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1 Einleitung
1.1 Kurzer Abrifd der Geschichte der Orgartransplantation

Beraits in der frihen Geschichte der Medizin wurde dem forschenden Mediziner bewul¥, daf?
irreversibel geschadigte Organe, die Ihre Funktion ncht mehr aufrecht erhalten konrten, evtl.
durch den Ersatz eines neuen Organes ersetzt werden konrten.

Erst im 20. Jahrhundert wurde durch intensive experimentelle Forschung der medizinische
Fortschritt in der Weise gebahnt, da3® nun ernsthaft an der Verwirklichung von
Organtransplantationen geabeitet werden konrte. Als Melensteine in der Entwicklung der
Transplantationsmedizin sind heute anzusehen: die Entdedkung der ABO-Blutgruppen duch
Landsteiner 1901 (1) sowie die Entwicklung heute noch  verwendeter
GefalRanastomosentecdhniken durch Carell und Guthry (2) in der ersten Dekade des Jahrhunderts.
Ebenfall s zu desem Zeitpunkt werden de esten Bluttransfusionen mit Erfolg praktiziert.

In den vierziger Jahren gelingt Lindberg und Carell (2) die Perfusion isolierter Organe; bereits
1950 wird am Mary Hospital Chicago de aste Niere afolgreich transplantiert, nachdem die
weitgehende Ubereinstimmung der Spender und Empfangerblutgruppen festgestellt war. Im Jahre
1959 transplantieren Lower und Shumway (2) zum ersten Ma einem Hund ein fremdes Herz,
gefolgt von der legendéren ersten Herztransplantation am Menschen 1967 duch Barnard (3). Die
erfolgreichen Lebertransplantationen ab der zweiten Héalfte der adtziger Jahre runden de
Geschichte der Organtransplantation ab. Weiterhin geforscht wird z.B. an Pankress
insel zellt ransplantationen, Darmtransplantationen, kambinierten Herz-Lungen-Transplantationen
sowie an kompletten Extremitatentransplantationen.

Bis zum Jahre 1996 wurden weltweit ca 25000Herzen transplantiert, im Schnitt ca 2500 po
Jahr, im Jahre 1996 waren es 510 Stck. Bis 1996 wurden weltweit 300000Nieren transplantiert,
im Jahre 1996 alleine 2016 Stck. Es besteht weiterhin ein Bedarf von ca. 1000Herzen im Jahr,
die Warteliste umfasg z.Zt. ca 700 Patienten. Bezuglich der Nierentansplantation hbesteht ein
Bedarf an Spenderorganen von z.Zt. 3500 im Jahr, die Warteliste umfasg z.Zt. ca 9000
Patienten, das bedeutet eine Wartezeit von 3-4 Jahren. (Eurotransplant,Leiden,NL)

Mit dem Fortschritt der Transplantationsmedizin wurden vornehmlich de Operationstechniken
immer weiter verfeinert, ebenso de Tedniken zur Gewebeprotektion in den Ischdmiephasen
wéhrend, lzw. nach der Organentnahme, bis zur Reperfusion des Organes nadh erfolgter
Transplantation im Empfangerorganismus. In der sekundiren Phase der Entwicklung einer
suffizienten Transplantationsmedizin rickten die Vorgange der Transplantationssmmundogie
immer weiter in den Vordergrund. Nadhdem die Ursachen einer Transplantatabstof3urg oder
Toleranz weitgehend in den Bereich des Immunsystems wiesen (4), ruckte dieser Bereich mehr
und mehr in den Interesenbereich der Forscher. An der Abstol3urgsresktion schienen vor alem
zellulére und humorale Medhanismen mitzuwirken (5,6,7,8,9.

Auf diesen Bereich koreentriert sich auch heute weiterhin de Forschung, um die Medanismen
der Abstol3urg weiter grundagennah aufzukléren. Das Zid ist ene dauerhafte
Transplantattoleranz  zu erreichen mittels immer welter optimierter immunsuppressver
Therapieprotokall e.



1.2 Grundzige der Transplantationssmnundogie

Absto3urgsreaktionen beruhen auf einer Immunregktion gegen kdrperfremde Antigene des
Transplantats. Von Bedeutung sind de HLA-Antigene und de Hauptblutgruppen. Eine ABO-
Inkompatibilit & fuhrt in der Regel zu einer sofortigen Absto3urg des transplantierten Organes
undist daher in der Transplantationsimmundogie von grof3er Bedeutung (10).

HLA-Antigene, die zum sog. "major histocompatibility complex" MHC z&hlen, lasen sich
beziigli ch ihrer Struktur und Funktion in zwel Klassen einteilen. MHC-Klasse | Antigene werden
hauptsachlich auf der Oberfladche von kernhaltigen Organ- und Blutzellen exprimiert. Hingegen
findet man auf der Oberflache von Leukozyten, interstitiellen dendritischen Zellen sowie auf der
Oberfladhe von GefaRendahelien sowohl MHC KI. |, als auch MHC KI. II Antigene (11). Diese
Antigenreprasentation ist die wichtige Grundage zur Erkennurg des Transplantates als "fremd"
im Organismus. Die MHC-Antigen tragenden Zellen des Spenders aktivieren nunselbst direkt
oder indrekt die T-Helferzellen (CD4+) des Empfangers, welche nun Lymphokine prodwzieren,
die das Wadstum, die Differenzierung und Aktivierung weiterer immunkompetenter Zellen
bewirken.

Es ist weterhin bekannt, da3 gerade diese Lymphokinprodukion eine Schlisslfunktion
innerhalb der Transplantatabstof3urg inne hat. Hierbei sind va alem IL-2, TNF-a, sowie IFN-y
zu erwéhnen (12). So stimuliert das IL-2 de CD4+ Zell e selbst, aktiviert zytotoxische T-Zellen
(CD 8+) sowie naturliche Kill erzellen. IFN-y steigert die Phagozytose von Makrophagen sowie
die Synthese von IL-1, welches eine Stimulierung der CD 4+ Zellen bewirkt (13). Ebenfall s ist
bekannt, dald gerade im transplantierten Organ IFN-y eine gesteigerte Expresson von MHC-
Antigenen bewirkt (14). TNF—a aktiviert Granulozyten und Makrophagen und reguliert die
Proliferation vonT-undB-Zellen. TNF-a kann auch drekt zytoloytisch wirken.

Weiterhin erwdhnenswert ist die dnemotaktische Potenz der Lymphokine auf Makrophagen und
andere immunkaompetente Zellen. So ist z.B. bekannt, dal3 gerade IFN-y und TNF-a die Bindurg
von dendritischen Zellen an Fibronedin foérdern, was as ein entscheidender Faktor fir die
Ermoglichung der Gewebemigration innerhalb des AbstoRurgsprozesses angesehen wird (15,16.
Dieses komplexe Zusammenspiel von Effektorzellen und ihrer Produlte fuhrt zu einem
komplexen Parenchymuntergang bzw. zu einer Zerstérung des Transplantates (17,18,19. Diese
Medanismen treffen weitestgehend auf die &ute AbstoRurgsrektion zu, welche die haufigste
Ursacdhe von Transplantatverlusten in der Klinik darstellt.

Man kennt noch weltere Spielarten der AbstoRurgsrestionen wie z.B. die hyperakute/
akzelerierte -, sowie die dronische Organabstof3urg. Auch de dronische Organabstol3urg ist im
klinischen Alltag fur enen ncht unerheblichen Prozentsatz der Transplantatverluste
verantwortlich. Dieser Prozeld findet éhiologisch seine Ursadhen in z.B. vorausgegangenen
Perioden vonakuten Abstol3urgsreaktionen (20) und humoralen Medanismen (21). Aber auch in
nichtimmundogischen Vorgangen, wie zu langen Ischdmiezeiten (22), Perfusions- und
Reperfusionsschéden (23), as auch in viralen Infektionen (24). Histologisch daminiert hierbei
eine zunehmende interstiti ell e Fibrose (25).

Chronische OrganabstoRurg hat einen Zeitrahmen, der in Jahren gefalt werden kann, wahrend
die &ute AbstoRurg innreralb der ersten 3 Monate jederzeit post transplantationem auftreten
kann.Bei der hyperakuten/akzelerierten Abstol3urgsresktion handelt es sch um eine tberwiegend



humoral ausgel 0ste Organzerstérung (26,27,28,2% die innerhab eines Zeitrahmens von 48Std.,
biszu 5Tagen pix. stattfindet.

Ursadlich sind de ewahnte ABO-Unvertréglichkeit anzusehen sowie paformierte zytotoxische
Antikorper, die durch eine friihere Sensibili sierung indwziert wurden (30,37). Histologisch stehen
vor dlem Endahelldsionen im Vordergrund, reben Mikrothombosierungen, welche zu
Ischdmischen Nekrosen des Transplantates fuhren. (26-30,31J)

1.3 Imnunsuppressve Therapiestrategien zur Prophylaxe und Unterdrickung von
Abstol3ungsreaktionen

Erst der Einsastiz von Immunsuppressva hat die Durchfihrung erfolgreicher
Organtransplantationen moglich gemadt. Bei Herz- und Lungentransplantationen wurde &n
bemerkenswerter Durchbruch nach der Einfihrung von CSA (Vgl.3.7.1) moglich. Aber auch in
der heutigen Zeit gibt es noch kein allumfassendes Konzept fir eine suffiziente Anwendurg einer
Immunsuppresson rach Organtransplantationen; es seht im Gegensatz dazu so aus, dald im
Prinzip jedes Transplantationszentrum ein eigenes Therapieprotokall entwickelt hat und erfolgt.

Zur immunsuppressven Therapie stehen heute CSA, Glukokatikoide, Azathioprin sowie
verschiedene Antikorperpraparationen (ATG/ALG/OKT3) zur Verfigung und tefinden sich im
klinischen Einsatz. Da die Erkennurg eines all ogenen Transplantates hauptsadlich eine Aufgabe
der T-Lymphazyten darstellt (17), kommen im wesentlichen T-zellwirksame Immunsuppressva
mit unterschiedli chen Angriff spunken zur Anwendurg.

Grundsédtzlich urterscheidet man drel Therapiephasen de sich allesasmt auf den Empfanger
konzentrieren:

Die perioperative Indukionstherapie, bei der hauptsadilich Glukokartikoide in absteigender
Dosierung sowie Azathioprin eingesetzt werden. Hierbel erhalten de Patienten sofort, oder nach
Stabili sierung der Transplantatfunktion einige Tage nadh der Transplantation, zusétzlich CSA.
Auch konren de esten Tage nadh der Tx. mit einem Therpieschema, bestehend aus CSA in
Kombination mit einem IgG-Antikorper (ATG/OKT3), tberbriickt werden (32).

Weliterhin schliefdt sich de Basis- oder Erhaltungstherapiephase an. Fehlen Risikofaktoren fir die
Entwicklung einer AbstoRurgsreektion undsollte der Verlauf komplikationslos sin, wird nach
einigen Monaten auf eine Basistherapie aus Glukokartikoiden, Azathioprin oder CSA umgestelit.

Im Falle ener akuten AbstoRurgsrektion ist hochdasiertes Prednisolon das Mittel der ersten
Wahl. Handelt es sch um eine steroidresistente Abstol3urg, werden Antikorper wegen ihrer
guten Wirksamkeit zur sog. Rescuetherapie engesetzt.

Bel einer Langzeittherapie mit Immunsuppressva mufd immer mit einer hdheren Inzidenz von
Hauttumoren undLymphamen geredhnet werden, ebenso wie mit Infektionen.

Bel dieser Art der Langzeittherapie missen auch de spezifischen Nebenwirkungen, z.B.
nephrotoxischer Art bei CSA, bedadt werden.

Die Forschurg konzentriert sich mittlerweile auf verschiedene Ansatzpunke um neue besser
wirksame immunsuppressve Therpiestrategien zu entwickeln. So werden ua  neuere



iImmunsuppressve Substanzen in préklinischen und lereits in klinischen Studien getestet. Zu
diesen neuen vielversprechenden Substanzen gehéren ua.:

- Rapamunel (Sirolimus/Rapamycin), vgl.3.7.2.(33,34,39

- Taaolimus (FK 506), welches von der molekularen Struktur dem des Rapamycin sehr ghnlich
Ist undin etwa den gleichen Wirkmedhanismus aufweist. (35,36,37,38

- Leflunamid, ein Inhibitor der Signallbertragung auf intrazelluldrer Ebene. Diese Substanz
zeichnet sich duch eine Verhinderung der frihen humoraen Immunantwort sowie durch
Verhinderung des Antikorpershiftes aus. (39,40,41,42

- CellCeptd (Mycophendat Mofetil), welches durch eine Inhibition der de novo Purinsynhtese
die Funktion vonT- undB- Zellen supprimiert (43,44,45,46,4)

- Brequinar Sodium, welches ebenfalls ein Antimetabolit der DNS-Synthese darstellt, al erdings
auf der Pyrimidinebene (48,49,50.

2. Problemstellung und Zielsetzung
2.1. Problemstellung

Ein Hauptproblem fir die Transplantationsmedizin stellt nach wie vor der Mangel an geegneten
Transplantatspendern dar. Nadh den Auswahlkriterien (ABO-Kompatibilit &, HLA-Match/Mis-
match) kommt dann nah ein Mangel an geeagneten Organtransplantaten hinzu. Gerade in
Deutschland, aber auch in vielen anderen Landern in Europa oder Nordamerika, ist in den letzten
Jahren die Bereitschaft der Bevolkerung, sich als Organspender zur Verfigung zu stellen, eher als
rucklaufig zu betrachten, gleichzeiti g steigt aber der Bedarf an Organtransplantaten.

Fur das Jahr 1999 leziffert eine prospektive Einschétzung einen nicht zu erfiillenden Organbedarf
von ca 3000Spenderorganen. In den ersten vier Monaten des Jahres 1999gingen bunadksweit die
Transplantationen von Nieren un 17 % zurick, von Herzen sogar um 28 %
(Transplantationszentrum der Universitét Erlangen-Nurnberg). 1998 wurden 3918 Organe in
Deutschland transplantiert, 2% mehr asim Vorjahr 199713839 [Eurotransplant, Leiden, NL].

Auch de dablierten immunsuppressven Therapieprinzipien sind weiterhin as nicht befriedigend
Zu bezeichnen, so dal3 zu dem Mangel an Organen ein weiterer Bedarf bel Patienten hinzukommt,
die nach Abstol3urgskrisen retransplantiert werden missen.

Da die meisten Organspender in desem System sog. Kadaverspender sind, ist hierbel natirlich
das Problem gegeben, dal3 auf eine durchzufiihrende notwendige Transplantation immer erst der
Tod eines zur Spende bereiten Menschen ndwendig ist; eine makabere Rechnurg mit vielen
Unbekannten. Um einen Menschen dann explantieren zu kdnren, muld zuerst nach festgelegten
Normen der Hirntod festgestellt werden. So ist es in den meisten Landern lege atis, die Organe
eines hirntoten Spenders zu transplantieren. Hier ergibt sich ein weiteres Problem, da nac
neuesten Untersuchungen vonWilhem et al. bekannt wurde, dal3 der Hirntod eine Erhéhurg eines
Chemokins (MIP-1a) in den Organen verursadit. Dieses bewirkt eine extrem vermehrte
Cytokinauschittung und damit gesteigerte Leukozyteninfiltration in das transplantierte Organ.
Der AbstoRurgsprozef3 wird somit beschleunigt (51).



Der Organbedarf &3t auch den nicht optimalen Spender, den sog. "High Risk” Spender in den
Blickpunkt der Transplantationsmedizin rucken. Dieses snd Spender, die zum Zeitpunkt der
Explantation bereits einen Herzstill stand haben, de jinger sind als 5 Jahre oder dlter sind als 60
Jahre (52), Spender mit Vorerkrankungen wie z. B. Hypertonie, Diabetes, malignen
Erkrankungen sowie mit Infektionserkrankungen (z.B. Hepatitis B/C) (53). Es gibt in desem
Bereich einige pasitive, aber auf lange Sicht noch nicht befriedigende Fortschritte (54).

Auch Organe von Spendern, de nicht MHC-Kompatibel sind sowie solche, gegen de der
Empfanger in irgendeiner Weise bereits ensibilisiert ist, werden versucht, mit intensivierten
immunsuppresiven Therapiestrategien erfolgreich zu erhalten (55,10.

Diese Problemstell ung setzt neue Uberlegungen in Kraft, welche in die Richtung einer Forcierung
der Lebendspende gehen. Diese ist in Deutschland nu unter Verwandten, aber in anderen
Landern wie z.B. den USA auch urter nicht verwandten Famili enangehérigen oder gar Freunden,
maoglich. Es ist bereits hinlénglich bekannt, da? Organe von Lebendspendern eine bessere
Prognose bzw. Uberlebenschance, aufweisen, als jene von Kadaverspendern. Dieses wird duch
neueste Studien bekréftigt (56). Um auch bei dieser Art der Spendersuche weitere M 6gli chkeiten
zu erschlief3en wurde untersucht, ob auch de Lebendspende von richt Verwandten gute
Ergebnise zeigen wirde. Dieses wurde in einer Studie von Cedka & a. an 1000 nicht
verwandten Nierenspendern bewiesen und als shr wertvolle Alternative zur Kadaverspende
bewertet (57).

Dabei allen Organen, als Ausnahme ist nur das Herz anzusehen, eine Lebendspende moglich ist,
ergibt sich daraus ebenfall s die M6gli chkeit, immunsuppressve Therapiestrategien zu entwickeln,
die bereits den Spender miteinbeziehen. Da hierbei z.B. der zeitliche Aspekt bzgl. des
Transplantationstermins  als elektiv anzusehen ist, hédte man de Maoglichkeit einer
immunsuppressven Therapie des Spenders, die sich dann in einem Zeitrahmen va dem
geplanten Transplantationstermin bewegen konrte.

Beim Totspendersystem hat man lediglich ein kleines Zeitfenster zur Verfligung, um den Spender
therapeutisch miteinzubeziehen.

Bel einer Intention zur Spendervorbehandiung stellt sich de Frage, wo diese ansetzen konrte.

Es ist bekannt, dal3 der Hauptstimulus fur eine Abstof3urgsresktion bei der Antigenprésentation
durch antigenprasentierende Zellen (APC's) des Spenderorganismus liegt (58). Solche APC's
konren auch sog. "passenger cdls' sein, de hauptsidilich aus Leukozyten bestehen. Es wurden
hierbei gewebesténd ge dendriti sche Zellen nachgewiesen, de p.tx. im gesamten Organismus des
Empfangers nadhzuweisen waren (59). Aber auch T-Lymphazyten, B-Lymphazyten und NK-
Zéellen sindin dieser Hinsicht nadhgewiesen worden (60,61). Dieser Vorgang, auch Chimaaismus
genannt, implizert die Migration deser verschieden Zellinien in beide Richtungen, d.h. vom
Spendergewebe zum Empfénger, sowie in entgegengesetzte Richtung (62,63,64,6% Hierbel
kommt es zunadhst zu einer weitestgehenden Vernichtung der Donazellen in den ersten 4
Wochen pix. durch eine Interaktion zwischen Donarzellen und dér Akzeptorimmunantwort.

Es kann all erdings auch zu einer langen Uberlebensdauer von Donarzellen im Empfangergewebe
kommen (66). Diesen Vorgang nennt man Microchimagismus. Die Auswirkung des
Chimaaismus/Microchimaaismus auf eine Transplantatabstol3urg oder eine Toleranzindukion
wird auch heute noch in der Literatur kontrovers dikutiert (67). Es gibt viele Studien, de diesem



Phadnomen de Moglichkeit einer Toleranzindukion zuschreiben (68,69. Wahrscheinlich sind es
vor alem haematopcetische Stammzellen des Donas, die dieses Phanomen bewerkstelli gen
(70,71,72,73,74,75

Es gibt alerdings neuere Untersuchungen, de den Spenderzell chimaaismus als Ausloser bzw.
aleinigen Ausl6ser einer Toleranzindultion in Frage stellen (60,67,76,77,78,79

Auf der anderen Seite wird immer wieder in Studien berichtet, dal3 es vor allem aus dem Spender
stammende APC's snd, de den AbstoBurgsprozeld indwieren und leschleunigen. So
beschrieben einige Arbeitsgruppen, dal3 z.B. nadh einer weitestgehenden Entfernung dieser Zellen
aus dem Transplantat, die AbstoRurgsresktion milder, verzégert oder auch gar nicht mehr
stattfand (58,70,80,81,82,83

Diese These unterstiitzend leschrieben Steptoe @ al. undQian et al. die beschleunigte AbstoRurg
von Herztransplantaten und Lebertransplantaten bei  kunstlicher ErhOhurg der Zahl der
dendritischen Zellen im Transplantat vor der Transplantation (84,85. Leverson et a. fanden
heraus, dal3 das Migrationsverhaten ebenfalls entscheidend ist, um eine Immunantwort zu
provozieren. Blieben de Spenderleukozyten vornehmlich im Transplantat, so fanden sich eher
Hinweise auf eine Toleranzindukion; kam es dagegen zu einer verstérkten Ausschwemmung
dieser Zellen in den Empfangerorganismus, wurde die AbstolRurgsreektion beschleunigt (86).

Um diesen Phdnomenen Rednurg zu tragen, wére hier der Ansatzpunk einer effektiven
Spendervorbehandung zu sehen. Eine immunsuppressve Therapie, die aif das Transplantat
bzw. den Spenderorganismus kurzzeitig einwirkt, ohre ihm zu schaden, aber effektiv genug ist,
um auf die APC's des zu transplantierenden Organes einzuwirken, konrie ene wirksame
Zusatzmal3rehme zu den bereits etablierten immusuppressven Therapiemodellen darstellen.
Diese Therapie konnte medikamentds oder in Form einer Strahlentherapie durchgefihrt werden
(82.

Beraits 1978 fanden Soots und Hayry heraus, dal3 eine solche Spendervorbehandlung mit
verschiedenen Chemotherapeutika, antineoplastischen Antibiotika, Immunsuppressva und
Kombinationen aus diesen effektiv sein kann (87). Diese Untersuchurgen fanden in einem
Herztransplantationsmodell bei Ratten statt.

Weitere Studien belegen de Intention einer Spendervorbehandung. So bewiesen Kahn et al. die
Wirksamkeit einer  Spendervorbehandung mit  Methotrexat  ebenfalls in einem
Herztransplantationsmodell bel Ratten (88). Grochowiedki et al. entdedkten de Wirksamkeit
einer Mitomycin C-Vorbehandlung von Pankreasinselzelltransplantaten in einem xenogenen
Ratten-Maus-Transplantationsmodell (89). Hayashi et al. verwendeten erfolgreich FK 506 in
einer Spendervorbehandlung in einem xenogenen Hamster-Ratten-Herztransplantationsmodell
(90).

Auch de Effizienz einer Spendervorbehandung mit Metylprednisolon in einem akzelerierten
Herztransplantationsmodell bel Ratten wurde von Schmidbauer et al. bereits nachgewiesen (91).
Chen et a. fuhrten bereits Versuche zu einer Transplantat- sowie ener Spendervorbehandung
mit Rapamycin duch. Diese Versuche fanden in einem chronischen Darm- und Nieren-
Absto3urgsmodell bel Ratten statt. Es wurden duchaus positive Wirksamkeitsaspekte fir
Rapamycin nachgewiesen (92,93.



Ebenfalls fir Cyclosporin A wurde @ne Wirksamkeit as Mittel zur Spendervorbehandung in
einem chronischen Abstol3urgsmodell bel der Darmtransplantation in Ratten von ¢ Bruin et al.
nachgewiesen (94). In einem konkardanten Hamster-Ratten-Herztransplantationsmodell wiesen
Jensen et a. die Wirksamkeit einer Vorbestrahlung des Transplantates, als auch de Wirksamkeit
einer Kombination aus Vorbestrahlung und Cyclosporintherapie des Transplantates nadh (95).
Ahnliche Ergebniss sind in Studien zur Wirksamkeit von CSA bei einer Transplantat- und
Spendervorbehandung von weiteren Arbeitsgruppen berichtet worden (132,133,134

Eine Erweiterung des Spektrums an Organspendern duch "high risk Spender" im Bereich der
Lebendspende wirde die grundegende Organknappheit weiter verbessern. Wie bereits oben
beschrieben werden solche Spender im Kadaverspendersystem miteinbezogen. Interessant sind
hierbei Spenderorgane, auf die der Empfangerorganismus durch eine friher stattgefundene
Sensibilisierung reagieren konrte (10). Solche Empféanger reagieren auf ein solches Organ mit
einer akzelerierten AbstofR3urgsresktion (Vgl. 1.2/3.6.1).

Bis zu 40% der niereninsuffizienten Patienten sind als ®ensibilisiert zu betrachten (96,30,
ahnli ches kann man vonretransplantierten Patienten behaupten (97,98.

Blutransfusionen und Schwangerschaft sind weitere Riskofaktoren, ganz zu Schweigen von ém
1% der Gesamtbevolkerung, die ohre vorausgegangene Sensibilisierung einen pasitiven
Antikorpersuchtest aufweisen (99,100.

Alle diese Patientengruppen weisen ein viel hoheres Risiko fur einen Transplantatverlust auf, as
der unsensibili sierte Transplantatempfanger.

2.2. Ziesetzung

Diese beiden Situationen (Lebendspendervorbehandlung, sensibilisierter Empfénger) zu
simulieren undals Verbundzu sehen soll der Zwed dieser Untersuchung sein.

Wir untersuchen de Wirksamkeit ener Spendervorbehandung mit den beiden
immunsuppressven Substanzen Rapamycin  und Cyclosporink A im einem akzelerierten
Herztransplantationsmodell bei Ratten.

Die Wirksamkeit dieser beiden immunsuppressven Substanzen auf die &zelerierte
AbstoBurgsreaktion kel primér vaskularisierten Herztransplantaten wurde bereits bewiesen
(101,102,108 Ebenso ergaben sich in bereits gattgefundenen olben  erwédhnten
Voruntersuchurngen Hinweise auf die Wirksamkeit dieser Substanzen bei einer Anwendury
innerhalb  der  Spendervorbehandung. Diese Untersuchurgen werden in einem
Herztransplantationsmodell an Ratten durchgefiihrt.

Es bekommt ein gegen Donagewebe sensibilisierter Empfénger ein mit den erwahnten
Substanzen varbehandeltes Herz transplantiert. Die Transplantatvorbehandlung geschieht durch
eine Vorbehandung des gesamten Spenderorganismus mit immunsuppressv wirksamen Dosen.
So wird eine wirksame Vorbehandiung eines Lebendspenders smuliert.

Die Charakterisation der Immunantwort des Empféngers unter diesem Therapieschema ist der
Untersuchungsgegenstand.

Zunadst soll die Uberlebenszeit der Transplantate bei dieser Form des Therapieregimes ermittelt
werden. Daraufhin wird in Form von hstochemischen Untersuchurgen die Spezifikation cer



Zdlinfiltation im Transplantat erfolgen. Die Antikdrperimmunantwort des Empfangers wird
anhand vonflowzytometrischen Bestimmungen Uker einen definierten Zeitverlauf detektiert.
Ebenso wird die Fahigkeit zur Erkennurg der fremden MHC-Genprodukte durch T-Zellen urter
diesem Therapiekonzept in einer gemischten Lymphazytenrektion Ulerpft.

Na&heres zur Methodk vgl. Kapitel 3.

3. Materialien und Methoden

3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten mannliche Inzuchtratten verschiedener Stamme mit einem mittleren
Gewicht von 180220, die von der Fa. Charles River Deutschland GmbH bezogen wurden.

Es wurden Lewis Ratten (Lew, RT 1° ) fur die Herzallotransplantation als Empféangertiere
verwendet.

Als Herzspender und Hautspender sowie ds Pod fur Stimulatorzellen fir die gemischte
Lymphazytenresktion kamen Brown-Norway Ratten (BN, RT 1") zum Einsatz.

3.2 Tierhaltung

Uber den gesamten Versuchszeitraum wurden de Versuchstiere in Gruppen von jeweils zwel
Ratten pro K&fig in einem normal klimatisiertem Tierstall gehaten. Es herrschte en korstanter
Tag-Nadt- Rhythmus. Als Nahrung diente pelletierte Fertignahrung, bezogen von dr Fa
Altromin, Lage; Trinkwaserzufuhr ad libidum.

3.3 Nar koseverfahren

Samtliche operativen undtherapeutischen Eingriffe wurden in Methyl&thernarkose durchgefiihrt.
Zuerst wurden de Tiere in einer mit Ather angereicherten Glaskammer betaubt und anschli eRend
um die Narkose aifrechtzuerhalten wurde den Tieren ein Zentrifugenréhrchen, welches mit
dthergetrankten Kompreseen gefullt war, Uber die Schnauze gestilpt. Der Methyl&ther zu
Narkosezwedken wurde bezogen von dr Fa. Hoedhst AG, Frankfurt/Main.

34. Operationsverfahren

3.4.1. Instrumentarium und Nahtmateria

Fur sdmtliche operativen Eingriffe fanden gereinigte aer nicht sterilisierte dirurgische und
mikrochirurgische Standardinstrumente Verwendurg.

Die Gefél3anastomosen wurden mit Hilfe ener Lupenbrille (Opti Visor, Donegan Opticd
Company, Lenaxa, KA, USA, Vergrolerung 2,5 fadh) gendht. Zum Anschlingen der Gefél3e
wurden 30 Seidenfaden (Perma-Hand Seide) und zur Naht der Anastomosen 7/0



Polypropylenféden (Prolene) benutzt. Fir die Hauttransplantate sowie fir die Hautndhte fanden
4/0 Polypropylenfaden (Prolene) Verwendurp.

Das gesamte Nahtmaterial ssammte von der Fa. Ethicon GmbH , Voerderstedt .

3.4.2. Operationsvorbereitung

Die sich in der Narkose befindlichen Tiere wurden im Bereich des Operationsgebietes rasiert und
mit einem Hautdesinfektionsmittel (Softasept N , B. Braun Melsungen AG) desinfiziert; beim
Herzspender im Bereich des Thorax, beim Empféanger im Bereich des Abdamens, beim
Hautspender und Hautempfanger im Bereich der Flanken.

3.4.3. Hauttransplantation

Es wurden von einem BN-Spendertier sedhs 2,5 x 2,5 cm grol¥e Voll hautlappen entnommen.
Beim Lewis-Empféangertier wurden zwei entsprechend grof¥e Hautdefekte geschaffen und mit
jeweils einem Vollhautlappen gededckt und in fortlaufender Nahttechnik fixiert. Um ein
Einwadhsen ohre Irritationen zu gewdhrleisten und un die Ratte vom Nagen an den
Transplantationsgellen abzuhalten, erhielt die Lew-Ratte e@nen Sprihverband (Band-Aid,
Johrson & Johnson Medica GmbH) direkt nadh der Transplantation.

3.4.4. Herztransplantation

Zur Anwendurg kam die von Ono und Lindsay beschriebene Tednik der herterotopen
Herztransplantation (104).

a)

b) U_%

Abb. 1: Operative Technik der Heterotopen Herztransplantation bei der Ratte:
a) Fertigstellungder Aortenanastomose, b) Fertigstellungder Pulmonal aterienanastomose, beide Anastomosen
in der End-zu-Seit Technik.



Nadhdem die Empféangerratte (LEW) median laparotomiert wurde, konrte das Darmkonvdut
nach lateral luxiert werden. Daraufhin wurden de Vena cava inferior sowie die Aorta ébdaminalis
freiprépariert. Sodann wurden de Gefale caudal der NierengeféRabgange und poximal der
Bifurkation mit 4/0 Seidenfdden angeschlungen. Nadch dem Schlief3en der Ligaturen und a@m
Einsetzen einer mikrochirurgischen Bulldogklemme caudal des Nierengefdl3abganges der Aorta
erfogte die Inzision in de Aorta. Nach Erweiterung der Inzision, ca 1 mm insgesamt, nach caudal
undcranial, wurden die Schnittenden mit 7/0 Prolenefaden angeschlungen.

In einem zweiten Schritt wurde beim Spendertier (BN-Ratte) durch Thorakotomie und
Hochklappen der ventralen Brustwand das Herz freigelegt undfreiprépariert.

Daraufhin wurden de Venae caae superior et inferior vor ihrer Einmindurg in den reciten
Vorhof und de Venaepumonales vor ihrer Einmundurg in den linken Vorhaof ligiert.

Als nadhstes folgte die Durchtrennurg von Aorta acendens und Arteria pumonais wie die
Herzentnahme. Nun wurde das enthommene Herz mit 10 ml ungekihlter physiologischer
Kochsalzlosung Uber die Aorta bzw. die Koronarien gespllt. Hierdurch konrte sichergestellt
werden, dal3 jegliches Blut aus Vorhéfen, Ventrikel und Koronarstrombahn entfernt wurde. Das
entnommene Herz konrnte nun im Abdamen des Empféngertieres plaziert werden und mittels
End-zu-Seit-Anastomosen an de grofen Bauchgefdl3e durch fortlaufende Gefal3naht
angeschlossen werden (Aortenstumpf zu Aorta @daminalis, Pulmonalarterienstumpf zu Vena
cavainf.).

Weliter fortfahrend konnen de Ligaturen, zuerst die vendsen, daraufhin de ateriellen, gelost
werden. Mit der nuneinsetzenden Reperfusion des Herzens begann es nadh wenigen Sekunden zu
schlagen, ohre jedoch eine hamodynamisch funktionell e Bedeutung zu erlangen.

Als letzten Schritt wurde das Abdamen mittels fortlaufender Nahttechnik in zwei Schichten
verschloseen. Die durchschnittli che Operationsdauer betrug 45 min, de Ischdmiezeit des Herzens
weniger als 20 min.

3.4.5. Lymphadenektomie

Zunddhst wurden de Tiere vor der Entnahme der Lymphknden exsanguiniert, um
Kontaminationen duch Erythrozyten vorzubeugen. Fir beébsichtigte in vitro Untersuchurngen
mul¥e hierbei steril vorgegangen werden.

Die zervikalen und axillaren Lymphknden konrien leicht durch Freipréparieren oer
Hautschichten in den bestimmten Bereichen dargestellt und daraufhin exstirpiert werden.

3.4.6. Organentnahme fur histologische Untersuchungen

Hierbei handelte es sch um die Entnahme der Herzallotransplantate an ersten Tag und am
siebten Tag nadc erfolgter Transplantation, um immunh stochemische Farburngen durchzufihren.

HierfUr wurden de Tiere enenfall s exsanguiniert nach medialer Laparotomie und Darstellung des

Transplantates. Daraufhin erfolgte die Transplantatentnahme durch Abtrennen der Gefal3stimpfe
an der Anastomosennaht.
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3.5. Kontroll e der Transplantatfunktion undBestimmung der Transplantatiiberl ebenszeit

Die Herzkontraktionen wurden taglich duch Palpation in der Flanke des Empfangertieres
uberpruft. Ein Herz wurde ds abgestolen bezeichnet, wenn keine Herzaktion mehr palpabel war.
Dieser Tag wurde ds AbstoBurgstag definiert. Blieben Zweifel bezlglich der vollstdndigen
Absto3urg, wurde das Empfangertier explorativ laparotomiert, um die Transplantatfunktion
visuell zu beurteilen.

3.6. Transplantationsmodel |
3.6.1. Herzall otransplantation (Akzeleriertes Modell)
Innerhalb dieses Modellswird herterotop transplantiert.

Das Empfangertier erhélt 7 Tage vor der eigentlichen Herztransplantation zwel Hauttransplantate
jeweils an beiden Flanken. Diese Hauttransplantate stammen vom Spenderstamm. Auf diese
Weise wird das Empféngertier spezifisch gegen das Spendergewebe sensibili siert.

Aus friheren Untersuchurgen (102,103 geht hervor, dal3 Lewis-Empfangertiere, die @n BN-
Hauttransplantat erhalten haben, unkehandelt en 7 Tage spéter erhaltenes LBNF;
Herzall otransplantat binnen 24-36 Stunden abstief3en.

In desem Modell unterscheidet man eine Sensibiliserungsphase (Tag -7 hbis 0) und eine
Eff ektorphase (Tag 0 bis 6) (105) .

3.7. Verwendete | mmunsuppressiva
3.7.1. Cyclosporin A (CSA)

Cyclosporin A wurde in Form des handel siibli chen Medikamentes “ Sandimmun® von der Sandaz
AG, Nirnberg, bezogen. Urspriinglich wurde die Substanz al's Pil zproduk (Tolypocladium inflam
gams) auf seine antimykotische Wirkung hin urtersucht, bald kam aber auch seine
immunsupressve Wirkung zum Vorschein (106,107%.

CSA wird in de Zielzelle aifgenommen und an ein zytoplasmatisches Protein (Cyyclophilin)
gebuncken in den Zellkern transportiert. Hier findet eine Hemmung der Produltion von
Interleukinen auf  Transkriptionsebene statt. Zielzellen sind besonders jene der T-Zell-
vermittelten, zelluldren Immunantwort (106,107. Es wurde ene Toleranzindukion Uker MHC-
Grenzen hinweg ebenso, wie @ne wirksame Unterdriickung der graft versus host disease (GVHD)
fur diese Substanz bewiesen (108,109,119 Cyclosporin wird mit gutem Erfolg verwendet, um
Absto3urgsreaktionen nadh Organtransplantationen zu verhindern.

Darreichurngsform :

CSA  wurde ds  bereits bestehendes Infusionslosungskonzentrat mit  0.9%iger
Natriumchloridlésung verdunrt i.p. appliziert. Die Dosis betrug 10 mg/kg/Tag.
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3.7.2. Rapamycin (RPM )

Rapamycin wurde von Wyeth-Ayerst Reseach Laboratory, Princeton, New Jersey, USA, zur
Verfugung gestellt. Entdedkt wurde Rapamycin von Vezina und Sehgal in den 70er Jahren as
Fermentationsprodult des Pil zes Streptomyces hygroscopius (111,113.

Rapamycin hat eine ausgezeichnete antimycotische Wirkung, jedoch keine antimikrobielle (113).
Ebenfalls wirkt Rapamycin antiproliferativ undimmunsuppressv (114). Die immunsuppressven
Eigenschaften sind sowohl in vitro als auch in vivo vorhanden (115,113. RPM inhibiert den Ca2"
-abhangigen und um@bhangigen antimitogenen und mitogenen Aktivierungsweg bel Menschen,
Maéausen und Schweinen (115,116,11Y. Die Synthese von Zytokinen Heibt unbeanfluf¥. RPM
wirkt im spéten Zellzyclus und Hockiert den Ubergang von T-Zdllen in de S-Phase (115,116.
Ebenfalls wird de Proliferation von B-Zelllinien gehemmt (118 sowie die Immunglobuin-
produktion vonmenschlichen B- Zellen vermindert. (119

Darreichurngsform :
Rapamycin wurde in 0.246 Carboxymethylcdlulose mit geringer Viskositat suspendiert (Sigma,
St.Louis, Mo, USA) undin einer Konzentration von 0,25mg /kg/Tag i.p. appliziert.

3.8. Immunsupressive Protokolle, Versuchsgruppen und Versuchsanordnung
3.8.1. Donavorbehandiung mit CSA und Akzeptorbehandlung mit RPM

Hierbei wurde die Spenderratte mit den olen angegebenen Dosen CSA an jeweils 3 Tagen vor
dem Transplantationstag (Tag 0) behandelt. Ab dem Tag der Herztransplantation (Tag 0) bekam
die Empfangerratte pro Tag in der angegebenen Dosis RPM bis zum Abstol3urgstag, jedoch nicht
langer als 7 Tage.

3.8.2. Donavorbehandung mit CSA ohre Akzeptorbehandung

Bel diesem Protokall wurde die Spenderratte wie im Protokall 3.8.1. kehandelt .

Eine weitere Behandung der Empfangerratte & dem Transplantationstag in der Eff ektorphase
mit Rapamycin fand nicht statt.

3.8.3. Donavorbehandung mit RPM und Akzeptorbehandung mit RPM

Es wurde die Spenderratte mit RPM in oben erwéhnter Dosis (Tag -3 his-1 einschl.) behandelt.

Ab demTransplantationstag bekam die Empféngerratte ébenfalls RPM in gleicher Dosierung pro
Tag bis zum Abstol3urgstag, jedoch nicht langer als 7 Tage.
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3.8.4. Donavorbehandlung mit RPM ohre Akzeptorbehandung

Bel der Medikation der Spenderratte wurde so vargegangen wie unter 3.8.3. leschrieben.
Ab dem Transplantationstag fand keine Behandlung der Empfangerratte statt.

3.8.5 Kontoll gruppe

Hierbel wurde die Spenderratte nicht medikamentds vorbehandelt, ebenso fand keine Medikation
der Empfangerratte statt.

3.8.6 Versuchsgruppen undVersuchsanordnurg

Diese Untersuchung wurde primér in drei Hauptgruppen urterteilt: zum einen in de Gruppe zur
Untersuchung einer Spendervorbehandung mit Cyclosporin A, zum anderen in de Gruppe zur
Untersuchung einer Spendervorbehandlung mit Rapamycin sowie in eine Kontrollgruppe ohre
jegliche Behandlung.

Innerhalb deser Hauptgruppen wurde das Vorgehen weiter untertellt in eine Anordnurg, wie sie
den olen beschriebenen Therapieprotokalen entspricht. Es wurden weitere Untergruppen
gebildet, um die verschiedenen Untersuchurngsmethoden innerhalb der Therapieprotokalle
anzuwenden.

Diese Untergruppen bestehen im einzelnen aus Gruppen zur Bestimmung der
Transplantatiiberlebenszeit, Gruppen zur immunhstologischen Untersuchung, derer zur
Bestimmung der zirkulierenden Antikorper sowie Untergruppen zur Durchfiihrung der MLR.

MLR
mit Akzeptor- FACS
behandlung APAAP
(RPM) Uz
Donorvorbehandlug
mit CSA
ohne Akzeptor - FACS
behandlung APAAP
Uz
MLR
mit Akzeptor- FACS
behandlung APAAP
(RPM) Uz
Donorvorbehandlung
mit RPM
ohne Akzetor - FACS
behandlung APAAP

Uz

Abb 2 Versuchsgruppen: MLR: gemischte Lymphozytenreaktion / FACS: Zwei-Farben-Flowzytometrie zaur Bestimmung zirkulierender
Antikérper / APPAP: Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase Farbung / UZ: Transplantatiiberlebenszeten
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3.9. I mmunhi stochemi sche Unter suchungen

Die immunhstochemische Untersuchung dient zur Charakterisierung der Zdlinfiltration
wéahrend der immundogischen Auseinandersetzung des Empfangerorganismus mit dem
Transplantat. Es llen an akzelerierten AbstoR3urgsreaktionen typisch beteiligte Zellen
nachgewiesen werden sowie das Ausmald der Gewebeinfiltration kzgl. der Therapieschemata
Uberprift werden. Weiterhin soll die Zytokinproduktiionim Transplantat dargestellt werden.

Auch werden spezifische Glykoproteine (Tenascin/Fibronedin) nadhgewiesen und lzgl. ihrer
Expressonsdéarke unter dem Therapieregime untersucht. Diese Glykoproteine sind fur die
Migration immunkampetenter Zellen verantwortlich.

3.9.1. MonoKonale und padyklonale Antikorper

Fur die Farbungen wurden folgende Maus-anti-Ratte-Antikdrper mit der jewells angegebenen
Zelltypisierung benutzt:

Antikorper: Zélltypisierung:
MRC OX-33 B-Zellen

W 3/25 T-Helfer/Inducer-Zellen, Makrophagen
MRC OX-39 stimulierte T-Zellen

MRC OX-3 Klasse Il MHC-Antigen

MRC OX-19 T-Zelen

ED 1 mononuKke&e Phagozyten

MRC OX-8 T-Suppressorzellen , zytotoxische Zellen

Bezogen wurden diese Antikorper von der Firma Camon Labor-Service GmbH, Wiesbaden.

CY-047 IFN-y (Innogenetics, Antwerpen, NL)

Polyklonale Antikorper:

CY-051 TNF-a (Innagenetics, Antwerpen, NL)

5B01 Tenascin (Biomol Feinchemikalien GmbH , Hamburg)

EBO2 Fibronedin (Biomol Feinchemikalien GmbH , Hamburg)
3.9.2. Alkali sche Phosphatase-Anti-Alkali sche Phasphatasefarbung (APPAP)

Es wurde ane Dreischichten-Tedhnik entsprechend der APAAP-Methode angewendet. Etwa
2x3mme grofRe Gewebestiicke der zu urtersuchenden Herztransplantate wurden auf Korkplé&ttchen
fixiert (Tisaue-Tek, Sakura Finetek Eurp., Zoeterwoode, NL), in flissgem Stickstoff tiefgefroren
und kei — 80 °C his zur weiteren Farburg aufbewahrt. Kryogeschnittene Serienschnitte (4 pum)
wurden 10 min. in Aceton fixiert und mit 10 % (v/v) normalem Rattenserum zur Vermeidung
unspezifischer Bindurgen blockiert. Dieser Ansatz wurde sodann mit den optimal verdinrten
(RPMI) priméaren Antikorpern bei Raumtemperatur 30 min lang inkuhert.
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Als Uberbriickende zweite Schicht wurde en Kanninchen-anti-Maus-Antikérper (Dako, Glostrup,
DK ) fur 30 min. bei Raumtemperatur aufgetragen. Als nadhster Schritt folgte die Inkubation der
Schnitte fur 30 min. mit dem APAAP-Komplex (Dako, Glostrup, DK) welcher 1:50 in RPMI
(Seromed Biochrom KG, Berlin) verdiinrt wurde. Nadh einem kurzen Waschen der Schnitte
folgte @ne wiederhalte Inkubation der Schnitte mit dem Kanninchen-anti-Maus-Antikorper fur 10
min. sowie mit dem APAAP-Komplex ebenfalls fur 10 min. Fur die Farbung von Tenascin,
Fibronedin und TNF-a wurden de Schnitte nach Fixation und Blockade éenfals mit dem
Kanninchen-anti-Maus-Antikorper as zweite Schicht Uberlagert, as dritte Schicht diente an
Maus-anti-Kanninchen-Antikorper (Dako, Glostrup, DK).

Als vierte Schicht kam nunwieder der APAAP-Komplex zur Anwendurg. Auch hierbei erfolgte
eine Wiederholung der letzten beiden Schritte in den angegebenen Zeiti ntervall en.
Die so behandelten Schnitte wurden in einer Entwicklungsldsung, die 100 mg Leramisol, 75 mg
Natriumnitrit, 500l Neufuchsin, und 125mg Naphtol-AS-Bl-Phosphat enthielt, 30 min. auf Eis
inkubert undentwickelt. Zur Gegenfarburg diente Hamalaun (Merck, Darmstadt).

Auswertung:

Die markierten Zellen wurden in wenigstens 15 reprasentativen Ausschnitten urter 400-facher
Vergroflerung mit Hilfe @nes okul&ren Netzmikrometers ausgezahlt. Daraus wurde der Mittel wert
mit Standardabweichurng pro Probe eredhnet. Transplantate von akzeleriert abstolenden,
unbehandelten Ratten denten als Positivkontrolle. Die immundogische Zellkonstellation im
Herzbiopsat von Tieren mit isolog transplantierten Herzen dente ds Negativkontrolle. Die
Beurtellung der Zytokin- und Endaheféarbung wurde semiquantitativ vorgenommen. Je nac
Ausmald der extrazelluldren (Zytokine) oder kontinuierlichen (Endahel) Anfarbung wurde diese
als< 10%, 10-20%, 20-50%, 50-80 %, oder > 80% der Zellen bzw. des Endathels ausgedrickt.

3.9.3. Zwei-Farben-Flowzytometrie zur Bestimmung zirkuli erender Antikorper

Die Antikorper wurden aus Serumproben bestimmt. Hierzu wurde dem vorgesehenen
Versuchstier ca 1ml Blut aus dem Schwanz entnommen. Die Blutproben wurden hiernadch sofort
bei 1500rpm fir 10 min zentrifugiert. Weiterfihrend fand eine Entfernung des Serums datt.

Als nadhster Schritt erfolgte @ne Inaktivierung der Proben bel 56°C fur 30 min.. Aus den
Halslymphknden von BN-Ratten gewonrene Lymphazyten denten as Markerzellen fur die
flowzytometrische Farbung. Die Lymphazyten wurden in 0.02%igen NaN (PBS-BSA-AZ) Lsg.
in einer Konzentration von %X10° Zellen/ml resuspendiert. Proben von 20 pl verdiinrter
Serumproben (1:4--1:128) wurden fur 30 min. bei 4 °C inkukiert. Um gleichzeitig 1gG- und IgM
-All cantikorper zu farben, wurden de Zellen mit 50 ul PBS-BSA-AZ Lsg. fur weitere 30 min. bel
4°C inkuliert. Diese enthielt eine Mischung aus einem FITC-konjugiertem Ziegenantikorper, der
fur den Fc-Antel des Ratten-IgG und einem Phycoerithrin-konjugiertem Ziegenantikorper
(Jackson Immunaeseach Labs., West Grove, USA),der fir die p-Kette des Ratten-IgM
spezifisch ist. Die Zellsuspensionen wurden gewaschen, in 1%-igem, gepuffertem Formalin
fixiert und mittels eines FACScan (Bedon-Dickinson, Mourtain View, CA, USA) analysiert. Die
Verwendurg gepaater, sekunddrer Antikorper erlaubte die gleichzeitige Bestimmung von 1gG
(FITC Kana) undigM (PE Kanal).
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Die Alloantikorperspiegel wurden als "mode dannel flourescence' und als letzte Verdinnury
ausgedrickt, die noch eine Anfarbung grof%er al's 20 Kand e oberhalb des Kontroll spiegels ergab.

3.10. In vitro Untersuchungen
3.10.1 Lymphazyteneinzelzell suspension

Um in vitro die gemischte Lymphazytenresktion duchfihren zu konren, mufden zunadst
Einzel zell suspensionen aus Lymphkndengewebe hergestellt werden. Nach der Entnahme efolgte
die weitere Aufarbeitung des gewonrenen Lymphkndengewebes in RPMI 1640Medium (Gibco,
Eggenstein), welchem 25mM Hepes-Puffer (Gibco), 2mM L-Glutamin (Gibco), 10%-iges hitze-
inaktiviertes foetales Kalberserum und eine 1%-ige Antibiotikalsg., bestehend aus 5000 IE
Penicilli n und 500Qg Streptomycin/ml (Gibco), zugesetzt waren.

Das Gewebe wurde unter sterilen Bedingungen zerkleinert, durch ein feines Sieb (Porengrofe 0,4
mm) in eine Petrischale pasdert, daraufhin aufgenommen und bei 1200 U/min 10 min
zentrifugiert sowie resuspendiert. Isoliert wurden de Lymphazyten mittels einer Uberschichtung
der Suspension mit Histopaque (Sigma Chemie, Deisenhden) und zwanzigminUtiger
Zentrifugation bei 2000U/min.

Nad weiteren Waschvorgangen erfolgte die Aufnahme der Zell suspensionen in ein kompl ettes
Medium, welches aus RPMI 1640 mit Zusétzen (s.0.) und 50uM 2-Mercgptoethanad (Sigma)
bestand. Zum Testen der Zellaktivitdt kam Erythrosin B (Bio-Rad Lab. GmbH, Miinchen) zum
Einsatz; die Aktivitat lag immer > 90%. Die Zellen wurden in einer Neubauer-Zéhlkammer
gezahlt undjeweils die gewiinschte Zell konzentration/ml eingestellt.

3.10.2 Gemischte Lymphazytenrestion (MLR)

Als einein vitro AbstoRurgsregtion dent die gemischte Lymphazytenreaktion der Mesaung der
Erkennurg von kdperfremden MHC-Genproduken duch T-Zelen. Zusétzlich kodnren
Voraussagen Uler eine zell vermittelte Transplantatabstol3urg gemadt werden.

Der MLR-Test wurde ds Ein-Komporenten-Kultursystem in 96Loch Mikrokulturplatten mit
flachem Boden (Nunc, Wiesbaden) in komplettem Medium durchgefiihrt. Als Responderzellen
(2x10°/Loch) dienten Lymphazyten aus  Lymphknden rapamycinbehandelter,
cyclosparinbehandelter und unlehan-delter sensibili sierter Empfangertiere. Die Stimulatorzellen
wurden von BN-Ratten gewonren undmit dem Cytostatikum Mitomycin (Mitomycin 2 medag
Medac GmbH, Hamburg) behandelt, um diese zu inaktivieren.

Diese Kulturansdtze wurden bei 37°C und einer 5%igen CO, Atmosphare fir 3 und 5Tage
inkubert und 24 h vo dem Ernten mit 1uCi/Loch *[H]Thymidin (Amersham, Braunschweig)
versetzt. Nun wurden de Ansdtze mittels eines autom. Zellsasmmlers (PHD, Dunn, Ansbad), auf
Filterpapier aus Glasfieber (Dunn, Ansbad), geantet. Hiernach erfolgte die Mesaung nad
Zugabe von Szintilationsflissgkeit (Formula 989, Du Pont, Bad Nauheim) in einem
Szintil ationszéhler (Philips PW 4700, Eindhowen, NL). Als negative Kontrolle diente en
Kulturansatz nur mit Responcerzellen, als positive Kontrolle en vdlstandiger Kulturansatz
unbehandelter sensibili sierter Empfangertiere
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Die Ergebnise wurden als Mittelwert + Standardabweichung 4-facher Mesaungen ausgedriickt.
Die suppressve und poliferative Potenz wurde ds Stimulationsindex bzw. as Prozentsatz der
experimentell en Werte zur positiven Kontroll e ausgedriickt :

Simulationsindex = ((exp. Wert - neg. Kontrolle)/(pos. Kontrolle- neg.Kontrolle)) x 100{ftr den
Prozentsatz}

3.11. Stistische Analyse

Pro Versuchsgruppe wurde die mittlere Funktionszeit der Herztransplantate in Tagen mit der
zugehdrigen Standardabweichung berechnet und wird im folgenden als x = n Tage + n Tage
bezeichnet Die normalverteilten Untersuchungsergebnise wurden mit dem Student-T-Test
ausgewertet, die Irrtumswahrscheinli chkeit wurde mit p=0,05als Entscheidungsgrenze gewahlt.

Die MLR-Testergebnisse wurden mit dem Fisher-Test auf statistische Signifikanz untersucht,
wobei eine Irrtumswahrscheinli chkeit von p=0,05galt.

Bel den immunhistol ogischen Untersuchungen undzur Analyse zirkuli erender Antikorper wurden
aus den Einzelergebnisen einer Gruppe fur jeden Antikérper der Mittelwert und de
Standardabweichung berechnet. Unabhdngig davon erfolgte d@ne Uberprifung auf statistisch
signifikante Unterschiede zwischen zwei Gruppen fur jeden Antikorper mit dem
nichtparametrischen Wil coxon-Test fur unverbundene Stichproben.
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3.12. Abkurzungen

APAAP:
ATG:
ALG:
APC's:
BN-Ratte:
cpm:
CSA:
ECM:
FACS:
FITC:
GVHD:
HLA:
IFN-y:
lg:

19G:
IgM:

LBNF;-Ratte:

Lew-Ratte:
Lsg.:
MHC:
MLR:
MPL:

PBS:

p.tx.
RPM:
TX.:
Uz :

Alkali sche Phosphatase-Anti-Alkali sche Phosphatase Farburng
Antikorper gegen T-Zellen
Antilymphazytenglobuin
Antigenprésentierende Zellen

Brown Norway Ratte

courts per minute (Zerfalle pro minute)
Cyclosporin A

extracdluldres Matrixprotein
Flourescence Activated Cell Sorter
Flourescen Isothiocyanat

graft versus host disease

human lymphaocyte antigen
Interferon-y

Immunglobuin (Antikorper)
Immunglobdin G

Immunglobuin M

(Lewisx BN) F; Hybridratte

Lewis Ratte

Lésung

Major Histocompatibility Complex
Mixed Lympocyte Readion (gemischte Lymphazytenreektion)
Methylprednisolon

Phaosphate buffered saline
(Phosphet gepufferte Kochsalzlsg.)
post transplantationem

Rapamycin

Transplantation

Uberlebenszeit des Transplantates
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4. Ergebnisse

4.1 Kontrollgruppen

4.1.1 Kontrollgruppe Transplantatiiberlebenszeiten

Als Kontrollgruppe fur die Transplantatiiberlebenszeiten denten unkehandelte, mit BN-Haut
sensibili sierte LEW-Empfangertiere, denen ein entsprechendes BN- Spenderherz transplantiert
wurde. Hierbei stief3en de Empfangertiere die Transplantate innerhalb von 2436 Stunden ab (1,1
+ 0,2Tage, n=8).

Diese Kontroll gruppe wurde fir sdmtliche Versuche zu Transplantattiberlebenszeiten verwendet,

d.h. sowohl fir die Versuche zur Vorbehandung mit RPM, as auch fir die Versuche zur
Vorbehandung mit CSA.

4.1.2. Kontrollgruppen Immunhstochemische Untersuchung

markierte Zellen Tagl Tag 7
mononucleére Phagozyten 318.,5 + 64,8 274,8 £ 69,9
M HC-Antigen Klasse 2 275 + 36,23 57,13+ 16,7

zytc;rtg)iius?:[r)]ree?s-ozr;e,llen 82,27+ 24,4 94.8 £ 20,1
T-Zellen 29,2+ 9,1 93,54+ 32,5
Stimulierte T-Zellen 47,7 + 17,8 21,4 £ 7,7
T,v'l";lf'rfoe;ﬁ?;iz' 34,9 + 10,4 40,77 + 8,1
B-Zellen 74,2 £ 21,5 39,4 9,3
Tenascin <10% 50-80 %
IFN -y 20-50% 10-20 %
TNF-a 50-80 % 20-50%
Fibronectin >80% >80%

Tab.1 : Immunhstologisches Zelprofil der Transplantate unbehandelter Spendertiere, wobei ebenfalls bel den
Empfangertieren keineimmunsuppressve Behandlung stattgefunden het.

Die Transplantate wurden jeweilsam Tag 1, sowie an Tag 7 p.tx. untersucht.

Mittelwerte + Standartabweichungen (n=2/d)
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Am Tag 1 undTag 7 pix. fdlt i nsgesamt gesehen eine massve Zdlinfiltration auf. Es kommt zu
einer betraditlichen Einwanderung von mononicle&en Phagozyten in das Gewebe, ebenfalls
kann man von einer relativ hohen Expresson des MHC KI. II-Antigen-Komplexes freden.
Bezuglich der T-Zell-Reihe Uberwiegen de Zellen, de durch den Marker fir zytotoxische- und
T-Suppressorzellen  angefarbt werden, wobei man bei dieser akzelerierten Form der
AbstoBurgsreaktion hauptsadilich von der zytotoxischen T-Zellfraktion ausgehen kann.
Stimuli erte T-Zellen Glerwiegen im Transplantations- gewebe Giber normale T-Zellen nu am Tag
1 pix..

Es kommt weiterhin zu einer Migration von T-Helfer/Inducer-Zellen und Makrophagen in das
Gewebe. Es ist as bemerkenswert zu bezeichnen, dal3 de Fraktion der B-Zellen relativ stark
ausgepragt ist, wobel am Tag 1 pix. der Zellgehalt im Gewebe sich massver darstellt als am Tag
7 pix.

Bezuglich der Zytokinauschiittung ist zu sagen, dal3 sowohl beim Interferony as auch beim
Tumor-Nekrose-Faktor-a sich das Gewebe kraftig anféarbt. Hierbel ist festzustellen, dal3
Insgesamt die Zytokinausschittung am Tag 1 pix. stérker ausgepragt ist alsam Tage 7 pix.(siehe
Tab. 1)

Esist an beiden Untersuchungstagen eine sehr starke Anférbung des Fibronedins zu registrieren.

Bezlglich des Tenascins ist am Tag 1 pix. von einer geringen Gewebsreaktion zu spreden,
wahrend dese an Tag 7 pix. as deutlich ausgeprégter zu bezeichnen ist.

4.1.3 Kontrollgruppe zur Analyse zirkuli erender Antikorper

(A)

14 -
12

10 ~

mode channel flour escence
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(B)
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40 - 34,6
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Abb. 2:  Flowzytometrische Mesaung der zirkulierenden IgM- (A) und 1gG-(B) Alloantikérper in urbehandelten,
sensibili sierten Empfangertieren. Jeder Punkt stellt die "mode channel Flourescence' bei einer Serumverdiinnung wn
1:4-1:128 cbr (vgl. Materialien urd Methoden 3.9.3) [3-4 Mesaungen pro Gruppe/ n=4/d]

Die Seren der Empfangertiere wurden wie bereits beschrieben (3.9.3 an den Tagen —3,0,1,4, auf
donaspezifische IgM- und 1gG- Alloantikorper untersucht. Beziglich der IgM-Produltion auf
den Transplantationsreiz innerhalb der Sensibilisierungsphase (Hauttransplantation) ist zu
bemerken, dald der Empféngerorganismus, wie zu erwarten, bereits am Tage —3 mit ener
erhebli chen Antikorperprodultion zu reagieren scheint, die sich bis zum Transplantationstag (Tag
0) noch sehr verstérkt. Vom Tag O an féllt die IgM —Antwort wieder stetig ab, um aber an den
folgenden Untersuchungstagen jewell s tber dem Ausgangswert zu persistieren.

Die IgG-Antwort bleibt, ebenfall s wie zu erwarten, zunadst auf relativ niedrigen Niveau; erst am
Tag 1, dem Tag der tatsadlichen Abstol3urg, beginnt die Umstellung auf eine 1gG-Antwort der
Empféangertiere. An den Tagen 4 und 7 gx. kann man voneiner ausgepragten 1gG-Antwort der
Empfangerorganismen sprechen. Da an Tag 1 pix. die IgM.-Antwort bereits wieder riickl&ufig
erscheint, wahrend ab desem Tag die IgG-Antwort stetig zunimmt, kann man ab desem Tag von
einem voll zogenen Antikorper-, shift“ spredhen
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4.2.  Spendervorbehandlung mit Cyclosporin A

4.2.1. Transplantattberlebensziten
4.2.1.1. Donavorbehandlung mit Cyclosporin A und Akzeptorbehandung mit Rapamycin

Wurden de Ratten nadh Protokall 3.8.1 kehandelt , waren de transplantierten Herzen mach 2,55
+ 0.74 Tagen abgestolen (n=9, p< 0,001).

4.2.1.2. Donavorbehandung mit Cyclosporin A ohre Akzeptorbehandiung

Bel dieser Versuchsgruppe entfiel eine Behandlung der transplantierten Ratten (Protokall 3.8.2
ab dem Transplantationstag . Es wurden ale Herztransplantate bereits am Tag 1 + 0 post
transplantationem abgestol¥en (n =6)

Im Vergleich deser beiden Versuchsgruppen ist zunadst bzgl. der Transplantatiiberlebenszeiten
festzustellen, dal3 de Transplantate der Gruppe mit Empfangerbehandlung mit Rapamycin 1anger
schlugen (2,55 Tage) als die Transplantate der Gruppe ohne Empfangerbehandlung (1Tag) sowie
der Kontrollgruppe (1,1 Tage). Die Transplantatiiberlebenszeiten der Gruppe ohre Empfénger-
behandiung néhern sich denen der Kontroll gruppe génzlich untehandelt sensibilisierter Tiere an
(1,1 Tage)

Transplantatliberlebenszeiten bei Spendervorbehandlung mit CSA

3,50

3,00

2,50

2,55

2,00

Tage

1,50 -

1,00 -

1,00 1,10

0,50 ~

0,00
Cyc A/IRPM Cyc A/- Unbehandelt

Abb. 3: Darstellung der Transplantatiiberlebenszeiten bei einer Spendervorbehandlung mit CSA. Dargestellt sind
die Uberlebenszeiten bei Vorbehandlung mit CSA und Empféangerbehandiung mit RPM sowie ohne jegliche
Empfangerbehandlungim Kontrast zur Kontroll gruppe unbehandelt abstofender Tiere.
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422 [ mmunhi stochemi sche Unter suchung

Die immuhistochemische Untersuchurg erfolgte an Tag 1 pix. sowie an Tag 7 pix. Zur
Auswertung wurde vorgegangen wie unter 3.9.2 feschrieben. Als Positivkontrolle dienten
akzeleriert abstolende, unkehandelte Empfangertiere, deren Transplantate ebenfalls am Tag
3/Tag 7 pix. nach gleicher Methodk untersucht wurden. Ebenso wurde bei den Tieren der
Negativkontroll e vorgegangen.

4.2.2.1 Donavorbehandlung mit CSA und Akzeptorbehandung mit RPM

markierte Zellen Tag 1l Tag 7
mononucledre Phagozyten 73,76£0,62 81+,3
M HC-Antigen Klasse 2 68,5+0,32 61+10,8
T-Suppressor-, 22,684 22,8+3,25
zytotoxische T-zellen
T-Zellen 16,6£1,4 5+3,6
stimulierte T-Zellen 21,4+1,65 3,93+1,23
T-Helferzellen, 19,9+1,55 16,5614,6
M akrophagen
B-Zellen 16,3+1,75 29,73+2,65
Tenascin 20-50 % 10-20%
[FN -y <10 % <10 %
TNF-a 10-20 % 10-20%
Fibronectin >80 % 50-80%

Tab.2 : Immunhstologisches Zellprofil der Herzen von Tieren, die én mit CSA vorbehandeltes Transplantat erhalten
haben. Ab Transplantationstag erhielten de Tiere éne Medikation mit RPM. Untersuchung an den Tagen 1/ 7 ptx..
Mittelwerte + Standartabweichungen (n=2/d)

Sowohl am Tag 1 als auch am Tag 7 pix. ist die Infiltration des Gewebes mit mononicle&en
Phagozyten nicht sehr stark ausgeprégt, wohl aber deutlich varhanden. Gleiches 183t sich Gker die
Expresson des MHC-Klase 2-Komplexes sagen. In beiden Féllen ergeben sich vergleichbar
hohe Werte an beiden Untersuchungstagen. Im Gegensatz zur Kontrolle ist auch die gesamte T-
Zellantwort a's supprimiert zu bezeichnen. Bzgl. der Fraktion der zytotoxischen- und T-
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Suppresor Zellen ist die Antwort des Organismus hier ungefahr um das vierfache vermindert; bel
den stimulierten T-Zellen sowie T-Helfer-, Inducer-Zellen undMakrophagen kann man voneiner
Suppresson un die Hélfte sprechen. Die Zellantwort ist bei der gesamten T-Zell fraktion am Tagl
p.tX. ausgepragter alsam Tag 7 pix.

Auch de B-Zell-Antwort des Organismus ist in deser Untersuchung nicht so stark ausgepragt
vorhanden wie bel der Kontrolluntersuchurg. Dies betrifft vor alem den Tag 1 pix., wahrend
zum spéteren Zeitpunk innerhalb der AbstoRurgsreaktion de Zellinfiltration richt mehr so
deutlich dfferiert. Die Zytokinausschittung ist insgesamt ebenfals suppimiert. Besonders
deutlich betrifft dies an beiden Untersuchungstagen das Interferonty. Aber auch beim TNF-a
kann man horergradige Diskrepanzen in der Gewebeanfarbung zur Kontrolle wahrnehmen. Das
Glykoprotein Fibronedin 1&83% sich auch bei dieser Untersuchungsgruppe a beiden
Untersuchungstagen stark anférben, insofern kann man von keiner Diskrepanz zur Kontrolle
spredhen. Tenascin &3t sich nr am Tag 1 pix. holergradig nachweisen, bereits am Tag 7 pix.
Ist die Reaktion dezenter ausgepragt.

4.2.2.2 Donavorbehandiung mit CSA ohne Akzeptorbehandiung

marKkierte Zellen Tag l Tag 7
mononucledre Phagozyten 64,67 + 25,7 40,83+9,5
MHC-Antigen Klass 2 64,1 =+ 33 274126
Zytogj“&pﬁéfiz’l o 2303+ 10,8 134+ 4,4
T-Zelen 11,13+ 34 48+45
stimulierte T-Zellen 148+ 2 9,8+8,93
T';AHai:;Zhig:r‘]’ 11,5+ 2,7 45423
B-Zellen 94+8 14,83+ 6,2
Tenascin 10-20% 20-50%
IFN-y <10% 10-20%
TNF-a 10-20% 20-50%
Fibronedin >80% 50-80 %

Tab.3 : Immunhstologisches Zelprofii mit CSA vorbehandelter Transplantate von Tieren ohne jegliche
Empfangerbehandlung Mittelwerte + Standartabweichungen (n=2/d).
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Bel dieser Versuchsgruppe kommt es an den Tagen 1 und 7pix. zu einer geringen Infiltration
von mononucled&en Phagozyten im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ebenfals wird weniger Klasse
I MHC-Antigen exprimiert, wobei sich der Wert am Tag 7 pix. ca2,3fach nedriger darstellt als
am Tag 1.

Die T-Zellreihe weist zur Kontrolle @ne vergleichbar niedrigere Migrationsrate auf. Dies betrifft
ale untersuchten Fraktionen. Innerhab der T-Zellreihe dominieren zahlenmédig die
zytotoxischen T-Zellen Ubker die stimulierten T-Zellen gefolgt von der Fraktion T-Helfer /
Inducer-Zellen / Makrophagen. Zur B-Zellreihe &3t sich vergleichbares feststellen. Hier liegt das
Maximum am Tag 7 pix. Durchschnittlich ist die Gesamtzellzahl am Tag 1 pix. hoter als am
Tag 7 pix..

Eskommtam Tag 1 und 7 ptx. zu einer schwachen IFN-y Ausshittung, die Gewebeanférbung
fir TNF-a liegt um ca 10% darliber am Tag 1, wobel am Tag 7 pix. die TNF-a Produkionam
hdchsten ist. Tenascin férbt sich am Tag 1 stérker an as bei der Kontrolle, jedoch nicht am Tag 7
p.tx. Fibronedin l&ft sich an beiden Untersuchungstagen in einer ausgepragten Reaktion auf die
Antikorper nachweisen, insofern bestehen kaum Unterschiede zur Kontroll untersuchurg.

4.2.3 Flowzytometrische Analyse (Bestimmungzirkulierender Antikorper)

Es fand eine Untersuchung der Seren der Akzeptortiere auf donaspezifische Antikorper an den
Tagen —3, 0(Tag der Transplantation), 1, 4 und #&tatt. Es wurden Antikdrper vom Typ IgM und
IgG detektiert.

4.2.3.1 Donavorbehandung mit CSA und Akzeptorbehandung mit RPM

IgM: Es zeigte sich eine stetige Zunahme der Alloantikérperproduktion Hs zum
Transplantationstag und dartiber hinaus. Der hochste Wert wurde an Tag 1 gemessen, daraufhin
fiel der Wert der Antikdrperprodukion an den Tagen 4 und 7wieder leicht ab. Die IgM-Titer
liegen deutlich urter denen der Kontrollti ere.

IgG: Bei den IgG Alloantikorpern kam es zu einer starken Zunahme der Titer in der Zeit von Tag
—3 bdszum Tag 0, an dem sich der hochste Wert fand. In den darauff olgenden Tagen kam es zu
keiner nennenswerten Erniedrigung des Antikorpertiters. Die IgG-Titer Gbersteigen nur am Tag O
die der Kontrolltiere, verblelben an den Ukrigen Versuchstagen jedoch urterhalb denen der
Kontrollti ere.
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Abb.4 : Flowzytometrische Mesaung der zirkulierenden IgM-(A) und 1gG-(B) Alloantikdrper in urbehandelten urd
nach Protokoll 3.8.1 behandelten ,sensibili sierten Empfangertieren. Jeder Punkt stellt die mode channel flourescence
bei einer Verdiinnung wn 1: 4- 1- 128 dar (n= 3-4 Mesaungen/Gruppe)
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4.2.3.2 Donavorbehandiung mit CSA ohne Akzeptorbehandung

IgM: Vom Tag der Hauttransplantation(Sensibilisierung) erfolgte @ne Zunahme der IgM-
Alloantikorperbildung, die bis zum Tag 0 sprunghaft anstieg um ihren héchsten Wert am Tag 1
p.tx. zu finden. An den folgenden Mesdagen (Tag 4/7) fiel der Antikdrpertiter wieder leicht ab.

IgG: Der IgG Alloantikorpertiter nahm vom Tag —3 s zum Tag 4 pix. kortinuierlich zu und
erreichte an Tag 4 einem hoheren Wert als der hiochste IgM Titer. Am Tag 7 pix. war der
All oantikorpertiter noch nicht stark gefall en.

Die Alloantikorperantwort der Tiere dieser Versuchsgruppe fallt insgesamt gesehen deutlich
supprimiert aus, im Gegensatz zur Versuchsgruppe der Kontrolle.
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Abb. 5 : Flowzytometrische Mesaung der zirkuli erenden IgM-(A) und 1gG-(B) Alloantikérper in urbehandelten urd
nach Protokoll 3.8.2 behandelten, sensibili sierten Empfangertieren. Jeder Punkt stellt die mode channel Flourescence
bei einer Serumverdiinnung wn 1:4-1:128 dar (n=3-4 Messungen /Gruppe).

4.2.4. Gemischte Lymphazytenre&tion

Die Stimulationsindizes wurden wie oben beschrieben, jeweil s nach 3 Kulturtagen , sowie nach 5
Kulturtagen bestimmt.

Als Bezugswert diente @n nu aus LEW-Responderzellen und BN-Stimulatorzellen bestehender
Ansatz, dessen Courts gleich 100®%, bzw. als Stimulationsindex gleich 1 gesetzt wurde.

Be den mit CSA (Dona) und RPM (Akzeptor) behandelten Ratten stellten sich de
Stimulationsindizes wie folgt dar:

3Tag:1,55+0,25(n=3) /155%
5Tag:0.98 +0,52(n=3) /98%

Offenbar kommt es in deser Versuchsgruppe zu einer schwaden stimulierenden Wirkung der
Zellen auf das genderspezifische Antigen duch de Responderzellen der therapierten
Empfangertiere an Tag 3 (1,55+ 0,25, wadhrend man das Ergebnisam Tag 5 (0,98+ 0,52 als
eine sehr leichte Suppresson beschreiben kann.
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4.3. Donorvorbehandlung mit Rapamycin

4.3.1 Transplantattiberlebensziten

4.3.1.1 Donavorbehandung mit Rapamycin undAkzeptorbehandung mit Rapamycin

Die Behandlung der Spender und Empféngertiere fand wie in Protokall 3.8.3 leschrieben statt.

In deser Versuchsgruppe wurden de Herzallotransplantate nach 2 + 1 Tagen von an
Akzeptortieren abgestolen ( n=9 , p< 0,05

43.1.2 Donavorbehandung mit Rapamycin ohre Akzeptorbehandiung

Hierbel wurden de Versuchstiere nadch Protokall 3.8.4 kehandelt.

Die nicht behandelten Akzeptortiere stief3en in deser Versuchsgruppe die Transplantate der mit

RPM behandelten Donartiere innerhalb von 1,14+ 0,38Tagen ab (n=7)
Dieser Wert nahert sich dem der Kontroll gruppe(4.1.1) unbehandelt abstol¥ender Tiere an.

Transplantatiiberlebenszeiten bei Spendervorbehandlung mit RPM
3,50
3,00
2,50

2,00 -

Tage

2,00

1,50

1,00

1,14 1,10

0,50 ~

0,00

RPM/RPM RPM/- Unbehandelt

Abb. 6 : Darstellungder Transplantatiiberlebenszeten bei einer Spendervorbehandlung mit RPM.
Dargestellt sind die Uberlebenszeiten bei Vorbehandlung mit RPM und Empfangerbehandiung mit RPM, sowie ohne
Empfangerbehandlung, im Kontrast zur Kontroll gruppe unbehandelt abstol}ender Tiere.
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4.3.2 Immunhstochemische Untersuchung

Wie unter 4.2.2. leschrieben fand auch bel dieser Versuchsgruppe @ne immunhstochemische
Untersuchung der Transplantate an Tag 1 pix. sowie an Tag 7 pix. statt.

Bzgl. der Kontroll gruppen wurde in gleicher Weise vorgegangen.

4.3.2.1 Donavorbehandung mit RPM und Akzeptorbehandiung mit RPM

markierte Zellen Tagl Tag 7
mononucleare 103,5+11,25 160,4+17,35
Phagozyten
M HC-Antigen Klasse 2 91,5+14,7 138,53+2,5
T-Suppressor-,
+ +
zytotoxische T-Zellen 36,6+0,5 18,5£9,9
T-Zellen 7,4+3,8 3,5+2,5
stimulierte T-Zellen 30,98+6,6 8+7,8
T-Helferzellen, 24,03+9,3 20,6+18,6
M akrophagen
B-Zellen 23,6+6,83 16,5+7,8
T eanscin <10 % 10-20 %
IFN -y <10 % <10 %
TNF-a 10-20 % 10-20 %
Fibronectin >50 % 50-80 %

Tab.4 : Immunhistologisches Zell profil der Herzen von Tieren mit einer Spendervorbehandiung
mit RPM sowie eéner Empfangerbehandiung mit RPM.

Untersuchung am Tage 1/ 7 p.tx.. Mittelwerte + Standartabweichungen (n=2/d).

Die Gewebeinfiltration der mononucleden Phagozyten ist insgesamt als hoch zu bezeichnen,
jedoch im Vergleich zur Kontroll gruppe unbehandelter Tiere ds deutlich niedriger zu werten.
Hierbei kommtes zur zahlenméaldig hdheren Zelli nfiltrationam Tag 7 pix..

Auch bel der Expresson vonKlass Il MHC-Antigen ist vergleichbares festzustellen, wobei am
Tag 7 pix. die Expresson Ukerwiegt.

Die Transplantate weisen eine im Vergleich zu denen von unighandelten Tieren niedrigere
Infiltration vonZellen der T-Zellreihe auf. Hierbei fallt ebenfalls ein zahlenmaRiges Uberwiegen
der Fraktion zytotoxischer-/T-Suppressorzellen auf, gefolgt von der Fraktion stimulierter T-
Zéellen, sowie der Fraktion T-Helfer/Inducerzell en/Makrophagen.

Die B-Zellantwort ist im Kontrast zur Kontroll e supprimiert, die B-Zellantwort am Tag 1 pix.
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fallt geringfligig ausgepragter ausalsam Tag 7 pix..

Die Zytokinauschittung ist an beiden Untersuchurgstagen auf gleichem Niveau, sowohl fir
IFN-y as auch fur TNF-a auf einem eher niedrigem. Hierbel ist zu bemerken, dal3 de TNF-a
Produkion um 10% hober liegt als jene von IFN-y.

Die Zytokinauschittung der Kontrollgruppe befindet sich an beiden Untersuchungstagen auf
deutlich hoherem Niveau.

Tenascin &% sich an beiden Untersuchungstagen kaum nadweisen, der Nadwels des
Fibronedins gelingt demgegentiber eher ausgesprochen gut.

4.3.2.2. Donavorbehandiung mit RPM ohre Akzeptorbehandung
markierte Zellen Tag 1 Tag 7
mononucleare 234,2+35,7 171,33£29,6
Phagozyten
M HC-Antigen Klasse 2 165,8+£27,81 130,8+£65,05
T-Supressor-,
+ +
zytotoxische T-Zellen 45.2%12,27 62,3+42,3
T-Zellen 13,13+£3,25 45,5+38,4
stimulierte T-Zellen 16,36+5,01 14,8+6,2

T-Helferzellen,

M akrophagen 29,46+10,17 18,07+10,9
B-Zellen 14,22 £5,7 17,6+x11,3
T eanscin <10 % 10-20 %
IFN -y <10 % <10 %
TNF-a 10-20 % 10-20 %
Fibronectin > 80 % > 80 %

Tab. 5: Immunhistologisches Zell profil der Transplantate von Tieren die éne Donarvorbehandlung mit RPM
bekamen, wobei bei den Empféangertiere keine weitere Behandung stattfand.
Untersuchurg jeweilsam Tage 1/ 7 p.itx.. Mittelwerte £ Standartabweichungen (n=2/d).

Bel dieser Versuchsgruppe ist eine vergleichsweise hohe Gewebeinfiltration mit mononucleden
Phagozyten zu vermerken, der hochste Wert féllt am Tag 1 pix. auf. Diese Zellzahlen sind holer
as bel den Versuchen mit einer zusétzlichen Empfangerbehandung mit RPM , alerdings
erreichen sie nicht die Werte der unbehandelten Kontroll e.

Es laidt sich ahnliches tber die Expresson des MHC K. 1l -Komplexes feststell en.

Bzgl. der T-Zell-Reihen lassen sich, im Gegensatz zur Kontrolle, niedrigere Zell zahlen finden,
jedoch im Vergleich zur Versuchsgruppe mit Empfangerbehandiung, eindeutig héhere.

31



Innerhalb der T-Zellreihe finden sich, de schonin den anderen Untersuchungen beschriebenen,
Verhdltnisse.

Auch zur B-Zdll-Infiltration |&3t wieder vergleichbares feststell en.

Esfinden sich in deser Untersuchung kaum bis méldig hohe Anfarburgen fur IFN-y und TNF-q,
sowie fir das detedierte Tenascin .

Einzig die Anfarbung fur das Fibronedin ist as shr kréftig zu bezeichnen.

4.3.3 Fowzytometrische Analyse zirkuli erender Antikorper

Die zirkulierenden Antikdrper wurden in den Empfangertieren bestimmt am Tag —3 (vor der
Herzall otransplantation am Tage der sensibilisierenden Hauttransplantation) am Tag O
(Transplantationstag) an den Tagen 1 ptx., 4 ptx., sowie an Tag 7 pix..

4.3.3.1 Donavorbehandung mit RPM und Akzeptorbehandlung mit RPM

IgM: Die IgM-Allokdrperproduktion beginnt auf einem relativ niedrigem Niveau am Tag -3 und
steigt biszum Tag 1 pix. auf den hdchsten Wert an, erniedrigt sich dann aber wieder zum Tag 4
hin undfindet Ihren zweitniedrigsten Wert am Tag 7 pix.

Auffdllig ist hierbel die insgesamt hohere IgM —Anikorperantwort als bei den Experimenten mit
CSA.

IgG: Bei der 1gG-Antwort kommt es nicht zu so holen Titern wie bei der IgM-Antwort, auch
erreicht die IgG-Antwort erst IThren Hohepunkt am Tag 4 pix.. Biszum Tag 7 pix. félt der Titer
nur leicht ab.

Es falen de insgesamt zur Kontrolle deutlich supprimierten Alloantikérpertiter der IgM-, als
auch der 1gG- Antwort auf.
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Abb. 7 : Flowzytometrische Mesaung der zirkulierenden IgM-(A) und 1gG-(B) Allcantikérper in urbehandelten urd
nach Protokoll 3.8.3. behandelten, sensibili sierten Empfangertieren. Jeder Punkt stellt die mode channel flourescence
bei einer Serumverdiinnung wn 1:4-1:128 dar(n=3-4 Mesaungen / Gruppe)

4.3.3.2 Donavorbehandiung mit RPM ohne Akzeptorbehandiung

IgM: Bel diesem Experiment erreicht die IgM-AlloantikOrperantwort bereits am Tag O den
hdchsten Wert. An den darauff olgenden Mefdtagen féllt die IgM-Produkiion wieder leicht ab. Die
insgesamt gemessen Werte sind hoter as die bei der Versuchsgruppe mit Akzeptorbehandiung
gemessenen.

Die IgM- Antikorperantwort ist deutlich supprimierter als jene der Kontrollti ere.

IgG: Hier stellt sich ein Verlauf dar ,bei dem der hdchste Wert wiederum am Tag 1 pix.
gemessen wurde, nach einem kontinuierlichen Anstieg Uber die Tage O und 3.

An den Tagen 4 und 7 gx. kommtes zu einer leichten Senkung der IgG-Produldion.

Insgesamt wurden auch her hohere Werte gemesen ads in der Gruppe mit
Empfangerbehandung.

Die 1gG- Antikorpertiter fallen auch in deser Versuchsgruppe niedriger aus als in der
Kontroll gruppe.
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Abb. 8 : Flowzytometrische Mesaungder zirkulierenden IgM-(A) und 1gG-(B) All oantikérper in urbehandelten
und nach Protokoll 3.8.4. behandelten, sensibilisierten Empfangertieren .Jeder Punkt stellt die Mode Channel
Flourescencebei einer Serumverdiinnung wn 1.4-1:128 dar (n=3-4 Mesaungen/Gruppe).

34



4.3.4 Gemischte Lymphazytenregktion

Bel dieser Versuchsgruppe kam es zu einer starken Proliferation auf das genderspezifische
Antigen duch de Responcerzellen, welche von Rapamycin behandelten Tieren (nach 3.10.2 an
den Tagen 3 und Sgeeantet wurden.

Die relative Immunantwort (als Stimulationsindex angegeben) lag am Tag 3 bei 2,15+ 1,02
(n=4) bzw. bei 2,06+ 0,43(n=3) am Tag 5.

Diesen Werten ist ein Stimulationsindex von 1 / 100% bel unbehandelten, akzeleriert
abstol¥enden Tieren gegentiberzustell en.

Tag 3: 2,15+ 1,02(n=4) / 215%
Tag 5: 2,06+ 0,43(n=3) / 206%

5. Diskussion

Im enem  standartisierten  akzelerierten  AbstoRurgsmodell der  herterotopen
Herzallotransplantation bei  Ratten wurde die Wirksamkeit einer medikamentosen
Spendervorbehandung mit den bereits etabli erten immunsuppressven Substanzen Cyclosporin A
und Rapamycin urtersucht.

5.1. Spendervorbehandliung mit Cyclosporin A
5.1.1. Bestimmung der Transplantattiberlebenszeiten :

Wurden de Spendertiere mit Cyclosporin vorbehandelt und de Empféangertiere & dem
Transplantationstag mit Rapamycin behandelt (Eff ektorphase), so konrte @ne durchschnittli che
Transplantatiiberlebenszeit von 2,55+ 0,74 Tagen beobaditet werden. Akzeleriert unbehandelt
abstolende Tiere stief3en die Transplantate nach 1,1+ 0,2 Tagen ab. Wurden aus<hliefflich de
Spendertiere mit Cyclosporin ohre Akzeptorbehandlung vorbehandelt, kam es innerhab von 24
Stunden zur Transplantatabstol3urg.

Diesen Ergebnissen sind de Beobaditungen von Schmidbauer et al. hinzuzufiigen, in denen eine
aleinige Behandlung der Empfangertiere in der Effektorphase mit Rapamycin als uneffektiv zu
bezeichnen ist (120. Bei diesem Therapieregime wurden de Transplantate eéenfalls innerhalb
der ersten 24 Stunden abgestolien.

Grunasétzlich 183t sich feststellen, dal? eine dleinige Spendervorbehandung mit Cyclosporin
sowie ane dleinige Behandung der Empfangertiere in der Effektorphase mit Rapamycin keine
nennenswerte Verbesserung der Transplantatliberlebenszeit gegeniiber der Kontroll e unbehandelt
abstolender Tiere bewirkt. Demgegeniiber ist aber die Kombination deser beiden
Therapieregimes, aso ene  Spendervorbehandung mit  Cyclosporin  inklusive
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Empfangerbehandlung in der Effektorphase mit Rapamycin, duchaus als erfolgreich zu
bezeichnen. Es kam unter diesem Therapieregime zu einer 2,5 faden Verlangerung der
Transplantattiberlebenszeit.

Ein &hnliches Ergebnis konrten Schmidbauer et a. ebenfalls in einem akzeleriertem
AbstoRurgsmodell bei Ratten feststellen. Wurden die Spender mit Methylprednisolon (MPL)
vorbehandelt und dann der Empfanger mit RPM in der Eff ektorphase behandelt, so kam es zu
einer Verlangerung der Transplantattiberlebenszeit auf 36 + 11 Tage. Eine dleinige Behandung
des Spenders mit MPL ohre Akzeptorbehandung ergab immerhin  nach  eine
Transplantattiberlebenszeit von 2,4+ 1 Tagen (91).

Diese positive Auswirkung einer alleinigen Spendervorbehandung bei MPL konrte in dieser
Studie fur CSA anhand der Transplantattiberlebenszeiten nicht verifiziert werden. Der positive
Eff ekt einer Kombinationsbehandung, die sowohl den Spender als auch den Empfanger betrifft,
konrtein deser Studie enenfall s dargestellt werden.

Die Spendervorbehandung mit Methylprednisolon scheint alerdings bzgl. der Transplantat-
Uberlebenszeiten das potentere Mittel zu sein, da die Uberlebenszeit der mit CSA behandelten
Tiere kurzer ausfiel wiein der Studie mit MPL.

5.1.2. Immunhstochemische Untersuchung

Die Zdlinfiltration von immunkampetenten Zellen as Marker fur die Starke und
Zusammensetzung der immundogischen Re&ktion auf den Transplantatstimulus wurde an den
Tagen 1pix. und 7 ptx. urtersucht. So konrte auch eine Aussage Uber den zeitli chen Verlauf der
Zdlinfiltration urter diesen Therapieregimes gemadt werden.

Da en unlkehandelt abstolendes Tier das Transplantat innerhalb der ersten 24 Stunden abstoly,
war vor allem das immunhistologische Zellprofil am Tag 1 pix. von Bedeutung. Ein weiterer
Gradmesser fir die Ausprdgung der Abstol3urgsrestion war die Anfarburg der Marker fur die
Zytokinausschittung als auch de Expresson vonMHC KI-II Molekilen. Auch de Expresson
der Glykoproteine (ECM) Fibronedin und Tenascin war Untersuchungsgegenstand. Letzteren
wird eine Schlusslfunktion fir die Ermoglichung der Adh&sion und Migration von
immunkampetenten Zellen innerhalb der AbstoRurgsrektion zugeschrieben (121,122,123,124
Insofern ist ihre Expressonsdarke ds Marker fur die Ausprdgung der AbstoRurgsregktion zu
sehen.

Bel der Negativkontrolle im Zuge ener immunhistologischen Untersuchung von isologen
Herztransplantaten aus unbehandelten Tieren fand sich an den beiden Untersuchungstagen ein
insgesamt zellarmes Infiltrat mit wenig T-Lymphazyten, Makrophagen. Es kam zu einer geringen
Expresson von MHC KIl.-Il Antigenen. Die Anfarbung der Zytokine und Glykoproteine war
ebenfalls shwadh . Dieses Zellbild stimmt insofern mit den von Padberg et a. beschriebenen
(125 Uberein.

Im Gegensatz dazu zeigten die Schnitte der all ogenen Herztransplantate aus unbehandelten Tieren
(Positivkontrolle) eine masdgve zellulére Infiltration. Dieses Infiltrat bestand vanehmlich aus
monontcle&en Phagozyten und en urtersuchten Zelltypen der T-Zellreihe. Ebenfalls war eine
starke Infiltration vonB-Zellen zu beobadten. Es wurden hole Aktivitdtsmarker fir MHC Kl .-lI
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Antigen gefunden. Es kam zu einer hohen Ausschittung der detektierten Zytokine IFN-y und
TNF-a, auch Fibronedin wurde sehr stark exprimiert ebenso wie Tenascin am Tag 7 pix..

Das Gesamtzellinfiltrat war am Tag 1 pix. stérker ausgeprégt as am Tag 7 pix. Dieses
Untersuchungsergebnis reprasentiert die von KupiecWeglinski und Di Stefano hbeschriebenen
Verhdtnisse bel einer akzelerierten Absto3urg (102,103,12Y.

Bel der Versuchsgruppe mit Spendervorbehandlung mit CSA und Akzeptorbehandung durch
RPM lag die Gesamtzell zahl im Transplantat um 71 % niedriger am Tag 1 pix., sowie um 73 %
niedriger am Tag 7 pix.. Es waren ale untersuchten Zellreihen bedeutend supprimierter im
Transplantat vorhanden, es kam zu einer niedrigeren Expresson vonMHC KI.-1I Antigen. Auch
die Werte fur IFN-y und TNF- a waren supprimiert, ebenso de Expresson vonTenascin. Einzig
Fibronedin war etwain gleicher Hohe wie bei der Kontroll e nachweisbar. Insofern kann man von
einer suppressven Wirkung auf die &zelerierte zelluldre AbstoRurgsresktion urter diesem
Therapieregime spreden.

Bel der Gruppe mit aleniger Spendervorbehandung mit CSA ist vergleichbares festzustellen.
Die Gesamtzellzahl der ins Transplantat infiltrierenden Zellen ist ebenfalls niedriger as die der
Kontrolle. Gleiches trifft im einzelnen fur die untersuchten Zellreithen zu, insbesondere fur die der
T-Zdlreihe.

Es kommtauch hierbel zu einer verminderten Expresson vonMHC KI.-1I Antigen sowie zu einer
Suppresson des Tenascins. Auch bel dieser Untersuchung imponiert die starke Anfarbung des
Fibronedins.

Interessanterweise ist die Gesamtzellinfiltration bei der Versuchsgruppe mit alleiniger
Spendervorbehandung niedriger als bel der Versuchsgruppe mit der Kombination aus
Spendervorbehandung mit Akzeptorbehandlung. Auch sind dementspredhend de Einzelwerte fir
die untersuchten Zellreihen, sowie die zu exprimierenden Aktivitdtsmarker auf den
Zéell oberflachen niedriger.

Dies deht alerdings vornehmlich in  einer Diskrepanz zu den sehr  kurzen
Transplantatiiberlebenszeiten deser Versuchsgruppe. Eine Erklarung konnte in  der
AbstoB3urgsreaktion selbst begriindet liegen, da nach erfolgter friher fulminanter akzelerierter
Absto3urg die Perfusion deser Transplantate durch eine intravaskul&re Thrombaosierung verloren
geht. In das von der Perfusion ausgeschlossene ischdmische Transplantat konren  keine
immunkampetenten  Zellen des Akzeptororganismus angeschwemmt werden. Die
immundogische Re&ktion ist nur noch auf dem Weg der Gewebemigration von @n
Transplantatausenfladien her moglich.(31,103. Die Transplantate wurden jedoch nach einem
sehr kurzen Zeitintervall der immunhistochemischen Untersuchung zugeftihrt.

Dal3 es demgegentber zu niedrigeren Zdlinfiltrationsraten als bei der Kontrollgruppe kommt
wére dann einer CSA-Wirkung im Transplantat zuzuschreiben, de @er nicht ausreichte, um eine
Absto3urg zu verhindern . Unter Verwendurg einer anderen immunsuppressven Therapieform
maadten Tilney et al. bel ihren Versuchstieren eine &nliche Beobadtung (126).

De Bruin fand in einer Studie, in der es ebenfall s um den Eff ekt einer Spendervorbehandlung u.a.

mit CSA ging, heraus, dal3 deses Therapieregime an Mittel zur Verhinderung einer GVHD sa,
aber auch zu akzelerierten Abstol3urg fuhrt (94). Diese Untersuchurng fand von venherein im
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akuten AbstoBurgsmodell  stait. Bei diessr Untersuchung war eine dleinige
Spendervorbehandung

mit 50 mg/kg/d CSA an den Tagen —2, und —Jlerfolgreich. Die Herztransplantate Gberlebten bis
zu 22,1Tage.

Interessant ist der beschriebene Zusammenhang zwischen desem Therapieregime im akuten
Modell und dr beobaditeten Nebenwirkung einer akzelerierten Absto3urg. Dies ware en
Erklérungsansatz fir die in deser Studie beobadtete niedrigere Zelli nfiltration in der Gruppe mit
aleiniger Spendervorbehandung mit CSA, welches in desem Therapieansatz zu wirken scheint.
Bzgl. der niedrigen Transplantattiberlebenszeit war vermutlich de Dosis von 10 mg /kg/d zu
niedrig gewahlt, zudem ist hierbel bereits im akzelerierten Modell geabeitet worden.

Die wirksame Suppesson dr Zellinfiltration duch Spendervorbehandlung innerhalb des
akzelerierten Abstol3urgsprozesses wird in diesen beiden Untersuchungen deutlich. Besonders
hervorzuheben ist welterhin de Versuchsgruppe der Spendervorbehandiung mit CSA in
Kombination mit der Akzeptorbehandlung durch RPM. Dal3 eine solche Vorbehandlung geift,
besonders in Kombination mit einer Akzeptorbehandung mit RPM, stellten Schmidbauer et al.
im gleichen AbstoRurgsmodell bereits dar, hier allerdings mit einer Donarbehandlung durch
MPL. Auch bei dieser Untersuchung kam es zu einer suppimierten Zdlinfiltration im
Transplantat (91). Allerdings kam es bei dieser Untersuchurng zu ener Zunahme von
monontcle&en Zellen und Makrophagen am Tag 1 pix.. Dieses Ergebnis konrten wir nicht
beobadten.

In der bereits erwdhnten Studie von de Bruin hette dlerdings die Kombination aus
Spendervorbehandiung mit CSA und Akzeptorbehandiung mit CSA in der Effektorphase keine
beseren Ergebniss geliefert as die dleinige Vorbehandlung mit CSA (94). Auf diese Studie
Ubertragen, erscheint die Kombinationsbehandlung mit CSA undRPM potenter zu sein.

5.1.3 Flowzytometrische Analyse zirkuli erender Antikorper

Bel der Kontrollgruppe unbehandelt abstoffender Tiere stellt sich de IgM- und IgG-
Alloantikorper- Antwort im Sinne @nes typischen Verlaufes innerhalb eines akzelerierten
Absto3urgsprozefies dar. Die IgM-All cantikdrperantwort beginnt in der Sensibili sierungsphase
bis zum Tag der Transplantation stark anzusteigen, um dann erst nach ca 4-5 Tagen wieder
etwas abzufalen. Diesem Verlauf entgegengesetzt verhdt sich de IgG-Antikorperantwort, bei
der man erst am Tage 1 pix. in der Effektorphase @nen ernstzunehmenden Anstieg verzeichnen
kann. Ab desem Tag kann man von einem Umschalten des Organismus von cer IgM- auf die
IgG- Antwort sprechen.

Die starke Zunahme der Antikorpertiter in unkehandelten akzeleriert abstolenden Ratten
beschrieben in &hnlicher Weise bereits Di Stefano et a.(102. Hier wurde @n
GesamtantikOrperanstieg innerhalb der ersten 48 Std. madh dem Transplantationsreiz der
Hauttransplantation (Sensibili sierungsphase) festgestellt .

Bel der Versuchsgruppe mit Spendervorbehandung mit CSA in Kombination mit ener
Akzeptorbehandung durch RPM kommt es wahrend des gesamten Untersuchurgszeitraumes zu
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keiner nennenswerten IgM-Alloantikdrperprodukion. Ebenfals die 1gG-Antwort der
transplantierten Organismen bleibt relativ konstant auf einem niedrigen Niveau. Man kann aso
unter diesem Therapieregime von einer Suppresson cer Immunantwort auf der humoralen Ebene
sprechen.

Bel der Versuchsgruppe mit Spendervorbehandung durch CSA ohne Akzeptorbehandung gelten
im Prinzip gleiche Verhéltnisse wie in der Versuchsgruppe mit Akzeptorbehandung.

Diese Beobaditungen stimmen mit denen von Schmidbauer et al. Uberein, de bel einer
Vorbehandung mit MPL gemadit wurden (91). Allerdings wird in jener Studie nur von
supprimierten Alloantikérpertitern bei der Kombinationsbehandung vom MPL mit RPM
berichtet. Dies ist im Zusammenhang zu sehen mit der Beobaditung, dald3 eine dleinige
Akzeptorbehandung in der Eff ektorphase mit RPM uneffektiv ist (120). Diese Beobaditung und
diein deser Studie gewonrenen belegen de Wirksamkeit einer Spendervorbehandung auch auf
die humorale Immunantwort des Akzeptors. Diese These wird urterstiitzt durch de Ergebnisse
von Hancock et a. der CSA ene Potenz zur Blockade der humoralen und zelluldren
Komporenten der Immunantwort innerhalb des Transplantates zuschreibt (103).

5.1.4. Gemischte Lymphazytenre&ktion

Die gemischte Lymphazytenre&ktion sollte in deser Studie die Fahigkeit zur Erkennurg
korperfremder MHC-Genprodukte durch  T-Zellen der Akzeptortiere unter ener
Spendervorbehandung Uberprifen. Fur diese Untersuchung wurde ausschlieldlich de
Versuchsgruppe der Tiere mit zusétzlicher Akzeptorbehandlung vorgesehen. Innerhalb deser
Untersuchung kam es am Tag 3 pix. zu einer schwaden Wirkung der T-Zellen auf das
spenderspezifische Antigen duch de Responderzellen der therapierten Empfangertiere. Das
Ergebnisam Tag 5 pix. kann mit einer moderaten Suppresson keschrieben werden.

Obwohl man duch de CSA-Wirkung eher eine Suppresson erwarten dirfte, fallt diese an Tag 5
p.tx. eher schwadh aus.

Diese Beobadhtung wurde dl erdings ebenfalls von Bordes-Aznar et a. gemadit (128). Bel dieser
Untersuchung wurde davon ausgegangen, dal3 CSA seine Wirkung am Tag 3 pix. noch nicht
suffizient ausiibt. Zu dhnlichen Uberlegungen kamen auch KupiecWeglinsket et al., de dne
Wanderung von Suppresorzell en aus den Lymphknden in de Milz in der Frihphese nadh einem
allogenen Stimulus detektierten (8). So enthielten wahrscheinlich de Lymphknden zur Zeit der
Entnahme fur die MLR vornehmlich reative T-Zellen. Dies ware ene Erklarung fur die
stimuli erende Wirkung innerhalb der MLR zu diesem frihen Zeitpunk.

Auch muRR man de RPM-Wirkung in dese Uberlegungen mit einbeziehen, da die untersuchten
Tiere bereits ab dem Transplantationstag mit RPM behandelt wurden. Es ist bereits bekannt, dal
RPM in MLR-Untersuchurgen einen starken proliferierenden Effekt auf die Responderzellen
ausiibt, im Gegensatz zur RPM-Wirkung in vivo. Diese Beobadhtungen maditen bereits Mohacsi
et a.(129 und Schmidbauer et a.(120). Die Erklarung hierfir konrte darin zu sehen sein, dal3
mogli cherweise Zellen existieren, de auf eine Therapie mit Rapamycin hin proliferieren undeine
Regulatorfunktion kesitzen (120).

Zumindest ist die éher schwad ausgepragte proliferierende Reaktion der Responderzellen am
Tag 3 pix. und de bereits einsetzende suppressve Re&tion am Tag 5 pix. durchaus mit den
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anderen as positiv zu bewertenden Ergebnisen, in Hinsicht auf die Wirksamkeit einer
Spendervorbehandung, in Einklang zu bringen.

5.1.5 Schluf¥olgerungen zur Spendervorbehandlung mit CSA

Dal3 es Anhaltspunke fir die Wirksamkeit einer Spendervorbehandung mit CSA gibt, ist bereits
von anderen Arbeitsgruppen bewiesen worden. So wiesen bereits Cederna € al. nadh, dal3 de
Spendervorbehandung mit CSA zu einer Verlangerung der Transplantatiberlebenszeit von
Hauttransplantaten fuhrte (130). In einer dhnlichen Studie von dce Bruin et a. wurde die
Effektivitéat einer alleinigen Spendervorbehandiung mit CSA in einem akuten Abstof3urgsmodell
bei Ratten belegt (94). Die Wirksamkeit einer kombinierten Spendervorbehandung bestehend aus
einer Vorbestrahlung und der Applikation von CSA fanden Jensen et a. in einem xenogenem
Transplantationsmodell bei Ratten (95). Sowohl in den Untersuchungen von Sharma & al.(131)
as auch Parikh et a. (132 wurden langere Transplantatliberlebenszeiten bei einer
Spendervorbehandung mit CSA propagiert.

In deser Studie wurde ane Verlangerung der Transplantatliberlebenszeiten bei ener
Spendervorbehandung in Kombination mit einer Akzeptorbehandung durch Rapamycin
beobaditet. Diese Untersuchurgen fanden im akzelerierten Modell statt. Bis auf die
Untersuchungen von Schmidbauer et al. zur Spendervorbehandiung mit MPL (91) ist dies erst die
zweite afolgreiche Untersuchung, welche die Spendervorbehandlung im akzelerierten Modell
betrifft.

Die waeteren Untersuchungsmethoden bewiesen urter diesem Therapieregime weitere
Anhaltspunkte fir eine efolgreiche CSA-Wirkung in den Transplantaten undsomit auch zu einer
effektiven Suppresson der Immunantwort des Akzeptors. Sowohl bei der Versuchsgruppe mit
Akzeptorbehandlung as auch bei der Versuchsgruppe ohre Akzeptorbehandlung konrte eine
verminderte  zelluldre und humorae Immunantwort detektiert werden. Die gemischte
Lymphazytenreaktion ergab Anhaltspunke ener Suppresson duch de CSA-Wirkung.

Vor dem Hintergrund, &3 eine dleinige Akzeptorbehandung in der Eff ektorphase uneffektiv zu
sein scheint (120), missen de beobadteten Wirkungen vor allem dem Cyclosporin zugewiesen
werden. Als eine Hauptwirkung von CSA wird de Suppresson von Cytokinen innerhab des
Transplantates angesehen (133,134,103 Dies bewirkt eine supprimierte Produltion vonlL-2 und
IFN-y sowie wahrscheinlich auch vonanderen Cytokinen, inklusive IL-4. Dies wird a's Erklérung
fur die inhibitorischen Effekte auf die humorale Immunantwort angesehen (135). Auch wirkt
CSA inhibitorisch auf die T-Zell abhéngige Antigenexpresson, Alloantikorperantwort,
zytotoxische Antikdrperantwort und de frihe 1gG-Antwort(136,137. Diese Wirkungen sind mit
den Beobadhtungen deser Studiein Einklang zu bringen.

CSA scheint daher bereits ®ine Wirkung vor der Transplantation im Spender, vor alem auf die
T-Zellen innerhalb des Transplantates, zu entfaten, so dad der direkte Weg der
Antigenerkennurg auf diese Weise wirksam unterbuncen wird. Die direkte Antigenerkennurg,
vor alem durch de sog. "passenger leukocytes' verursadht, wird als eine der Hauptwirkungen
der schnell en Transplantatabstol3urg angesehen (138,58,60,61,8)7.
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Die Unterbindurg dieses Weges der Antigenerkennurg durch eine Spendervorbehandlung mit
CSA scheint wirksam zu sein. Am potentesten hat sich dabel die Kombinationsbehandlung, des
Spenders mit CSA und ds Empfangers mit RPM erwiesen. Bel der alenigen
Spendervorbehandung mit CSA ergaben lediglich die Werte zur Transplantatliberlebenszeit

unbefriedigende Ergebnisse, der Gesamteindruck der Untersuchurngen zu deser Versuchsgruppe
unterstiitzt aber durchaus die Anhaltspunkie fur die Wirksamkeit einer Spendervorbehandlung
durch Cyclosporin A.

5.2.  Spendervorbehandlung mit Rapamycin
5.2.1. Bestimmung der Transplantattiberlebenszeiten

Wurden de Spendertiere mit Rapamycin vorbehandelt sowie die Empféngertiere in der
Eff ektorphase mit RPM behandelt, so konrte @ne durchschnittli che Transplantattiberlebenszeit
von 2+ 1 Tagen beobadtet werden. Die dleinige Behandlung der Spender mit RPM ergab eine
durchschnittli che Uberlebenszeit der Transplantate von 1,14+0,38 Tagen.

Unbehandelt akzeleriert abstol}ende Tiere stiefden de Transplantate nach 1,1+ 0,2 Tagen ab.
Auch bei dieser Studie sind de Beobadtungen von Schmidbauer et al. hinzuzufiigen, in denen
eine dleinige Behandung der Empfangertiere in der Effektorphase mit RPM uneffektiv war

(120.

Die dleinige Spendervorbehandlung mit RPM ohre Akzeptorbehandung ist demnadh nicht
effektiver als eine aus<chliefdliche Akzeptorbehandiung mit RPM ab dem Transplantationstag.
Diese beiden  Therapiestrategien bringen keine  dfektive Verldngerung  der
Transplantattiberlebenszeit. Einzig bel der Kombinationsbehandlung von Akzeptor und Donar
war eine moderate Verlangerung der Transplantatiiberlebenszeit um durchschnittli ch einen Tag zu
erzielen.

Gleichwertige Ergebnise beobaditeten auch Chen e a. in ener Studie zur
Spendervorbehandung mit RPM in einem akuten AbstoRurgsmodell bei Ratten (92). In dieser
Studie wurden Nieren undDarm transplantiert. Diese Arbeitsgruppe kam zu dem Ergebnis, dai3
eine  dleinige  Vorbehandung des Spenders mit RPM  nur  bescheidene
Transplantatiiberlebenszeiten erbradchte (9,2 £ 0,2 Tage), wohingegen duch de Kombination aus
Spendervorbehandung mit RPM und Akzeptorbehandung mit CSA eine ausgepragte
Verlangerung der Transplantatiiberlebenszeiten (75,6+ 23,3Tage) erreicht wurde.

Diese Verlangerung war ausgepragter als bei einer ausschliefdlichen Akzeptorbehandlung mit
CSA.

Ebenfals in der Studie von Schmidbauer et a. zur Vorbehandung mit MPL im akzelerierten
Modell war eine Kombinationsbehandiung von Akzeptor und Dona erfolgreicher als die
jeweilige Monaherapie (91).

Hayashi e a. konrten dese Vehdtnise in enem Hamster-zu-Ratten
Xenortransplantationsmodell auch fur FK 506 lkelegen (90). Auch bei dieser Studie war die
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Kombinationsbehandung von Spender und Empfanger mit FK 506 erfolgreicher as die
aus<chli efdliche Donarbehandlung mit FK 506.

Diese Ergebnise unterbauen de Wirksamkeit einer Spendervorbehandung mit RPM.
Vornehmlich ist hierbei alerdings die Spendervorbehandung mit RPM als zusétzliches, die
iImmunsuppressve Eff ektivitét steigerndes Therapieregime zu sehen.

5.2.2. Immunhstochemische Untersuchung

Bzgl. der Diskusson zu den Ergebnissen der Kontrollgruppe sei hierbel auf das Kapitel 5.1.2.
verwiesen.

Bel der Versuchsgruppe mit Kombinationsbehandung |&3t sich feststellen, dal3 dbs
Gesamtzdllinfiltrat niedriger ausfiel als bel der Kontrollgruppe. Jedoch herrschten in alen
untersuchten Zellreithen immer noch relativ hohe Zellzahlen vor, was insgesamt gesehen den
Eindruck einer stattfindenden Immunreaktion madit. Es bestand vawiegend ein mononicle&es
Infiltrat. Bezuglich der T-Zellreithen Uberwiegen stimulierte- und T-Helferzellen in den
Transplantaten.

Es kommt ebenfall s zu einer erh6hten Expresson vonMHC KI.-1I Antigen. Die Re&ktionen fur
Tenascin undIFN-y falen eher schwad aus. TNF-a war erh6ht zu bestimmen. Auch in deser
Untersuchung imponerte ene starke Anféarbung des Fibronedins. Diese Verhéltnise waren Uler
beide Untersuchurgstage zu erheben, mit der Tendenz zur Zunahme des mononucleden
Infiltrates, einer Zunahme der MHC-Antigen Produkion sowie mit einer Zunahme der
Tenascinexpresson. Bei alen anderen urtersuchten Zellreihen ist eher eine dezente Depresson
am Tag 7 pix. zu verzeichnen.

Bel der untersuchten Gruppe zur Spendervorbehandung mit RPM ohre Akzeptorbehandiung
zeigte sich ein nach stéarker ausgepragtes Zellinfiltrat as bel der zuvor genannten
Versuchsgruppe. Auch stimmen de Verhédltnise bzgl. der untersuchten Zellreihen in etwa mit
den olen dargestellten Verhdtnisen Ukerein. Es imponeren nu die noch viel hdheren
Anférbungsraten.

Insgesamt nahert sich das Ergebnis dieser Untersuchungsgruppen mehr dem der Kontroll gruppe
an, wobei vor alem bel der Versuchsgruppe ohre Akzeptorbehandlung das Resultat dem der
Kontrollgruppe entspricht. Hierzu ist zu bemerken, dal? de Herzen bel dieser Versuchsgruppe zur
Zeit der immunhistochemischen Untersuchung bereits abgestolien waren. Insofern stimmen de
Verhdltnise in desen Transplantaten mit denen einer akzelerierten AbstoR3urg Uberein
(102,103,12Y.

Man kann in deser Untersuchung demnach von einer wirksamen, aber nicht sehr ausgepragten
Suppresson der Zéllinfiltration duch die Spendervorbehandiung mit RPM sprechen. Wird der
Akzeptor nicht behandelt, kommt es insgesamt gesehen nu zu einer sehr schwadhen Wirkung
auf die zelluldre Immunantwort des Akzeptors. Anders bel der Kombinationsbehandung, bel der
sich eine wesentlich starker supprimierte zell ulare Immunantwort feststellen 18(3. Dies korreliert
mit den besseren Transplantatliberlebenszeiten deser Gruppe.
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Hieraus ist zu Schliefen das die Wirkung von RPM ausschliefdlich angewandt bei der
Spendervorbehandlung als uneffektiv zu bezeichnen ist, gleiches gilt fur die Wirkung von RPM
bei der ausschli efdli chen Akzeptorbehandlung (120).

Demgegentiber ist die Kombination aus Vorbehandung des Spenders mit RPM und
anschlief3ender Behandlung des Akzeptors mit RPM durchaus erfolgversprechend.

Diese Beobachtung madten ebenfalls Chen et al. in dhnlichen Untersuchungen (92,93. Auch in
der Untersuchung von Hayashi et al. wurden dese Wirkungen in anlicher Weise beschrieben
(90), hier dlerdings fur FK 506, dis dem Rapamycin sehr ghnlichist (35).

5.2.3 Flowzytometrische Analyse zirkuli erender Antikorper

Bel der Versuchsgruppe zur Spendervorbehandlung und Akzeptorbehandung mit RPM stellt
sicheine

insgesamt zu verzeichnende Suppresson der humoralen Immunantwort dar. Sowohl die IgM-
All oantikorperantwort as auch de 1gG- All oantikorperantwort bleiben auf einem niedrigen, Uler
die Untersuchurgstage relativ konstant bleibenden Niveau.

Bel der Versuchsgruppe mit aus<chliefdlicher Donavorbehandlung kommt man grundsétzlich
zum gleichen Ergebnis.

Auch in der Studie von Hayashi et a. kam es zu einer wirksamen Suppresson der humoralen
Alloantikorperantwort bel einer Spendervorbehandung mit FK 506 (90). RPM und FK 506
haben in etwa die gleiche Wirkungsweise, da sie aus der gleichen Familie strukturverwandter
antibiotischer immunsuppressver Substanzen stammen (35).

Auch im Modell der Spendervorbehandung scheint RPM seine bereits von Morris beschriebenen
immunsuppressven Wirkungen bzgl. der IgM- undlgG- All cantikorperspiegel zu entfalten (113).
Ebenfalls konrte an Antikorpershift von IgM auf 1gG verhindert werden, was ebenfalls eine
bereits beschriebene RPM —Wirkung darstellt (115).

5.2.4 Gemischte Lymphazytenreaktion

Die gemischte Lymphazytenrektion sollte in deser Versuchsgruppe éenfalls die Fahigkeit zur
Erkennurg korperfremder MHC-Genprodukte durch T-Zellen der Akzeptortiere unter einer
Spendervorbehandung mit RPM Uberprifen. Fir diese Untersuchung wurde ausschliefdlich de
Versuchsgruppe der Tiere mit zusétzli cher Akzeptorbehandung vorgesehen.

Es kam in deser Untersuchung am Tag 3 pix zu einer recht starken Proliferation der T-Zellen auf
das genderspezifische Antigen duch de Responderzellen der therapierten Empféngertiere. Das
Ergebnisam Tag 5 pix. falt nicht sehr viel anders aus.

Diese paradoxe stimulierende Wirkung von RPM in MLR-Tests ist bereits bekannt undwird auch

in deser Studie bestétigt. Die gleichen Beobadhtungen madien bereits Mohacsi et a. (129 und
Schmidbauer et al. (120), vgl. 5.1.4.
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Die Tatsadhe, dal’ dese stimulierende Wirkung in vitro mit einer eher suppressven Wirkung in
vivo einhergent, mul3 auch in deser Studie angenommen werden. Zumindest zeigte diese
Versuchsgruppe durchaus positive Anzeichen einer Wirksamkeit des Therapieregimes bel den
Tansplantat-tiberlebenszeiten sowie bei der Untersuchung der zelluldren und humoralen
Immunantwort.

5.2.5 Schluf¥olgerungen zur Spendervorbehandung mit RPM

Auch bei dieser Therapiestrategie gibt es bereits Hinweise aus Voruntersuchungen von anderen
Arbeitsgruppen zu deren Wirksamkeit. Vor allen zu nennen sind de Untersuchungen vonChen et
a., bal denen in einem akuten Nieren- und Darmtransplantationsmodell bei Ratten geabeitet
wurde (92). Die dleinige Wirkung einer Spendervorbehandung mit RPM ohre
Akzeptorbehandung fiel in deser Studie im akuten Modell schwad aus. Weiterhin wurde in
dieser Studie die Wirksamkeit einer Kombination aus Spendervorbehandlung mit RPM und einer
Empfangerbehandlung mit CSA as weitaus effizienter klasgfiziert.

Diese grundsétzli chen Beobadhtungen konrten auch in dieser Studie gemadit werden. Allerdings
ist die dleinige Spendervorbehandlung mit RPM ohre Akzeptorbehandlung im akzelerierten
Modell as uneffektiv zu bezeichnen. Was die Kombinationsbehandlung aus Spender und
Akzeptor betrifft, so sind auch in desem akzelerierten Modell durchaus Anhaltspunkite fir deren
Wirksamkeit zu finden.

Da die dleinige Akzeptorbehandung mit RPM in der Effektorphase ebenfalls uneffektiv war
(120, ist die suppessve Wirkung auf die untersuchten humoralen und zelularen
Immunmedhanismen einer Wirkung von RPM im Transplantat zuzuschreiben, de sich bereits vor
dem Transplantationsreiz manifestiert haben muf3. Dieser Effekt von RPM ginge mit einer
Beobadhtung von Propper und Woo korform, bel der ein langdauerndes Ausbleiben einer
Immunantwort vor allem auf humoraler Basis in nicht transplantierten Ratten gefunden wurde,
die MHC-inkompatibles Blut erhielten undmit hohen Dosen RPM behandelt wurden (139).

Eine Ubertragung einer wirksamen Gewebedosis auf den Empfangerorganismus durch das
vorbehandelte Transplantat ist durch de Beobadtungen in dieser Studie bei der Versuchsgruppe
mit Donarvorbehandung ohre Akzeptorbehandung als ausgeschlossen zu werten. Diese Aussage
wird urterstitzt durch de gleichlautende in der Studie von Chen et a. (92). Ebenfals
widersprechen dieser Vermutung die 0.a. Ergebnisse von Schmidbauer et al.(120).

Auch bei dieser Studie zur Vorbehandung mit RPM scheint die Wirkung auf "passenger
leukocytes' oder andere antigen-préasentierende Zellen (z.B.dendriti sche Zellen) im Transplantat
eine der durchaus in Frage kommenden Erklérungen zu sein. Zu desem Resultat kommen auch
Chen et.d. (92).

Dies ist durchaus mdglich, da RPM auf einem breiten Spektrum die T- und B-Zell aktivierenden
Wege

der Immunantwort zu supprimieren vermag (35). Auch ist bereits bekannt dald RPM innerhab
von Herztransplantaten in Ratten de Expresson von Granzym B und va allem IFN-y (140
sowie TNF-a (141) zu suppimieren vermag. Es hat sich dabei gezeigt, dal} gerade die
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Suppresson von TNF-a eine "downregulation® der Expresson von Fibronedin bewirkt sowie
eine Verminderung des zelluléren Infiltatrates (141).Die Auswirkungen deser Phanomene
konnten auch in deser Untersuchung gezeigt werden.

Einzig die durch de gesamte Untersuchurng (CSA+RPM) auftretende hohe Anfarbung des
Fibronedins pald nicht ganz in deses Bild. Allerdings weist die insgesamt zu hole Anférbung
innerhalb dieser Gesamtuntersuchurng auf einen technischen Fehler bzgl. der Verdinnumg des
benutzten Antikorpers hin.

Insgesamt gesehen kommt man auch in der Untersuchung zur Spendervorbehandung mit RPM
zu dem Ergebnis, dal3 deses Prozedere durchaus Wirkungen auf das Transplantat ausiibt, die
darauff olgend eine supprimierte Immunantwort des Transplantatempfangers indwzieren konren.

6. Zusammenfassung

Diese Studie sollte die Wirksamkeit einer Spendervorbehandung mit den immunsuppressven
Substanzen Cyclosporin A und Rapamycin in einem akzelerierten Absto3urgsmodell
untersuchen.

Hinter dieser konkreten Fragestellung stand das Phédnomen der weiterhin  zunehmenden
Organknappheit und den immer noch als unzureichend zu bezeichnenden immunsuppressven
Therapiestrategien innerhalb der Transplantationsmedizin. Es gand daher vor allem die Frage
nach einer Erweiterung des Spektrums an Organspendern zur Dispaosition. Eine sinnvdle
Erweiterung diese Spektrums ware die Forcierung der Lebendspende wie bereits dargelegt, vgl.
Kapitel 2. Hinzu konrte, um dieses Pezielle Kontingent an Organspendern nachmals zu
erweitern, der Risikospender/Empfanger (sensibili siert, infiziert,etc.) miteinbezogen werden.

Der Vortel, den man hitte, wenn man einen pdentiellen Organspender préoperativ bereits
suffizient immunsuppressv anbehandeln konrte, liegt auf der Hand. Dies trifft in besonderem
MalRe aif den Risikospender zu. Hierzu fehlen alerdings weitestgehend suffiziente
Therapiestrategien, dadiese Verfahren in praxi noch kaum Verwendurg finden.

Die Mdglichkeiten, deses Verfahren welter zu erforschen und Ansdtze zu effektiven
Therapiestrategien zu finden, war die Zielsetzung dieser Studie. Es wurden bereits etablierte
Immunsuppressva verwendet, bel denen es shon Anzeichen Uber Wirksamkeitspotentiale
innerhalb der Spendervorbehandlung gab. Die &zelerierte AbstoRurg sollte die eschwerten
Bedingungen bel einem Risikospender/Empfénger simulieren.

Es kamen in deser Studie pasitiv zu bewertende Wirksamkeitsaspekte, sowohl von Cyclosporin
als auch von Rapamycin, zum Vorschein. Beide Substanzen bewirkten beim Spender préop.
angewandt eine in den einzelnen Untersuchungsmethoden zu verzeichnende Suppresson cer
akzelerierten Absto3urgsreaktion duch den Empfanger. Es wurden Wirksamkeitsaspekte sowohl
auf der zell uléren Ebene ds auch auf der humoralen Ebene nachgewiesen.

Die Wirkungen deser beiden Substanzen waren in einer Kombination aus Spendervorbehandiung

und einer Akzeptorbehandlung ausgepragter. Dies trifft vor alem auf die Studie zur
Vorbehandung mit Cyclosporin zu. Hier scheint sich der schon vielbeschriebene synergistische
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Effekt bel der Immunsuppresson duch Cyclosporin in Verbindurg mit Rapamycin darzustell en
(39).

Vergleichend betradhtet war die Studie zur Vorbehandung mit CSA erfolgreicher as jene mit
RPM.

Diesliefd sich in allen Untersuchungen nachweisen. Es kam unter der CSA -Therapie zu langeren
Transplantatiiberlebenszeiten, zu niedrigeren  Zelli nfiltrationsraten, und zu einer niedrigeren
All oantikorperantwort. Auch wurde ene, wenn auch geringe, Wirksamkeit fir CSA bei all einiger
Spendervorbehandung registriert, die sich bei RPM nicht nadweisen lief3. Hierzu ist zu
erwahnen, dald CSA bei aus<chliefdlicher Akzeptorbehandlung in der Effektorphase suppressv
wirkt, im Gegensatz zu Rapamycin, welches nur sehr eingeschrénkt wirkt (120). Dieses Versagen
von RPM beobadtete bereits Morris, der feststellte, dal? alleiniges Anwenden von RPM keine
wirkungsvoll e Suppresson einer bereits praexistierenden Immunantwort bewirkt (35).

Demnadh ist von einer synergistischen Wirkung innerhalb der RPM —Therapie auszugehen, und
zwar jener die sich Transplantat auswirkt und jener, die sich im Akzeptor auswirkt. Da beide
Wirkungen fur sich aleine betradhtet kaum effektiv sind, aber bei einer Kombination der
Therapiestrategien duchaus wirkungsvoll erscheinen, ist von einer Zusammenwirkung dieser
beiden Einzelwirkungen auszugehen.

Das gleiche, wenn auch in nach stdrkerem Mal3e, trifft fir die Cyclosporintherapie zu. Eine CSA-
Kombinationstherapie von Spender und Akzeptor hatte &nliche Effekte wie die dleinige CSA-
Therapie des Donas (94,130Q. Allerdings hat die Kombinationstherapie bestehend aus
Donavorbehandlung mit CSA und Akzeptorbehandung mit RPM die insgesamt gesehen besten
Ergebnise geliefert. Dies ist ein welterer Bewels fur die sich pdenzierend synergistische
Wirkungsweise dieser Mittel.

Dald dese Therapiestrategien zu einer Wirkung innerhalb des Transplantates bereits in oder
préoperativen Phase fihren, ist anhand deser Studie anzunehmen. Es ist weiterhin anzunehmen,
dal3 dese Wirkung hauptsadlich duch die spezifischen Wirkungen deser Immunsuppressva auf
die sog. "pasenger leucocytes’ und anderer APC’s, wie z.B. die dendritischen Zellen, zustande
kommt Hierbei ist die Wirkung in einer spezifischen Blockade der Aktivierung dieser Zellen
und damit der Antigenexpresson zu sehen.

Auch ist weiterhin denkbar, dal3 dese immunsuppressven Substanzen in de Regulation der
Extracdl uléaren-Matrix-Proteine, vornehmlich des Fibronedins, eingreifen. Die Expresson deser
ECM scheint zytokinabhéngig zu sein (141). Gerade der die Suppresson der Cytokinprodukion
iIst eine der hervorstechenden Wirkungsweisen deser beiden Immunsuppressva. Da die
extracdluldren Matrixproteine wie Tenascin und Fibronedin an der Gewebemigration gerade
auch der passenger leukocyten, der dendritischen Zellen und ebenfalls der immunkompetenten
Zellen des Akzeptororganismus beteligt sind (122,123,124,142 ware hier ein weiterer
Ansatzpunk dieser Substanzen bereits innerhalb des Spenderorganismus zu sehen. Eine
préoperative downregulation deser Proteine wirde wahrend des Transplantationsreizes eine
effiziente Gewebemigration in beide Richtungen verhindern.
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Somit haben dese Ergebnise Denkansdtze geliefert, die bereits bestehende Thesen Uber die
Biologie der Transplantatabstol3urg mit einbeziehen undmitunter zu bekréaftigen scheinen.

Diese Studie sollte die Wirksamkeit ener Spendervorbehandung im akzelerierten
AbstoRurgsmodell untersuchen. Es snd Wirksamkeiten nadgewiesen worden. Sowohl die
Therapie des Spenders mit Cyclosporin als auch de Therapie mit Rapamycin waren fur sich
gesechen erfolgreich. Bei der Therapie mit Cyclosporin  kamen deutlich suffizientere
Wirksamkeitsaspekte zum Vorschein.

Dennach haben beide Therapiestrategien keine ausgeprégt lange Immunsuppresson des
Akzeptororganismus bewirkt. EsS wurden de Transplantate nach ca 2,55 Tagen (CSA) bei der
erfolgreichsten Versuchsgruppe agestof¥en. Hierzu mufd angemerkt werden, dal3 es bereits andere
Studien gab, de auch innerhalb des akzelerierten Modell s erfolgreicher waren. Hierbel sei auf die
Studie zur Vorbehandung des Spenders mit Methylprednisolon vonSchmidbauer et a. verwiesen
(92).

Allerdings wurde hierbei mit einem Immunsuppressvum geabeitet, das auf einer viel breiteren
Basisin de Immunantwort eines Organismus eingreift.

Trotzdem sind all diese Studien zu dem Ergebnis gekommen, a3 de grofde Effektivitét von
einer Kombination aus Spendervorbehandlung und cer bereits etablierten Akzeptorbehandung
ausgeht. So auch in deser Untersuchurg.

Es snd der Erfolg dieser Studie und de Erfolge der anderen Studien als ein weiterer Schritt
vorwarts innerhalb der Transplantationsmedizin zu sehen. Es zeigt sich, dal3 es durchaus positive
Auswirkungen auf das groRe Problem der TransplantatabstoRurg hat, wenn der
Transplantatspender mit in das immunsuppressve Therapieregime @nbezogen wird. Es zeigt sich
weiterhin, dald bereits innerhalb deser Therapiestrategien etablierte Medikamente wie
Cyclosporin A, Rapamycin und auch Corticoide @ne Wirkung innerhalb der
Spendervorbehandung entfalten konren.

Es ist nun an der Zeit, diese weitere Option der immunsuppressven Therapie innerhalb der

Transplantationsmedizin  weiterzuentwickeln, un se dann mit in de bestehenden
Therapiestrategien zu integrieren.
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