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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Transplantatabstof3ung

1.1.1 Hintergrund der TransplantatabstoBung

Organtransplantation stellt eine wichtige Therapiemdglichkeit bei
Versagen von z. B. Leber, Herz, Niere und Lunge dar. Seit Bestehen registrierte
die internationale Gesellschaft fiir Herz- und Lungentransplantation bis Juli 2006
iiber 78.000 Herztransplantationen [1]. Durch Einbeziehung immunologischer
Kenntnisse, = Verbesserungen  der  chirurgischen = Behandlung,  der
immunsuppressiven und anti-infektidsen Therapie konnten die Uberlebensraten
nach Herztransplantation seit Beginn der Organtransplantation (erste syngene
Transplantation 1954 [2], erste allogene Herztransplantation 1967 [3]) inzwischen
deutlich verbessert werden. Todesursachen nach Transplantation sind weiterhin
das primdre und unspezifische Transplantatversagen, nicht-CMV-spezifische
Infektionen, akute AbstoBung, die Entwicklung von Malignomen und das spéte

Organversagen durch die Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie [1].

Verantwortlich fiir die TransplantatabstoBung ist eine Immunreaktion des
Empfingers auf Alloantigene, d.h. Antigene, die sich bei verschiedenen
Individuen derselben Spezies unterscheiden. Durch die Fremdproteine werden
Immunzellen aktiviert, Makrophagen, Natiirliche-Killerzellen und T-Zellen
infiltrieren das transplantierte Organ [4]. Es kommt zur massiven Ansammlung
von Zellen in Transplantaten und in der Folge dieser starken Zellreaktion zu
entziindlichen  Prozessen, zur Verdnderung der Organstruktur, zur
Gewebeschddigung bis hin zum kompletten Funktionsverlust. Die friihzeitige
Erkennung und Behandlung einer AbstoBung nach Herztransplantation wurde

ermdglicht durch die 1973 in Stanford eingefiihrte Endomyokardbiopsie (EMB)
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[5]. Sie gilt bis heute als Goldstandard der AbstoBungsdiagnostik nach

Herztransplantation (s. review [6]).

Durch Gabe von Immunsuppressiva wird die Immunreaktion des Empfangers auf
diese Transplantatantigene unterdriickt. Die gesamte Immunabwehr wird jedoch
geschwicht, so dass eine Gefahr fiir oppertunistische Infektionen besteht (virale
Infektionen, z. B. CMV, atypische bakterielle Infektionen, z. B. Pneumocystis
carinii, atypische Mykobakterien, Pilze), bis hin zur Sepsis [7-10]. Der Erfolg der
Transplantation bleibt davon abhingig, ob Transplantatabstofung unterdriickt und

eine Infektion vermieden werden kann.

1.1.2 Einteilung der TransplantatabstofRung

TransplantatabstoBung wird formal eingeteilt in akute und chronische
AbstoBung. Die Ubergiinge der einzelnen AbstoBungsvorginge sind jedoch

flieBend, und es besteht eine Vielzahl von Mischformen.

Beim akuten Verlauf handelt es sich um eine zell-vermittelte AbstoBungsreaktion
nach Ersttransplantation ohne vorhergehende Sensibilisierung des Empfingers.
Ohne Immunsuppression (unmodifizierte Form) erfolgt akute Abstofung
innerhalb von 7 Tagen [11]. Auch unter Immunsuppression kann es noch zu

Episoden von akuter AbstoBBung im ersten Jahr nach Transplantation kommen.

Die chronische AbstoBung erfolgt allméhlich unter Gabe von Immunsuppressiva
(modifiziert) und tritt nach Monaten bis Jahren auf. Charakterisiert ist das Organ
dabei durch geringe entziindliche Verdnderungen im Parenchym, die zu einem
fibrotischen Umbau fiihren [12], und durch starke Intimaproliferation,
Gefallverengung und Vasookklusion, auch genannt Transplantatvaskulopathie.
Humorale Antikérper und Immunzellen sind an der Bildung der
Tranplantatvaskulopathie beteiligt [13-15]. Uber endotheliale Adhésionsmolekiile
wandern T-Lymphozyten, Makrophagen und Neutrophile in den subendothelialen

Raum und I6sen einen Entziindungsprozess aus. Zytokine und
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Wachstumsfaktoren sorgen dann fiir die Progression dieses Prozesses [15, 16].
Das Erscheinungsbild der Gefdlveranderungen variiert mit der Zeit nach
Transplantation und der Schwere der GefdBerkrankung: von Vaskulitis,
Intimafibrose bis hin zu arteriosklerotischen Plaques (s. review [15, 16]). Klinisch
duBert sich der GefdBBverschluss auf Grund des denervierten Herzens selten durch

Angina pectoris, meist durch akutes Pumpversagen, und plétzlichen Herztod [17].

Zusitzlich zu diesen beiden Formen kann man noch eine akzelerierte AbstoBung
unterscheiden. Eine vorhergehende Sensibilisierung des Empfingers auf
Alloantigene sorgt fiir eine rasche Abstoung der Transplantate in Form der
akzelerierten AbstoBung innerhalb von Stunden bis wenigen Tagen. Es werden
Antikdrper dafiir verantwortlich gemacht, welche bei vorhergehenden
Transplantationen, Bluttransfusionen, Schwangerschaften oder bei klinisch
wiederholten Phasen der TransplantatabstoBung gebildet wurden. T- und B-Zellen
vermitteln die Immunreaktion dieser AbstoBungsform. Morphologisch zeichnen
sich die abgestoBenen Herzen durch ein Odem, eine Myozytendegeneration und -

nekrose, durch interstitielle Himorrhagien und Mikrothromben aus [18].

1.1.3 Akute AbstoRung

Akute AbstoBung ist eine wesentliche Ursache der Mortalitit, Morbiditét
und des Transplantatverlustes im ersten postoperativen Jahr. Sie ist verantwortlich
fiir 20 % aller Todesfélle nach Herztransplantation [19-21]. Im Mittel erleidet
jeder Herztransplantierte im ersten Jahr nach Transplantation unter
Immunsuppression 1,3 +£0,7 AbstoBungsepisoden [22]. Die Mehrheit der
Abstoflungsepisoden sind asymptomatisch (hdmodynamisch nicht relevant) und

treten innerhalb der ersten 6 Monate nach Transplantation auf [20].

Die hdmodynamisch relevante akute AbstoBung zeigt sich klinisch durch eine
Hypotension, Dyspnoe, periphere Odeme und durch weitere Zeichen einer

Herzinsuffizienz. Echokardiographisch ist die akute AbstoBung kombiniert mit
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einer linksventrikuldren Hypertrophie und einer diastolischen Funktionsstorung

[6].

Die nicht hdmodynamisch relevante Form kann nur durch regelmiBige
Kontrollbiopsien festgestellt werden. Diese Endomyokardbiopsien sind wichtig,
da auch eine klinisch inapparente akute AbstoBung zu einer chronischen
Abstofung disponiert [23, 24] und in diesem Fall die Indikation einer

intensivierten Immunsuppression gegeben ist.

Ein histologisches Charakteristikum der akuten AbstoBung ist die progressive
Infiltration des Transplantatgewebes durch mononukledre Zellen [25]. Das Organ
wird mit Makrophagen und Lymphozyten durchwandert und stark entziindlich,
O0dematds verdndert. Man findet diffuse Gewebeschidden und fokale Nekrosen
[12]. Vaskulire Verdnderungen wie arterielle Thrombosen, interstitielle
Héamorrhagien und fibrinoide GefiBBwandnekrosen treten auf [4]. Die
Klassifikation der akuten AbstoBung erfolgt nach den Kriterien der
Internationalen Gesellschaft fiir Herz- und Lungentransplantation (ISHLT-

Klassifikation, International Society for Heart and Lung Transplantation) [26, 27].

Die Immunreaktion der akuten AbstoBung ist vor allem T-Zell-vermittelt. Die
Empféanger-T-Lymphozyten erkennen die fremden Transplantatantigene, werden
zur Proliferation und Differenzierung angeregt und produzieren eine Reihe von
Zytokinen [28]. Diese Zytokine helfen zytotoxischen T-Zellen, Makrophagen und
Natiirlichen Killerzellen, eine Zytotoxizitdt gegen das Transplantat zu entwickeln
[28]. Zusidtzlich kann die Produktion von Anti-Spender-Antikérpern iiber die
Antikorper abhdngige zelluldre Zytotoxizitit oder eine Komplementaktivierung
zur Transplantatzerstdrung fiihren [29]. Zytokine und Zytotoxine fithren bei der

Zielzelle dann tiber verschiedene Mechanismen zum Zelltod.

10
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1.2 Nekrose oder Apoptose

1.2.1 Allgemeine Unterschiede zwischen Nekrose und Apoptose

Wihrend der akuten Abstoung nach Organtransplantation kann der Tod
einer Zelle durch Apoptose und Nekrose erfolgen [30-33]. Die Unterscheidung
von Apoptose und Nekrose wird anhand morphologischer und biochemischer

Parameter getroffen [34-36].

Nekrose ist ein nicht oder nur gering regulierter Mechanismus [37] und durch
irreversible Verdnderungen im Nukleus und Zytoplasma gekennzeichnet [38]. Es
ist ein passiver, pathologischer Prozess, der ohne Energieverbrauch ablduft, mit
einer starken Entziindung einhergeht (Inflammation) [37] und zu einer Fibrose

fithrt [39].

Ein energieverbrauchender Prozess, bei dem eine Zelle zugrunde geht, ohne das
umgebende Gewebe mit einzubeziehen (keine Inflammation), wird Apoptose
genannt [40]. Er ist relevant bei physiologischen als auch pathologischen
Gewebeverdnderungen und seine Regulierung erfolgt durch Proteasen und
Nukleasen [37]. Apoptose gilt als eine Form des programmierten Zelltodes, der
sich dadurch auszeichnet, dass die Zelle, genetisch programmiert, zu einer
vorbestimmten Zeit stirbt [38]. Im Gegensatz zu Nekrose ist Apoptose reversibel,
verlduft in Stufen, und ist deshalb moglicherweise beeinfluss- oder umkehrbar
[40]. Dieses bietet einen Ansatz fiir neue Therapien in der

Transplantationsmedizin.

11
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Tabelle 1: Apoptose versus Nekrose

modifiziert nach [37], charakteristische Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose

Zelltod: Apoptose Nekrose
Auftreten im Physiologisch oder Pathologisch
Organismus: pathologisch
Regulation: Exakte Regulation Kaum oder keine

Regulation
Zellmembran: Nahezu intakte Die Plasmamembran wird

Freisetzung von
Zellinhalt:

Entziindung:

Energieverbrauch:

Zellulire
Verinderungen:

Zellmembran bis zur
Phagozytose

Keine Freisetzung von
Zellbestandteilen

geringe oder keine
Entziindung

Energieverbrauch

Zellenzyme sind
verantwortlich fir
charakteristische
biochemische und
morphologische
Verdnderungen mit:

e Chromatin
Kondensation

e Karyorrhexis
e DNA-Fragmentation

o Selektive
Proteindegradation
durch spezifische
Proteasen

e Zellschrumpfung

e Keine Schwellung der
Mitochondrien

frith beschadigt

Freisetzung von
Zellbestandteilen

Entziindung

Kein Energieverbrauch

Biochemische und
morphologische
Verianderungen mit:

e Schwellung des
gesamten Zytoplasmas

e Schwellung der
Mitochondrien

e Ungerichteter DNA-
Verdau

12




Einleitung

1.2.2 Morphologische Unterschiede zwischen Apoptose und
Nekrose

Nekrose ist gekennzeichnet durch eine irreversible Schiadigung der
zelluldren Plasmamembran, durch Schwellung und Ruptur der Zelle,
Denaturierung und Koagulation von zytoplasmatischen Proteinen, Dysintegritét
von Zellorganellen und Chromatinausflockung [39, 41]. Uber eine Stoérung der
Ionenkanéle kommt es zur Verschiebung des osmotischen Gradienten. Wasser
stromt in die Zelle und lésst sie bis zur Zelllyse anschwellen [42]. Sie behilt
jedoch bis zur spiteren Phagozytose ihre urspriingliche Form bei [41]. Die Ruptur
der Membran fiihrt zu einer Freisetzung von intrazelluldren Komponenten und
einer spéteren Inflammation. Mehrere Zellen werden in den Prozess involviert
und es folgt die Entstehung einer Fibrose mit Gewebsstrukturverdnderungen [39].
12-24 Stunden bevor die typischen Verdnderungen der Nekrose
Lichtmikroskopisch sichtbar werden, geht die Zelle zu Grunde [38].

Nekrose tritt nur unter pathologischen Bedingungen auf, z. B. unter dem Einfluss
von Hypoxie, Hyperthermie, viralen Infektionen oder unter der Einwirkung von

zahlreichen Toxinen und respiratorischen Giften [43].

Der Begriff Apoptose leitet sich von dem griechischen Wort apoptosis ab
(Ubersetzung: das Fallen der Blitter von Biumen) und bezeichnet einen Vorgang
mit folgenden morphologischen Kriterien: Chromatinkondensation, DNA-
Fragmentation, Bildung von apoptotischen Korperchen und Zelllyse. Apoptose
wird durch ein Todessignal, entweder durch Freisetzung von Proteinen,
Zellstrukturschddigung oder fehlender Stimulation, z.B. Hormonentzug,
ausgelost und dient der physiologischen Regulierung der Zellsynthese (s. review

[44-47]).

Erhilt eine Zelle ein Todessignal, rundet sie sich zundchst ab und 16st sich aus
ithrem Zellverband. In der Regel kommt es zum Verlust spezieller
Membranstrukturen wie Desmosomen und Mikrovilli. Das Endoplasmatische
Retikulum (ER) dilatiert und bindet sich an die Zelloberflache, die dadurch ein

pocken-narbiges Aussehen erhilt. Vesikel des ER entleeren ihren Inhalt unter

13
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Energieverbrauch in den Extrazellularraum, Wasser wird entgegen des
osmotischen Gradienten ausgeschleust, dadurch verliert die Zelle 30 — 50 % ihres
Volumens und schrumpft [42]. Die Mitochondrien erfahren eine Verdichtung
ithrer Struktur, bleiben aber weitestgehend erhalten. Das Chromatin kondensiert
und wird tiber Endonukleasen zuerst in Abschnitte von 50.000 — 200.000 bp, dann
zu Oligonukleosomen von 180 — 200 bp Lénge gespalten [42], die in der DNA-
Strickleiter (DNA-Laddering) nachweisbar werden.

Im weiteren Verlauf stiilpt sich das Zytoplasma in Blidschen vor und wird zu
verschieden groflen membrangebundenen Kd&rpern abgeschniirt, den ,,apoptotic
bodies*. Diese bilden sich bereits innerhalb weniger Minuten nach Beginn des
Prozesses [41]. Physiologischerweise erfolgt die Phagozytose der ,.apoptotic
bodies* durch Nachbarzellen, unabhingig von Antikérpern oder Komplement, des
Weiteren ohne Gewebeverletzung oder Inflammation (s. review [48]). Fehlt dieser

Abbau der Zellreste, kann es sekundér ebenfalls zu einer Nekrose kommen [42].

Apoptose lduft in fast allen Geweben ab. Physiologisch spielt sie eine Rolle u. a.
wiahrend der Embryogenese, der Regeneration von Epithelien, der
Involutionsatrophie endokriner und lymphatischer Organe, der Entwicklung und
Differenzierung von Lymphozyten, der Umbildung von Knorpel und Knochen
wihrend des Wachstums, der Entfernung von beschéddigten und mutierten Zellen,
der Eliminierung von aktivierten Leukozyten nach Infektionen u. a.. Sie trigt
entscheidend dazu bei, die Zellhomodostase eines Individuums zu erhalten. Bei
Dysregulation kann es zu Krankheiten wie Tumoren, Autoimmunkrankheiten,

Organdysfunktionen, neurodegenerativen Erkrankungen etc. kommen [40].

14
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Abbildung 1: Morphologische Verinderungen von Apoptose und Nekrose

nach [41]: 1. Normale Zelle. 2. Beginn der Apoptose: Formverdnderung des Zellkorpers
und des Nukleus, Verdichtung des Chromatins. 3. Der Nukleus zerfallt in mehrere
Fragmente, Bildung der ,,apoptotic bodies”. 4. Die ,apoptotic bodies* werden von
Nachbarzellen phagozytiert. 7. Beginn der Nekrose: UnregelmédBige Verklumpung des
Chromatins, deutliche Anschwellung verschiedener Organellen und lokale Defekte in der
Zellmembran. 8. Vollstindige Desintegration der Membran und Organellen der Zelle. Die

Zelle behélt soweit ihre Form bei, bis sie phagozytiert wird.

15
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*.Il.
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Abbildung 2: Elektronenmikroskopisches Bild von apoptotischen Zellen in

verschiedenen Stadien
nach [49], 1. Chromatinkondensation im Zellkern, 2. Bildung der ,.apoptotic bodies*
durch Abschniirung membrangebundener Korperchen, 3. ,,apoptotic body*

16
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1.3 Apoptoseregulation

1.3.1 Mdglichkeiten der intrazellularen Apoptoseregulation

Apoptose ist ein komplexer Vorgang, der durch verschiedene Faktoren
induziert und beeinflusst werden kann [29, 50]. Bei der intrazelluldren
Signaltransduktion, die an der Auslosung des programmierten Zelltodes in
manchen Zellen beteiligt ist, unterscheidet man einen
intrinsischen/mitochondrialen (s. Abbildung 4) und einen extrinsischen
Apoptoseinduktionsweg (s. Abbildung 5). Beide Wege konnen nicht unabhingig
voneinander gesehen werden. Es bestehen zahlreiche Wechselwirkungen und

Verbindungen.

Im Folgenden werden apoptoserelevante Proteine genannt, die in dieser Arbeit

untersucht wurden:

e Bax und Bcl-2: Beide gehoren der Bcel-2-Familie an, besitzen jedoch
hinsichtlich ~ Apoptose gegensitzliche Funktionen. Bax ist ein
proapoptotisches Protein, Bcl-2 ein antiapoptotisches Protein (s.
Abbildung 4, mitochondrialer Apoptoseinduktionsweg) [51, 52].
Entscheidend fiir die Homoostase einer Zelle ist das Mengenverhilnis von

Bax und Bcl-2 zueinander (s. Abbildung 3).

Zellhomoostase Apoptose

Bel-2 Bax

®@ @-

Abbildung 3: Gleichgewicht zwischen Bax und Bcl-2

17
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Caspase 3: Caspase 3 steht am Ende der intrazelluldren

Signaltransduktionswege von Apoptose (z. B. dem intrinsischem und
extrinsischem Apoptoseinduktionsweg s. Abbildung 4 und 5). Wird

Caspase 3  aktiviert, filhrt es iiber seine Substrate zur

Chromatinkondensierung, DNA-Fragmentierung und zum Kernzerfall [53-

601.

@ s.Text

IL-3-R chne IL-3

I

Fas und FasL

Mitglieder der
Bel-2-Familie:

O
Ao
o

Bad

Cytochrom C

Mitochondrium

Bel-xL
Q O Aktive Caspase> '._.—-—-—-—-—“‘ ApU thSE
BiD — Aktive Caspase 3

Abbildung 4: Mitochondrialer Weg zur Auslésung von Apoptose

modifiziert nach [61]. 1. Bestimmte Faktoren fithren zur Konformationsdnderung von
zytoplasmatischem Bax, dieses bindet sich dann an die Mitochondrienmembran. 2.
Mitochondriales Bax fiihrt zur Freisetzung von Zytochrom C. Dieses bildet mit APAF-1
und Procaspase 9 einen Komplex, das Apoptosom. Caspase 9 wird aktiviert und kann
seinerseits andere Caspasen durch Proteolyse aktivieren. 3. Das proapoptotische Mitglied
Bad befindet sich an der Seite von BCI-xL, einem Apoptoschemmer. Wird Bad gespalten
durch den Einfluss von z. B. Akt, gibt es Bcl-xL frei und wird im Zytoplasma an ein
zytoplasmatisches Protein (14-3-3-Protein) gebunden und damit gehemmt. Bcl-xL kann
nun ungestort wirken. 4. Bid kann nach seiner Insertion an die Mitochondrienmembran

ebenfalls Zytochrom C freisetzen oder proapoptotische Bcl-2-Familienmitglieder wie Bax

dazu animieren.

18
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e FasL 16st durch Bindung an seinen Rezeptor Fas in bestimmten Zellen
einen intrazelluldren Signaltransduktionsweg in Richtung Apoptose aus (s.
Abbildung 5). FasL ist ein Transmembranprotein, das sich in 16slicher
Form im Interzellularspalt befindet und z. B. durch NFkB und Akt
reguliert wird [62-65].

FasL. ﬁ Procaspase 8 ' Procaspase 9

Fas O Zytochrom C I:| APAF-1

Mitochondrium

Caspase 8 ﬁ]
\. Gespaltenes

.,_, D Oo

Caspase 3,6,7

| \

Substrate

/ Caspase 9
Apoptose

Abbildung 5: Extrinsischer Apoptoseinduktionsweg

mit Verbindung zum intrinsischen Weg, modifiziert nach [66]. Die Bindung von FasL an
Fas fiihrt {iber Einbindung eines Adaptermolekiils und Procaspase 8, zur Aktivierung von
Caspase 8. Bei verschiedenen Arten von Zellen kann aktivierte Caspase 8 einen von zwei
Pfaden einschlagen: In Typ I-Zellen (v.a. lymphoide Zelllinien) spaltet Caspase 8
Caspase 3 und 6 in ihre aktive Form [67]. In allen anderen Zelllinien ( Typ II ) spaltet
Caspase 8 Bid [68], welches zu den Mitochondrien wandert und dort den intrinsischen

Apoptoseinduktionsweg iiber Freisetzung von Zytochrom C ausldst [67].
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e Akt: Die Funktion der Kinase Akt betrifft Zellmetabolismus, -wachstum,
-iiberleben und Transkription. Akt hemmt nach heutigen Erkenntnissen in

zahlreichen Zellen Apoptose iiber verschiedene Mechanismen (s.

Abbildung 6) [69-71]

@ s. Text

—+ fiirdert -+ hemmt I:Iberlebensfakicrﬂ

Abbildung 6: Die zelluliren Effekte von Akt

modifiziert nach [69] und [72]. 1. Akt inaktiviert Caspase 9. 2. Akt fithrt zur
Phosphorylierung von Mitgliedern der Forkhead-Familie (Foxo) und deren Sezernierung
in das Zytoplasma. Ohne den Einfluss von Akt wandern die Mitglieder zum Nukleus und
initiieren die Transkription von Genen, z. B. FasL. 3. Akt inhibiert p53. Aktives p53 ist in
der Lage die Transkription von Genen zu induzieren, z. B. von Bax. 4. Akt kann den
Inhibitor von kappa B-Kinase a (IKK a) phosphorylieren. IKK a kann wiederum selbst
NF«B aktivieren durch die Abspaltung von IkB. 5. Akt phosphoryliert Bad. Dieses gibt
an den Mitochondrien Bel-xL oder Bcl-2 frei und bindet sich an einen zytoplasmatischen

Inhibitor. Bel-xL oder Bcl-2 kénnen nun ungehindert proapoptotisch wirken.
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e NFkB und IkB: Der Transkriptionsfaktor NFkB reguliert die Expression
von Zytokinen, Chemokinen, Adhéisionsmolekiilen, MHC-Antigenen und
proinflammatorischen Enzymen, darunter FasL und iNOS (s. Abbildung 7)
[73]. Im inaktivierten Zustand ist NFkB an IkB gebunden, dann ist sein
Eintritt in den Nukleus und die Transkription der Gene nicht moglich. Dies

geschieht jedoch, wenn IkB sich von NF«B trennt [74, 75].

e iNOS: iNOS ist die induzierbare Isoform der Stickstoffmonoxidsynthasen.
Es gibt Hinweise darauf, dass iNOS durch die Bildung von NO an
apoptotischen Vorgidngen beteiligt ist [76-78].

Apoptose- Cytokine:
proteine Cytokine:
FasL IL-1, IL-2, IL-2R, IL-6,
IL-8, IL-12, G-CSF,
GM-CSF, TNF-a, TNF-
Rel-, IkB- B, IFN-B
proteine

Adhesionsmolekiile

NO-
Akute Phase VCAM-1, ICAM-1, Synthase:
- . . ELAM-1 - -
Proteine induzierbare
NOS

Angiotensinogen,
Serumamyloid-
Protein, C3-
Komplement

Abbildung 7: NFkB-regulierte Gene

modifiziert nach [75], Ergdnzungen [79-81]. Auszug von Genen, an deren Expression

NF«B beteiligt ist.
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1.3.2 Caspase 3

Die Caspasen (Cysteine containing asp asen; syn. CPP 32, Apopain,
Yama) wurden mit apoptotischen Prozessen nach Analyse der Gene von
Caenorhabditis elegans (Nematode) und der Erkenntnis der Verwandtschaft
dieser Gene mit Erbmaterial von Séugetieren in Zusammenhang gebracht (s.
review [82, 83]. Bisher wurden mehrere Sdugetier-Caspasen und deren Funktion

hinsichtlich Apoptose oder Inflammation beschrieben.

Alle Caspasen existieren in einer inaktiven Form, die auch Procaspase genannt
wird.  Durch  proteolytische = Spaltung  werden  sie  iiber  eine
Konformationsdnderung zum aktiven Enzym (s. review [84, 85]). Ausloser dieser
limitierten  Proteolyse sind z.B. Rezeptor- (s. Abbildung 5) oder
mitochondrienabhéngige Wege (s. Abbildung 4), Stressfaktoren, die zu einer
DNA-Schiadigung flihren, des Weiteren inflammatorische Zytokine oder
Veranderungen der Zellhomdostase z.B. bei Ischdmie und Hypoxie [86]. Die
Aktivierung einer Caspase erfolgt dann entweder iiber eine andere Caspase oder

wird von anderen Faktoren (z. B. anderen Proteinen) induziert [87].

Caspase 3 spielt eine zentrale Rolle in der Apoptose. Sie setzt den Grof3teil der
Substrate um, die zur Chromatinkondensierung, DNA-Fragmentierung und zum
Kernzerfall fiihren (s. review [53]). Die Substrate der Caspase sind u. a. Proteine
des Zytoskeletts, Kinasen und DNA-Reparaturenzyme sowie
Apoptoseinhibitorproteine [54-58].

1.3.3 Bax und Bcl-2

Bcl-2 und seine verwandten Proteine (s. review [51] [88]), sind in der
Lage, Apoptose entweder zu induzieren oder zu hemmen, durch Beeinflussung
der duferen mitochondrialen Membran fiir die Durchldssigkeit von bestimmten

Faktoren, z. B. Zytochrom C [85]. Zytochrom C befindet sich normalerweise
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zwischen innerer und duflerer Membran der Mitochondrien. Wird es durch die
Wirkung der proapoptotischen Proteine aus den Mitochondrien ausgeschleust,

kann es eine Caspasenkaskade und damit programierten Zelltod auslosen [89] (s.

Abbildung 4).

Der Namensgeber der Bel-2-Familie (B-cell-lymphoma-2) wurde 1989 entdeckt.
Es war das zweite Onkogen, das in einem menschlichen B-Zell-Lymphom
entdeckt wurde [90]. Die GroBe von Bcl-2 betrdgt 26 kDa, es ist antiapoptotisch
wirksam und in zahlreichen Geweben nachweisbar [59]. Die antiapoptotischen
Mitglieder der Familie sind Integralmembranproteine im Mitochondrium, im
endoplasmatischen Retikulum und in der Kernmembran [91]. Bcl-2 kann die
Wirkung von Bax iiber verschiedene Wege antagonisieren und damit die

Caspaseaktivierung verhindern [90, 92, 93].

Sein Gegenspieler Bax wurde entdeckt durch Co-Immunoprezipitation mit Bel-2
[60]. Bax ist ein 21 kDa groBBes Protein und ebenfalls im Zytoplasma, im
Mitochondrium und im endoplasmatischen Retikulum nachweisbar [94, 95]. In
lebenden Zellen ist Bax monomerisch im Zytosol gelegen. Erhélt die Zelle ein
Todessignal, transloziert und dimerisiert Bax [96, 97]. Es wird zum
Integralprotein im Mitochondrium und sorgt fiir die Freisetzung von Zytochrom C

aus dem Zellorganell [98].

1.3.4 FaslL

Apoptotische intrazellulire Mechanismen konnen durch extrazelluldre
Faktoren in Gang gesetzt werden, z. B. durch Bindung von Liganden an ihre
Membranrezeptoren, den sogenannten Todesrezeptoren [99]. Zu diesen Faktoren
gehort FasLigand (FasL, syn. APO-1L, CD 95L = cluster of differentiation 95L)
und sein Rezeptor Fas (= griech.: das von Gottern erlaubte, syn. = APO-1,
CD 95). Bindet FasL an Fas, kommt es zur Auslosung von intrazelluldren
Mechanismen, die zur Aktivierung von Caspase 8 und damit zur Auslésung von

Apoptose fithren (kiss of death) (s. Abbildung 5 u. review [62, 63]). FasL wird auf
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Grund seines Autbaus zur Gruppe des Tumornekrosefaktors (TNF) gezéhlt [100]
und besitzt eine Grofle von 37 kDa [101]. Es ist ein Membranprotein, das sich
auch in l16slicher Form im interzelluliren Milieu befindet. Die 16sliche Form
verursacht moglicherweise die Blockierung von Fas durch Bindung an Fas ohne

Vermittlung eines ,, Todessignals* [64].

Die Expression von FasL wird durch verschiedene Mechanismen reguliert (z. B.
durch den Transkriptionsfaktor NF«xB) [81, 102]. In zahlreichen Geweben ist das
Fas/FasL-System unter physiologischen und pathologischen Bedingungen

relevant:

e Es dient zum Ausgleich der Zellhomdostase, z. B. zur Entfernung von
Epithelzellen [103] und reifer Lymphozyten nach Beendigung der

Inflammation [63].

e FasL wird vor allem von zytotoxischen T-Zellen und Natiirlichen
Killerzellen, zur Abwehr von Bakterien, Viren und karzinomatésen Zellen
gebildet. Des Weiteren wird es von Monozyten und Makrophagen
exprimiert [104].

e In Auge und Testis dient die Bildung von FasL der Abwehr von
Immunzellen. Das FasL-tragende Gewebe bewirkt in den Fas-
prasentierenden Lymphozyten die Auslésung des programmierten

Zelltodes [105].

e Die Produktion von FasL in Tumorzellen verhindert die Eliminierung der
Zellen durch Leukozyten, wahrscheinlich durch Apoptose-Aktivierung in

den Immunzellen [106].

e Die Dysregulation von Fas/FasL flihrt zu einigen Erkrankungen
(Autoimmunerkrankungen, Leukdmien, chronisch viralen Infektionen) und

bietet dadurch mogliche therapeutische Ansatzpunkte [107].

24



Einleitung

1.3.5 Akt

Bei Akt handelt es sich um eine Serin-Threonin-Kinase, die in in drei
Isofomen existiert. Die Funktion von Akt (auch PKB = protein kinase B- oder
RACPK = related to A and C protein kinase) in einer Zelle betrifft den Einflufl
auf Zellmetabolismus, -wachstum, -iiberleben und Transkription [71]. Akt
unterdriickt in zahlreichen Zellarten Apoptose, die ausgelost wird durch DNA-
Schadigung, Zelladhdsionsverlust, Zellzyklusstérungen wu.a. [69, 70]. Die
Stimulierung von Akt erfolgt iiber verschiedene Mechanismen (s. review [108]).
Stimuli wie H,0O,, Hypoxie und eine erhdhte Druckbelastung induzieren z.B. im
Herzen Apoptose. Spezifische Hormone, Wachstumsfaktoren und Zytokine
wurden identifiziert, die kardioprotektiv vor z.B. einer Ischdmie wirken. Die
meisten der protektiven Faktoren erreichen das iiber eine Aktivierung von Akt

[109].

Akt kontrolliert Zelliiberleben durch die direkte, transkriptionelle und

metabolische Regulation bestimmter Faktoren (s. Abbildung 6).

e Akt ist in einigen Geweben befdhigt Bad, ein proapoptotisches Protein der
Bcl-2-Familie, zu phosphorylieren. Die antiapoptotischen Bcl-Mitglieder
Bcl-xL und Bcl-2 werden dadurch freigesetzt und konnen nun ungehindert

wirken und das Zelliiberleben fordern [70].

e Akt phosphoryliert und inaktiviert die proapoptotische Caspase-9,

eventuell an seinem katalytischen Zentrum [110].

e Aktivierte Proteine der Forkhead-Familie regulieren Apoptose durch
Transkription von Todesgenen, z.B. FasL. In Abwesenheit von
Uberlebensfaktoren wandern die Forkhead-Familienmitglieder zum
Zellkern und initiieren die Genexpression. Uberlebensfaktoren fiihren
mittels Akt zu deren Inaktivierung und Sezernierung in das Zytoplasma

[65].
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e Akt ist in der Lage, IKK a (I-kappa-B-Kinase-a) zu phosphorylieren.
IKK o kann ihrerseits NF«kB aktivieren durch Abspaltung von IxB [111].

e p53 wird durch Akt inhibiert. Aktives p53 ist befdhigt, die Transkription
von bestimmten Genen zu induzieren, z. B. der proapoptotischen Bcl-2-

Familienmitglieder wie Bax.

1.3.6 NFkB und IkB

Nuclear factor kB (NFkB) steht fiir eine Gruppe von Homo- oder
Heterodimeren aus strukturell verwandten Proteinen der NFxB/Rel-Familie.
NF«B wurde urspriinglich als ein Transkriptionsfaktor fiir B-Zell-spezifische
Genexpression beschrieben, der an den ,Enhancer der «-Kette des
Immunglobulins bindet [112]. Heute ist sein Einfluss auf zahlreiche Gene und
sein ubiquitdres Vorkommen in verschiedenen Geweben bekannt. Aktivatoren
von NFkB sind z. B. Mikroorganismen, Zytokine und oxidativer Stress. NFkB
reguliert die Expression von Zytokinen, Chemokinen, Adhisionsmolekiilen,
MHC-Antigenen und proinflammatorischen Enzymen (s Abbildung 7) (s. review
[73]). Aktives, DNA-bindendes NF«kB ist ein Dimer aus zwei Proteineinheiten
[113]. Am héufigsten wurde das Dimer aus p50 und RelA (p65) studiert, auch
wenn einige andere Homo- und Heterodimere beschrieben werden konnten [113].
Der Unterschied der NFkB-Dimere soll in der Fihigkeit liegen, differente DNA
Ziele zu erkennen und damit Genexpression unterschiedlich zu regulieren.
Weitere Unterschiede beinhalten Zelltyp-Spezifitdt, differente zelluldre
Lokalisationen, ungleiche Interaktionen mit IxB und divergierende

Aktivierungswege [113].

In ruhendem Zustand ist NFkB im Zytoplasma an IxkB (Inhibitor of Nuclear factor
kB) gebunden, dadurch wird sein Eintritt in den Nukleus und die folgende DNA-
Bindung verhindert. Unterschiedliche IxB-Varianten sind beschrieben [75].
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Durch z. B. Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und Degradation von IxkB wird
NF«kB von IkB getrennt und NFkB kann die Transkription von Genen fordern

[74].

1.3.7 iNOS

iNOS (induzierbare NO-Synthase, syn. NOS2) ist die induzierbare Isoform
der Familie der Nitritoxidase Synthasen (NOS), welche die Bildung von NO
(Stickstoffmonoxid) aus L-Arginin katalysieren [114]. Eine gesteigerte
Produktion von NO nach Induktion durch iNOS ist vermutlich verantwortlich fiir
die kardiale Dysfunktion bei zahlreichen Erkrankungen, wie das SIRS (systemic
inflammatory response syndrom), der entziindlichen Myokarditis, kardialer
allogener Abstolung und einige andere Formen des kardialen Organversagens

[115].

NOS existiert in drei Isoformen: induzierbare NOS (iNOS), endotheliale NOS
(eNOS) und neuronale NOS (nNOS oder bNOS= brain NOS). Alle drei werden
durch verschiedene Gene codiert [76, 77]. Im gesunden Herzen sind bNOS and
eNOS in basalem Level priasent- bNOS in kardialen Ganglion- und Nervenzellen
und eNOS in Arterien, Venen und Kapillaren- wéhrend alle drei Isoformen im
kranken Herzen messbar sind [77]. Die Expression von iNOS als Folge der
Stimulation durch Zytokine wurde urspriinglich in Makrophagen beobachtet, es
war beteiligt an der durch NO-verursachten Zellschiddigung und Apoptose. iNOS
mediiert die zytostatische und zytotoxische Effektorfunktion von aktivierten
Makrophagen und kann eine grole Menge an NO produzieren [116]. Weiterhin ist
bekannt, dass iINOS wunter bestimmten Bedingungen auch von glatten
Muskelzellen, Kardiomyozyten [117] und Endothel [77] expremiert wird und die
Induktion von Apoptose durch Synthese von NO in mehreren Zellarten zur Folge

hat [78].
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1.4 Fragestellung

Physiologischerweise gibt es ein Gleichgewicht zwischen Zellwachstum
und Zelltod. Dieses Gleichgewicht spielt eine entscheidende Rolle fiir den Erhalt
der Gewebshomoostase. Apoptose, auch programmierter Zelltod genannt, stellt
einen physiologischen Prozess zur selektiven Eliminierung von unerwiinschten
korpereigenen und -fremden Zellen dar. Es gibt Hinweise darauf, dass Apoptose
auch bei akuter AbstoBung von Bedeutung ist [118-120]. In dieser Arbeit wurden
Apoptose und die biochemischen Signalwege des programmierten Zelltodes an
einem etablierten, vollstindig allogenen Rattenherztransplantationsmodell

untersucht.
Schwerpunkt der vorliegenden Untersuchung liegt auf folgenden Fragestellungen:

e Kommt es im Verlauf der akuten AbstoBung in dem hier verwendeten
Rattentransplantationsmodell zur Apoptose? Wenn ja, in welchen Zellen

(Kardiomyozyten oder Immunzellen) und in welchem Ausmaf3?

e Welche Mechanismen mit Apoptoseinduzierenden oder —hemmenden
Faktoren spielen dabei eine Rolle? Folgende Faktoren wurden dazu
untersucht und ihr mdglicher EinfluB aufeinander erdrtert: iNOS, Bax,

Bcl-2, FasL, Akt, NFkB, IkB, Caspase 3, Procaspase 3
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2 Material und Methode

2.1 Tiermodell

In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurde das Wistar-Furth (WF,
RT1Y) zu Lewis (LEW, RT1%) heterotope, allogene Transplantationsmodell
verwendet. Das heterotope Modell ist das Standardmodell fiir immunologische
Untersuchungen seit den 70iger Jahren [121]. Ménnlichen WF-Inzuchtratten
wurden Herzen entnommen und heterotop ménnlichen LEW-Inzuchtratten
implantiert. Die Organe wurden an die grofen Bauchgefifle angeschlossen, in
einem ,,Non-working-heart“-Modell. ~Dieses Modell ist optimal fiir
immunologische Prozesse. Nach erfolgter Transplantation wird das arterielle Blut
dem Transplantat via Aorta abdominalis in den Aortenstumpf zugefiihrt. Der linke
Ventrikel wird retrograd gefiillt, und die Koronarien, die direkt oberhalb der
Seminularklappen an der Aorta im sogenannten Bulbus aortae entspringen,
werden gleichzeitig mit dem arteriellen Blut versorgt. Damit ist die
Sauerstoffversorgung des Herzmuskels durch die Koronarien iiber das kapillare
Bett gegeben. Auf der venodsen Seite des Kapillarsystems wird das Blut
gesammelt und gelangt iiber den Sinus coronarius in den rechten Vorhof und
danach in den rechten Ventrikel. Von dort wird das Blut iiber die vendse
Anastomose iiber den Stumpf des Truncus pulmonalis in die Vena cava caudalis

geleitet.

Die beiden Tierstimme unterschieden sich vollstdindig in ihren MHC-
Ausprigungen (allogene Transplantation). Um akute AbstoBung innerhalb von
Tagen zu erreichen, wurde den Empfénger-Tieren keine Immunsuppression
verabreicht. In einem in-vivo Versuch wurde der optimale Abstoungszeitpunkt
der Transplantate bestimmt. Darauf aufbauend konnte dann der Zeitpunkt
definiert werden, wann die Organentnahme fiir die in-vitro Versuche erfolgen
sollte um die Frithphase, die Intermedidrphase und die Spétphase der AbstoBung

untersuchen zu konnen. Zum Vergleich dienten fiir alle in-vitro Versuche
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nichttransplantierte WF-Ratten-Herzen und sowie Isotransplantate (LEW zu
LEW). Auf eine intraoperative Antibiotikaprophylaxe wurde verzichtet. Wahrend

der gesamten Studie wurden keine Infektionen beobachtet.

2.1.1 Herkunft und Betreuung der Tiere

Als Spendertiere dienten minnliche Ratten des Inzuchtstammes Wistar-
Furth (WF, RT1Y) mit einem Gewicht von 175-225g. Als Empfingertiere wurden
minnliche Ratten des Inzuchtstammes Lewis (LEW, RT1%) mit einem Gewicht
von 300-325g verwendet. Die Tiere wurden vom Tierzuchtlabor Harlan
Winkelmann (Borchen) bezogen. Mit Ausstellung eines Gesundheitszeugnisses
versicherte das Labor, dass die Ratten sich bei Lieferung im gesunden Zustand
befanden. Die Haltung der Tiere erfolgte in einem klimatisierten Tierstall mit
konstantem Tag-Nacht-Rhythmus, betreut von einer ausgebildeten Tierpflegerin.
Maximal zwei Tiere wurden in Kéfigboxen gehalten, mit freiem Zugang zu
Wasser aus Trinkflaschen und pelletierter Fertignahrung (Altramin,

Labortierservice, Lippe).

2.1.2 Versuchsgenehmigung

Die ,,Genehmigung zur Durchfiithrung von Versuchen an Wirbeltieren®
wurde uns unter dem Aktenzeichen VI 63-19¢20-15 (1) GI 20/10-Nr. 38/2002
erteilt.
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2.1.3 Heterotopes, allogenes Transplantationsmodell

2.1.3.1 Vorbereitung

Alle Eingriffe wurden an narkotisierten Tieren durchgefiihrt mit
Verwendung von inhalativen Isofluran (Forene, Abbott, Wiesbaden) und Ketamin
(Ketanest, Insera, Freiburg: 10mg/100 g KG i.m.) in Kombination mit
Xylazinhydrochlorid (Rompun, Bayer, Leverkusen: 1.0 mg/100 g KG i. m.) als

Anaesthetikum.

Die narkotisierten Tiere wurden im Bereich des Thorax und Abdomens rasiert und

in Riickenlage fixiert.

2.1.3.2 Operationsprotokoll der Herztransplantation

Nach Erreichen einer addquaten Narkosetiefe mit vollstdndiger Analgesie
erfolgte die mediane Laparatomie. Das Darmkonvolut wurde in mit
Kochsalzlosung (isotone NaCl-Losung, Roth, Karlsruhe) getrankten Kompressen

nach extraabdominal mobilisiert.

Die groflen BauchgefiBle, Aorta abdominalis und Vena cava caudalis wurden
dargestellt und mit Haltefdden, Perma-Handseide® (Ethicon, Briissel, Belgien,
schwarz, geflochten, 4-0) umschlungen. In die so freigelegten Gefdlle wurde
mittels einer mikrochirurgischen Schere eine Incision gesetzt. Die fiir die
Anastomose verwendeten Nadel-Faden-Kombinationen, Prolene® (Ethicon, 0,5
metric, 7-0) wurden schon mit dem ersten Stich an den Gefaflen befestigt, um so

die Positionierung des Transplantates zu erleichtern.

Parallel wurde das Spendertier betdaubt (Isofluran, per Inhalationem) und das Herz
entnommen. Hierbei wurden nach medialer Laparatomie und anschlieBender
Durchtrennung des Zwerchfells simtliche Rippen moglichst dorsal durchtrennt
und das Herz freigelegt. Alle Gefdlle des Herzens wurden bis auf den Truncus

Pulmonalis und die Aorta descendens mit Perma-Handseide®™ legiert. Die grofien
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Gefalle, iiber die spiter das Transplantat an das Empfiangertier anastomosiert
wurde, wurden mit einem schnellen Scherenschlag, moglichst gerade, durchtrennt.
Ab diesem Zeitpunkt begann die Ischdmiezeit. Das entnommene Herz wurde mit
ca. 3 -5 ml einer Pufferlosung antegrad durch die Aorta perfundiert, wobei sich
das Herz blass farbte und die Herzgefil3e ,,ausgewaschen* wurden. Dabei wurden
mit der Kaniilenspitze die Klappen, sowohl die GefaBBklappen wie auch die
Atrioventrikularklappen, zerstort. Das Herz wurde wéhrend der Ischimie in mit

Pufferlosung getrankter Gaze feucht gehalten.

Das entnommene Herz wurde anschlieend nach der Technik von ONO et al.[121],
modifiziert nach SCHMID et al. [122] mittels mikrochirurgischer Technik End-zu-

Seit an die groen Bauchgefdfle des Empfingertieres angeschlossen.

Dabei wurde jeweils eine fortlaufende Naht benutzt. Nach Freigabe der
Blutzirkulation fiillten sich die Koronarien sofort mit Blut und innerhalb der

ersten Minute begann das Herz spontan zu schlagen.

Mit der Reperfusion des Transplantats endete die Ischdmiezeit, die ca. 25 Minuten
(24,7+2,1 min.) dauerte. AnschlieBend wurde die Bauchdecke des
Empfangertieres zweischichtig verniht (die Naht des Musculus rectus abdominis

und die Hautnaht erfolgte mit 3-0 Vicryl-Faden (Ethicon)).

2.1.3.3 Uberwachung der Transplantatfunktion

Zur Feststellung des definitiven AbstoBungszeitpunkts wurde tiglich die
Transplantatfunktion palpatorisch beurteilt (n=7 Iso- und Allotransplantate) und

eingestuft in einen Score mit vier Gradeinteilungen (s. Tabelle 2).
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Tabelle 2: Palpationsscore

Grad 3: Kriftige, rhythmische Kontraktionen palpabel; bei narkotisierten
Tieren sieht man das Transplantat durch die Bauchdecke schlagen

Grad 2: Rhythmische Kontraktionen palpabel

Grad 1: Minimale palpable Kontraktion; nach  Abdomeneréffnung
rhythmische Restaktivitdt zu sehen

Grad 0: Keine palpablen Kontraktionen; nach Erdéffnung des Abdomens
keine Aktivitit des Transplantates mehr zu sehen

2.1.3.4 Operationsprotokoll der Gewebeentnahme

Die transplantierten Herzen wurden den Empfingertieren zu definierten
Zeitpunkten (an Tag 1, 3, 6 nach Transplantation, n=4 je Gruppe) entnommen und

weiter aufbereitet.

Unter Isoflurannarkose wurde bei dem auf dem Riicken fixierten Tier ein vom
Xiphoid nach kaudal verlaufender, etwa 10 cm langer Schnitt gelegt und das
Abdomen erdffnet. Dann wurde das transplantierte Herz entnommen. Die
Herzspitze wurde abgetrennt und in 4 gleich grofle Gewebestiicke geteilt. In
2,0 ml Eppendorfhiitchen (Safe-Lock-Tubes®, Eppendorf, Hamburg) wurden sie
bei — 80 °C aufbewahrt. Das restliche Organ wurde transversal in 3 gleichgrof3e
Teile geteilt und mittels Tissue-Tek®™ (O.C.T., 4583 Compound, Sakura Fine
Technical) auf Korkpldttchen (Roth, Karlsruhe) aufgebracht, vollstindig mit dem
Gewebekleber bedeckt und anschlieBend wurde das Priparat in Isopenthan
(primdres Kryogen, Roth, Karlsruhe) schockgefroren. Die Probe wurde bei

- 80 °C bis zur weiteren Analyse aufbewahrt.
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2.2 Histologie/ Immunhistochemie

2.2.1 Gewebefarbung mit Elastika-Hamatoxylin-Eosin

Von den schockgefrorenen Gewebeproben (n=4/Gruppe) wurden an einem
Kryostat (CM 1900, Leica, Wetzlar) 6 pm dicke Gewebeschnitte auf Objekttrager
aufgezogen. AnschlieBend wurden die Priparate in gekiihltem Aceton (4 °C,

Merck, Darmstadt) fiir 10 min fixiert und sofort bei —20 °C eingefroren.

Zur Beurteilung der Gewebeschnitte wurde eine konventionelle Fiarbung mit
Himatoxylin und Eosin (Hdmalaun® und Eosin, Merck, Darmstadt) kombiniert
mit einer Elastica van Gieson-Féarbung (Resorchin-Fuchsin, Chroma, Kdngen)
durchgefiihrt (s. Tabelle 3). Die Beurteilung der Priparate erfolgte mit einem
Lichtmikroskop der Fa. Leica (DMRB, Wetzlar).

Farbeprotokoll Elastica-Himatoxylin-Eosin (s. Tabelle 3):

. 20 min Resorcin-Fuchsin-Losung (Chroma, Kéngen)

. 1 min mit H,O spiilen

. 1 min 96 % Ethanol

. 1 min 70 % Ethanol (Ethanol absolut, Sigma-Aldrich, Seelze)

. spillen mit destilliertem H,O (Aqua ad iniectabilia = A.dest, Baxter,
UnterschleiBheim), 5 min in Aqua dest. stehen lassen

. 5min in Himalaun®-Losung (Mayers Himalaunlosung, Merck,
Darmstadt)

. spiilen in Aqua dest.

. 5 min in Leitungswasser blauen

. 45 sek in Eosin

. kurz in Aqua dest. spiilen

. Aufsteigende Alkoholreihe: 1 min 70 % Ethanol, 1 min 70 %, 2 x 1 min
96 %, 1 min in 100 %, 1 min in 100 % Ethanol
. Einbetten in Glycergel (Mounting Medium, Dako, Hamburg), abdecken
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Tabelle 3: Losungen fiir die Elastika-Himatoxylin-Eosin-Farbung

Eosin-Gebrauchslsg. | 1 Teil Eosin-Lsg. (2 g Eosin (Merck, Darmstadt) in
100 ml 96 %-Alkohol)

1 Teil 70 %-Alkohol (Ethanol absolut, Sigma-Aldrich,
Seelze)

5 Trpf. Eisessig/100 ml (Merck, Darmstadt)

2.2.2 Immunhistochemische Farbung von iNOS

Bei der immunhistochemischen Farbung werden spezifische Antigene mit
Antikorpern markiert und mit einem Detektionssystem dargestellt. Um die
Reaktion eines Antigens mit einem spezifischen Antikorper sichtbar zu machen,
wird der Antikérper an ein Enzym gekoppelt, welches anschlieBend bei
entsprechendem Substratzusatz eine Férbereaktion auslost. Man unterscheidet
eine direkte und indirekte Farbemethode. Bei der direkten Methode wird ein
Antikdper verwendet, der spezifisch gegen ein bestimmtes Antigen gerichtet ist.
Bei der indirekten Methode werden zunidchst unkonjugierte Antikérper an ein
Antigen gebunden, die im zweiten Schritt mit einem enzymgekoppelten

Sekundérantikrper reagieren.

Zu den indirekten Verfahren gehdrt auch die hier verwendete Methode. Dabei
wird die Bindung des Primirantikorpers an das Antigen indirekt iiber die
Férbereaktion des Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-
Komplexes (APAAP-Komplex, Dako, Hamburg) mit einem Substrat
nachgewiesen. Bei dieser Methode werden 3 Antikorperlosungen eingesetzt: der
Primir-Antikorper, der Briicken-Antikorper (Sekundérantikorper, er verbindet den
Primar-Antikérper mit dem APAAP-Komplex) und der APAAP-Komplex
(Enzym-Immunkomplex, bestehend aus alkalischer Phosphatase und anti-
Alkalischer Phosphatase Antikorper). Zur Visualisierung der gebundenen
Antikdrper wurden die Priparate in eine neufuchsinhaltige Losung gegeben.

Durch die Phosphatgruppe am  Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-
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Phosphatase-Komplex wurde hierbei eine Neufuchsin-Diazo-Firbereaktion

(Enzym-Substrat-Reaktion) katalysiert.

Tabelle 4: Losungen der Immunhistologie

Waschlosung

18 g Tris-Base (Sigma, Deisenhofen)
137 g Tris-HCI (USB, Cleveland, USA)
175 g NaCl (Roth, Karlsruhe)

ad 20 1 A.dest (Baxter)

pH 7,4-7,6

Neufuchsin-Lsg.

187,5 ul 5 % Neufuchsin (Aldrich Chemie)

19,2 mg Na-Nitrit (Fluka) in 480 ml A. dest (Baxter) +
66 ml Entwicklungs-Trispuffer

23,25 ml AMPD

37,5 ul Levamisol + 46,5 mg Naphthol-AS-Bi-phosphat
(Fluka)

562,5 ul N,N-Dimethylfornamid (Sigma)]

0,05 M
Entwicklungs-
Trispuffer

4,9 g Tris-Base (Sigma)
1,5 g Tris-HCI (Sigma)
8,7 g NaCl (Serva)

ad 11 A. dest (Baxter)
pH 8,7

AMPD-Levamisol-
Lsg.

25 mg Levamisol (Sigma)
15,5 ml 0,2 M-2-Amino-2-methyl-1,3-propandiol

0,2 M-2-Amino-2-

methyl-1,3-propand.

21 g AMPD (Serva)
1 1 A. dest (Baxter)

5 % Neufuchsin

5 g Neufuchsin (Aldrich-Chemie)
100 ml HCI (2N, Roth)
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Tabelle 5: Antikorper der Immunhistologie

Anti-iNOS Rabbit-anti-rat IgG, Dianova (Hamburg), Verdiinnung
1:500

Verbindungs-AK Rabbit-anti-mouse IgG, Dako (Hamburg), Verd. 1:200

Zweit-AK Mouse-anti-rabbit IgG, Dako (Hamburg), Verd. 1:500

Farbeprotokoll iNOS (s. Tabelle 4 und 5)

. Inkubation der Préparate fir 45 min mit iNOS und verdiinntem
Rattenserum (1:750, Sigma, Deisenhofen)

. mehrmaliges Spiilen mit der Waschlosung

. 20 min inkubieren mit dem Zweitantikdrper, einem Verbindungsantikorper
und verdiinntem Rattenserum

. mehrmaliges Spiilen mit der Waschlosung

. Zugabe des APAAP-Komplexes (1:50, Dako, Hamburg), 20 min

inkubieren
. mit H,O spiilen
. die Priparate fiir 30 min in eine Neufuchsinhaltige Losung geben
. erneutes Spiilen mit H,O
. Gegenfirbung mit Himalaun® (Merck, Darmstadt) fiir 25 sec
. Blduen unter Leitungswasser

AnschlieBend erfolgte die Analyse der Priparate an einem Lichtmikroskop (Leica
DMRB, Wetzlar). Es wurden 20 unterschiedliche Gesichtsfelder (10 pro Ebene)
bei 400 facher VergroBerung ausgezihlt. Als Positivkontrolle dienten mit LPS-
stimulierte kardiale Priparate (Lipopolysaccharid, Sigma-Aldrich, Deisenhofen).
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2.3 Apoptosenachweis

In apoptotischen Zellen schneiden endogene Nukleasen die nukledre DNA
in den Bereichen zwischen den Nukleosomen. Die Grofle der entstehenden
Fragmente betréigt ca. 180 bp (= der Grofle eines Nukleosoms) oder ein Vielfaches
davon. Diese DNA-Fragmentierung (Strangbriiche) ist ein charateristisches
Merkmal fiir Apoptose und kann damit zur Identifizierung apoptotischer Zellen

und deren Differenzierung zu nekrotischen Zellen herangezogen werden.

2.3.1 DNA-Laddering

Die Fragmentierung der nukleiren DNA zu Mono- und Oligonucleosomen
kann durch Analyse der DNA auf einem mit Ethidiumbromid versetztes
Agarosegel gezeigt werden (DNA-Strickleiter, DNA-Laddering). Sind in der
untersuchten Population Zellen apoptotisch, erscheint nach Farbung des Geles ein
charakteristisches, leiterdhnliches Bandenmuster, eine sogenannte DNA-
Strickleiter. Unfragmentierte DNA stellt sich als durchgéngiger ,,Schmier dar.
Erkennbar werden die Banden durch Zugabe eines fluoreszierenden,

interkalierenden Farbstoffes (Ethidiumbromid).

Die DNA wurde mit Hilfe eines DNA Laddering Kits (Tacs, R&D Systems,
Wiesbaden) aus dem Herzgewebe, entsprechend der Anleitung des Herstellers,
isoliert. 10 pg dieser DNA wurde auf ein mit Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe)
versetztes 1,5 %iges Agarose-Gel (s. Tabelle 6) aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte fiir 3 Stunden bei einer Spannung von 80 V in Tris-Acid-EDTA-(TAE-)
Puffer. Die DNA-Fragmente wurden auf einem UV-Transluminator (Biometra,
Gottingen) bei Licht der Wellenlinge 254 nm sichtbar gemacht und
photographiert.
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Tabelle 6: Losungen fiir den DNA-Leiter

1,5 % Agarosegel 3 g Agarose (Sigma, Deisenhofen)
120 ml 1x TAE-Puffer

1x TAE-Puffer 242 g Trisbase (Roth, Karlsruhe)

57,1 ml Eisessig (Merck, Darmstadt)

100 ml EDTA (0,5 M, pH 8,0, Merck)

ad 5 1 RNAse-freies A. dest. (Baxter, UnterschleiBheim)

2.3.2 Terminale-Deoxynucleotidyl-Transferase-mediated dUTP
Nick-End-Labeling (TUNEL-Assay)

Im Gegensatz zum DNA-Strickleiter werden beim TUNEL-Assay die
wiahrend der Apoptose entstechenden DNA-Strangbriiche direkt in der Zelle
nachgewiesen. Dafiir werden die DNA-Strangbriiche an ihrem freien 3’OH-Ende
durch eine terminale Deoxynukleotidyltransferase mit Fluoreszien-markiertem-

dUTP versehen.

Der TUNEL-Assay wurde mit dem In situ cell Death Detection Kit (Roche,
Mannheim) nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt. Die erste Betrachtung
der TUNEL-gefarbten Priparate erfolgte unter einem Fluoreszenzmikroskop

(DMRB, Leica, Wetzlar) bei 450 — 500 nm.

Tabelle 7: Verwendete Losungen

4 % Formalin (Roth, Karlsruhe)

0,1 % Triton X (Boehringer, Mannheim),

0,1 % Sodiumcitrat (Sigma, Miinchen),

Phosphat gepuffertes Salin (PBS, PAA Laboratories, Linz, Osterreich)
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2.3.3 TUNEL-Assay und Gegenfarbung

Im TUNEL-Assay konnen apoptotische Zellen nachgewiesen. Um zu
differenzieren, welche Zellart im Gewebe (Kardiomyozyten, Immunzellen etc.)
Apoptose aufweist, wurde der TUNEL-4ssay mit einer Gegenfdarbung kombiniert
(Doppelfarbung, Double staining). Dazu wurden die TUNEL-gefédrbten Schnitte
nach dem Férbeprotokoll mit einem Anti-Fluoreszenz-Antikdrper und dem oben

genannten APAAP-Komplex weiterbehandelt.

Farbeprotokoll der Gegenfirbung

. Anti-Fluoreszenz-Antikorper, mit Alkalischer-Phosphatase markiert
. Spiilen mit Waschlosung

. Fiir 20 min Zugabe des APAAP-Komplexes (Dako, Hamburg)

. mit H,O spiilen
. Gabe der Priparate in eine Neufuchsinhaltige Losung (s. Tabelle 4) fiir
30 min

. Spiilen mit H,O

. Gegenfirbung mit Himalaun® (Merck, Darmstadt) und Bliuen

2.3.4 Auswertung TUNEL-Assay und Gegenfarbung

Fiir den TUNEL-Assay und die Doppelfarbung wurden je Gruppe (native
Kontroll-Herzen, akute AbstoBung postoperativ Tag 1, 3, 6, Isotransplantate
Tag 6) n=4 Tiere verwendet. Es wurden 10 Gesichtsfelder bei 400facher
VergroBerung ausgezéhlt und die Zahl der apoptotischen Zellen pro 10
Gesichtsfelder berechnet.
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2.4 Protein-Analyse mittels SDS-Page und Western Blot

2.4.1 Proteinisolierung und Bestimmung der
Proteinkonzentration

Gewebeproben wurden mit Hilfe eines Pistells und eines Modrsers in
fliissigem Stickstoff zerkleinert. Die Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefal3
iberfiihrt und sofort auf Eis gestellt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 200 pl
White-Cell-Extraction-Puffer (WCE-Puffer) supplementiert und mit Proteinase-
inhibitoren (Aprotinin, Leupeptin, PMSF und DTT, s. Tabelle 8) versetzt. Nach
mehrmaligen schiitteln (Vortexer: Janke und Kunkel, Staufen) wurde die Probe
5min auf Eis inkubiert. Es erfolgte die Zugabe von 66 pl Triton X-1:10
(Boehringer, Mannheim) und eine erneute Inkubation auf Eis. Die vollstindige
Lyse der Zell- und Kernmembranen wurde mit Hilfe eines Ultraschallgerites
(Bandelin electronic, Berlin) erreicht. AnschlieBend wurden die Proben bei
14000 UpM und 4 °C fiir 20 min zentrifugiert (Eppendorf, Hamburg) und der
Uberstand (Proteinldsung) in eiskalte ReaktionsgeféBe aliquotiert und bei —80 °C

bis zur Analyse aufbewahrt.

Die Quantifizierung des Gesamtproteins erfolgte nach der modifizierten Methode
von LOWRY [123] mittels eines kommerziellen Kits (BioRad, Miinchen),
entsprechend den Herstellerangaben. Die Proben wurden als Doppelbestimmung
in 96er Mikrotiterplatten (Greiner-bio-one, Frickenhausen) detektiert. Zur
Berechnung der Proteinkonzentration wurde eine Standardreihe aus
Rinderalbumin (BioRad, Miinchen: 20 pg/ml) mitgefiihrt. Die photometrische
Auswertung erfolgte in einem ELISA-Reader bei 405 nm (Spectra II, SLT-

Labinstruments, Salzburg, Osterreich).
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Tabelle 8: Losungen fiir die Proteinisolierung

Lysepuffer 1 ml WCE-Puffer

10pul 100 mM DTT (Dithiothreitol, Sigma-Aldrich,
Steinheim)

5 ul 0,225 uM Leupeptin (Sigma-Aldrich)
1 ul 5 uM Aprotonin (Buchs, Schweiz)

S5ul 0,25M PMSF (phenyl-methan-sulfonséure-fluorid,
Sigma-Aldrich)

WCE-Puffer 0,2 ml 1 M Hepes pH 7,8 (Roth, Karlsruhe)

0,9 ml 5 M NaCl (Roth)

4 ul 0,5 M EDTA (Merck, Darmstadt)

0,1 ml 1 M Na;MoOy4 (Sigma-Aldrich, Steinheim),
2,5 ml Glycerin (Merck, Darmstadt)

ad 10 ml Aqua dest (Baxter)

Triton X 1: 10 Triton X 100 (Boehringer, Mannheim) 1:10 mit WCE-
Puffer verdiinnt

2.4.2 SDS-Page

Proteine wandern in einem elektrischen Feld, entsprechend ihrer
molekularen ~ GroBe, mit  unterschiedlicher = Geschwindigkeit.  Die
Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine ist dabei umgekehrt proportional zum
Logarithmus ihrer Molekiilmasse. Dieses Prinzip wird bei der diskontinuierlichen
SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-Page) [124] ausgenutzt. An Hand
eines  Molekulargewichtsstandards, ein Gemisch aus Proteinen mit
charakteristischer Grof3e, kann das spezifische molekulare Gewicht nach Gellauf

bestimmt werden.

In unseren Versuchen wurde als Tragermaterial ein Polyacrylamidgel verwendet
(AAG, Rotiphorese”, Roth, Karlsruhe). Das Gel bestand aus zwei Phasen, die sich

in PorengrofBe und pH-Wert unterschieden. Die Porengrofle wurde von der
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Konzentration des Gels an Acrylamid bestimmt. Die erste Phase, das Sammelgel
mit gréBeren Poren, fiihrte zur Anreicherung des Probenmaterials, die zweite
Phase, das Trenngel, durch seine Porenbeschaffung zur eigentlichen Auftrennung
der Proteine. Ein Zusatz an negativ geladenem Natriumdodecylsulfat (SDS,
sodium dodecyl sulphat, Roth, Karlsruhe) in Gel und Puffer fiihrte zur Entfaltung
der Proteine (Aufhebung der Tertidr- und Sekundirstruktur).

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde fiir Proteine mit
geringerer Molekiilgrofle ein 14 %iges Trenngel, fiir GroBere ein 10 %iges Gel (s.
Tabelle 9) verwendet. Zunichst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten
gegossen und mit A. dest iiberschichtet, um eine glatte Oberfliche zu erhalten.
Nach 20 min. wurde das Wasser entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel
geschichtet und ein Kamm zur Bildung von Geltaschen eingefiigt. Dieser wurde
nach Auspolymerisation des Gels entfernt. Die Polymerisierung der
Acrylamidlésungen wurde durch Zugabe von TEMED® (Roth, Karlsruhe) und
APS (Ammoniumperoxodisulfat, Roth, Karlsruhe) erreicht. Anschlieend wurde
das Gel in eine mit Elektrophoresepuffer (Laufpuffer, s. Tabelle 9) gefiillte
Gelelektrophoresekammer eingesetzt. Als Gelelektrophoresekammern wurden

Kammern von Firma Keutz (Reiskirchen) und BioRad (Miinchen) benutzt.

10 pg Proteinextrakt wurden mit Western-Blot-Auftragspuffer (s. Tabelle 9) im
Verhidltnis 1:1 gemischt und 5 min. bei 95°C erhitzt (Trio-Thermoblock,
Biometra, Gottingen). DTT (Dithiothreitol, Sigma-Aldrich, Steinheim) verhindert
die Zusammenlagerung einzelner Proteine. AnschlieBend wurden die Proben bei
14.000 UpM kurz anzentrifugiert und in die Taschen des Gels eingebracht. Als
Molekulargewichtsstandard ~ wurde  der  Rainbowmarker = (Amersham,
Braunschweig) verwendet. Die Elektrophorese erfolgte 18 h bei 27 V oder 1 h
45 min bei 100 V (Spannungsgerit Biometra oder BioRad).
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Tabelle 9: Losungen fiir die Polyacrylamidgelektrophorese

Trenngel 10 %, 14 % | 10 ml oder 14 ml AAG (Roth, Karlsruhe)
11,2 ml 1 M Tris (pH 8,8, Roth)

300 pul 10 % SDS (Roth)

8,7 ml A. dest. (Baxter)

24 pl Temed® (Roth)

300 pl 10 % APS (Roth, Karlsruhe)

Sammelgel 5 % 1,67 ml AAG (Roth, Karlsruhe)

1,25 ml 1 M Tris (pH 6,8, Roth)

100 ul 10 % SDS ( Roth)

8,7 ml A.dest ( Baxter, Unterschleilheim)
15 pl Temed® (Roth)

50 ul 10 % APS (Roth)

Ladepuffer 20 ml 1 M Tris (Roth, Karlsruhe)

80 ml 10 % SDS (Roth)

0,4 g Bromphenolblau (Sigma-Aldrich, Steinheim)
40 ml Glycerin (Roth)

60 ml Aqua dest (Baxter, UnterschleiSheim)

Western-Blot- 400 pl Ladepufter
Auftragspuffer 100 ul 100 mM DDT (Sigma-Aldrich)
5x Laufpuffer 30,2 g 25 mM Tris (Roth, Karlsruhe)

188 g 192 mM Glycin (Roth)
100 ml SDS 10 % (Roth)
ad 2000 ml Aqua dest (Baxter, Unterschlei3heim)
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2.4.3 Western Blot

Beim Western Blotting werden die elektrophoretisch getrennten Proteine
aus dem Gel auf die Oberfliche einer Nitrocellulosemembran transferiert [125].
Der Transfer der Proteine wird durch unterstiitzende Diffusion auf einen

sekundéren Triger erreicht (Western Blot).

Der Transfer wurde nach dem Verfahren des Semidryblottings im ,,Sandwich-
Aufbau* durchgefiihrt. Bei diesem Verfahren liegen Membran und Gel zwischen
zwei Platten (Graphit oder Platin iliberzogenes Titan), eingebettet in mit Puffer
durchdringtem Filterpapier. Zwischen den Platten wird das elektrische Feld
aufgebaut, das die Diffusion der Proteine von Gel zu Membran bewirkt.
Hydrophobe Wechselwirkungen sorgen fiir die Bindung der Proteine auf der

Membran und deren Immobilisierung.

Die PVDF-Membran (polyvinylidene difluoride, Immun BlotTM PVDF-
Membran 0,2 pm, BioRad, Miinchen) wurde zundchst fiir 20 sek. in Methanol
(Sigma-Aldrich, Seelze) gelegt, um die Bindung der Proteine auf die Membran zu
erhohen. Danach wurden Gel und Membran getrennt fiir 15 min in Western-Blot-
Transferpuffer (s. Tabelle 10) inkubiert und zusitzlich 6 auf Gelgrofie
zugeschnittene Whatman® Papierbogen (Schleicher und Schuell, Dassel) mit
Transferpuffer getrankt. AnschlieBend wurde alles in die Transferzelle des
Semidry-Blot-Gerites (Keutz, Reiskirchen oder BioRad, Miinchen) gelegt. Die
Transferzeit der Proteine dauerte fiir groBe Gele 1 h bei 400 mA oder 20 min bei
200 mA fiir kleine Gele.
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Tabelle 10: Losungen fiir das Blotting

Transferpuffer 3,02 g 25 mM Tris (Roth, Karlsruhe)

14,4 g 192 mM Glycin (Roth)

200 ml Methanol (Sigma-Aldrich, Seelze)

10 ml 10 % SDS (Roth)

ad 1000 ml Aqua dest (Baxter, Unterschleilheim)

2.4.4 Immunfarbung der Blot-Membran

Mit Hilfe einer Antikorper-gekoppelten Farbreaktion wurden spezifische
Proteine gefarbt. Um eine spezifische Erkennung der Proteine durch den
Primérantikdrper zu ermdglichen, muss zuvor ein Blockschritt durchgefiihrt
werden (s. unten). Der eigentliche Nachweis erfolgt durch einen zweiten
Antikorper, der mit Meerrettich-Peroxidase (HR-Peroxidase) markiert ist. Die
Zugabe von Luminol 16st in der ,,Enhanced-Chemiluminescence-Reaction* (ECL-
Reaktion) eine Chemilumineszenz aus, die iiber einen lichtsensitiven Film
detektiert wird. Die Schwirzung des Films ist dabei proportional zur Menge an

Protein.

Nach dem Blotten wurde die PVDF-Membran (Immun Blot PVDF-Membran
0,2 um, BioRad, Miinchen) zum Blockieren unspezifischer Banden fiir
mindestens 1 h in Blockungspuffer (5 %-Magermilch, s. Tabelle 11) inkubiert.
Das Blockieren erfolgte bei Raumtemperatur und, zur gleichmifBligen Verteilung
der Losung, bei 14 UpM auf einem Schiittler (Polymax 2040, Heidolph,
Deutschland). AnschlieBend wurde der in Blockungspuffer verdiinnte
Primérantikorper (s. Tabelle 12) iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Ungebundene
Antikorper wurden am nichsten Tag dreimal mit Waschpuffer gewaschen und die
Membran fiir 1 h mit dem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikorper (s. Tabelle 13)
bei 14 UpM fiir 1 h inkubiert. Daraufhin folgte der genannte Waschvorgang
erneut. Im letzten Schritt erfolgte die Zugabe der Chemilumineszenz (ECL-Kit,
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Amersham, Braunschweig) entsprechend der Herstellerangabe. Nach 5 min
Inkubation mit ECL plus bei Raumtemperatur wurde die Membran in
Frischhaltefolie eingeschlagen und ein Rontgenfilm aufgelegt. Der belichtete
Rontgenfilm wurde in der diagnostischen Radiologie bei Prof. Dr. med. RAU
entwickelt. Die Bandenstirke konnte mit Hilfe des Software-Programms

Scanpack 3.0 (Biometra) ausgewertet werden.

245 ,Strippen“ von Blotmembranen und Immunfarbung mit
Aktin

Zum Ausschlul von Ladungsungleichheit der Proben an Gesamtprotein
wurde die Membran gestrippt und anschlieBend mit Aktin (s. Tabelle 12)
inkubiert. Aktin ist ein Strukturprotein (internes Standardprotein), das in seiner
Konzentration in den verschiedenen Versuchsgruppen (native Kontroll-Herzen,
Tag 1, 3, 6) anndhrend gleich ist. Durch Anwendung einer Glycin-HCL-Lsung
(s. Tabelle 11) konnte die Membran zur erneuten Immunfirbung verwendet

werden.

Zunichst wurde die ECL plus Losung mit Hilfe von Waschlosung entfernt und
anschlieBend die Membran fiir eine Stunde in der Glycin-HCL-Losung bei
niedriger Umdrehung inkubiert. Nach einem kurzen Waschvorgang erfolgte fiir
1 h die Zugabe des Blockungspuffers (5 %-Magermilch, s. Tabelle 11). Uber
Nacht inkubierte die Membran dann in einer Anti-Aktin-Magermilchlosung. Es
erfolgte die Markierung der Banden mit einem Zweitantikdrper und anschlieSend
die Visualisierung der spezifisch gebundenen Antikdrperkomplexe mit Hilfe von

ECL plus.
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Tabelle 11: Losungen fiir das Markieren der Blot-Membran und das Strippen

5 % Magermilch

10 g Magermilchpulver (Skim milk powder, Fluka)
200 ml Waschpuffer

Waschpuffer

500 ml PBS 10x (Invitrogen, Paisley, Scotland)

5 ml TWEN 20 (Polyoxyethylene-Sorbitant-Monolaurate,
Sigma-Aldrich, Steinheim)

ad 5 1 A. dest. (Baxter)

Glycin-HCL-Lsg.

5 ml 1 M Glycin (Roth, Karlsruhe)
45 ml Aqua dest (Baxter)
500 ul HCL (Sigma-Aldrich, Seelze)

Tabelle 12: Primérantikorper zum Markieren der Blot-Membran

Anti-Bax- Rabbit-anti-rat, Santa Cruz (Santa Cruz, USA),
Verdiinnung 1: 2000, 21 kDa

Anti-Bel 2 Rabbit-anti-rat, Santa Cruz, Verd. 1: 2000, 26 kDa

Anti-FasL Mouse-anti-rat, Transduction Laboratories (Lexington,

Kentucky), Verd. 1:1000, 37 kDa

Anti-Caspase 3

Rabbit-anti-rat, Cell signaling (New England Biolabs
GmbH, Frankfurt), Verd. 1: 1000, 32 — 35 kDa

Anti-Cleaved-

Rabbit-anti-rat, Cell signaling, Verd. 1:1000, 17 + 19 kDa

Caspase-3

Anti-Akt Rabbit-anti-rat, Cell signaling, Verd. 1:1000, 60 kDa
Anti-NFxB Rabbit-anti-rat, Cell-signaling, Verd. 1:1000, 65 kDa
Anti-IkB-a Rabbit-anti-rat, Cell signaling, Verd. 1:1000, 41 kDa
Anti-Aktin Goat-anti-rat, Santa Cruz, Verdiinnung 1:1000, 43 kDa
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Tabelle 13: Zweitantikorper zum Markieren der Blot-Membran

1. Zweitantikorper Goat-anti-rabbit 1gG-HRP, Santa Cruz, Verd. 1:4000

2. Zweitantikorper Sheep-anti-mouse 1gG-HRP, Amersham (Braunschweig),
Verd. 1:2000

3. Zweitantikorper Rabbit-anti-goat 1gG-HRP, Santa Cruz, Verdiinnung
1:2000

2.4.6 Auswertung

Die Auswertung des Western Blots erfolgte mittels densitometrischer
Messung (ScanPac 3,0, Biometra). Zur Vergleichbarkeit der einzelnen Proben

wurden diese ins Verhiltnis zu Actin gesetzt.

Zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten nach Transplantation (Tag 1, 3
und 6 Tiere) wurden jeweils vier Herzen untersucht. Von jedem Herzen wurden
2-5 Western Blot-Analysen durchgefiihrt. Die daraus resultierenden Daten wurden

mit denen nicht transplantierter Herzen verglichen.

2.5 Semiquantitative RT-PCR

2.5.1 RNA-Isolierung

Die RNA-Extraktion erfolgte nach der Methode von CHOMCZYNSKI und
SAccCHI [126] mit dem Roti-Quick-Kit (Roth, Karlsruhe) nach den Angaben des
Herstellers. Die so gewonnene RNA wurde bei -80 °C gelagert.

Fiir die Bestimmung der RNA-Konzentration wurde die optische Dichte (O.D.)

der zu messenden RNA bei 260 nm und 280 nm photometrisch (Biophotometer,
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Eppendorf, Hamburg) gemessen. Die O.D. 260 nm gibt den Nukleinsdure-Gehalt
der Losung an, wihrend die O.D.280 nm den Proteingehalt ermittelt. Der
Quotient zwischen beiden optischen Dichten ist somit ein Mal} fiir die Reinheit
der RNA-Isolierung. Dieser sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Aus der
0.D. 260 nm einer Losung wurde die Konzentration an RNA wie folgt bestimmt:

0.D. 260 nm x 40 = RNA Konzentration in pg/ul.

2.5.2 Reverse Transkription

Um RNA mittels PCR quantifizieren zu knnen, muss diese zunéichst iiber
eine Reverse Transkription in komplementire DNA (cDNA) umgeschrieben
werden. Dabei macht man sich die Eigenschaften eines retroviralen Enzyms, der
Reversen Transkriptase, zunutze, welche aus einer RNA-Matritze eine
komplementidre DNA synthetisiert.

Zunichst wurde ein Mastermix (s. Tabelle 14) erstellt.

Tabelle 14: RT-Mastermix fiir die Reverse Transkription

RT-Mastermix 3 pul 15 nM Random Primer (Boehringer Mannheim)

10 pl 15 nmol randomisierte Hexanukleotide (Gibco BRL,
Eggenstein)

2 ul dNTP’s (Perkin Elmer, Norwalk)
5 ul 10 mM DTT (Dithiothreitol) (Gibco BRL)
1 ul 20 U RNAsin (Promega, Mannheim)

2ul 100U Reverse Transkriptase (moloney murin
leukemia virus reverse transcriptase) (Gibco BRL)

dNTP’s Je 1 mM von dATP, dCTP, dGTP und dTTP

1 pg/ul RNA-Losung wurde mit 23 pl Mastermix verschmischt. Die Synthese der
komplementidren DNA erfolgte in einem Thermozykler (Promega, Mannheim)
wihrend einer 60 miniitigen Inkubation bei 37 °C. Die Inaktivierung der Reversen
Transkriptase erfolgte bei 94 °C fiir 7 min. Bis zur weiteren Analyse wurde die

c¢cDNA bei —24 °C aufbewahrt.
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2.5.3 PCR

Die PCR-Technik ist eine in mehreren Zyklen ablaufende in-vitro-Technik
zur gezielten Vervielfaltigung spezifischer DNA-Abschnitte. Hierfiir werden
speziell angefertigte Oligonukleotidprimer eingesetzt, die die DNA-Zielsequenz
flankieren und der thermostabilen Taq-Polymerase als Startsignale dienen. Ein
PCR-Zyklus besteht aus drei Temperaturschritten, die repetetiv durchlaufen.
Neben der Bcel-2-cDNA wurde die cDNA des zellspezifischen Housekeeping-
Gens PBGD (Porphobilinogen deaminase) vervielfacht. In der Auswertung
erfolgte dann der Bezug der Ziel-RNA-Expression (Bcl-2) auf die von der Zelle
weitgehend konstant synthetisierte RNA-Sequenz (PBGD) durch Ermittlung eines

Quotienten.

Zur Polymerase-Kettenreaktion der synthetisierten cDNA wurden 2 pl cDNA mit
23 ul PCR-Mastermix (s. Tabelle 15) gemischt. Dabei wurde ein Mastermix fiir
den internen Standard (Housekeeping-Gen) PBGD (Porphobilinogen deaminase)
und ein fiir den Bcl-2-Primer verwendet. Die Sequenzen der Primer finden sich in
Tabelle 16. Die Proben wurden in einem Thermozykler (Promega, Mannheim) fiir

die Dauer der in Tabelle 17 angegebenen Temperaturen inkubiert.

Tabelle 15: PCR-Mastermix

PCR-Mastermix fiir | 19 pl RNAse-freies Aqua dest
PBGD 2,5 pl Transkriptionspuffer (Perkin Elmer, Norwalk)
2,5 ul ANTP's (Perkin Elmer)

1 pl 1 uM antisense Primer (Metabion)

1 pul 1 uM sense Primer (Metabion)

0,15 ul1 0,75 U AmpliTaq DNA Polymerase (Perkin Elmer)

PCR-Mastermix fiir | 16 ul RNAse-freies A.dest
Bel-2 2,5 pl Transkriptionspuffer (Perkin Elmer, Norwalk)
2,5 ul ANTP’s (Perkin Elmer)

2,5 ul 1 uM antisense Primer (Metabion)

2,5 ul 1 uM sense Primer (Metabion)

0,15 pl 0,75 U AmpliTaq DNA Polymerase (Perkin Elmer)
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Tabelle 16: Primersequenzen und Produktgrofie

PBGD | Sense 5°-CAA GGT TTT CAG CAT CGC TAC caA-3" | 135bp | Ref. [127]
Antisense 5'-ATG TCC GGT AAC GGC GGC-3°
Bcl-2 Sense 5'-CTG TAC GGC CCC AGC ATG CG-3’ 231 bp | Ref. [128]

Antisense 5'-GCT TTG TTT CAT GGT ACA TC-3'

Tabelle 17: Thermozyklerbedingungen

PBGD | 95 °C fiir 6 min, 35 Zyklen [95 °C fiir 20 sek., Annealing 59 °C fiir
30 sek., Extension 73 °C fiir 30 sek.] 73°C fiir 7 min
Bcl-2 95 °C fiir 4 min, 30 Zyklen [95 °C fiir 45 sek., Annealing 55 °C fiir

1 min, Extension 72 °C fiir 1 min] 72 °C fiir 4 min

2.5.4 Gel-Elektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der amplifizierten Nukleinsdure-

Fragmente erfolgte in TAE-Puffer bei 100 V fiir 1,5 Stunden. Zunéchst wurde ein

2,5 %iges Agarosegel (s. Tabelle 18) gegossen und nach Abkiihlen auf etwa 50 °C

mit 4 pl Ethidiumbromid versetzt. AnschlieBend wurde die Losung in eine

Flachbett-Gelkammer gegossen und zur Bildung von Geltaschen ein Kamm

eingefiigt. Nach Auspolymerisation wurde das Gel mit TAE-Puffer iiberschichtet,

der Kamm entfernt und die mit Probenpuffer (gel loading solution, Sigma-

Aldrich, Steinheim) im Verhéltnis 1:1 gemischte DNA in die Taschen des Geles

eingebracht. Fiir die GroBenbestimmung der DNA-Banden wurde ein DNA-

Marker (Hinf I1-Marker, Promega) in einer Konzentration von 1 mg/ml

mitgefiihrt.
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Tabelle 18: Losungen fiir die Gelelektrophorese nach PCR

4 % Agarosegel 1,25 g Agarose Gel (Sigma-Aldrich, Steinheim),
50 ml 1x TAE-Puffer

1x TAE-Puffer 242 g Trisbase (Roth, Karlsruhe)

57,1 ml Eisessig (Merck, Darmstadt)

100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0, Merck)

ad 5 1 RNAse-freies A.dest. (Baxter, Unterschlei3heim)

2.5.5 mRNA-Auswertung

Zur Visualisierung der Banden wurde das Gel UV-Licht exponiert, in einer
Geldokumentationsanlage  abgebildet, abfotografiert und zur weiteren
quantitativen Auswertung gespeichert. Die quantitative Auswertung erfolgte
densitometrisch unter Verwendung eines Geldokumentationssystems (Scan

Pac/Biometra).

2.6 Statistische Auswertung

In dieser experimentellen Arbeit wurden 5 verschiedene Gruppen
miteinander verglichen (native Kontroll-Herzen, Tag 1, 3, 6 nach Transplantation,
Isotransplantate Tag 6, je nach Fragestellung). Jede Gruppe dieser Untersuchung
enthielt n=4 Tiere. Jeder Versuch wurde mehrfach wiederholt und daraus der

Mittelwert gebildet.

Die statistische Erhebung erfolgte unter Zuhilfenahme des Statistikprogrammes
StatsDirect” Version 1.9.8 fiir MS Windows"”. Die Angaben der Daten erfolgte als
Mittelwert (MW) wund Standardfehler der Mittelwerte (SEM), bzw.
Standardabweichung (SD).
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Zur Berechnung statistisch signifikanter Unterschiede zwischen den Gruppen
wurde ein Rangsummentest, der Kruskal-Wallis-Test, angewendet. Werte von
p < 0,05 wurden als statistisch signifikant betrachtet und als *p < 0,05, **p < 0,01

und ***p < 0,001 angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Transplantatabsto3ung

Zur Untersuchung der Apoptose als Effektormechanismus der akuten
TransplantatabstoBung wurde das Wistar-Furth zu Lewis, vollstindig allogene
Transplantationsmodell verwendet. In einem ,,Non-working-heart“-Modell
wurden die Herzen mannlicher WF-Inzuchtratten an die groen Bauchgefdfie von
méinnlichen LEW-Inzuchtratten angeschlossen. Dieses heterotope
Herztransplantationsmodell ist seit den 70er Jahre das Standardmodell fiir
Untersuchungen der immunologischen Komponenten bei akuter und chronischer

AbstoBung [121].

In dieser Arbeit wurde zunichst palpatorisch in einem in-vivo Versuch der
Abstofungszeitpunkt der Transplantate bestimmt. Im nichsten Schritt wurden die
Transplantate fiir die in-vitro Versuche zu definierten Zeitpunkten entnommen,
um die Friihphase (Tag 1), Intermedidrphase (Tag 3) und Spatphase (Tag 6) der
AbstoBung zu erhalten. Die Priparate wurden histologisch aufbereitet und nach

Zeichen der akuten AbstofBung hin untersucht.

3.1.1 Kinetik der TransplantatabstoBung

Ohne immunsuppressive Therapie wurden die Transplantate innerhalb von
7 Tagen abgestolen. Mittels Palpationsscore wurde die Organfunktion der
transplantierten Herzen untersucht (Tabelle 2) und eine Uberlebenskurve erstellt
(Abbildung 8). Es zeigte sich, dass die transplantierten Organe 7 Tage nach

Transplantation keine zu erkennende Funktion mehr aufwiesen.
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Abbildung 8: Transplantatabstoflung in Prozent
die Abbildung zeigt die TransplantatabstoBung in Prozent. An Tag 7 zeigten alle
allogenen Transplantate keine Aktivitdt mehr. Die Isotransplantate iiberlebten unendlich

(n=4/Gruppe).

Zur systematischen Analyse der intrazelluldren Ereignisse wahrend der akuten
AbstoBung erfolgte die Explantation nach einem, drei oder sechs Tagen. Die
verschiedenen Tage der Organentnahme sollen verschiedene Ebenen der
AbstoBung kennzeichnen, Tag 1: Entnahme wihrend der Frithphase der
AbstoBung, Tag 3: Amplifikationsphase, Beginn der Effektorphase und Tag 6:
Effektorphase. Als Vergleichsgewebe dienten nicht transplantierte WF-Herzen

(native Herzen).

3.1.2 Histologischer Nachweis der TransplantatabstoBung

Ein Charakteristikum der akuten AbstoBung ist die progressive Infiltration
des Transplantatgewebes durch mononukledre Zellen [11, 25]. Die FElastika-
Hamatoxylin-Eosin-Féarbung diente zur Erfassung dieser Infiltration in die

Transplantate.
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Bei Analyse der gefarbten Schnitte (s. Abbildung 9) zeigte sich im Verlauf der
akuten Abstofung eine Zunahme an infiltrierenden, mononuklaren Zellen. Bereits
an Tag 1 lieB sich eine Perivaskulitis (Begleitentziindung um die Gefdf3e) und eine
O0dematdse Auflockerung des Myozytenverbandes feststellen. In der Folge der
Tage nahmen die Perivaskulitis und das Gewebsddem noch weiter zu. Tag 6-
Gewebe zeichnete sich zusétzlich durch stellenweise Fibrosierung und
Kardiomyozytenschiadigung aus. Zur Quantifizierung der gewebsinfiltrierenden
Zellen wurden immunhistochemische Farbungen verwendet. T-Lymphozyten und
Makrophagen spielen bei der zelluldren Immunitét eine entscheidende Rolle. Es
konnte ein hochsignifikanter Anstieg beider Zellgruppen im Laufe der AbstoBung
festgestellt werden [11].
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Abbildung 9: Elastika-H:imatoxylin-Eosin-Firbung

Zu sehen sind 4 reprasentative Bilder der jeweiligen Gruppe (Nativ, Tag 1, Tag 3 und Tag
6 nach Transplantation; VergroBerung 400fach). Die zelluldre Infiltration nahm im
Verlauf der akuten AbstoBung zu. Die Verdnderung in den allogenen Priparaten begann
an Tag 1 nach Transplantation mit einer Perivaskulitis. An Tag 3 stieg die Zahl der
mononukledren Zellen im Gewebe. Es kam zu einer zunehmenden Auflosung des
Myozytenverbandes. An Tag 6 war die Gewebestruktur stellenweise vollstindig zerstort

und von inflammatorischen Zellen durchsetzt.
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3.2 Apoptosenachweis

Apoptose ist ein energieabhidngiger Prozess, der sich dadurch auszeichnet,
dass die Zelle-genetisch programmiert-zu einer vorbestimmten Zeit stirbt. Der
Vorgang verlduft in Stufen, und ist deshalb moglicherweise beeinfluss- oder
umkehrbar [38, 40]. Apoptose wird durch folgende morphologische Kriterien
charakterisiert: Chromatinkondensation, DNA-Fragmentation, Bildung von

apoptotischen Korperchen und Zelllyse [44-47].

Zum Nachweis der DNA-Fragmentierung dienten zwei Verfahren: das DNA-
Laddering, ein qualitatives Verfahren, und der TUNEL-Assay. Mit Hilfe des
TUNEL-Assay konnte eine Quantifzierung der apoptotischen Zellen erfolgen und
anschlieBend mit einer Gegenfiarbung bestimmt werden, welcher Art die

apoptotischen Zellen waren.

3.2.1 DNA-Laddering

Ein Charakteristikum von Apoptose ist die Auftrennung der DNA in
Fragmente [42]. Diese kann im Agarosegel als spezifischer Leiter dargestellt

werden. Nichtfragmentierte DNA erscheint dagegen als durchgéngiger ,,Schmier®.

In den nativen Kontroll-Herzen konnten keine DNA-Spaltprodukte (s.
Abbildung 10) nachgewiesen werden. Tag 6 Transplantate wiesen dagegen das fiir
die Apoptose entscheidende Bild auf, d.h. die Spaltung der DNA in
Oligonukleosomen von 180 — 200 bp Lénge.
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Leiter
Nativ
Tag 6

Abbildung 10: DNA-Laddering
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2000 Der DNA-Laddering-Nachweis zur

1200 [ _' Bestimmung der DNA-Fragmentierung

800 zeigte an Tag 6 die charakteristische
Auftrennung der DNA in mehrere Banden,

400 bei den nativen Tieren lieBen sich die Banden

200 nicht voneinander trennen (n= 4/Tag).

100 |

3.2.2 TUNEL-Assay und Gegenfarbung

Eine weitere Methode zur Erfassung der DNA-Spaltprodukte ist der
TUNEL-4ssay. Die Fragmente wurden mit Fluoreszien markiert und die
fluoreszierenden Zellen konnten anschlieBend ausgezdhlt werden. Als
Vergleichsgewebe dienten native Organe und Tag 6 Isotransplantate. Bei den
Isotransplantaten handelte es sich um Transplantate, bei denen Spender und
Empfinger aus demselben Ratteninzuchtstamm entstammten. Sie dienten zur
Kontrolle, ob Ischimie und Reperfusion an Tag 6 fiir die Auslosung der akuten

AbstoBung eine Rolle spielte.

Im Vergleich zu Nativen Kontroll-Herzen und den Tag 6 Isotransplantaten konnte
eine Zunahme an apoptotischen Zellen an den Tagen 1, 3 und 6 nachgewiesen

werden (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Nachweis von apoptotischen Zellen mittels TUNEL-Assay
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Dargestellt ist die Anzahl an apoptotischen Zellen pro 10 Gesichtsfelder (n=4/Gruppe;

VergroBerung: 400fach)

Abbildung 12: TUNEL-Assay

Zu sehen sind 2 reprisentative Bilder der Gruppe nativer Kontroll-Herzen und Tag 6-

Herzen nach Transplantation.
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Zur Differenzierung welche Zellen (Kardiomyozyten, Immunzellen) apoptotisch
waren, wurde im AnschluB an den TUNEL-Assay eine zweite Férbung
(Doppelfarbung, mit Hilfe von Fluoreszenzantikdrpern und der APAAP-Methode)
durchgefiihrt. Mit einem Anteil von fast 50 % erwiesen sich die apoptotischen
Zellen als Kardiomyozyten (s. Abbildung 13), der Rest waren
transplantatinfiltrierende  Zellen. Des  Weiteren konnten 6%  aller
Herzmuskelzellen am Tag 6 nach Transplantation im Zustand der Apoptose

gesehen werden (s. Abbildung 14).

46%

[0 Apoptotische transplantatinfiltrierende Zellen
& Apoptotische Kardiomyozyten

Abbildung 13: Prozentualer Anteil der apoptotischen Kardiomyozyten an der
Gesamtzahl der apoptotischen Zellen

am Tag 6 nach Transplantation, nachgewiesen iiber TUNEL-Assay und Gegenfirbung
(MW + SD)
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00 Kardiomyozyten & Apoptotische Kardiomyozyten

Abbildung 14: Prozentualer Anteil der apoptotischen Kardiomyozyten an der
Gesamtzahl der Kardiomyozyten

am Tag 6 nach Transplantation, nachgewiesen iiber TUNEL-Assay und Gegenfarbung
(MW + SD)

3.3 Apoptoseregulation

Apoptose zeichnet sich durch eine starke Regulation durch Proteasen und
Nukleasen aus [37]. Verschiedene Signaltransduktionswege induzieren den
programmierten Zelltod [61, 66]. Zum Nachweis, welche Regulatoren wahrend
der akuten TransplantatabstoBung in diesem Modell relevant sind, wurden

folgende entscheidende Proteine untersucht:

e NF«B und IkB: Der Transkriptionsfaktor NFkB und sein Inhibitor IxB
sind im Zytoplasma aneinander gebunden. Trennt sich NFxB von IkB,
kann NFkB im Nukleus die Transkription von bestimmten Genen férdern,

die wichtig fiir Apoptose und Inflammation sind (s. Abbildung 7).
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e iNOS gehort zu den Genen, deren Expression von NFkB reguliert werden.
Wird iNOS vermehrt im Cytoplasma gebildet, ist es in der Lage,

Stickstoffoxid (NO) zu synthetisieren und somit Apoptose auszuldsen.

e Bax nimmt als proapoptotisches, cytoplasmatisches Protein der Bcl-2-
Familie an der Induktion von Apoptose durch Freisetzung mitochondrialer

Faktoren teil, die zur Aktivierung von Caspase 3 fiihrt (s. Abbildung 4).

e Bcl-2 ist ein Gegenspieler von Bax, es ist beteiligt an der Apoptose-
Hemmung. Das Gleichgewicht zwischen Bax und Bcl-2 ist wichtig fiir die

Zellhdmoostase (s. Abbildung 3).

e Caspase 3 ist hauptsdchlich fiir die Auslosung der morphologischen
Verdnderungen in einer apoptotischen Zelle verantwortlich. Thre Substrate
fiihren z. B. zur Chromatinkondensierung, DNA-Fragmentierung und zum

Kernzerfall.

e FasL kann als Transmembranprotein durch Bindung an seinen Rezeptor
Fas in bestimmten Zellen eine intrazellulire Kaskade auslosen, die den

programmierten Tod der Zelle verursacht (s. Abbildung 5).

e Akt wird intrazellular Uber verschiedene Mechanismen eine zellschiitzende

Funktion nachgesagt (s. Abbildung 6).

3.3.1 iNOS

Mit Hilfe der Immunhistochemie konnten iNOS-positive Zellen am Tag 1,

3 und 6 nach Transplantation und in nativen Kontroll-Herzen bestimmt werden.
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Abbildung 15: iNOS-Firbung

Zu sehen sind 2 reprisentative Bilder der Gruppe nativer Kontroll-Herzen und Tag 6-
Herzen nach Transplantation. Native Kontroll-Herzen wiesen fast keine iNOS-positiven
Zellen auf, am Tag 6 lieB sich eine deutliche Zunahme an positiven Zellen feststellen

(VergroBerung: 400fach).

Native Kontroll-Herzen wiesen fast keine iNOS-positiven Zellen pro Blickfeld
auf. Allogene Transplantate zeigten bereits am Tag 1 nach Transplantation eine
vermehrte Proteinexpression, am Tag 3 betrug die Zahl der iNOS-positiven Zellen
ca. 21 (£ 1,5) pro Blickfeld und am Tag 6 45 (£ 0,9).
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Abbildung 16: iNOS-Graphik
Dargestellt ist die Anzahl an iNOS positiven Zellen im Mittelwert pro Gesichtsfeld. MW
+SEM (n=4/Gruppe; VergroBerung: 400fach), * p <0.05

64



Ergebnisse

3.3.2 Bax und Bcl-2

Mit Hilfe des Western Blots konnte die relative Proteinmenge von Bax an
Tag 1, 3 und 6 nach Transplantation im Vergleich zu nativen Kontrollherzen
bestimmt werden. Bereits am Tag 1 zeigte sich ein signifikanter Anstieg von Bax
um das ca. 5 fache des Ausgangswertes mit einer weiteren Zunahme am Tag 3
und 6 um das 10-12 fache. Dagegen bestand kein signifikanter Unterschied

zwischen den Tag 3- und Tag 6-Transplantaten.
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Abbildung 17: Bax

Links: Western Blot von Bax und Actin (internes Standardprotein). Exemplarisch werden
2 Proben je Untersuchungsgruppe in einem reprasentativen Gel gezeigt.

Rechts: Densitometrische Auswertung des Western Blots. Relative Proteinmenge von

Bax an den Tagen 1, 3 und 6 nach Transplantation bezogen auf native Kontroll-Herzen.

MW £ SEM (n=4/Gruppe) ***p < 0,001
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Mit Hilfe des Western Blots konnte die relative Proteinmenge von Bcl-2 am Tag
I, 3 und 6 nach Transplantation im Vergleich zu nativen Kontroll-Herzen
bestimmt werden. An Tag 6 erreichte die Reduktion von Bcl-2 ein Viertel des
Ausgangswertes vor Transplantation. Dagegen bestand kein signifikanter

Unterschied in der Frithphase der akuten AbstoBung zu nativen Kontrollherzen.
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Abbildung 18: Bcl-2

Links: Western Blot von Bcl-2 und Actin (internes Standardprotein). Exemplarisch
werden 2 Proben je Untersuchungsgruppe in einem repréisentativen Gel gezeigt.

Rechts: Densitometrische Auswertung des Western Blots. Relative Proteinmenge von
Bcl-2 an den Tagen 1, 3 und 6 nach Transplantation bezogen auf native Kontroll-Herzen.

MW = SEM (n=4/Gruppe) *p < 0.05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

AnschlieBend wurde das Verhdltnis von Bcl-2 zu Bax berechnet. Den
Berechnungen zufolge kam es zu einem Abfall des Quotienten Bcl-2/Bax von den
nativen Kontrollherzen zu Tag 1 um das 8fache, zu Tag 3 um das 22fache und
Tag 6 um das 41fache. Es zeigte sich somit bereits ab Tag 1 ein Uberwiegen von
Bax iiber Bcl-2. Obwohl Bax sein Maximum bereits an Tag 3 erreichte, nahm der

Quotient Bcl-2/Bax bis zur Organabstofung weiter ab.
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3.3.3 Posttranskriptionelle Degradation von Bcl-2

Auf Proteinebene konnte eine Abnahme der Konzentration von Bcl-2
gefunden werden. Auf welchem Wege die Konzentrationsabnahme erfolgte, sollte
im Weiteren untersucht werden (posttranskriptionelle Degradation versus

transkriptionelle Regulation).

Mit Hilfe der semiquantitativen RT-PCR konnte die relative mRNA-Menge von
Bcl-2 am Tag 1, 3 und 6 nach Transplantation im Vergleich zu nativen Kontroll-
Herzen bestimmt werden. Es zeigte sich zwischen den einzelnen Gruppen kein

signifikanter Unterschied hinsichtlich Bcl-2.
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Abbildung 19: Bcl-2-PCR

Links PCR-Produkte auf Agarosegel von Bcl-2 und PBGD (internes Standardgen).
Exemplarisch werden 2 Proben je Untersuchungsgruppe in einem reprisentativen Gel
gezeigt.

Rechts: Densitometrische Auswertung der PCR. Relative mRNA-Menge von Bcl-2 an
den Tagen 1, 3 und 6 nach Transplantation bezogen auf native Kontrollherzen.

MW £ SEM (n=4/Gruppe)
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3.3.4 FasL

Mit Hilfe des Western Blots konnte die relative Proteinmenge von FasL
am Tag 1, 3 und 6 nach Transplantation im Vergleich zu nativen Kontroll-Herzen
bestimmt werden. Am Tag 6 erreichte die Reduktion von FasL ein Viertel des
Ausgangswertes vor Transplantation. Dagegen bestand kein signifikanter

Unterschied in der Frithphase der akuten AbstoBung zu nativen Kontroll-Herzen.
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Abbildung 20: FasL

Links: Western Blot von FasL und Actin (internes Standardprotein). Exemplarisch
werden 2 Proben je Untersuchungsgruppe in einem repréasentativen Gel gezeigt.

Rechts: Densitometrische Auswertung des Western Blots. Relative Proteinmenge von
FasL an den Tagen 1, 3 und 6 nach Transplantation bezogen auf native Kontroll-Herzen.

MW £ SEM (n=4/Gruppe) *p < 0,05, ***p <0,001.
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3.3.5 Caspase 3

Mit Hilfe des Western Blots konnte die relative Proteinmenge der
inaktiven Caspase 3 (Procaspase 3) am Tag 1, 3 und 6 nach Transplantation im
Vergleich zu nativen Kontroll-Herzen bestimmt werden. Am Tag 3 und Tag 6
zeigte sich ein signifikanter Anstieg von Procaspase 3 um das 2-3,5 fache des
Ausgangswertes. Dagegen bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den

Tag 3- und Tag 6-Tieren.
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Abbildung 21: Procaspase-3

Links: Western Blot von Procaspase-3 und Actin (internes Standardprotein).
Exemplarisch werden 2 Proben je Untersuchungsgruppe in einem reprisentativen Gel
gezeigt.

Rechts: Densitometrische Auswertung des Western Blots. Relative Proteinmenge von
Procaspase 3 an den Tagen 1, 3 und 6 nach Transplantation bezogen auf native Kontroll-

Herzen. MW + SEM (n=4/Gruppe) *p < 0,05, **p < 0,01.

69



Ergebnisse

Die Aktivierung der Caspase-3 erfolgt durch Proteolyse [84, 85]. Da bereits eine
Zunahme der ungespaltenen Form ermittelt werden konnte, wurde mittels Western

Blot auch die Proteinkonzentration der aktiven Form analysiert.

Mit Hilfe des Western Blots konnte die relative Proteinmenge von Caspase 3 am
Tag 1, 3 und 6 nach Transplantation im Vergleich zu nativen Kontroll-Herzen
bestimmt werden. Am Tag 1 zeigte sich ein signifikanter Anstieg von Caspase 3
um das ca. 9 fache des Ausgangswertes. Dagegen bestand kein signifikanter

Unterschied zwischen den nativen Kontroll-Herzen, Tag 1- und Tag 3-Tieren.
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Abbildung 22: Aktive Caspase 3

Links: Western Blot von aktiver Caspase-3 und Actin (internes Standardprotein).
Exemplarisch werden 2 Proben je Untersuchungsgruppe in einem repriasentativen Gel
gezeigt.

Rechts: Densitometrische Auswertung des Western Blots. Relative Proteinmenge von
Caspase 3 an den Tagen 1, 3 und 6 nach Transplantation bezogen auf native Kontroll-

Herzen. MW £ SEM (n=4/Gruppe) ***p < 0,001.
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3.3.6 Akt

Mit Hilfe des Western Blots konnte die relative Proteinmenge von Akt am
Tag 1, 3 und 6 nach Transplantation im Vergleich zu nativen Kontroll-Herzen
bestimmt werden. Am Tag 6 erreichte die Reduktion von Akt ein Drittel des
Ausgangswertes vor Transplantation. Dagegen bestand kein signifikanter
Unterschied in der Friihphase und Intermedidrphase der akuten AbstoBung zu

nativen Kontroll-Herzen.
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Abbildung 23: Akt

Links: Western Blot von Akt und Actin (internes Standardprotein). Exemplarisch werden
2 Proben je Untersuchungsgruppe in einem reprisentativen Gel gezeigt.

Rechts: Densitometrische Auswertung des Western Blots. Relative Proteinmenge von Akt

an den Tagen 1, 3 und 6 nach Transplantation bezogen auf native Kontroll-Herzen.

MW £ SEM (n=4/Gruppe) *p < 0,05.
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3.3.7 NFkB und IkB

Mit Hilfe des Western Blots konnte die relative Proteinmenge von NFkB
am Tag 1, 3 und 6 nach Transplantation im Vergleich zu nativen Kontroll-Herzen
bestimmt werden. Es konnte ein signifikanter Anstieg von NFxB gefunden
werden. Bereits am Tag 3 zeigte sich zu nativen Kontroll-Herzen ein signifikanter
Anstieg von NFkB um das 3fache des Ausgangswertes, mit einer weiteren

Zunahme am Tag 6 um das 4fache.
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Abbildung 24: NFkB

Links: Western Blot von NFkB und Actin (internes Standardprotein). Exemplarisch
werden 2 Proben je Untersuchungsgruppe in einem représentativen Gel gezeigt.

Rechts: Densitometrische Auswertung des Western Blots. Relative Proteinmenge von
NF«B an den Tagen 1, 3 und 6 nach Transplantation bezogen auf native Kontroll-Herzen.

MW = SEM (n=4/Gruppe) *p < 0,05, ***p < 0,001.
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Mit Hilfe des Western Blots konnte die relative Proteinmenge von IkB-o am Tag
I, 3 und 6 nach Transplantation im Vergleich zu nativen Kontroll-Herzen
bestimmt werden. Im Gegensatz zu NFkB zeigte sich zwischen den einzelnen

Gruppen kein signifikanter Unterschied hinsichtlich IkB-a.
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Abbildung 25: IxB-a

Links: Western Blot von IxB und Actin (internes Standardprotein). Exemplarisch werden
2 Proben je Untersuchungsgruppe in einem reprasentativen Gel gezeigt.

Rechts: Densitometrische Auswertung des Western Blots. Relative Proteinmenge von
IkB-a an den Tagen 1, 3 und 6 nach Transplantation bezogen auf native Kontroll-Herzen.

MW £ SEM (n=4/Gruppe)

73



Diskussion

4 Diskussion

Akute AbstoBung ist eine wesentliche Ursache der Mortalitit, Morbiditéit
und des Transplantatverlustes 1im ersten postoperativen Jahr nach
Organtransplantation [1]. Akute AbstoBungsperioden pradisponieren des Weiteren
zur Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie und somit zur chronischen
AbstoBungsreaktion [129]. Da die Transplantationsmedizin immer mehr an
Bedeutung gewinnt, ist es wichtig Wege =zu finden, um diese

AbstoBungsreaktionen zu verhindern.

Es gibt Hinweise dafiir, dass neben Nekrose auch Apoptose an der akuten
Transplantatzerstorung beteiligt ist [118-120]. Apoptose verlauft im Gegensatz zu
Nekrose in Stufen und ist deshalb moglicherweise beeinfluss- und umkehrbar [38,
40] und damit ein moglicher Angriffspunkt zur Verldngerung des

Transplantatiiberlebens.

Zur Untersuchung der Apoptose wihrend der akuten, kardialen AbstoSung diente
hier das Wistar-Furth zu Lewis heterotope Ratten-Transplantationsmodell. Wistar-
Furth-Rattenherzen wurden entnommen und an die groBen Bauchgefifle von
Lewis-Ratten transplantiert. Das Transplantationsmodell ist ein vollstindiges
allogenes Tiermodell, das beziiglich der MHC-Klassen I und —II- zwischen
Empfianger und Spender eine vollstindige Inkompatibilitit aufweist. Dieses
entspricht der Situation im klinischen Alltag. Das Versuchstier Ratte wurde
gewidhlt, da es sich hierbei um ein Sdugetier handelt. Die Ratte ist genetisch gut
charakterisiert und Inzucht Rattenstimme sind kommerziell erhéltlich. Die
Versuchstiere konnen unter Standardbedingungen in einem Tierstall in
ausreichender Zahl zu vertretbaren Kosten gehalten werden. Bei der
Organentnahme sind die gewonnenen Gewebeproben grofl genug, um
unterschiedliche in-vitro Untersuchungen vorzunehmen. Dariiber hinaus konnen
die operativen FEingriffe von einem versierten Operateur mit exzellenter
Erfolgsquote in vertretbarer Zeit durchgefiihrt werden [122]. In einem in-vivo
Versuch wurde der AbstoBungszeitpunkt der Transplantate bestimmt. Darauf

aufbauend konnte dann der Zeitpunkte definiert werden, wann die Organentnahme
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fiir die in-vitro Versuche erfolgen sollte um die Friihphase, die Intermedidrphase

und die Spitphase der AbstoBung untersuchen zu konnen.

Kernaussagen dieser Arbeit:

II

I

10Y

Ohne Immunsuppression erfolgte akute TransplantatabstoBung innerhalb

von 7 Tagen.

Die Transplantatabstofung ging mit einer progredienten, mononukledren
Infiltration im Gewebe des Transplantates einher. Das Transplantat erfuhr
einen histologischen Umbau mit Zeichen eines Gewebsddems und

Myozytenunterganges.

In allogenen Transplantaten kam es zu einer Zunahme an apoptotischen
Zellen von der Frithphase bis zur Spétphase der akuten Abstoung. In Tag 6-

Isotransplantaten konnten kaum apoptotische Zellen nachgewiesen werden.

Durch eine Doppelfiarbung konnte bestimmt werden, welche Zellen in den
allogenen Transplantaten apoptotisch waren. Es zeigte sich in allogenen
Transplantaten am 6. postoperativen Tag Zeichen eines programmierten
Zelltodes nahezu zu gleichen Anteilen sowohl in inflammatorischen Zellen
als auch in Kardiomyozyten. Des Weiteren zeigten sich 6% aller

Kardiomyozyten apoptotisch.

Um die Frage zu kldren, welche Mechanismen an der intrazelluldren
Signaltransduktion zur Auslésung von Apoptose beteiligt sind, wurden

verschiedene Faktoren untersucht:
IV.1 iNOS-positive Zellen

Immunhistochemisch lief sich das NO-Synthese-Enzym iNOS im
Myokard detektieren. Bereits an Tag 1 nach Transplantation nahm
die Zahl der iNOS-exprimierenden Zellen mit Progredienz bis Tag

6 zu.
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IV.2 Transkriptionsfaktor NFkB und sein Inhibitor IkB-a

Die Konzentration von NF«kB-Protein stieg signifikant bereits am 3.

postoperativen Tag an. Sein Inhibitor IkB-a verdnderte sich nicht in

seiner Konzentration.

IV.3 Bax und Bcl-2

Bcl-2- und Bax-Protein: Es kam zu einem Konzentrationsverlust
des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 und einer starken Zunahme an
Bax bereits am 1. postoperativen Tag. Das Verhiltnis von Bcl-2 zu
Bax (Ratio Bcl-2/Bax) verdnderte sich zugunsten des

proapoptotischen Bax.

Bcl-2-mRNA: Auf transkriptioneller Ebene verdnderte sich die
mRNA-Konzentration von Bcl-2 nicht. Damit gibt es Hinweise fiir

die postranslationale Degradation von Bcl-2

IV.4 Caspase 3

Die Cysteinprotease Caspase 3 liel sich vermehrt in allogenen
Transplantaten im Vergleich zu nativen Herzen nachweisen.
Procaspase 3 nahm bereits am 3. postoperativen Tag signifikant zu.
An Tag 6 kam es zu keiner weiteren Zunahme, aber zu einem

ausgeprigten Anstieg von aktiver Caspase 3.

IV.5 FasLL

In den allogenen Transplantaten wurde FasL auf Proteinebene

deutlich reduziert exprimiert.
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IV.6 Akt

Die Serin-Threonin-Kinase Akt verlor in den allogenen
Transplanten im Vergleich zu den nativen Organen an

Konzentration.

Zu I: Kinetik der TransplantatabstoBung

Bei dem hier gezeigten Modell handelt es sich um ein vollstindig
allogenes Transplantationsmodell mit starken immunologischen Reaktionen.
Ohne Immunsuppression erfolgte die akute Transplantatabstofung innerhalb von
7 Tagen. Auch unter Immunsuppression kann es in diesem Modell noch nach 100
Tagen zu einer akuten AbstoBungsreaktion kommen. In einem nicht vollstindig
allogenen Modell, z. B. einem Lewis zu F 344-Modell von ADAMS et al.,
iberlebten einige dieser Tiere nach Transplantation ohne Immunsuppression
mind. 3 Wochen und ein Viertel der Tiere unendlich lange [130]. Die
Uberlebensrate der transplantierten Tiere konnte sogar mit Immunsuppression auf

fast 100% gesteigert werden [130].

Zu 11: Zelluliire Infiltration bei akuter Transplantatabstoflung

Als Zeichen der Immunreaktion kam es zu einer progredienten zelluldren
Infiltration des Gewebes. Der Anstieg der infiltrierenden Zellen fiihrte zu einem
histologischen Umbau des Gewebes mit Zeichen eines Gewebsddems und
Myozytenunterganges. Die  immunhistochemische Differenzierung und
Quantifizierung der immunologischen Zellen ergab eine Zunahme an T-Zellen

und Makrophagen im Gewebe [11].

Zu II1: Nachweis des apoptotischen Zelltods

Hier in diesem kardialen Transplantationsmodell konnte Apoptose in den
allogenen Transplantaten nachgewiesen werden. Bereits in der Frithphase der

akuten Abstoung kam es im Vergleich zu den nativen Organen zu einer
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Zunahme an apoptotischen Zellen. An Tag 1 nach Transplantation, bei der keine
wesentliche histologische Abstoung festzustellen war, war der Anstieg der
apoptotischen Zellen vermutlich Folge des Ischimie und Reperfusionsschadens.
Darauf weisen Versuche von OBERBAUER et al. hin, die in einem Rattenmodell zu
verschiedenen Zeitpunkten den Einflull eines Ischdmieschadens auf explantierte,
native Nieren nach Abklemmung der zufiihrenden Gefélle zeigten. An Tag 1 nach
Ischdmie konnten sie im Vergleich zu den Folgetagen die maximale Zahl
apoptotischer Parenchymzellen detektieren [131]. Dagegen konnte hier in diesem
Modell die steigende Zahl apoptotischer Zellen in der Intermediér- und Spétphase
der akuten AbstoBung an Tag 3 und 6 als Folge der Allogenitét gesehen werden.
Entsprechende Versuche mit Isotransplantaten, die in gleicher Weise operiert
wurden, und keine Unterschiede in der MHC-Ausprigung zw. Spender und
Empfanger hatten, zeigten nur eine geringe Menge an apoptotischen Zellen an

Tag 6 nach Transplantation.

Es wird kontrovers diskutiert, ob in der Pathogenese von kardialen Erkrankungen
Nekrose oder Apoptose die Hauptursache des Kardiomyozytenverlustes ist [40].
Der entscheidene Unterschied von Apoptose zu Nekrose liegt darin begriindet,
dass Apoptose im Gegensatz zu Nekrose ein aktiver Prozess ist, der reversibel ist
und somit Ansdtze zur Immunmodulation bietet [40]. Apoptotischer Zelltod
wurde bei unterschiedlichen kardialen Erkrankungen wie Arteriosklerose,
Myokarditis, arrhythmogene rechtsventrikulire Kardiomyopathie, dilatative
Kardiomyopathie und Herzinsuffizienz beschrieben [119, 132-134]. Obwohl
Apoptose bei diesen Erkrankungen deskriptiv nachgewiesen werden konnte, ist
ihre kausale Rolle unklar. Dies gilt auch im Zusammenhang mit akuter
TransplantatabstoBung [135]. Die Relevanz von Apoptose im Verlauf der akuten
AbstofBung unterscheidet sich in verschiedenen Studien. Differenzen im
Versuchsaufbau [136], dem Tiermodell (Maus, Ratte etc.), der Verwendung von
Immunsuppressiva, der Erfassung apoptotischer Zellen [137] oder der zeitlichen
Komponente der Analysen konnten die Ursache dafiir sein [138]. Die Zunahme
von apoptotischen Zellen in abgestolenen Transplantaten ist kein zufélliges
Ereignis, sondern wird durch Versuche untermauert, die durch Reduktion des

programmierten Zelltodes im Parenchym, z.B. durch Gentransfer, eine
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Verldngerung des Transplantatiiberlebens erreichen konnten [139, 140]. Andere
Ergebnisse lassen jedoch auch andere Riickschliisse zu. KOWN et al. reduzierten
durch Bcl-2-Gentransfer die Apoptoserate und Caspase-3-Aktivitit in
Rattenherzen ohne jedoch eine Verzogerung oder Verhinderung der akuten
AbstofBung erreichen zu konnen [141]. In humanen endomyokardialen Biopsien,
die von YoLLoWw et al. durchgefiihrt wurden und nach den ISHLT-Kriterien in
Grad 3A eingeteilt wurden, beschrinkte sich der programmierte Zelltod auf
mononukledre Zellen, moglicherweise als Ausdruck der Aktivierung von
transplantatinfiltrierenden Zellen [142]. Dagegen sprechen Versuche unserer
Arbeitsgruppe, die bei c3Ado-behandelten Tieren (3-Deazaadenosin, ein
Methylierungsinhibitor) eine Reduktion zelluldrer Infiltrationsmarker und eine
Reduktion immunkompetenter Zellen nachweisen konnten, in denen sich jedoch
keine Abnahme der apoptotischen Zellzahl und kein verlédngertes Zelliiberleben
zeigten [11]. Um die Rolle von Apoptose wéihrend der TransplantatabstoBung
genauer verstechen zu koénnen, ist es wichtig zu wissen, welche Zellen
(Parenchym- oder Immunzellen) betroffen sind. Apoptose kann im Parenchym
von zahlreichen Organen, z. B. Leber und Niere, nach Transplantation detektiert
werden [118, 120]. Hier in diesem Modell konnte Apoptose in der Spitphase der
akuten AbstoBung (dies entspricht ISHLT Grad 4A mit zellulérer Infiltration und
lichtmikroskopisch ~ sichtbarer Nekrose) in 6% der Herzmuskelzellen
nachgewiesen werden, d. h. jede 15. Zelle wies programmierten Zelltod auf. Der
nachgewiesene Anteil der apoptotischen Zellen an Tag 6 spiegelte nur einen
geringen Anteil der abgestorbenen Zellen wider, da die ,apoptotischen
Korperchen im Allgemeinen nur ca. 1-2 Stunden sichtbar sind bevor sie
phagozytiert werden [143]. Neben den apoptotischen Kardiomyozyten konnte hier
in diesem Modell in der gleichen Auspriagung auch apoptotische Immunzellen

nachgewiesen werden.

In menschlichen Kardiomyozyten gilt Apoptose in einzelnen Studien als ein
signifikanter Mechanismus fiir den Herzmuskelzelltod wihrend der allogenen
Abstofung [135, 144, 145]. Es besteht moglicherweise eine direkte Korrelation
zwischen einem gesteigerten kardialen Zelltod und dem Grad der AbstoBung

[146]. Sowohl die Zahl infiltrierender Zellen als auch die Zahl apoptotischer
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Zellen stieg bei VAN HOFFEN et al. in humanen Herzgewebe mit moderater und
ausgepréagter AbstoBung mit dem Grad der AbstoBung [136]. In diesem Sinne
erschien Apoptose Verursacher eines Parenchymschadens und nachfolgend des
Transplantatverlustes zu sein [147]. Aufgrund der begrenzten Fihigkeit dieser
Zellen zur Proliferation kann selbst ein geringer Kardiomyozytenverlust eine
reduzierte kardiale Funktion und die Entstehung von Herzversagen verursachen
[148]. Die apoptotischen Immunzellen treten moglicherweise im Rahmen des
physiologischen Abbaus aktivierter Immunzellen auf, oder spiegeln die Abwehr
der Spenderimmunzellen gegen den Empfanger wider. Durch Entfernung
Spender-spezifischer T-Zellen, wird Apoptose eine Rolle als Mechanismus zur
Erhaltung von Transplantatakzeptanz zugeschrieben [147]. Bei BERGESE et al.
wiesen tolerierte  Allotransplantate im  Gegensatz zu  abgestofenen
Allotransplantaten eine starke Anzahl apoptotischer Zellen auf. Es wurde
vermutet, dies sei ein Mechanismus fiir Immunmodulation, die entweder zur
Transplantatakzeptanz oder zu einem chronischen GefdBumbau fiihrt [149].
Entsprechend ging in einem akuten, kardialen Rattenmodell ein gesteigertes
Transplantatiiberleben mit der Zunahme der Apoptoserate einher [150]. Bei
MASRI etal. persistierte ebenfalls eine erhohte Zahl TUNEL-positiver
inflammatorischer Zellen und eine vermehrte Caspaseaktivitit {iber die

histologische Auflosung der AbstoBungsepisode hinaus [151]
Zu 1V.1: Induzierbare NO-Synthase

INOS ist die induzierbare Isoform der Familie der Nitritoxidase Synthasen,
welche intrazelluldr die Bildung von Stickstoffmonoxid katalysieren [114]. Es ist
bekannt, dass iNOS in zahlreichen Zellarten Apoptose durch die Induktion von
NO zur Folge hat [78]. Hier in diesem Modell konnte eine Zunahme iNOS-
positiver Kardiomyozyten im Verlauf der akuten AbstoBung gesehen werden. Die
vermehrte Bildung von iNOS war vermutlich Folge der transkriptionellen
Hochregulierung durch NFkB [152-154], im Sinne einer proapoptotischen Rolle
mit gesteigerter Synthese von NO. Eventuell fiihrte die Stimulierung der Zellen
durch Interferon y, Tumornekrosefaktor o (TNF-a) und Interleukin 18 (IL-18) zur
iINOS-Produktion [155]. Zum Beispiel ist TNF in der Lage NFkB zu aktivieren
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und damit die Initiation der NFkB-Gene auszulosen (s. Abbildung 7) [74]. Es
konnte in unserer Arbeitsgruppe eine Zunahme von TNF-o und IL-18 mittels PCR

in den allogenen zu nativen Herzen nachgewiesen werden [156].

Wahrscheinlich spielt iNOS im Rahmen der akuten AbstoBung eine signifikante
Rolle [144, 155, 157]. Im Verlauf der akuten AbstoBung von Kardiomyozyten
wird eine direkte Korrelation zwischen der Expression von iNOS und Apoptose
vermutet [144]. Die Induktion von iNOS in isolierten Ratten-Kardiomyozyten
durch Zytokine war assoziiert mit einer gesteigerten Todesrate dieser Zellen
[158]. Im Gegenzug konnte eine Reduktion von iNOS zu einer Verminderung der
inflammatorischen Zellzahl sowie einer geringeren Kardiomyozytenschidigung
wihrend der AbstoBung von Rattenherzen fithren [11, 116]. Die intraperitoniale
Behandlung von Allotransplantat-Empféangern mit einem iNOS-Hemmstoff sorgte
fiir eine Verldngerung des Transplantatiiberlebens, NO wurde bei diesen Organen
in verminderter Konzentration nachgewiesen [157]. In einem kardialen
Mausmodell mit iNOS-defizienten Empfingern konnte, parallel mit einer
reduzierten Parenchymabstofung, eine geringere DNA-Fragmentation gezeigt
werden. AuBerdem zeigten sich niedrigere Caspase-1 und -3-Spiegel und eine
reduzierte Caspase-3-Aktivitit [147]. Des Weiteren gibt es Hinweise darauf, dass
INOS in apoptotischen Kardiomyozyten mit einer gesteigerten Expression von

Bax einhergeht, jedoch die Bcl-2-mRNA von iNOS unbeeinflusst bleibt [115].

Moglicherweise konnen NO oder NO-verwandte Molekiile in Abhingigkeit von
Zelltyp und Stimulus auch einen antiapoptotischen Effekt ausiiben. NO,
synthetisiert von NOS, wurde als Hemmstoff fiir Fas-Signale beschrieben und
somit als Inhibitor fiir proapoptotische Faktoren angesehen [159]. Die Hemmung
von NOS fiihrte daher zu einer gesteigerten, Fas-induzierten Caspase-Aktivierung
[159]. Eventuell ist NO und somit iNOS in der Lage programmierten Zelltod
entweder zu induzieren oder zu unterdriicken, je nach lokaler Konzentration und

umgebendem Redoxmilieu [147].
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Zu 1V.2: Transkriptionsfaktor NFkB und sein zytoplasmatischer Inhibitor
IxB

NF«kB ist ein Transkriptionsfaktor, der die Transkription zahlreicher Gene
reguliert, unter anderem Interleukine, TNF oder FasL [53-56, s. Abbildung 7]. In
dieser hier gezeigten Arbeit konnte ein Anstieg von NFkB und eine vermehrte

Expression eines NF«kB regulierten Gens (iNOS) festgestellt werden.

Es gibt Hinweise darauf, dass die Aktivierung von NFkB in Inflammation, aber
auch in TransplantatabstoBung und -vaskulopathie involviert ist [160, 161].
Hinsichtlich der Bedeutung des Transkriptionsfaktors bei Apoptose sind die Daten
indessen widerspriichlich. In der Behandlung von Neoplasien wird vermutet, dass
einige Chemotherapeutika weniger effektiv in der Auslosung des programmiertem
Zelltodes auf Grund ihrer gleichzeitigen Aktivierung von NFkB sind [162]. Zum
Beispiel scheint Tumornekrosefaktor a (TNF a) in der Lage zu sein Apoptose
auszulosen. Jedoch zeigten Zellkulturversuche mit Ratten-Kardiomyozyten, dass
dieses erst nach Hemmung von NF«B erfolgte [74]. Eine Aktivierung von NF«xB
kann seinerseits moglicherweise Magenepithel vor Helicobacter pylori induzierter

Apoptose schiitzen [163].

Neben dieser antiapoptotischen Rolle wird von einigen Autoren auch die Funktion
von NFkB in der Auslésung des programmierten Zelltodes beschrieben [164].
Eine Inhibierung der NFkB-Aktivierung resultierte in einem Langzeitliberleben
von kardialen Ratten-Transplantaten in einem WF-zu-LEW-Modell [157]. Eine
geringere T-Zellinfiltration und eine gehemmte Hochregulierung von
Chemokinen und Zytokinen wihrend der Endphase der AbstoBung konnte in
einem kardialen Mausmodell bestimmt werden [165]. In mit Adenoviren
befallenen Leberzellen verursachte NFkB Apoptose iiber die Transkription des
,lodesrezeptors® Fas [80]. GRIMM etal. losten in humanen embryonalen
Nierenzellen nach Aktivierung von NF«xB den programmierten Zelltod aus, dieser

konnte durch den Einfluss von Bcl-2 unterdriickt werden [166].

In dem hier untersuchten Modell kam es zu einem Anstieg von NFkB und seiner

Aktivitdit bis zum 6. Tag nach Transplantation. Dieses wurde in unserer
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Arbeitsgruppe bestdtigt durch den Anstieg weiterer NFxB-kontrollierter Gene (s.
[11, 156]). Ob der hier zu messende NFxB-Anstieg auf Grund seiner
proapoptotischen Funktion erfolgt, ist noch nicht eindeutig zu kléren. Dafiir
sprechen wiirde, dass proapoptotische Zielgene wie z. B. iNOS, das von NFxB
reguliert wird, nach Aktivierung von NFxB in ihrer Konzentration anstiegen. Es
wird spekuliert, dass die pro- oder antiapoptotische Wirksamkeit von NFxB
starker abhingig vom Ausldser als von der Zellart ist [80, 167]. Ein anderer
Grund fiir die pro- oder antiapoptotische Funktion von NFkB in Apoptose konnte
durch die Dauer der Aktivierung von NFkB bedingt sein [166]. Beispielsweise
wiesen Zellkulturen, die durch TNF stimuliert wurden und nur eine kurze NF«xB-
Aktivierung Uber Stunden aufzeigten, keinen programmierten Zelltod auf.
Moglicherweise wird eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors iiber Tage zur

Apoptose-Induktion bendtigt [166].

Die Aktivierung von NFkB wird durch seinen zytoplasmatischen Inhibitor,
Inhibitor of Nuclear factor kB (IkB), reguliert [74, 75]. In dem hier gezeigten
Modell erfolgte jedoch die Stimulierung von NFxB ohne messbaren
Konzentrationsverlust von IkB. Folgende Griinde sind moglicherweise dafiir

verantwortlich:

e Als Antwort auf eine Zellstimulation wird rasch eine Proteinkinase, die
IkB-Kinase (IKK), aktiviert, diese fiihrt dann zur Dissoziation des NFxB-
IkB-Komplexes [79]. [kB wird phosphoryliert und dadurch inaktiviert. Ein
Verlust an aktiviertem IxB ist hier in diesem Modell nicht nachweisbar.
Dies kann eventuell daran liegen, dass die Menge an IkB bereits am 1. Tag
durch vermehrte Produktion ausgeglichen wird. Sehr wahrscheinlich ist
NF«B fiir die transkriptionelle Aktivierung des IkB-a-Gens verantwortlich
[113]. Die schnelle Reakkumulation von IkB-a nach seinem Verlust ist
vermutlich wichtig fiir die Entstechung erneuter zytoplasmatischer

NF«B / IxkB-Komplexe [113].

e Die verschiedenen Isoformen von IkB scheinen differente NFkB-Einheiten

zu binden [168]. (Z. B. verbinden sich IkB-a und IxB-f bevorzugt mit
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p50 / RelA und p50 / c-Rel-Heterodimere, 1kB-¢ dagegen mit RelA und c-
Rel Homodimere [168]). Moglicherweise erfiahrt in dem hier gezeigten

Modell IkB-B statt IkB-a eine Konzentrationsédnderung.

e Neben der Phosphorylierung, Ubiquitinylierung und Degradation von IxB
gibt es noch weitere Mechanismen, die zur Trennung von NFkB und IkB
und der Aktivierung von NFxB fithren konnen [169]. Die NF«B-
Aktivierung kann unabhdngig von der proteolytischen Degradation von

IkB-a sein [170].
Zu 1V.3: Der Einfluf von Bcl-2 und Bax

Von Kardiomyozyten ist bekannt, dass sie Mitglieder der Bcl-2-Familie
exprimieren, aber das Ausmal} in welchem sie Apoptose im Herzen beeinflussen
konnen, ist noch nicht vollstindig gekldrt [40]. Besonderst wichtig fiir die
Auslosung des programmierten Zelltodes scheint das Verhéltnis der Proteine Bcl-
2 zu Bax zu sein. Der Ausgleich der relativen Konzentration von Bcl-2 zu Bax
scheint dafiir verantwortlich, dass sich die Zelle in einem Gleichgewicht befindet
[88]. Wird Bax gesteigert produziert, erscheint die Zelle gegeniiber Todessignalen
empfinglicher. Ist Bcl-2 im Uberschuss vorhanden, iiberwiegt der Schutz der
Zelle vor dem Tod [59, 60]. Die Schwelle der Rate von Bcl-2 / Bax, ab der
Apoptose in Kardiomyozyten ausgelost werden kann, ist nicht bekannt ist.
Dennoch weist ein vermindertes Verhéltnis von Bcl-2 / Bax auf eine gesteigerte
Wahrscheinlichkeit hin, dass Kardiomyozyten den programmierten Zelltod
erreichen [171]. In dem hier verwendeten Modell nahm das Verhiltnis von Bcl-2
zu Bax im Laufe der AbstoBungsepisode um das 41fache ab und fiihrte dariiber

moglicherweise zum programmierten Zelltod.

Betrachten wir die beiden Faktoren jeden fiir sich, so zeigte sich hier in diesem
Modell eine Abnahme von Bcl-2-Protein ohne Verdnderung der Bcl-2-
Konzentration auf transkriptioneller Ebene, das Protein Bax nahm dagegen stark
zu. Auf transkriptioneller Ebene présentierte SHINTAKU etal. in einem
Lebertransplantationsmodell von Ratten, wie in diesem Modell, keinen

Unterschied in der Bcl-2-mRNA-Menge zwischen Kontrolltieren und
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Allotransplantaten. [172]. Dagegen wurde in einem kardialen Rattenmodell eine
Abnahme der Bcl-2-Genexpression beschrieben [173] und von einer anderen
Arbeitsgruppe  bestétigt als mogliche Folge eines Ischdmie- und
Reperfusionsschadens [174]. Durch Bcl-2-Gentransfer konnte apoptotischer
Zelltod nach Ischdmie- oder Reperfusionsschidigung sogar gemindert werden

[175].

Dass akute Abstoung mit einem Konzentrationsverlust von Bcl-2-Protein
einhergeht, wie hier in diesem Modell festgestellt werden kann, konnte mit einer
Theorie von YAMAMOTO et al. in Einklang gebracht werden. Diese bringen ein
Fehlen von Bcl-2 in Ratten-Hepatozyten mit einer verminderten Resistenz
gegeniiber Apoptose bei akuter Abstoung in Beziehung [176]. Eine Zunahme an
apoptotischen Kardiomyozyten und eine gesteigerte Expression an Bcl-2-Protein
konnte dagegen in Gewebe bei progressiver Herzinsuffizienz gefunden werden
[134]. In diesem Zusammenhang vermuten AUKRUST etal, dass die
antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 durch eine gesteigerte Aktivierung
proapoptotischer Wege (z.B. Bax) ausgeglichen wird und dadurch
programmierter Zelltod resultiert [132].

Eine Moglichkeit fiir den Verlust an Bcl-2-Protein ohne Verdnderung der Bcl-2-
mRNA-Konzentration in dem hier gezeigten Modell, ist die Spaltung in ein
kleineres Molekiil (proteolytische Degradation). CHENG et al. diskutierten in ihrer
Arbeit, dass Bcl-2 durch Caspase-3 gespalten werden und dass das Spaltprodukt
programmierten Zelltod auslosen kann [54]. In diesem Sinne war eine
Uberexpression von Caspase-widerstandsfahigem-Bcl-2  in  Endothelzellen
vermutlich in der Lage, das Ausmall des Zellsterbens, verursacht durch
alloreaktive zytotoxische T-Zellen, stark zu reduzieren [177]. Gleichzeitig mit der
Aktivierung von Caspase 3 war hier in dieser Arbeit ein signifikanter Verlust von
Bcl-2-Protein nach posttranslationaler Degradation messbar. Jedoch zeigte sich
aktive Caspase 3 erst an Tag 6 in hoherer Konzentration im Vergleich zu den
native Organen, die proteolytische Degradation von Bcl-2 erfolgte jedoch bereits

friher.
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Bax wird eine Beteiligung am intrinsischen Apoptoseinduktionsweg iiber die
Aktivierung von Caspasen nachgesagt. Bereits an Tag 3 erreicht das Protein seine
maximale Konzentrationssteigerung. Andere Proteine werden an Tag 3 und Tag 6
durch Bax aktiviert und kdnnen zum Endpunkt der TransplantatabstoBung (Tag 6)
Apoptose induzieren. Bei allogener Lebertransplantatabstofung von Ratten
zeigten erhohte Bax-mRNA- und Protein-Werte im Vergleich zu Isotransplantaten
die Regulation des programmierten Zelltodes durch Bax an [178]. In humanen
endomyokardialen Biopsien konnte Bax in der Mehrzahl der apoptotischen Zellen
detektiert werden [136]. Ahnliche FErgebnisse wurden auch in humanen
Nierentransplantaten nach Ischdmie- oder Reperfusionsschddigung gefunden
[179]. In Rattenherzen konnte durch einen Ischdmie- und Reperfusionsschaden
vermehrt Bax expremierende Zellen gezéhlt werden [180]. Eventuell ist die hier
festzustellende  Zunahme von Bax  Folge der  Aktivierung des
Transkriptionsfaktors p53 durch NFxB, der proapoptotische Gene wie Bax
reguliert. Durch den Verlust an Bcl-2 in unserem Modell kam es moglicherweise
zu einer Reduktion des hemmenden Einflusses von Bcl-2 auf die NFkB-Aktivitat,
wie von GRIMM et al. beobachtet (s.0.) [166]. Die proapoptotischen Proteine iNOS

und Bax erfahren dadurch eine Steigerung an ihrer Konzentration.
Zu 1V 4: Endpunkt Caspase 3

Als ein Punkt ohne Wiederkehr in der apoptotischen Todeskaskade wird
die Umwandlung von Procaspase 3 in seine aktive Form (Caspase 3) angesehen
[181]. Wird Caspase 3 (ausgelost durch Bax oder FasL) aktiviert, katalysiert es
die Umwandlung der morphologischen Verdnderungen in einer apoptotischen
Zelle [53]. Caspase 3-Substrate, wie Endonukleasen, Kinasen, Zytoskelett-,
Kernmatrix- oder DNA-Reparaturproteine, werden aktiviert und veridndern die
Zelle in der apoptosetypischen Weise [54-58]. Im dem hier angewandten Modell
konnte eine Zunahme von Procaspase 3 und Caspase 3 festgestellt werden. Im
Rahmen der Immunreaktion wird zunédchst Procaspase 3 mit einer signifikanten
Zunahme an Tag 3 gebildet. Im zeitlichen Verlauf zeigte sich dagegen erst spit,
zu dem Zeitpunkt an dem die Transplantatfunktion verloren geht, die Bildung von

aktiver Caspase 3. Erst an Tag 6 degradierte somit Procaspase 3 als Endpunkt
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vorausgegangener intrazelluldrer Abldufe in sein aktives Enzym. Mit Progredienz
der Caspase 3 Konzentration kam es auch zur Zunahme der DNA-Fragmentierung

(s. Apoptosenachweis).

Verschiedene Studien bestitigen die Annahme, dass programmierter Zelltod nach
Transplantation eine Aktivierung von Caspasen erfordert [135, 182, 183]. Im
Verlauf der TransplantatabstoBung kam es z. B. in humanen endomyokardialen
Biopsien zu einer Zunahme an Caspase 3 [151]. Mehrere Arbeitsgruppen
versuchten durch Beeinflussung von Caspase 3 Transplantatiiberleben und
-funktion zu verbessern. NAKANO et al. konnten akute AbstoBung in einem
Xenotransplantationsmodell (Untersuchungen von humanen Inselzellen nach
Transplantation in Maéuse) durch Caspaseinhibition verzogern [184]. In
intestinalen Ratten-Transplantaten (allogene Transplantate) konnte Apoptose
gehemmt und histologische Schiden im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe vermindert werden [185]. Ein Caspase-Inhibitor einer anderen
Arbeitsgruppe reduzierte die Ischdmie- und Reperfusionsschddigung und

verbesserte die Uberlebenszeit nach Transplantation [182].

Wie der Schutz der Transplantate nach Caspase-Hemmung erfolgt, ist nicht
bekannt, moglicherweise indirekt {iber eine Erh6hung der Bcl-2-Expression [182].
In kardialen Transplantaten zeigte sich nach Caspase-3-Inhibierung eine
Hochregulierung der Bel-2-mRNA [174]. Entsprechende Ergebnisse wurden auch
in Lebertransplantaten gefunden [182]. Die Hochregulierung von Bcl-2-mRNA
soll iiber eine Tyrosinkinase erfolgen, die durch Caspase-3 gehemmt werden kann

[174].
Zu 1V.5: Extrazelluliarer Faktor FasLL

Zu den physiologischen Aufgaben des Fas/FasL-Systems soll die
Eliminierung von alten und kranken Zellen durch Apoptose gehoren. Des
Weiteren soll Fas/FasL im Verlauf der Entwicklung (Embryonalphase) eine
wichtige Rolle spielen. Die Funktion von FasL wihrend der akuten AbstoBBung ist
unklar, divergierende Ergebnisse wurden bereits gefunden. Z. B. konnten PORTER

etal. in allogenen Nierentransplantaten eine Konzentrationsabnahme von FasL
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beschreiben [186]. Dagegen war in anderen Versuchen eine erhohte FasL-
Genexpression und gesteigerte FasL-Proteinkonzentration nach Transplantation
messbar [187-189]. Obwohl es bei LARSEN etal. ebenfalls zu einer
Hochregulierung von FasL in kardialen, allogenen Transplantaten kam, konnte die
Abwesenheit des Fas/FasL-Systems das Tempo der AbstoBung nicht
beeinflussen [190].

In dem hier beschriebenen Modell kam es im Verlauf der akuten AbstoSung zum
Verlust an FasL, obwohl die Zahl apoptotischer Zellen und die Menge an Caspase
3 wihrend der akuten AbstoBung zunahmen. Zunéchst blieb die Menge an FasL
gleich, erst im Intermedidrstadium (Tag 3) nahm die Konzentration ab. Mehrere

Moglichkeiten konnen fiir den Verlust verantwortlich sein:

1. FasL spielt in dem hier beschreibenen Modell keine Rolle in der
Apoptoseinduktion. Mdglicherweise wurde die von einigen Arbeitsgruppen, z.B
bei LARSEN etal.,, gemessene Hochregulation von FasL durch andere, nicht
bekannte Mechanismen herbeigefiihrt. Das wiirde auch erkldren, warum FasL erst
an Tag 3 an Konzentration verliert. Zunichst wird ein anderer Mechanismus
aktiviert. Ein Faktor, der die Aktivierung von FasL unterstiitzen soll, ist der
Transkriptionsfaktor NFkB [81]. Dieser ist jedoch in diesem hier gezeigten
Modell widhrend der AbstoBung in steigender Konzentration messbar, scheint

jedoch nicht zu einer erhohten Transkription von FasL zu fiihren.

2. Entsprechend den Untersuchungen in Zellen der vorderen Kammer des Auges
(s. Einleitung) konnte FasL als protektiver Mechanismus die Parenchymzellen vor
einer schidigenden Immunantwort schiitzen [105]. Die Expression von FasL in
Kardiomyozyten konnte eventuell durch Bindung an Fas-tragende-Leukozyten
(kiss of death) deren Apoptose auslosen. FasL konnte sowohl in infiltrierenden,
mononukledren Zellen, als auch in Hepatozyten und Kardiomyozyten
nachgewiesen werden [188, 191]. Kommt es jedoch zur Abnahme an FasL
konnen die Immunzellen nur in geringerem Mafe elimiert werden, das

Transplantat wird abgestof3en.

88



Diskussion

3. Die Produktion von FasL in vaskuldrem Endothel verhindert die Migration von
Leukozyten, wahrscheinlich durch Apoptose-Aktivierung in den Immunzellen.
Wihrend einer Entziindungsreaktion wird FasL im vaskuldren Endothel
herunterreguliert und sorgt dadurch fiir eine erhohte Permeabilitit der
inflammatorischen Zellen in der GefaBBwand [192]. Moglicherweise erfolgte die
hier gemessene Abnahme an FasL im Rahmen der begleitenden

Entziindungsreaktion wie eben beschrieben.

4. Eine andere Erklarung ist moglicherweise, dass FasL nach proteolytischer
Spaltung in seine 16sliche Form iibergegangen ist [186]. Von der loslichen Form
wurde berichtet, dass es den Fas-Rezeptor blockieren kann, ohne ein
intrazelluldres Signal auszulGsen, aber als chemotaktischer Botenstoff fiir
Immunzellen wirksam ist [193, 194]. Es degradiert in die 16sliche Form und

funktioniert im Rahmen der Inflammation im Sinne eines Chemokines.

Verschiedene Arbeitsgruppen beschéftigen sich mit der These, dass
TransplantatabstoBung {iber FasL verhindert werden kann [195, 196]. In
Versuchen mit FasL-Gentransfer erhielt KE et al. in einem Nagetier-Nierenmodell
ein  verlangertes Transplantatiiberleben, eine niedrigere mononukleére
Zellinfiltration und verdnderte Zytokin-Gen-Expressionen [139]. Genauso
konnten SWENSON et al. durch einen dhnlichen Mechanismus akute Abstofung
von Rattennieren verzdgern und die Organfunktion verbessern, die zelluldre
Infiltration blieb jedoch unverdndert [140]. Andere Studien dagegen zeigen, dass
Fas / FasL mehr zur Auslésung von AbstoBung als zur Prevention beisteuert [197,
198]. Eine Blockade der Fas-FasL-Interaktion verbesserte das Organiiberleben
von allogenen Lebertransplantaten iiber eine Apoptosereduktion [199]. Die
direkte FasL-Expression erwies sich bei MIwA et al. als toxisch und fiihrte zur
Zerstorung der Transplantate, Zytokinfreisetzung und Leukozyteninfiltration
[200]. Um die unterschiedlichen Ergebnisse zu verstehen ist es sicherlich
entscheidend zu wissen, welche Zellen das Protein exprimieren und mit welcher
Konsequenz. Immunzellen bilden FasL zur Abwehr von Viren, Bakterien und
karzinomatdsen Zellen. Auf Tumorzellen scheint es jedoch als Schutz vor dem

dem Immunsystem zu dienen. TAKEUCHI et al. beschrieben, dass FasL-tragende
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allogene Kardiomyozyten nach Transplantation eine rasche AbstoBung erlitten
[201]. JOSIEN et al. fanden in Allotransplantaten einen starken Anstieg an FasL-
Protein. Dieser Anstieg ging dagegen mit einem Anstieg von Apoptose in

transplantatinfiltrierenden Zellen einher, jedoch nicht in Kardiomyozyten. [138].
Zu 1V.6: Regulator Proteinkinase Akt

Die Proteinkinase Akt ist in zahlreichen Geweben nachweisbar und
iibernimmt in Zellen eine protektive Funktion durch Regulation intrazelluldrer
Mechanismen. Es wurden verschiedene Hormone, Wachstumsfaktoren und
Zytokine identifiziert, die kardioprotektiv vor schiddigenden Einfliissen, z. B.
oxidativem Stress oder Ischdmie und Reperfusion, iiber die Aktivierung von Akt
wirken [202]. Zum Beispiel reduzierte Akt in einem kardialen
Ischdmie / Reperfusionsmodell von Ratten die apoptotische Zellzahl, die
Infarktgroe und verbesserte die regionale Herzfunktion [203]. Substanzen wie
Kallikrein zeigten einen positiven Effekt iiber die Aktivierung von Akt auf
Ischdmie / Reperfusion-geschddigte Herzen [148]. Apoptose konnte in
Kardiomyozyten durch Transduktion von Akt in Maiuseherzen nach
Ischdmie / Reperfusion verhindert werden [204]. In der Frithphase der akuten
AbstoBung zeigte sich hier in diesem Modell eine fast 50 %ige jedoch nicht
signifkante Verminderung von Akt. Ob dieses die grofere Menge an
apoptotischen Zellen im Vergleich zu nativen Herzen an Tag 1 erkldren kann, ist
nicht klar. In hepatischen Gewebe einer anderen Arbeitsgruppe zeigte die
Aktivierung von Akt einen reduzierten Ischdmie / Reperfusionsschaden, jedoch
keine Reduzierung des apoptotischen Zelltodes [205]. Im Verlauf der
TransplantatabstoBung kam es in diesem hier verwendeten Modell zu einem
weiteren Konzentrationsverlust an Akt mit gleichzeitiger Zunahme der
apoptotischen Zellzahl. Durch die geringe Konzentration an Akt verlieren die
Kardiomyozyten moglicherweise einen protektiven Mechanismus,
proapoptotische Faktoren kdnnen nun ungehindert in Richung programmierten

Zelltod wirken.

Es gibt Hinweise darauf, dass Akt wahrscheinlich Mittelpunkt verschiedener

apoptotischer Stimuli ist [204], die gehemmt oder gefordert werden (s. Abbildung
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6). Auf indirektem Wege hemmt Akt u. a. die Transkription von FasL und Bax.
Des Weitern fordert es die Aktivierung von Bcl-2 durch Hemmung von Bad und
die Aktivierung von NFkB-Protein durch Stimulierung der IkB-Kinase (IKK). Die
stimulierte IKK fiihrt zur Trennung von NFkB und IkB. NF«B transloziert in den

Nukleus und sorgt fiir die Transkription der von ihm regulierten Gene.

In dem hier gezeigten Modell kam es dagegen mit dem Verlust an Akt zu einer
Abnahme von FasL. Das koénnte ein Hinweis dafiir sei, dass hier der Fas-FasL-
Weg wahrscheinlich keine Rolle spielt. NFkB stieg in seiner Konzentration ohne
messbare Verdnderung von IkB-o. Mogliche Griinde dafiir wurden bereits
beschrieben. Eventuell wird NFkB ohne Stimulierung der IKK aktiviert, denn es
konnten hier und in unserer Arbeitsgruppe verschiedene NFkB-regulierte Gene
vermehrt nachgewiesen werden. Moglicherweise kam es {iber eine
transkriptionelle Hochregulierung von p53 [206] zur Zunahme an Bax-Protein,
Bcl-2 wurde eventuell durch das ungehinderte Wirken von Bad gehemmt,
darauthin stieg die Rate der apoptotischen Zellen. Zur Klirung dieser
komplizierten Regulationsmechanismen sind jedoch weitere Untersuchungen

erforderlich.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Seit der ersten Herztransplantation 1967 wurden zahlreiche Fortschritte in
der Fritherkennung von Abstolung und der medikamentdsen Immunsuppression
erzielt. Die AbstoBung bleibt jedoch weiterhin eine hdufige Ursache fiir die
Mortalitit und den Organverlust nach Herztransplantation. Durch Analyse
verschiedener, apoptose-regulierender Proteine in dem hier verwendeten
heterotopen und allogenen Modell (Wistar-Furth zu Lewis) sollte der Ablauf der
akuten AbstoBung in transplantierten Rattenherzen nachvollzogen werden.
Apoptose 14Bt sich in diesem Modell in zunehmender Anzahl im Friih-,
Intermedidr und Spatstadium nachweisen. Der programmierte Zelltod ist Ursache
des fortschreitenden Parenchymschadens (Apoptose konnte in jedem 15.
Kardiomyozyten nachgewiesen werden) und fiihrt vermutlich letztendlich zum
vollstindigen Verlust der Myokardfunktion. Histologisch kommt es zu einer
progredienten  Zellinfiltration, zu &dematéser Schwellung und zum
Myozytenuntergang. Wahrend der AbstoBungsprozedur kann bei verschiedenen
apoptose-regulierenden Proteinen eine Kozentrationsdnderung gemessen werden.
Das komplexe Zusammenspiel dieser FEiweile leitet vermutlich den
programmierten Zelltod ein, sowohl in den Kardiomyozyten wie auch in den
gewebsinfiltrierenden Immunzellen. Wéhrend der akuten TransplantatabstofBung
in diesem Modell steigt der Transkriptionsfaktor NFkB in seiner Konzentration
und Aktivitdt, jedoch ohne messbare Verdnderung von IkB-a. Die
Aktivititszunahme von NFxB ist moglicherweise erkennbar an einer Zytokin-,
Bax-und iNOS-Zunahme. Als Folge der vermehrten iNOS-Produktion wird
vermutlich mehr NO freigesetzt, das wahrscheinlich zur Apoptoseinduktion in
verschiedenen Zellen beitrdgt. Die Zytokine flihren zur vermehrten zelluldren
Infiltration in das Transplantat, wahrend dessen das proapoptotische Protein Bax
die Aktivierung von Caspase 3 einleitet. Aktivierte Caspase 3 nimmt an Tag 6 (am
Endpunkt verschiedener Apoptoseinduktionswege) an Konzentration zu und
stimuliert seinerseits verschiedene Substrate, die fiir die morphologischen
Verianderungen des Zelltodes verantwortlich sind. Eventuell sorgt Caspase 3 auch

fiir die Spaltung des apoptosehemmenden Proteins Bcl-2 in ein kleineres Molekiil
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(posttranskriptionelle Degradation) und beinflult dadurch das Verhéltnis des
proapoptotischen Proteins Bax zu seinem Gegenspieler Bcl-2 zu Gunsten von
Bax. Akt verliert in diesen Versuchen an Konzentration, dadurch vermindert sich
moglicherweise sein hemmender Einfluss auf die proapototisch wirkenden
Proteine Bax und Bad. Akt soll jedoch auch hemmend auf FasL einwirken und
dieses seinerseits Apoptose induzieren konnen. Jedoch lauft die Induktion von
Apoptose der Kardiomyozyten in diesem Modell vermutlich nicht iiber FasL.
Obwohl Apoptose in diesem Modell zunimmt, kommt es zu einem Verlust an
FasL. Das Fas-FasL-System konnte hier ein protektiver Mechanismus fiir die
Kardiomyozyten sein, z.B. die Zellen gegen das Empfangerimmunsystem
schiitzen, oder im Rahmen einer Entziindungsreaktion herunterreguliert werden.
Andererseits besteht auch die Moglichkeit, dass FasL in ein kleineres Molekiil

gespalten wird, das im Sinne eines Chemokines wirkt.

Die Hemmung apoptoseinduzierender Mechanismen ist ein neuer moglicher
Ansatz zur Verbesserung des Langzeitiiberlebens von kardialen Transplantaten.
Tiermodelle wie dieses scheinen geeignet, das Verstindnis der komplizierten,
biochemischen Abldufe zu vertiefen. Auf diesem Wege konnte es gelingen, eine
vereinfachte und spezifische Fiihdiagnostik sowie eine pharmakologische
Pravention zu entwickeln, die in die AbstoBungskette eingreift. Dieser Ausblick

bleibt weiteren Recherchen vorbehalten.
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6 Summary

Since the first human heart transplantation in 1967 much progress has been
made in early diagnosis of rejection and immunosuppression. Rejection, however,
remains a frequent cause of mortality and transplant loss after heart
transplantation. Through analysis of diverse apoptose-regulating proteins in
heterotopic and allogen model (Wistar-Furth to Lewis) used here, acute rejection
of transplanted rat-hearts was examined. Herein Apoptosis can be detected in
increasing number during early, intermediary and late stages of rejection.
Programmed cell death is a mediator of graft destruction (apoptosis can be found
in every 15" cardiomyocyte) and is assumed to lead, ultimately, to the loss of
transplant function. The transplanted graft shows histologically progressive cell-
infiltration, tissue-oedema and destruction (death) of cardiomyocytes. During
acute rejection an alteration in the concentration of certain apoptosis-regulating
proteins can be measured. The complex interplay of these proteins is probably
responsible for programmed cell death in graft-infiltrating cells as well as in
cardiomyocytes. In this model the transkription factor NF«B rises in concentration
and activation during acute rejection, but without a measurable change of IkB-oa.
The increased activity of NFkB is probably noticeable in an increase of cytokines,
bax und iNOS. As a result of a progressive iNOS-production you can find a
release of NO, which supposably contribute to the induction of apoptosis in
various cells. The cytokines lead to a progressive cell infiltration in the
transplanted organ, while bax triggers the activation of caspase 3. Activated
caspase 3 increases in concentration on day six after transplantation (at the end
point of many apoptosis-induction ways) and stimulates on his part diverse
substrates which are responsible for morphological changes during apoptotic cell
death. Caspase 3 probably contributes to cleavage of bcl-2 into a smallish
molecule (posttranscriptional degradation) and influences the proportion of
proapoptotic bax to its antagonist bcl-2 in favour of bax. Akt loses concentration
during these experiments; and this possibly leads to the reduction of its inhibitory
effect on the proapoptotic bax and bad. It is also supposed that Akt inhibits FasL

and that this can induce apoptosis on its part. In this model, however, the
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Summary

induction of apoptosis of the cardiomyocytes is probably indepent of FasL.
Although apoptosis increases in this model, there is a decline in FasL. It is
possible that Fas-FasL acts as a protective mechanism for the cardiomyocytes, by
protecting the cells from host immune cells for example, or that it can be down-
regulated within an inflammation. Another possibility is that FasL cleaves in a

smallish molecule which functions as a chemokine.

The impact on apoptosis-inducing metabolism could be a new diagnostic and
therapeutic approach in the management of rejection after cardiac transplantation.
In vitro models like this seem to be helpful for a further research. In this regard
the comparison with human conditions should be confirmed. On the basis of a
more profound knowledge of the complex biochemical interactions a more simple
and specific early diagnosis, an improved and expanded selection of heart donors

and the development of protecting agents are imaginable.
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