-
Ratten transplantiert wurden (n=6), auf 29+3,4 Stunden (Abb.8).
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Abb.8 Uberleben diskordanter Xenotransplantate vom Meerschweinchen in PV G C- Ratten (n=6)
vs. dem Uberleben in PVG C+ -Ratten (n=5)
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3.1 Kinetik des zellularen I nfiltrates

Zur weiteren Analyse des Abstol3ungsmechanismus von diskordanten Xenotransplantaten
nach Uberwindung der HAR, wurden die Kinetik der zelluldaren Infiltration und die
Phanotypen des zelluldren Infiltrates untersucht. Zur Erstellung einer Kinetik der zelluléren
Infiltration und der konsekutiven Gewebsdestruktion wurden Meerschweinchenherzen
heterotop in PVG C- Ratten transplantiert und nach 6 (n=6),12 (n=6) und 24 (n=6) Stunden
wieder entnommen. Als Vergleich wurden nicht transplantierte Meerschwelnchenherzen
(n=4) untersucht. Zum Zeitpunkt der Transplantatentnahme waren alle untersuchten
Herzxenotransplantate vital und kontrahierten sich.

Die fur die Untersuchung der Kinetik der zdluldren Infiltration verwendeten
Herzxenotransplantate wurden nach Herstellung von Mikrotomschnitten mit Hamatoxilin-
Eosin gefarbt und lichtmikroskopisch ausgewertet. Hierbei konnte bereits 6h nach DXTx in
alen Xenotransplantaten (n=6) ein gering ausgepragtes perivaskuldres Odem beobachtet
werden, wobel ein beginnendes zelluldres Infiltrat hauptsachlich granulozytéarer Zellen
nachgewiesen werden konnte. Eine perivaskulare Hamorrhagie war nur vereinzelt zu sehen.
Im Gegensatz dazu konnten 6h nach Transplantation weder in Arterien noch in Venen des
Transplantats intravaskulare Thromben oder eine lichtmikroskopisch zu erkennende

Myokardschéadigung nachgewiesen werden (Abb.9/10).

In alen Xenotransplantaten, die 12h nach DXTx entnommen wurden (n=6), war eine deutlich
Zunahme der granulozytaren Myokardinfiltration, des perivaskularen Odems, der
interstitiellen Hamorrhagie und eine beginnende Myokarddestruktion zu erkennen. Erstmals
12h nach DXTx konnten intravaskulare Thromben in Venen und Arterien des
Xenotransplantates nachgewiesen werden. Eine deutliche Zunahme dieser interstitiellen und
intravaskuléren Verdnderungen, enhergehend mit einer deutlichen konsekutiven
Myokarddestruktion, war in den HE-geféarbten Schnitten aller Xenotransplantate (n=6) zu
erkennen , die 24h nach DXTx entnommen wurden (Abb.9/10). Als Vergleich dienten HE-
gefarbte Mikrotomschnitte nicht transplantierter Meerschweinchenherzen (in Abb.9 und 10
mit ,,0 h* bezeichnet).
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Abb.9 Reprasentative Beispiele von Xenotransplantaten, die nach 0,6,12,24h entnommen wurden. In
dieser Abbildung ist die perivaskulére Destruktion nach DXTx dargestellt (HE x 400).

Abb.10 Représentative Beispiele von Xenotransplantaten, die nach 0,6,12,24h enthommen wurden. In dieser
Abbildung ist die granulozytére Infiltration des Myokard und die interstitielle Hadmorrhagie nach
0,6,12,24h nach DXTx im Vergleich dargestellt (HE x 400).

HE-Farbungen von Xenotransplantaten, die 12h nach DXTx entnommen wurden, wiesen vor
allem an den Endothelien der vendsen Gefdl3e ein sog. ,, Sticking” granulozytérer Zellen auf,
die zum Tel bereits das perivaskulare Gewebe und Myokard infiltrierten (Abb.11).
Aul3erdem war die perivaskulére Hamorrhagie 12h nach DXTx deutlich ausgepragter und liefd
sich auch interstitiell im Myokard nachweisen (Abb.9 und 10).
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Abb.11 Perlschnurartiges ,, Sticking”“ von Granulozyten am Endothel und konsekutiver perivaskul &r-
Intergtitieller Infiltration 12h nach DXTx (HE x 1000)

Die deutlichsten histomorphologischen Veranderungen waren 24h nach DXTx zu erkennen
(Abb.9 und 10). Es zeigten sich eine deutliche perivaskulére Infiltration des Myokard mit
stab-und segmentkernigen Granulozyten und eine erhebliche Auflockerung des Myokard
durch eine massive interstitielle Hamorrhagie.
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3.2 Differenzierung des zellularen I nfiltrats durch | mmunperoxidase-Farbung

Durch die Immunperoxidase-Farbung konnte das vor allem perivaskulér in der HE-Férbung
beobachtete zellulére Infiltrat in Granulozyten (Ak: CD11b) und Makrophagen (Ak: ED1)

welter differenziert werden.

Bereits 6h nach DXTx konnten CD11b-positive und ED1-positive Zellen, vor allem
perivaskulér, dargestellt werden (Abb.12).Vereinzelt konnten schon zu diesem Zeitpunkt NK-
Zéellen, die sowohl CD11b- als auch CD161-positiv sind, identifiziert werden (Abb.12).

Der Grolteil des zelluldren Infiltrates, welches 12h nach DXTx beobachtet wurde, war CD
11b-positiv, d.h. granulozytéaren Ursprungs. ED1-positive Makrophagen waren zu diesem
Zeitpunkt die zweitgrofite infiltrierende Zellpopulation (Abb.13). Im Gegensatz dazu blieb die
Transplantatinfiltration mit NK-Zellen (CD11b-und CD161-positiv) nahezu in der
Grolenordnung der 6h nach DXTx beobachteten NK-Zellen-Infiltration (Abb.12). NK-

Zellen waren auch 12h nach DX Tx nur sehr vereinzelt zu identifizieren.

Die Immunperoxidase-Farbung zeigte 24h nach DXTx eine massenhafte Infiltration des
Myokards mit Granulozyten und Makrophagen (Abb.12 und 13). Die Infiltration der
Xenotrangplantate mit NK-Zellen nahm auch 24h nach DXTx nicht gignifikant zu.
Offensichtlich spielt diese Zellpopulation bei der Abstof3ungsreaktion in Abwesenheit des
MAC nur eine untergeordnete Rolle. Die signifikante Zunahme des CD11b- und ED1-
positiven Zellinfiltrates von 6h bis 24h nach DXTx, mit gleichzeitiger Zerstérung und
Funktionseinschrankung des Transplantates Uber diesen Zeitraum, spricht fir ene
maligebliche Betelligung von Granulozyten und Makrophagen am  xenogenen
AbstoRungsmechanismus nach Uberwindung der HAR.

Die Anzahl der infiltrierenden Zelen 6,12 und 24h nach DXTx wurde in Abb.13 als
Mittelwert aus der Anzahl der in zehn ,High-power-fields® ausgezédhlten Zelen *
Standardabweichung angegeben. Fur die Erstellung der Kinetik der Transplantatabstof3ung
nach Uberwindung der HAR und die Differenzierung des zelluléren Infiltrates wurden je 6

Tiere pro Versuchsgruppe transplantiert
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Myokar ddestruktion und Infiltration ver sch. Zellen 0,6,12,24h post DXTx im Vergleich:
Oh

CD11b

ED1

CD161

CD3

Abb.12 Représentative Schnitte von Meerschweinchenherzen, die zur Phanotypisierung des zelluléren
Infiltrates nach 0,6,12,24h entnommen wurden (Immunperoxidase x400).
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Abb. 13 Graphische Darstellung der Kinetik des zelluldren Infiltrats 6, 12, 24h nach DXTX.
Dargestellt ist der Mittelwert der Anzahl der infiltrierenden Zellen + Standardabweichung,
der durch Auszadhlen von 10 Gesichtsfeldern pro Schnitt ermittelt wurde.

Die quantitative Auswertung der Immunperoxidase-Farbungen zeigte, dass sich der
wesentliche Antell des zellularen Infiltrates nach DXTx aus polymorph-nuklegren Zellen
(PMN), wie Makrophagen und Granulozyten, zusammensetzt. Eine zu vernachlassigende
Rolle scheint hingegen die Infiltration des Xenotransplantates durch NK-Zellen zu spielen.
Wie zu erwarten war, ist auch der Antell der CD 3-positiven T-Lymphozyten an der
Transplantatinfiltration (in  diesem frihen Stadium der Transplantatabstol3ung) zu
vernachldssigen. Diese Beobachtungen legen den Schluss nahe, dass die xenogene
Transplantatabsto3ung im beobachteten Zeitraum zwischen 6 und 24 post DXTX, nach
Uberwindung der HAR, wesentlich durch granulozytére Zellen und Makrophagen vermittelt

wird.
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3.3 Auswirkungen auf die Uberlebenszeit diskordanter Xenotransplantate durch
Vorbehandlung der Empféngertiere mit Fucoidin /Busulfan

3.3.1 Fucoidin

Fucoidin ist ein aus Algen gewonnenes Polysaccharid (poly-Fucose-4-Sulfat), das an L-und
P-Selektine bindet und diese damit blockiert. Die blockierende Wirkung auf E-Selektine ist
nur gering ausgepragt. Aufgrund dieser Selektin-Hemmung konnte in verschiedenen in- vitro-
Versuchen gezeigt werden, dass Fucoidin die Adhasion aktivierter Leukozyten am Endothel
der postkapillaren Venolen inhibiert (53,21,42,76).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Xenotransplantationen mit Fucoidin-
vorbehandelten PVG C- Ratten als Transplantatempfanger fuhrten sowohl in hoher als auch
in niedriger Fucoidin-Dosierung (Konzentration 50mg/kg, 25mg/kg und 12,5mg/kg gelost in
0,9% NaCl) zu toxischen Kreislaufstérungen der Transplantatempfanger und Nachblutungen
aus den GefaRanastomosen. AuRRerdem lag die Uberlebenszeit von Xenotransplantaten, die
heterotop in mit Fucoidin vorbehandelte Ratten transplantiert wurden, bei 29+17 h (n=5) und
damit nicht signifikant Uber dem der Versuchsgruppe mit nicht vorbehandelten PVG C-
Ratten. Wegen dieser Ergebnisse und der hohen Letalitdt in der Versuchsgruppe wurden die
Versuche mit Fucoidin abgebrochen.

3.3.2 Busulfan

Das akylierende Chemotherapeutikum Busulfan spielt bei der Behandlung der chronischen
myel oischen Leukdmie des Erwachsenen eine wichtige Rolle, da es selektiv die Myelopoese
im Knochenmark inhibiert und nur geringe Wirkung auf Iymphoide Zell-Linien und die
Erythropoese hat (71,51).

Den Empfangertieren wurde am Tag—3 vor DXTx Busulfan geldst in Carboxymethylcellulose
in einer Dosierung von 30mg/kg KG i.p. appliziert. Die Busulfan-Dosierung wurde den
Angaben in der Literatur angepasst (77). Die Wirkung von Busulfan auf das Knochenmark
der Ratten wurde mittels Knochenmarkausstrichen untersucht, die nach 3,7 und 14 Tagen (je
n=2) nach i.p.-Applikation von Busulfan gewonnen wurden. Als Vergleichspréparate wurden

Knochenmarkausstriche von nicht behandelten PVG C- Ratten (n=2) herangezogen (im
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Abb.14 mit ,0 d* bezeichnet). Die nach Pappenheim geféarbten Ausstrich-Préparate zeigten
bereits 3 Tage nach Busulfan-Injektion eine deutliche Schadigung der Myelopoese mit einer
Rechtsverschiebung der Granulopoese, d.h. vermehrtem Auftreten hypersegmentierter
neutrophiler Granulozyten im Knochenmark. 7 Tage post injectionem konnte ein nahezu
vollstandiger Riickgang der Myelopoese mit einem deutlichen Uberwiegen der Erythropoese
beobachtet werden. Kochenmarkausstriche, die 14 Tage nach Busulfan-Injektion gewonnen

wurden, zeigten eine Regeneration der Myelopoese (Abb.14).

Abb.14 Représentative Knochenmarkausstriche (Pappenheim x400), die 3,7 und 14 Tage nach i.p.- Injektion
von Busulfan gewonnen wurden. Im Vergleich zum Nativknochenmark (0d) sieht man drel Tage nach
Injektion einen Rickgang der Myelopoese mit einer Rechtsverschiebung der Granulopoese (siehe
Pfeile). 7 Tage nach Injektion ist die Myelopoese nahezu erloschen, wobei im Ausstrichprdparat die
Erythropoese dominiert (siehe Kreise). 14 Tage post injectionem zeigt das Ausstrichprdparat eine
Regeneration der Myelopoese.

Das Uberleben heterotop transplantierter  diskordanter ~ Xenotransplantate  vom
Meerschweinchen verlangerte sich bei mit Busulfan vorbehandelten PVG C- Ratten als
Empfénger von 29+3,4h (n=6) auf 62+21h (n=7). Der Unterschied im Transplantatiiberleben
zwischen nicht vorbehandelten PVG C- Ratten als Empfanger und am Tag —3 vor DXTx mit
Busulfan vorbehandelten PVG C- Ratten war mit p< 0,005 signifikant (Abb.15).
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Abb.15 Dargtellung der Uberlebenskurven diskordanter Xenotransplantate mit nicht vorbehandelten PVG C-
Ratten als Empféanger im Vergleich zu den Uberlebenskurven mit Fucoidin-bzw. Busulfan-
Vorbehandelten PVG C- Ratten als Empfanger.

Um auch histologisch den Beweis erbringen zu kdnnen, dass die enmalige Injektion von
Busulfan in einer Dosierung von 30mg/kg KG durch die Inhibierung der Myel opoese zu einer
verminderten granulozytéren Infiltration des Herzxenotransplantates und damit zu einer
verminderten Schadigung des Transplantates fuhrt,wurden diskordante Herzxenotransplantate
vom Meerschweinchen 24h nach DXTx aus mit Busulfan vorbehandelten Ratten entnommen
(n=5). Als Vergleich dienten Herzxenotransplantate vom Meerschweinchen, die 24h nach
diskordanter Xenotransplantation aus nicht-vorbehandelten PVG C- Ratten entnommen
wurden (n=6). Es zeigte sich, dass die Xenotransplantate, die 24h post DXTx aus
vorbehandelten Ratten entnommen wurden, makroskopisch wesentlich weniger durch den
Abstol3ungsprozess geschadigt waren, als die Xenotransplantate aus nicht-vorbehandelten
Ratten 24h nach DXTx. Mikroskopisch zeigten sich eine deutlich verminderte Auspragung
des perivaskularen Odems und der perivaskularen und interstitiellen Hamorrhagie (Abb.17).
Die interstitidlle Infiltration mit granulozytdren Zellen und Makrophagen war ebenfalls
deutlich geringer ausgeprégt als in der Vergleichsgruppe mit nicht-vorbehandelten Ratten als
Transplantatempfanger.
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Durch die signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit diskordanter X enotransplantate nach
Busulfangabe und der histologisch nachgewiesenen (Abb.16 und 17) deutlich geringeren
Myokardsch&digung durch  zdlulére Infiltration, interstitieller Hamorrhagie und
perivaskularem Odem, konnte eine mafigebliche Beteiligung polymorph-nukleirer Zellen
(PMN) am TransplantatabstoRungsprozess nach Uberwindung der HAR nachgewiesen

werden.

3.4 Auswertung des RNAse —Protection-Assay

Das RNase-Protection-Assay wurde wie vom Hersteller angegeben durchgefuihrt. Nach
Auswertung des Assays mittels Phosphorimmager wurden die aufgetretenen Banden mit der
aus den unverbrauchten Markerproben des Template-Sets erstellten Standardkurve verglichen.
Hierbei zeigte sich, dass die gewonnenen Banden des Assays nicht den Banden der
aufgetrennten Eichproben zuzuordnen waren. Zwei Wiederholungen des RNase- Protection —
Assays erbrachten ebenfalls nicht zuzuordnende Banden. Als Ursache fir diese fehlerhafte
Auftrennung der RNA aus den Organproben ist eine Verunreinigung der RNA-Proben durch
RNase anzunehmen, die zu einem frihzeitigen Verdau der RNA gefthrt hat. Eine weitere
Erklérung fur das Scheitern des Assays kann auch ein fehlerhaftes Template-Set oder die

Verwendung verunreinigter Reagenzien gewesen sain.
Durch die umfangreichen histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen waren

fir weitere RNA-Isolierungen nicht mehr ausreichende Mengen der Organproben vorhanden,

sodass keine weiteren RNase-Protection-Assays durchgeftihrt werden konnten.
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4 Diskussion

4.1 Allgemeine Diskussion

41.1 Xenotransplantation und hyperakute Transplantatabstol3ung

Die Schwierigkeiten einer erfolgreichen Transplantation nehmen zu mit dem Ausmald des
genetischen Unterschieds zwischen Spender und Empfanger. Man kann dabei die
Transplantate in  vier Hauptgruppen einteilen: Autotransplantate, Isotransplantate,
Allotransplantate und Xenotransplantate. Autotransplantate, d.h. Transplantate, die von einem
Korperteil auf das andere transplantiert werden (z.B. Spalthauttransplantate) oder
Isotransplantate, Trangplantate von isogenetischen Individuen (z.B. Trangplantate von einem
eineiigen Zwilling auf den anderen), losen im Empféngerorganismus keine
Abstof3ungsreaktion aus, da das Transplantat keine fir den Empféngerorganismus fremden

Antigene exprimiert.

Die Allotransplantation (Spender und Empfénger gehdren derselben Spezies an) stellt in der
klinischen Praxis die Ubliche Form der Transplantation dar. Das Spenderorgan wird dabei
einem sich genetisch vom Empfanger unterscheidenden Individuum implantiert. Dabei
erkennt der Empfangerorganismus die vom Transplantat exprimierten Antigene as fremd.
Folge ist eine hyperakute (vor allem bel Transfusionszwischenféllen zu beobachten, da bel
jedem Menschen praformierte Ak gegen fremde Blutgruppenantigene zu finden sind),
akzdlerierte (durch Reaktivierung sensitivierter T-Zellen), akute (durch primére Aktivierung
von T-Zellen nach Tagen bis Wochen) oder chronische (Ursache bisher unbekannt; Auftreten
nach Monaten bis Jahren) Absto3ungsreaktion, die es durch Immunsuppression des
Empfangers zu verhindern gilt (37). Die grofdte immunologische Barriere beinhaltet die

Xenotransplantation, d.h. die Transplantation zwischen verschiedenen Spezies.

Der Mangel an geeigneten alogenen Spenderorganen in der Transplantationsmedizin hat in
den vergangenen Jahren zu verstérkten Bemuihungen geftihrt, die mogliche Verwendung von
Xenotransplantaten wissenschaftlich genauer zu untersuchen. Besonders die Verwendung von
Schweinen as Spendertiere ist dabel von Interesse. Grinde hierfir sind zum einen der
schnellere Generationenwechsel und die damit schnellere Verflgbarkeit einer grof3en Anzahl
geeigneter Spenderorgane, zum anderen die geringeren ethischen Bedenken im Gegensatz

zum konkordanten Modell mit Schimpanse oder Pavian als Spendertiere. Die diskordante
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Kombination  Schwein-Mensch  beinhaltet  jedoch  komplexere  immunologische
Reaktionsmuster, da es hier zur hyperakuten AbstolRungsreaktion (HAR) kommt, die im
konkordaten Modell in der Regd nicht beobachtet wird. Prima vaskulariserte
Xenotransplantate wie Leber, Herz, Niere und Lunge, die fur ihre Funktion den direkten
Anschluss an den Blutkreislauf des Empfangers bendtigen, stehen, im Gegensatz zu den
sekundar vaskularisierten Xenotransplantaten (wie z.B. Insdzellen des Pankreas), im

Mittelpunkt des Interesses.

Ein primér vaskularisiertes diskordantes Xenotransplantat wird unmittelbar nach Beginn der
Reperfusion durch die hyperakute Transplantatabstol3ung (HAR) irreversibel geschéadigt.
Eingeleitet wird die HAR durch die Bindung praformierter Ak, sogenannter natirlicher Ak
(NAk oder xenoreaktive NAk: XNA) vorwiegend vom IgM-Isotyp (und variablen Mengen
von 1gG-Ak), an Galactose o.1-3-Galactose Strukturen der Endothelzellen des Spenderorgans.
Dieser Mechanismus wird als ,,klassischer Weg* der Komplementaktivierung bezeichnet (2).
Zusétzlich  wird die Komplementkaskade durch den ,aternativen Weg“ der
Komplementaktivierung aktiviert. Die Fc-Anteile der IgM-Ak dienen als Bindungsstellen des
Komplementfaktors C1qgrs. Diese Bindung fuhrt zur Aktivierung der Komplementkaskade, an
deren Ende der Membran Attack Complex (MAC) steht, der nach wenigen Minuten zur
erheblichen Endothelschadigung und zur Entstehung von Mikrothromben fuhrt. Interstitielle
Hamorrhagie und die Thrombosierung kleiner und spéter auch groferer Transplantatgefalie
bewirken letztlich die Zerstérung des Xenotransplantates (5). Die xenoreaktiven nAk vom
IgM— und 1gG-Typ stellen somit das Haupthindernis fir en Funktionieren der
Xenotransplantation dar (43).

Die Faktoren C3a und Cba, die als Spaltprodukte beim Ablauf der Komplementkaskade
freigesetzt werden, sind zum einen chemotaktische Faktoren fir neutrophile Granulozyten
und andere Leukozytensubpopulationen, zum anderen klassische Anaphylatoxine der akuten
Entziindung und tragen damit zu einer Erhdhung der Gefél3permeabilitét bei. C3a und Cha
sind also maidgeblich fur die zellulére Infiltration des Transplantates verantwortlich. Die
Bildung des MAC interferiert ferner mit Thrombozyten und Gerinnungsfaktoren. Die
Komplementaktivierung trégt demnach Uber direkte und indirekte Mechanismen zur
Entstehung des perivaskulzren Odems, der interstitiellen Hamorrhagie, der Bildung von
Thromben sowie zur Endothelzellaktivierung und damit zur zelluléaren Infiltration des

Xenotransplantates bei (6,36).
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Abb.18 Schematische Darstellung der Komplementaktivierung am Endothel des Xenotransplantates.
Die Bindung préformierter Ak (hauptséchlich IgM) an Gal-1,3-Gal des Gefél3endothels fihrt
zur Anlagerung von C1grs und damit zur Auslsung der Komplementkaskade tiber den
klassischen Pathway, an dessen Ende die Bildung des MAC steht.

Die Freisetzung von loslichen Faktoren wie Zytokinen, Chemokinen und aktivierten
Komplementfaktoren fuhrt zu ener lokaen Ansammlung und zur Aktivierung von
Entziindungszellen. Folge dieser Aktivierung ist die lokale Sekretion von Histamin durch
Mastzellen, welches, in Kombination mit dem MAC (C5b-C9) und anderen Faktoren zur
Degranulation von Thrombozyten fuhrt. Dadurch werden grof3e Mengen Gerinnungsfaktoren,
Adenosi ndiphosphat (ADP) und Serotonin freigesetzt.

Durch die Retraktion der aktivierten Endothelzellen werden zu diesem Zeitpunkt der HAR
subendotheliale Strukturen exponiert, die weitere gerinnungsaktivierende Substanzen
enthalten. Stase, Thrombosierung und die erhohte Gefal3permeabilitét fuhren irreversibel zum
Transplantatversagen, was wegen des fulminanten zeitlichen Verlaufs als hyperakute
Transplantatabstol3ung (HAR) bezeichnet wird und als rasche Endothelzellaktivierung
verstanden werden muss. Da die Zeit bis zur Transplantatabstof3ung zu kurz ist, kommt es zu
keiner Gentranskription und Proteinneusynthese (4,22). Stattdessen reagieren aktivierte
Endothelzellen mit der Sekretion gespeicherter Mediatoren, Retraktion und dem Verlust
antikoagulanter Schutzmechanismen (56,62).
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4.1.2 Therapeutische Strategien zur Verhinderung der hyperakuten Abstof3ung

Verschiedene Ansédtze zur Verhinderung der HAR werden im Augenblick diskutiert, wobel
die modernen gentechnischen Methoden neue Perspektiven fur eine klinisch erfolgreiche
Xenotransplantation  erdffnen. Die Xenotransplantation bietet im Gegensatz  zur
Allotransplantation den Vorteil, dass Spenderorgane beziiglich bestimmter Eigenschaften
verdndert werden konnen. Immunologische Hindernisse konnten durch genetische
Manipulation des Spendertieres umgangen werden, was den Vorteil bieten wirde, dass der
Transplantatempfénger zumindest theoretisch nicht mit systemischen Nebenwirkungen, zum
Beispiel durch Immunsuppressiva, belastet werden misste. Wahrend es jedoch bei Mausen
moglich ist, bestimmte Gene einzufiihren (transgene Mause), aber auch zu entfernen
(Knockout-Mé&use), sind genetische Manipulationen bei grofReren Sdugetieren (z.B.
Schweinen) wegen der bisher limitierten Stammzelltechnologie auf die Ziichtung transgener
Tiere beschrankt (23). Dabel ist es entscheidend, digjenigen Gene zu modifizieren, die fr die
maldgeblichen pathogenetischen Vorgange bei der hyperakuten Abstol3ung codieren.
Auchincloss et a (2) zeigten, dass die Aktivierung von Komplement der entscheidende
Schritt bei der hyperakuten Abstof3ung darstelit:

Das Komplementsystem wird von ener Rehe loédicher und membranstandiger
Regulatorproteine kontrolliert, die eine Uberschie?ende Komplementaktivierung verhindern
sollen. Ein naheliegender Ansatz war es daher, menschliche Regulatoren von Komplement
(RCA) membranstandig auf xenogenen Endothelzellen zu exprimieren, um so die Aktivierung
von menschlichem Komplement durch das Spenderorgan zu verhindern (3,26). Bisher wurden
verschiedene RCA, wie der ,decay accelerating factor® (DAF. CD55), CD46 oder CD59
erfolgreich in transgenen Schweinen exprimiert (19,48). Bei verschiedenen Experimenten mit
Primaten as Transplantatempfanger wurden durch diesen Ansatz
Transplantatiiberlebenszeiten bis zu 60 Tagen erreicht (48,80), wobei aber anzumerken ist,
dass die Empfangertiere in sémtlichen vorliegenden Arbeiten zusétzlich mit erheblicher
Immunsuppression behandelt wurden.

Eine weitere Moglichkeit der Manipulation von xenogenen Spenderorganen ist die
Modifikation der Synthese von Galol-3Gal am Endothel des Spenderorgans, da en
betrachtlicher Tell der xenoreaktiven Antikorper (XNA) gegen diese antigenen Strukturen
gerichtet ist und durch die Bindung der XNA an diese Zucker die Komplementaktivierung

eingeleitet wird (29). Durch Eliminierung der entsprechenden Galaktosyltransferase in einem
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Knock-out-Mausemodell konnte gezeigt werden, dass zwar die Synthese von Galol-3Gal
verhindert werden kann, in diesem Fall jedoch die natirlichen xenoreaktiven Antikorper die
subterminalen Zucker (N-Acetyl-Lactosamine) als antigene Strukturen erkennen (73).

Ein attraktives Konzept scheint der Ansatz, Faktor H auf Spenderzellen zu exprimieren, da
die Neusynthese von Faktor H ein gemeinsames Substrat mit der Synthese von Galo1-3Gal
benutzt. Faktor H ist eéin Regulator des alternativen Weges der Komplementaktivierung und
fordert zusammen mit anderen Faktoren den Abbau von gebundenem C3b durch Faktor I.

Hintergrund dieses Ansatzes ist es, durch eine transgene Uberexpression von H-Transferase
das Substrat fur die Gala1-3Gal kompetitiv fir die Neusynthese von Faktor H aufzubrauchen.
In einer Arbeit mit transgenen Méausen konnte gezeigt werden, dass damit keine wesentliche
anti-Galo1-3Gal-Aktivitét des menschlichen Serums mehr nachzuweisen war (65). Ferner ist
Faktor H ein humaner Blutgruppenfaktor, gegen den die meisten Menschen keine Antikorper
besitzen. Ein weiteres Beispiel, das diesem prinzipiellen Ansatz folgt, ist die Expression
menschlicher MHC-Klasse-I-Molekile auf Schweineendothelzellen (68) oder die Modulation

der Endothel zellaktivierung, um noch zwei weitere Beispiele zu nennen.

Zusammenfassung der aktuelen therapeutischen Strategien zur Uberwindung der hyperakuten
XenotransplantatabstoRung

Limitierung der Komplementaktivierung

- Applikation menschlicher RCA (z.B. sCR1)

- Expression menschlicher RCA auf Schweineendothelzellen (z.B. DAF, MIRL)

- Reduktion zirkuliernder XNA durch Kolumnenabsorption, Plasmapharese oder monoklonale anti-XNA-
Ak

- Applikation von Cobra VVenom Faktor (CVF) im Tierexperiment

- Applikation von Immunsuppressiva  usw.

Veranderung antigener Epitopeauf den Endothelzellen

- Maskierung von Gala.1-3Gal-Epitopen durch Infusion , klebender* Zucker
- Modifikation der 01-3 Galactosyltransferase

- Transgene Uberexpression von Faktor H auf den Endothelzellen  usw.

Tabelle 2 Einige Therapieoptionen zur Verhinderung der HAR im Uberblick
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Was eine immunsuppressive medikamentdse Therapie anbelangt, so ist anzumerken, dass im
Gegensatz zur Allotransplantation bislang keine Medikamente existieren, die in der Lage
waren, in flr den Transplantatempfanger tolerierbaren Dosierungen digenigen Mechanismen
zu beeinflussen, die zur Transplantatabstol3ung flhren. Experimentell wurde gezeigt, dass ein
Cocktail verschiedener immunsuppressiver Mal3nahmen (z.B.Bestrahlung ,Cyclophosphamid,
Steroide, FK 506, Cyclosporin, Leflunomide, Deoxyspergualin, Rapamycin und neuere
Substanzen wie anti-CD25-Ak und Inhibitoren der T-Zell-Kostimulation) das
Xenotransplantatiiberleben zwar verlangern, diese Maldnahmen jedoch, vor alem in
Kombination, fir den Transplantatempfanger potentiell toxisch sind (68).

Eine weitere Moglichkeit der Verhinderung der HAR besteht in der Eliminierung der XNA
aus dem Serum der Transplantatempfanger durch Plasmapharese (78), was zwar zu einer
Verminderung der XNA flir wenige Stunden, nicht jedoch zu einer signifikanten
Verlangerung der Uberlebenszeit der Xenotransplantate fiihrte. Die selektive Ausschaltung
von IgM-XNA durch die Applikation monoklonaler anti-IgM-Ak senkte die Konzentration
der XNA unter die Nachweisgrenze, jedoch ebenfalls ohne eine signifikante Verlangerung der
Uberlebenszeit der Xenotransplantate. Offensichtlich reichen geringste Mengen von IgM-
XNA aus, um den Abstol3ungsprozess zu initiieren (60).

Eine im Tierexperiment haufig eingesetzte Madoglichkeit, die hyperakute
Transplantatabstol3ung zu Uberwinden, ist die Applikation des Schlangengiftes Cobra Venom
Factor (CVF), der zu einem Uberschief3enden Verbrauch von Komplementfaktoren fuhrt und
damit die Komplementkaskade zum Erliegen bringt. Durch die Injektion von CVF konntenim
Tierexperiment deutlich langere Uberlebenszeiten von mehreren Stunden bis zu zwei Tagen
erreicht werden. Dies jedoch um den Prels einer erheblichen Morbiditét und einer
unkontrollierten Aktivierung von Entziindungsparametern (74,40,33). Die einmalige Injektion
des Komplementregulatorproteins sCR1, das die C3-Konvertase hemmt, fihrte zur
signifikanten Uberlebenszeit-Verlangerung von  diskordanten  Xenotransplantaten in
Nagetieren (57) und Primaten (58,59).
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4.1.3 Die verzogerte Transplantatabstof3ung

Nach erfolgreicher Uberwindung der HAR durch die unter 4.1.2 abgehandelten Mal3nahmen
oder durch Verwendung Komplement-defekter Empfangertiere, wie in dem dieser Arbeit
zugrundeliegenden Xenotransplantationsmodell (siene 4.2.1), kommt es dennoch zu einer
TransplantatabstoBung nach einigen Tagen. Dieser Prozess wird als verzogerte
Xenotransplantatabstol3ung, oder akut vaskuldre Abstofung bezeichnet. Die verzogerte
Abstol3ung stellt bezliglich Pathogenese und histologischem Bild eine eigene Entitét dar und
kann als Konsequenz einer kontinuierlichen Aktivierung von Transplantatendothelzellen
verstanden werden. Im Gegensatz zur HAR sind hier jedoch auch Schritte beteiligt, die von

einer de novo Proteinsynthese abhangen.

Die Endothelzellaktivierung ist charakterisiert durch die Synthese von Proteinen, die mit
einem aktivierten Phanotyp einhergehen. Daran beteiligt sind unter anderem Gene, die als
Regulatoren der Gerinnungsaktivierung eine wichtige Rolle spielen, wie Gewebefaktor (tissue
factor, TF) und PAI-1 (plasminogen-activator-inhibitor 1) (46). Ebenso kommt es zu einer
Induktion von Adhasionsmolekilen, wie E-Selektin, VCAM-1 und ICAM-1, welche die
Adhdsion von Leukozyten am Endothel vermitteln und damit die Infiltration des
Transplantates fordern (63).Vermehrte Expression von MHC I-, MHC [I-Molekilen und
Kostimulationsmolekillen aus der B7-Familie, fuhren zu einer verstarkten Prasentation von
Xeno-Antigenen und zur T-Zdl-Stimulation. I1L-1b, IL-6, IL-8 und MCP-1 werden ebenfalls
im Sinne einer entzindlichen Reaktion als proinflammatorische und chemotakti sche Zytokine
vermehrt gebildet (9).

Der genaue Pathomechanismus der verzogerten Abstol3ung ist noch nicht geklért.
Verschiedene Modelle werden diskutiert, wobei zusammenfassend anzunehmen ist, dass es
sich um komplexe kumulative Interaktionen zwischen Endothelzellen, humoralen Faktoren,
mononukledren Zellen und Thromozyten handelt. Diese Faktoren scheinen zudem durch die
molekulare Inkompatibilitat zwischen Spender-und Empféngereiweil3en verstarkt zu werden.
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4.1.4 Die akute Transplantatabsto3ung (T-Zell- vermittelte Abstof3ung)

Die Folgen der akuten Transplantatabstol3ung werden frilhestens ab dem dritten Tag, in der
Regel aber in der ersten Woche nach Transplantation manifest. Diese Form der
Transplantatschadigung ist Folge einer primdren Aktivierung von T-Zellen und der
nachhaltigen Triggerung einer Reihe von Effektor-M echanismen, die insgesamt zu einem sehr
heterogenen immunologischen und histologischen Bild der Transplantatdestruktion fuhren.
Die akute Abstof3ung ist in der Klinik die Hauptursache des frihen Allotransplantatverlustes
(52).

Uber ihren T-Zdlrezeptor (TCR) erkennen die T-Zellen an das MHC-Molekil (Magjor
Histocompatibility Comlex) gebundene Fremdpeptide (z.B. Fremdpeptid, das durch eine
virale Infektion von einer Zelle exprimiert und an MHC gebunden wird). In der normalen,
d.h. physiologischen Situation, ist die Peptidbindungsstelle der MHC durch Eigenpeptid
besetzt. Im Thymus werden die T-Zellen zum enen durch positive Selektion fir die
Interaktion mit Eigen-MHC, zum anderen durch Kontakt mit den Eigenpeptid-
présentierenden Dentritischen Zellen des kortikomedulldren Ubergangs gepragt. Positive und
negative Selektion im Thymus verhindern, dass T-Zellen die Kombination Eigen-MHC
/Eigen-Peptid erkennen und dadurch autoimmun mit korpereigenen antigenen Strukturen

reagieren (31,37).

Wird nun im Rahmen einer Organtransplantation korperfremdes Gewebe implantiert, kommt
es zu einer T-Zel vermittelten Reaktion des Immunsystems. Zum einen unterscheiden sich
die MHC von Spenderorgan und Empféanger (z.B.durch unterschiedliche Varianten des HLA-
A Antigens und differierende Ladung und Struktur der Peptidbindungsstelle), zum anderen
auch die Peptide, die von den korpereigenen Zellen und den Zelen des Transplantates
prasentiert werden. Diese Peptide werden als Minor Histocompatibility Complex bezei chnet
(47). Das fuhrt zu einer massiven Prasentation korperfremder antigener Strukturen, die von
den T-Zellen des Empfangerorganismus erkannt werden. Bis zu 10% der T-Zellen reagieren
auf diese Weise mit dem allogenen Spendergewebe. Die T-Zellen, die fur die gegen das
Spenderorgan gerichtete zelluldre Immunrantwort verantwortlich sind, sind CD4+ T-
Helferzellen (Ty-Zellen) und CD8+ zytotoxische T-Zellen. Auch B-Lymphozyten und
Entziindungszellen, wie Granulozyten und Makrophagen, sind an der akuten Abstof3ung
beteiligt (72).
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Die Zellen des Transplantat-Parenchyms exprimieren vor allem MHC Klasse I-Molekile, die
Endothelzellen der Blutgefalle MHC Klasse | und I1-Molekile, sowie Adhédsionsmolekiile.
Die Tu-Zellen werden von Antigen-prasentierenden Zellen (APC) aktiviert. Diese APC
exprimieren MHC Il und kénnen sowohl vom Spender (passager transplantierte Leukozyten,
interstitielle dentritische Zellen aus dem Transplantat), als auch vom Empfanger stammen.
Die APC, die passager mit dem Transplantat in den Empfangerorganismus gelangen, fihren
zu einer direkten Aktvierung der Ty-Zellen des Empféangers. Die APC des Empfangers sind
im drainierenden lymphatischen Gewebe Ilokalisiert, phagozytieren Spender-Antigen,
prasentieren diese Fremdpeptide gebunden an MHC 11 und aktivieren auf diese Weise indirekt
die Tu-Zelen. Die direkte Aktivierung scheint jedoch der massivere Stimulus fur die
Abstol3ung zu sein (35,8).

@ MHC 11
Endothelzellen

des Transplantates / TCR
TNF
IL-2 IFN
IFN IL- 2
IL-4
|L 5
AkthlerunAg/

Zellver mittelte Antikorper-abhéngige Lytische Zerstorung Entziindungs-
Zytotoxizitat Zell-ver mittelte Zytotoxizitat Vaskulare Occlusion mediatoren

Transplantatschadigung

Abb.19 Immunologische Vorgange bei der Aktivierung der T-Zell-vermittelten akuten Abstof3ungsreaktion im
Uberblick.

Aktivierte Ty-Zellen sezernieren eine Reihe fur die akute Abstof3ung mal3geblicher Zytokine:
Interleukin-2 (IL-2), das zu einer Aktivierung CD8+ zytotoxischer T-Zellen fuhrt, und
Interferon y (IFN-y), das zu einer vermehrten Expression von MHC, zu einer gesteigerten
Aktivitét der APC, zu einer Aktivierung grof3er granulierter Lymphozyten und, zusammen mit
TNF-B, zu einer Aktivierung von Makrophagen fuhrt. Die Zytokine IL-4,-5 und -6 stimulieren
B-Lymphozysten und regen diese zur Produktion von Anti-Transplantat-Antikorpern an, die

an antigene Strukturen der Zelloberflachen des Transplantates binden und so wiederum
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Komplement fixieren konnen, das Uber eine Aktivierung der Komplementkaskade zur
Bildung des MAC flhrt (25). Die Folgen sind lytische Zerstérung von Endothelzellen,
Thrombosierung, interstitielle Hdmorrhagie und die Freisetzung der Anaphylatoxine C3a und
C5a, die wiederum mal3geblich fur die zeluldre Infiltration des Transplantate mit
inflammatorischen Zellen verantwortlich sind. IFN-y und TNF- stimulieren zudem die
Expression von Adhéasi onsmolekilen am Endothel und fordern damit zusétzlich die Migration
von Leukozyten in das Parenchym des Transplantates (2,6,9,36,63). Besonders empfindlich
fir eine Schadigung im Rahmen einer akuten Abstol3ungsreaktion sind die Endothelzellen
und spezialisierte parenchymatdse Zellen, wie Insel zellen des Pankreas, Kardiomyozyten oder

Tubulus-Zellen der Niere.

Die Rolle der T-Zell vermittelten Absto3ung bel der Xenotransplantation wird kontrovers
diskutiert, da die komplexen Interaktionen zwischen TCR, APC und den verschiedenen T-
Zellpopulationen stark von der Spezieskombination abhéngig sind. Fir die potentiell
relevante Spezieskombination Schwein-Mensch konnte in verschiedenen in vitro- Studien
gezeigt werden, dass porcine Antigene sowohl direkt (Antigen-Prasentation durch xenogene
MHC-Molekiile auf xenogenen Zellen), als auch indirekt (Antigen-Prasentation durch eigene
MHC-Molekile auf eigenen APC) von menschlichen T-Lymphozyten erkannt werden, und
dass es zu proliferativen und zytotoxischen T-Zell-Reaktionen kommt (2,49). Die xenogene

T-Zell-Erkennung scheint der allogenen daher nahezu gleichwertig zu sein.

4.1.5 Die chronische Transplantatabstof3ung

Abhangig von der genetischen Verschiedenheit von Spender und Empfanger und abhéngig
von der immunsuppressiven Therapie (Steroide, Cyclosporin A, Tacrolimus, antiproliferative
Wirkstoffe wie Azathioprin  oder Mycophenolat Mofetii  (MMF)), kann die
Transplantatabstol3ung ein sehr langsamer Proze3 sein, der sich Uber Monate bis Jahre
erstreckt (52).

Die chronische AbstoRung wird definiert als eine progrediente Transplantatdysfunktion in
Abwesenheit anderer Erkrankungen. Sie tritt frihestens nach 6-12 Wochen nach
Transplantation auf und ist durch eine Rethe von morphologischen Veranderungen am
GeféaRendothel, aber auch an anderen Geweben gekennzeichnet.
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Die chronische Abstol3ung scheint mehrere verschiedene Ursachen zu haben, wie eine latent
ablaufende zedlluldre Abstoungsreaktionen oder die Ablagerung von Antikorpern oder
Antigen-Antikorperkomplexen am Gefél3endothel mit konsekutiver Schadigung oder
Aktivierung des Endothels (Freisetzung TNFo und IFNY).Auch physikalische (Hypertension)
und virale (CMV-Infektion) Faktoren, sowie Reperfusionsschaden oder eine friher
abgelaufene akute Abstol3ungsreaktion kénnen ausltsend sein. Was aber letztlich die Ursache
der chronischen Abstof3ung ist, ist bisher unbekannt (81,34).

Histopathol ogisch kommt es zu einer luminalen Einengung von Arterien und Arteriolen durch
die Proliferation glatter Muskelzellen, die von der Gefél3wand in das Endothel eingewandert
sind und dort Matrixproteine einlagern. Zudem kommt es zu einer progredienten interstitiellen
Fibrose des Transplantates. Beide Prozesse werden von einer Reihe verschiedener
Wachstumsfaktoren, wie TGS, unterhalten, die vermutlich as Folge immunologischer oder

anderer Lasionen des Transplantates exprimiert werden.

Auch die Verwendung von Cyclosporin A kann die chronische Abstof3ung eines
Nierentransplantates nicht verhindern. Die chronische Abstof3ung bleibt daher ein Problem
der Transplantationsmedizin, was die Entwicklung neuer immunsuppressiver Medikamente
notwendig macht. Im Bereich der Lebertransplantation scheint der Einsatz von FK 506

(Tacrolimus) vielversprechende Erfolge zu erzielen (44,27).

Da Xenotransplantate durch hyperakute oder verzogerte Abstof3ung geschadigt werden, liegen
nur wenige Daten zum Langzeitverlauf nach Xenotransplantation vor. Zunachst gilt es diese
unmittelbaren immunologischen Barrieren zu verstehen und zu bezwingen, bevor
Xenotransplantate tatsachlich langerfristig funktionstiichtig sein werden. Bei konkordanten
Xenotransplantaten gibt es jedoch Anzeichen dafiir, dass auch hier die chronische Abstol3ung
ein ernstzunehmendes Problem darstellen konnte (32). So findet sich bereits bei den ersten
klinisch erfolgreich von Reemtsma durchgefiihrten konkordanten Xenotransplantationen die
Fallbeschreibung ener Patientin, bel der 9 Monate nach Transplantation einer
Schimpansenniere ausgepragte subintimale Hyperplasien der Arteriolen des Transplantates
nachgewiesen werden konnten. Diese Veranderungen sind mit der pathologisch-
morphologischen Beschreibung einer chronischen Abstof3ung vereinbar (61). In zahlreichen

experimentellen Modellen der konkordanten und diskordanten Xenotransplantation fanden
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sich dhnliche Befunde einer zum Teil ausgepragten Artherosklerose von Transplantatgefalden
(54,67).

Zusammenfassend kann also as angenommen werden, dass im hypothetischen Fall einer
erfolgreichen klinischen Xenotransplantation auch hier mit der chronischen Abstol3ung und

ihren Folgen zu rechnen sein wird.
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4.2 Spezielle Diskussion

4.2.1 PVG C- Ratten als Transplantatempfanger

Die Entdeckung einer Rattenpopulation mit einem isolierten Defekt des Komplementfaktors
C6 (PVG C-) emiglicht ene diskordante Xenotransplantation ohne hyperakute
Transplantatabstol3ung, da die Komplementkaskade nicht vollstandig aktiviert werden kann.
Die Bildung des Membran Attack Complex (MAC), der aus C5b bis C9 besteht, wird durch
das Fehlen von C6 verhindert. Der Vergleich mit der kongenen Rattenpopulation mit
normalen C6-Spiegeln und ungestorter Komplementaktivierung bis zum MAC ermdglichte
es, eine genaue Aussage Uber die Rolle eines einzelnen Komplementfaktors bei akuten
Entziindungsreaktionen, wie der Allo- und der XenotransplantatabstoRung und der akuten
Infektion, zu treffen (7,11).

Klassischer Pathway

% ——— % Alternativer Pathway

é"é (eo)

Abb.20 Durch den isolierten Defekt des Komplementfaktors C6 in PV G C- Ratten wird die Bildung des MAC
verhindert. Die Anaphylatoxine C3a und C5awerden weiterhin gebildet.

IgM

PVG C+ Ratten mit normaler hamolytischer Komplementaktivitdt — stief3en
Herzxenotransplantate vom Meerschweinchen in 0,2+0,1h (n=5) hyperakut ab, PVG C-
Ratten mit einem isolierten Defekt des Komplementfaktors C6 hingegen stieRen die
Xenotransplantate erst nach 29+3,4h (n=6) ab. Diese Uberlebenszeiten diskordanter
Xenotransplantate wurden ohne jede weitere Immunsuppression des Empfangertieres erreicht.
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PVG
(C+) (C-)

106 kD

80 kD

Abb.21 Nachweis des hdmolytischen Komplementdefektes auf Proteinebene mittels Western-Blot. In Western-
Blots der Seren von PV G C+ Ratten konnte durch Verwendung eines monoklonalen Ak M aus-anti-
Ratte C6 eine doppelte Bande fir C6 zwischen 80 und 90 kD identifiziert werden. Diese Bande war im
Western —Blot der Seren von PV G C- Ratten nicht nachweisbar (Brauer RB et al, Xeno 2 (1994) 1-3;
mit freundl Genehmigung).

Die Beobachtungen unterstiitzen die Ergebnisse friherer Arbeiten, die zeigten, dass die
Beeinflussung des Komplementsystems der entscheidende Schritt ist, die HAR erfolgreich zu
verhindern (57,41,40). Die charakteristischen makroskopischen und lichtmikroskopischen
Veranderungen der Xenotransplantate, wie sie in der frihen Phase nach Reperfusion bei PVG
C+ Ratten als Empfanger auftraten, waren bei den Xenotransplantaten, die in PVG C- Ratten
transplantiert wurden, nicht zu beobachten. Arterielle Mikrothromben, Endothelzerstorung
und interstitielle Hamorrhagie waren nach 5min nicht nachweisbar und nach 30min deutlich
geringer ausgepragt als bel den Xenotransplantaten, die nach 5min und 30min aus PVG C+
Ratten entnommen wurden (11).

Durch den isolierten Defekt des Komplementfaktors C6 wird ein spdter Schritt des
klassischen und alternativen Reaktionsweges der Komplementkaskade blockiert. Die
Formierung des MAC, der die osmotische Integritét der Endothelzellmembran durch die
Bildung von Lochern zerstort, findet nicht mehr statt. Immunhistochemische Untersuchungen
zeigten, dass die endotheliale Bindung von IgM-XNAs und von C3 bei PVG C+ und bel PVG
C- Ratten dieselbe Intensitét hatte (11).

Die Tatsache, dass dennoch sowohl mittels Immunperoxidase als auch in den HE-geférbten
Organschnitten eine zunehmende Zerstorung des X enotransplantates tber den Zeitraum von 6

bis 24h post DXTx nachzuweisen war, legt den Schluss nahe, dass die bekannten,
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sogenannten ,, friihen Mechanismen®, bis zur Aktivierung von C5b auch in den PVG C- Ratten
funktionieren. Die Komplementkaskade lauft bis zu dem Schritt der Formierung des MAC
ungestort ab. Die in der vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen beziiglich einer
Zunahme des perivaskularen Odems, der Zunahme der interstitiellen Hamorrhagie und der
Zunahme einer zelluldren Infiltration des Xenotransplantates mit hauptséchlich polymorph-
nukledren Zellen (PMN) Uber den Beobachtungszeitraum bis 24h post DXTX, unterstiitzen
diese Annahme. Die Abspaltung der potenten Mediatoren der akuten Entztindung, C3a und
C5a, vermitteln die Freisetzung von Histamin aus Mastzellen und basophilen Granulozyten
und fohren zu einer Erhdhung der Gefal3permeabilitdt (79). Zusédtzlich vermitteln diese
Anaphylatoxine eine erhohte Expresson von Adhdsionsmolekilen am Endothel der
Transplantate, was zu einem ,, Sticking and Rolling* von PMNs entlang des Gefal3endothels
der Xenotransplantate fuhrt. Besonders deutlich war dieser Effekt nach 12h post DXTx zu
sehen. Hier kam es zu einem perlschnurartigen ,, Sticking” von PMNs entlang des Endothels
mit nachfolgender Infiltration des Interstitiums und konsekutiver Freisetzung von

Lysozymgranula (sehe Abb. 11).

Die Verwendung von PVG C- Ratten als Xenotransplantatempfanger ermoglicht also eine
Uberwindung der HAR und damit eine deutliche Verlangerung der Uberlebenszeit
diskordanter Xenotransplantate. Die Aktivierung der Komplementkaskade durch die Bindung
von XNA wird jedoch nicht verhindert. Damit kommt es auch zur Freisetzung potenter
Spaltprodukte der Kaskade, die eine progrediente Transplantatschadigung ausldsen. Dennoch
bietet dieser Ansatz der Uberwindung der HAR den entscheidenden Vorteil, dass keine
weitere Immunsuppression, mit ihren zum Teil noch unbekannten Nebenwirkungen,
verwendet werden muss. Somit konnen die zelluldren und humoralen Vorgange im Rahmen
der TransplantatabstolRung nach Uberwindung der HAR unbeeinflusst untersucht werden.
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4.2.2 Kinetik der zellularen Infiltration und morphologische Differenzierung

Wie bereits beschrieben, ist die Vewendung von PVG C- Ratten as
Xenotransplantatempfanger ein suffizienter Ansatz zur Verhinderung der HAR in der
diskordanten Xenotransplantation.Da aber dennoch eine Aktivierung der Komplementkaskade
stattfindet und diese auch bis kurz vor der Formierung des MAC ablauft, kommt es zur
Bildung von Spaltprodukten, wie C3a und Cb5a, die letztlich die Transplantatabstol3ung
verursachen (11,12,13).

Herzxenotransplantate vom Meerschweinchen, die 6h nach DXTx enthommen wurden (n=6),
wiesen bereits ein geringgradiges perivaskulares Odem und eine beginnende zdlulére
Infiltration auf. In der HE-Férbung zeigten diese Zellen eine zytoplasmatische Granulierung.
Die Phéanotypisierung der Zellen mittels Immunperoxidase-Farbung zeigte, dass es sich
hierbei hauptsachlich um CD11b-positive Granulozyten und ED1-positive Makrophagen
handdlt, die zu diesem Zeitpunkt der Abstol3ung das Transplantat schadigen. Interstitielle
Hamorrhagie ist zu diesem Zeitpunkt der Abstol3ung nur vereinzelt zu sehen, intravaskulére
Thrombosierung hingegen ist nicht zu beobachten.

Wahrend das perivaskulare Odem, die interstitielle Hamorrhagie und damit die
Myokarddestruktion im Verlauf von 24h post DXTx kontinuierlich zunehmen, erreicht die
Infiltration des Xenotransplantates mit CD11b- und ED1-positiven Zellen 12h post DXTx
ihren Hohepunkt und nimmt auch im Verlauf weiterer 12h nicht mehr wesentlich zu. Auch in
den HE-gefarbten Préparaten sind die deutlichsten morphologischen Verénderungen wahrend
der ersten 12h nach DXTx zu beobachten: erhebliche Zunahme des perivaskuldren Odems,
der zdluléren Infiltration, der interstitiellen Hamorrhagie und erstmas das Auftreten
intravaskulérer Thromben in den Venen und Arterien des Xenotransplantates. Auch das
perlschnurartige , Sticking® von Granulozyten am Endothd zeigt sich 12h nach
Xenotransplantation. Letztlich wird die Zerstérung des Transplantates durch das Ausmal3 der
interstitiellen Hamorrhagie bestimmt. Jedoch fehlen geféal3okkludierende Thromben, wie sie
sich bei der HAR innerhalb kurzer Zeit formieren, bis zur endgultigen Transplantatabstol3ung.
Ursachlich hierfir konnte das Fehlen des MAC sein, der, neben anderen Faktoren, fir die
Degranulation von Thrombozyten bel der HAR verantwortlich ist. Dadurch kommt es zur
Freisetzung grof3er Mengen von Gerinnungsfaktoren, ADP und Serotonin und damit zur
Formierung von multiplen Gefélthromben im Transplantat (69).
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Weitere immunhistochemische Untersuchungen zur genauen Differenzierung des zelluléaren
Infiltrates zeigten, dass es nur vereinzelt zu einer Infiltration des Xenotransplantates durch
CD161-positive (NK-Zellen) und CD3-positive Zellen (T-Zellen) kommt. Im Verlauf von 24h
post DXTx blieb diese Zdlpopulation konstant, was den Ruckschluss zulasst, dass sowohl
NK-Zellen, als auch T-Zellen bei der TransplantatabstoRung nach Uberwindung der HAR im

beobachteten Zeitraum eine untergeordnete Rolle in der Pathogenese spielen.

Xia G et a (83) zeigten, dass bel gleichzeitiger Absorption von XNA und Depletion von
Komplementfaktoren durch Applikation von CVF (bel Verwendung von athymischen
Nacktratten als Xenotransplantatempfénger) die NK-Zellen eine bedeutende Rolle bel der
verzogerten Xenotransplantatabstof3ung spielen. Wobei aber anzumerken ist, dass die
einmalige Depletion von NK-Zellen zu kener signifikanten Verlangerung des
Transplantatiiberlebens gefihrt hat, da bei NK-Zel-Suppression Makrophagen die
Transplantatabstol3ung entscheidend beeinflussten. Mit der aggressiven Kombination aus
immuninkompetentem Empfanger, CVF-Applikation und der Entfernung von XNA vor
Transplantation, konnten Uberlebenszeiten von 3,7+0,6 Tagen erreicht werden (83). Eine
maldgebliche Beteiligung von NK-Zellen am AbstoRungsprozess, selbst zu diesem
fortgeschrittenen Zeitpunkt, bleibt dennoch fraglich. Eine weitere Arbeitsgruppe, die mit
splenektomierten, athymischen Nacktratten als Transplantatempfanger arbeitete, behandelte
diese Tiere ebenfalls mit CVF vor, wobe auch hier Transplantattiberlebenszeiten zwischen 3
und 4 Tagen erreicht werden konnten. Drei Tage post DXTx bestand der Grofdteil des
zelluldren Infiltrates aus Makrophagen (> 75%). Der Anteil der NK-Zellen war mit 10-20%
eher gering (17).

Im untersuchten Zeitraum bis 24h post DXTx scheint die mal3gebliche zelluldre Infiltration
durch CD11b-positive und ED1-positive Zellen stattzufinden. Die PMN sind offensichtlich
fur die direkte Schadigung des Xenotransplantates verantwortlich. NK-Zellen und T-
Lymphozyten spielen keine Rolle. Auch bel Verlangerung des Transplantattiberlebens auf 3
bis 4 Tage scheinen eher die PNM as die NK-Zellen maligeblichen Anteil am
AbstolRungsprozess zu haben.
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4.2.3 Busulfan und Fucoidin

Aufgrund der Ergebnisse der histologischen und immunhistochemischen Untersuchungen galt
es nun, en therapeutisches Konzept zu finden, das zum einen durch selektive Depletion der
Hauptpopulation von infiltrierenden Zellen das Transplantattiberleben verlangert und damit
zum anderen bewest, dass eben diese Zellpopulation von PMN fir die
Transplantatschadigung innerhalb der ersten 24h post DXTx verantwortlich ist.

Busulfan ist ein alkylierendes Chemotherapeutikum, welches durch kovalente Bindung von
Alkylresten an nukleophile Strukturen der DNS zytotoxische, aber auch mutagene und
karzinogene Wirkung entfaltet. Eine typische Nebenwirkung beim Menschen ist die
Busulfan-induzierte Lungenfibrose (50). Busulfan wirkt nicht nur auf sich teilende, sondern
auch auf ruhende Zellen und schédigt sehr selektiv primitive Stammzellen der Myelopoese.
V erschiedene Experimente zeigten, dass Busulfan einen starken Langzeiteffekt bezlglich der
Suppression der Hamatopoese besitzt. Mit Busulfan behandelte Versuchstiere waren, im
Gegensatz zu Versuchstieren, die mit anderen Chemotherapeutika behandelt wurden, am
haufigsten von einer lang anhaltenden Reduzierung der Zellzahl im Blut, einer deutlichen
Reduzierung der Zellzahl im Knochenmark, einer Verringerung des Stammzellengehaltes im
Knochenmark und einer Schwéchung der Regenerationsfahigkeit der Hamatopoese betroffen
(71,52).

Angestrebtes Ziel war es, durch selektive Suppression der Myelopoese eine Verléngerung des
Transplantatiberlebens zu erreichen. Daher wurden die Angaben aus der Literatur zur
Dosierung und Applikationsfrequenz von Busulfan dieser Zielsetzung angepasst. Wie auch
bei der Vorbehandlung vor Knochenmarktransplantation im Rattenmodell, wurden 30mg
Busulfan/kg Korpergewicht intraperitoneal appliziert. Busulfan lag dabei geldst in 2,5%iger
Carboxymethylcellulose vor (77). Auf eine Mehrfachapplikation vor DXTx wurde, im
Gegensatz zu anderen in der Literatur beschriebenen Modellen, verzichtet, da en
therapeutischer Ansatz verfolgt wurde.

Zur Evaluierung des optimalen Applikationszeitpunktes von Busulfan vor DXTx wurden
Knochenmarkausstriche mit Busulfan vorbehandelter PV G C- Ratten nach 3, 7 und 14 Tagen
(je n=2) gewonnen und untersucht. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Zeitpunkt fiur die
Applikation von Busulfan am Tag —3 vor Herzxenotransplantation gewahlt, da innerhalb der

ersten 7 Tage nach Busulfan-Gabe die maximale Schadigung der Myelopoese zu erwarten
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war. Dabel ist anzumerken, dass sémtliche Versuchgtiere die VVorbehandlung mit Busulfan in
der angegebenen Konzentration gut vertrugen. Das Xenotransplantatiiberleben in dieser
Versuchsgruppe lag bei 62+21h (n=7) und damit signifikant Uber der Uberlebenszeit der
Herzxenotransplantate, die in unbehandelte PVG C-Ratten transplantiert wurden. Im
Vergleich der histologischen Prgparate von Herzxenotransplantaten, die 24h post DXTx aus
vorbehandelten und nicht vorbehandelten Ratten entnommen wurden, zeigte sich eine
deutlich geringere Schadigung des Herzxenotransplantates und eine erheblich geringere
Infiltration durch polymorph-nukledre Zellen. Das bedeutet, dass fur die Schadigung des
Transplantates innerhalb von 24h post DXTx diese polymorph-nukledren Zellen
(Makrophagen und Granulozyten) verantwortlich sind und eine Vorbehandlung der
Empfangertiere mit Busulfan in der angegebenen Konzentration ein therapeutischer Ansatz
zur Verlangerung des Transplantatliberlebens ist. Um diesen Ansatz zu verfolgen, wéren
weitere Transplantationsexperimente mit Busulfan- vorbehandelten Empféangertieren
notwendig. Dabei konnten langere Uberlebenszeiten, zum Beispid durch eine

M ehrfachapplikation von Busulfan in therapeutischen Dosierungen, moglich werden.

Zusétzlich wurden vergleichende RNase-Protection-Assays durchgefihrt, um zu untersuchen,
inwieweit die Ausschittung von Zytokinen tUber den Verlauf von 24h post DXTx variiert und
wie sich deren Konzentration tber die Vorbehandlung mit alkylierenden Chemotherapeutika
beeinflussen lasst. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Assays erbrachten jedoch
keine auswertbaren Ergebnisse. Da aufgrund der umfangreichen histologischen
Untersuchungen von jedem Herzxenotransplantat sehr viel Gewebe benétigt wurde, stand fir
eine beliebige Wiederholung der RNase —Protection —Assays nicht mehr ausreichend Gewebe
zur Verfligung.

Die Endothelzellaktivierung im Rahmen der Transplantatabstol3ung fuhrt zu einer vermehrten
Expression von Adhésionsmolekiilen an den Endothelzellen (63). Daher war eine Uberlegung,
diese Adhésionmolekille medikamentds zu blockieren, um eine weitere Verlangerung des
Xenotransplantatiiberlebens zu erreichen. Zu diesem Zweck wurden PVG C- Ratten nach
vollendeter Herzxenotransplantation mit dem Selektinhemmer Fucoidin (Fucose-4 Sulfat),
zundchst in einer Konzentration von 50mg/kg Korpergewicht i.p. (gelést in 0,9%
Kochsalzlosung), behandelt. Die Konzentrationsangaben wurden aus der Literatur

entnommen, wobei aber anzumerken i, dass sich die Verwendung von Fucoidin in den
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recherchierten Arbeiten auf die Verwendung bei in vitro Experimenten oder in der
Intravitalmikroskopie beschrankte (53,21,42,76). Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass
Fucoidin in vitro effektiv L-und P-Selektine bindet und damit die L-Selektin abhangige
Zellantwort hemmt. Die systemische Gabe von Fucoidin hemmt das ,,Rolling and Sticking®
ruhender und aktivierter Leukozyten in postkapillaren Venolen von Kaninchen und die
Akkumulation neutrophiler Granulozyten in Entziindungsherden der Haut und des zentralen
Nervensystems (75,76). AulRerdem besitzen Fucane heparin-dhnliches antikoagulatives
Potential und hemmen, abhéngig von ihrem Molekulargewicht, den klassischen und
aternativen Reaktionsweg der Komplementkaskade, ohne jedoch die spaten Schritte zu
hemmen. Zur Verhinderung der Thrombozytenaktivierung als einen der mal3geblichen
Faktoren der HAR, wurde in vivo Fucoidin (in Kombination mit einem Inhibitor des von
Willebrand-Faktors) getestet, wobei eine massive Thrombozytenaggregationshemmung und
eine effektive Hemmung der Thrombozytenaktivierung durch Fucoidin bewiesen werden
konnte (1,10). Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Versuchen mit Fucoidin war
eine nicht akzeptable Letalitdt der Versuchstiere zu beobachten. Die Hauptursache hierfir
waren vor alem starke Blutungen aus den Gefél3anastomosen, die meist mit einer Latenz von
3 bis4h post DXTx auftraten und zum Tod der Versuchstiere fuhrten. Diese Blutungen waren
auch nicht durch eine Reduzierung der Fucoidindosis auf Y der urspringlichen
Konzentration unter Kontrolle zu bringen, sodass die Versuche mit Fucoidin eingestellt
wurden. Die Uberlebenden Tiere (n=5) wiesen zudem keine signifikante Verlangerung des
Transplantatiiberlebens auf. Die beobachtete Komplikation der massiven Nachblutung ist mit
der heparin-ahnlichen Wirkung von Fucoidin zu erklaren, nicht jedoch die ebenfalls

beobachteten toxischen Kreislaufreaktionen einiger Versuchstiere.

Die Transplantationsmedizin ist im Augenblick noch weit von der Mdoglichkeit entfernt,
priméar vaskularisierte Organe vom Schwein auf den Menschen zu transplantieren, da die
immunologischen  Barrieren noch  nicht  Uberwunden  werden  kénnen.  Ein
Xenotransplantatiiberleben ist nur im Tierexperiment, und dort meist unter Zuhilfenahme

einer Kombination sehr aggressiver immunsupprimierender Mal3nahmen, maoglich.

Eine erfolgreiche Xenotransplantation (vor allem Schwein-Mensch) wére eine hoffnungsvolle
Chance, den Mangel an geeigneten allogenen Spenderorganen zu beheben. Tissue-
Engeneering und die Mdglichkeiten der modernen Stammzellforschung sind ernsthafte

Konkurrenten der Xenotransplantation,da sie die Erschaffung von passenden ,, Ersatzorganen”
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im Reagenzglas, ohne die gefirchteten antigenen Eigenschaften, versprechen. Aber auch hier
hétte die Xenotransplantation ihren Platz, da sie die Uberbriickung (,Bridging*) zwischen
drohendem klinischen Organversagen und der endgultigen Implantation oder Transplantation
eines geeigneten Organs leisten konnte- als Mal3nahme auf Zeit.

Sollten die immunologischen Barrieren in absehbarer Zeit Uberwunden werden kodnnen,
tauchen verschiedene neue Probleme auf:

So ist es zum Beispiel unklar, welches Wachstumspotential Schwei neherzen im menschlichen
Thorax nach DXTx entwickeln, oder ob ein Schweineherz, dessen Klappenebene auf einen
horizontalen Pumpmechanismus ausgelegt ist, den hdmodynamischen Anforderungen des
menschlichen Korpers gewachsen ware. Auflerdem besitzen verschiedene Peptide des
Schweins, wie Erythropoetin und Parathormon, fur das menschliche Immunsystem antigene
Eigenschaften. Das Potential der Ubertragung xenogener Infektionen vom Tier auf den
Menschen ist ein weiterer wesentlicher Punkt, der so ernst genommen wird, dass schon heute
verschiedene Forschungsgruppen und Behdrden weltweit an deren Erforschung und an der
Erstellung von Richtlinien und Empfehlungen arbeiten. Ein wichtiges Beispid sind die
»endogenen Retroviren (ERV)", fur die in vitro nachgewiesen werden konnte, dass sie
menschliche Endothel zellen infizieren. Uber die Folgen einer solchen Infektion ist bisher aber
wenig bekannt (20).

Die Suche nach Auswegen aus dem Dilemma der modernen Transplantationsmedizin und die

Erforschung potentieller bedarfsgerechter Lésungen zur Behebung des Organmangels werden

daher noch Uber viele Jahre Inhalt umfassender Forschungsvorhaben sein.
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5 Zusammenfassung

Die maligebliche Betelligung des Komplementsystems an der hyperakuten
AbsoRRungsreaktion (HAR) und an anderen akut inflammatorischen Vorgangen ist allgemein
akzeptiert. Daher greifen auch viele Strategien anderer Arbeiten an diesem Mechanismus an,
um ene Verlangerung des Uberlebens von Xenotransplantaten zu  erreichen
(3,19,26,33,40,48,74,80).

Die Mechanismen der HAR in der diskordanten Xenotransplantation (DXTx) wurden in der
vorliegenden Arbeit in einem neu eingefuhrten Modell der C6-defekten Ratte (PVG C-)
untersucht. Durch einen isolierten Defekt des Komplementfaktors C6 wird bel diesem
Rattenstamm eine vollstandige Aktivierung der Komplementkaskade und die Formierung des
MAC verhindert, ohne die Aktivierung friher Komplementfaktoren zu beeintréchtigen. Der
isolierte C6-Defekt verhindert die Formierung des MAC und damit die HAR, nicht jedoch die
Bildung der Splitprodukte C3a und C5a, die durch ihre potente chemotaktische Wirkung fur
die Schadigung und letztlich AbstofRung von Xenotransplantaten, auch nach Uberwindung der
HAR, verantwortlich sind (7,11,12,13,14). Diskordante Herzxenotransplantate vom
Meerschweinchen wurden von PVG C- Ratten nach 29+3,4h (n=6) abgestol3en, von Ratten
ohne Komplementdefekt jedoch bereits nach 0,2+0,1h (n=5) hyperakut abgestol3en (eigene
Ergebnisse).

Die genaue Untersuchung der Vorgdnge nach Uberwindung der HAR, insbesondere die
Phanotypisierung und Quantifizierung des zelluldren Infiltrates, sowie die Untersuchung der
von den infiltrierenden Zellen exprimierten Zytokine mittels RNase-Protection Assay, waren
Zid dieser Arbeit.

Zu diesem Zweck wurden M eerschweinchenherzen heterotop in PV G C- Ratten transplantiert,
die Herzxenotransplantate nach 6, 12 und 24h (je n=6) entnommen und histologisch und
immunhistochemisch untersucht. Als Vergleich dienten Pr8parate nicht transplantierter
M eerschweinchenherzen (n=4). Durch die Farbung der Praparate mit Hamatoxilin-Eosin (HE)
konnte eine Kinetik der Xenotransplantatschadigung, die unabhangig vom MAC stattfand, im
Verlauf von 24h nach DXTx erstellt werden. Hier zeigte sich im Verlauf ein zunehmendes
perivaskuléres Odem, zunehmende zelluldre Infiltration des Transplantates, €ine Zunahme der
interstitiellen Hamorrhagie und vereinzelt intravaskuldre Thromben. Im Gegensatz zur HAR
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war diese Thrombosierung bis zur endgltigen Transplantatabstof3ung nur vereinzelt zu sehen,

was vermutlich auf das Fehlen des MAC zuriickzufiihren ist.

Die HE-Farbung zeigte, dass der Grofteil der zelluléaren Infiltration innerhalb der ersten 12h
post DXTx stattfand. Die immunhistochemische Differenzierung des Infiltrates mittels
Immunperoxidase-Farbung zeigte, dass der grofdte Antell dieser Zellen aus CD11b-positiven
Granulozyten und ED1-positiven Makrophagen besteht (sog. polymorph-nukledre Zellen;
PMN). CD3-positive T-Zellen und CD161-positive Natural Killer Cells (NK-Zellen) spielen
bei der X enotransplantatabstoung nach Uberwindung der HAR offensichtlich keine Rolle, da
ihr Anteill am zelluldren Infiltrat verschwindend gering war und auch im Verlauf von 24h
nach DXTx konstant blieb.

Um die malgebliche Rolle des beobachteten zelluléaren Infiltrates an der verzdgerten
AbstofRung im beobachteten Zeitraum zu beweisen, wurden PVG C- Ratten am Tag —3 vor
Xenotransplantation mit Busulfan vorbehandelt. Busulfan schadigt sehr selektiv primitive
Stammzellen der Myelopoese (50,51,71). Durch die Vorbehandlung mit Busulfan konnte die
Uberlebenszeit diskordanter Xenotransplantate auf 62+21h (n=7) verlangert werden. Die
vergleichende histologische Untersuchung diskordanter Herzxenotransplantate, die 24h post
DXTx aus vorbehandelten (n=5) und nicht vorbehandelten (n=6) Ratten entnommen wurden,
zeigte eine deutlich geringere Schadigung der Herzxenotransplantate, die aus Busulfan-
vorbehandelten Ratten entnommen wurden. Das perivaskulézre Odem, die interstitielle
Hamorrhagie und das zelluldre Infiltrat waren erheblich geringer ausgepragt. Das beweist,
dass die Schadigung diskordanter Xenotransplantate innerhalb der ersten 24h nach
Uberwindung der HAR auf die Infiltration mit PMN zuriickzufiihren ist, und dass deren
Ausschaltung zu einer signifikanten Verlangerung des Transplantattiberlebens fuhrt. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass die Hauptschadigung des Transplantates innerhalb der ersten 12h
post DXTx stattfindet.

Davor alem 12h nach DXTx lichtmikroskopisch ein ,, Sticking* von PMN am Gefal3endothel
des Transplantates beobachtet werden konnte, war eine weitere Uberlegung, die Adhasion
von PMN am Gefé3endothel zu blockieren (63). Dadurch sollte die zelluldre Infiltration
minimiert, und das Transplantattiberleben verlangert werden. Zu diesem Zweck wurde PVG
C- Ratten unmittelbar nach DXTx der Selektinhemmer Fucoidin i.p. appliziert (21,42,53,76).
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Es zeigte sich jedoch keine signifikante Verlangerung der Uberlebenszeit diskordanter
Herzxenotransplantate. Aul3erdem waren die Versuche mit Fucoidin mit einer unvertretbar
hohen Letalitét der Empféngertiere assoziiert, so dass diese Versuche eingestellt werden

mussten.
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