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Abb.1: Fernando Rincon de Figueroa (Erlauterung siehe Einleitung)



1. Einleitung

1.1 Historische Entwicklung der Her ztransplantationschirurgie

Defekte Organe durch Organe eines Mitmenschen zu ersetzen beschaftigt seit
langem die Phantasie der Menschheit. Fernando Rincon de Figueroa malte im 15.
Jahrhundert eine , Transplantationsszene”, in der die beiden Martyrer Cosmas und
Damian das verwundete Bein des heiligen Jakobus von Voragine durch das eines
gesunden Mohren ersetzen (Abb. 1). Die mystische Vorstellung, das Herz
charakterisiere das Individuum, behinderte zunachst die gedankliche Entwicklung
der Herztransplantation. Trotz der Vorbehalte beschaftigten sich viele
Wissenschaftler mit dem Thema und am 2. Dezember 1967 gelang Christian
Barnard die erste erfolgreiche Herztransplantation am Menschen.

Die Voraussetzungen dafir mufdten zundchst in zahlreichen Tierversuchen
geschaffen werden. 1905 und 1933 versuchten Carrel [24] und dann Mann [82]
als erste die heterotope Herztransplantation am Tier. Demichov [33] gelang in den
40er Jahren die erste experimentelle Herzverpflanzung mit voller Pumpfunktion.
Wichtige Vorarbeit fiir eine klinische Herztransplantation leisteten Lower, Dong
und Shumway [76,77] in den 50er Jahren. Sie erarbeiteten die
operationstechnischen Grundlagen der orthotopen Transplantation am Tier und
etablierten die Myokardprotektion durch kalte Ischamie.

Dem Transplantationsiom nach Barnards erfolgreicher Herztransplantation am
Menschen folgte Erniichterung aufgrund der Gberwiegend schlechten Ergebnisse.
Nur Lower, Dong und Shumway aus Stanford fihrten weiter regelmalig
Herztransplantationen durch, systematisierten die Technik und I6sten in den 70er
Jahren eine Renaissance der Herztransplantation aus [63]. Ein strenges
Indikationsspektrum [62], Organbiopsien nach der Transplantation [13,25], die
Einfihrung immunsuppressiver Therapieformen verleiteten viele Arbeitsgruppen,
ihre Herztransplantationstatigkeit wieder aufzunehmen oder neu damit zu
beginnen.

Die Entdeckung des immunsuppressiven Effektes von Cyclosporin A im Jahre
1976 eroffnete neue Perspektiven in der Transplantationschirurgie [15,127].



Cyclosporin A [97] und Anti-Human-Thymozytenglobulin [10] wurden zu
Standardpréaparaten der Transplantationschirurgie. Seither werden neue,
schonende und selektimunsuppressionsprotokolle entwickelt.

Auch die diatetische EinfluBnahme von Fetten auf tasmunsystem als
adjuvante Therapieform wird von einigen Wissenschaftlern ausgetestet [16,96].
Vielfach ungeséttigte Fettsauren beeinflusseniasunsystem als Vorlaufer der
immunmodulierenden Prostaglandine, Leukotriene und Thromboxane. Der
Einsatz von Fetten wird sowohl diatetisch, als auch neuerdings parenteral erprobt
[48,49].

1.2 Fettsauren und ihre Abkommlinge
1.2.1 Chemie der Fettsduren und ihrer Abkbmmlinge

Fettséduren sind offenkettige Monocarbonsauren.

Biologisch wichtig sind dank ihres Reaktionspotentiales mehrfach ungesattigte
Fettsduren. Ihre Doppelbindungen werden durch Einfachbindungen voneinander
getrennt. Stereochemisch liegen die Doppelbindungen der natlrlichen,
ungesattigten Fettsduren meist in der cis-Konfiguration vor.

Der Kohlenstoff der Methylgruppe wird>Kohlenstoff genannt. Die Stellung
einer Doppelbindung wirdvom w-(n)-Kohlenstoffatom aus berechnet. Die
Linolsaure ist einan-6 Fettsaure, weil die erste Doppelbindung zwischen dem
sechsten und siebten Kohlenstoffatoram Methylenendaus gezahlt, liegt. In
einer anderen Nomenklatur wiirde man die Linolsaure als cisA%ign1Z
Octadecadienat bezeichnen. Hier gibt man die Position einer Doppelbindung
durch das Symbdh mit hochgestellter Indexziffer an. Die 3-Linolenséure heif3t
dann all-cish9, A12 A15.Octadecatrienat.

Im Organismus @mmen Fas&auren nur zu einem verschwindend geringen Teil in
freier Form, Uberwiegend aber als Fettsaureester vor. Aufgrund ihrer starken
Oberflachenaktivitat (,Seifenwirkung”) wuirden freie Fettsduren in hoher
Konzentration biologische Strukturen zerstoren.

Fettsduren werden aus Nahrungsfett resorbiert oder aus Acetyl-CoA des
Kohlenhydrat- und Aminosaure-Stoffwechsels synthetisiert.



Der Organismus kann nicht sdmtliche Fettsauren herstellen. Linolsaure (18:2,
w-6) unda-Linolenséure (18:3w-3) werden von Saugetieren nicht synthetisiert
[1]. Sie mussen mit der Nahrung zugefiihrt werden und heil3en daher essentielle
Fettsduren. Durch Hinzufligen einer Methylgruppe werden sie zu Arachidonsaure
(20:4, w-6) bzw. Eikosapentaensaure (2015;3) aufgebaut, den Schliissel-
substraten fir die Synthese von Eikosanoiden. Unter diesem Sammelbegriff
werden Prostaglandine, Thromboxane und Leukotriene zusammengefal3t.

Die w-3-Derivate enthalten eine Doppelbindung mehr als die entsprechertiien
Verbindungen. Aus diesem Grund unterscheiden sich die physikochemischen und
funktionellen Eigenschaften der Eikosanoide, je nachdem ob sie aus-Gler
Arachidonsaure oder dem3-Analog Eikosapentaensaure hergestellt wurden.

1.2.2 Immunologische Wirkungsweisen von Fetten

Fettsduren konnen nach Synthese zu Eikosanoiden aber auch
eikosanoidunabhangig auf ddsimunsystem einwirken. In vitro hemmen
langkettige  Fettsauren die PHA-induzierte  Stoffwechselreaktion von
Lymphozyten [131]. Allogene Hauttransplantate Gberleben im Tierversuch langer,
wenn die Empfanger mit mehrfach ungesattigten Fettsduren gefittert werden
[89,103].

Neuerdings weil3 man, dafl} Fettsauren die Proliferation von Concanavalin-A
stimulierten Lymphozyten bei simultaner Eikosanoid-Synthese-Inhibition
hemmen. Immehaufiger wird deshalb die Hypothese geaul3ert, dal3 Fettsauren
auch eikosanoidunabhéngig in das immunologische Geschehen eingreifen [20].

Polyene Fettsduren beeinflussen als Strukturbaustein der Zellmembranen deren
Fluiditat [12,36,116,122] und andere physikochemische und physiologische
Funktionen: Unter anderem werden die Expression von Antigenen und
Rezeptoren, enzymale Funktionen [14,37,87,104,113], die zellulare Adhéasion
[21,128] und der transmembranare Signalstoffwechsel [128] mit Konsequenzen
fur die Funktion immunkompetenter [4,83,126] und deren Zielzellen [89,90]
beeinflufit.



1.2.3 Lipidmediatoren

Lipidmediatoren oder Eikosanoide entstehen durch Oxygenation der w-6-
Fettsdure Arachidonsaure (20t4,6) sowie des Plattchen-aktivierenden Faktors
(PAF). Unter Katalyse entweder der Lipoxygenase oder dero@ydenase
entstehen biologisch aktive Mediatoren (Thromboxan, Prostaglandin, Leukotrien,
Hydroxyeikosatetraensauren) [32,95]. Ra8 Analbgon derArachidonsaure ist

die Eikosapentaensdure (20:5-3). Auch sie wird entweder Uber den
Lipoxygenase- oder Zy&bxygaaseweg verstoffwechselt, wobei sie gegeniiber
der Arachidonsaure das bevorzugte Substrat der Lipoxygenase darstal#3Die
Zyklooxygenaseprodukte haben jedoch gegentber de6-Derivaten ein
verandertes Wirkprofil [38,94,130].

Ebenso entstehen auf dem Lipoxygenasepfad aus Eikosapentaensaure Leukotriene
der 5er Reihe mit teilweise antagonistischer Wirkung [39] gegentber den
Arachidonsaurederivaten der 4er Reihe.

1.2.4 Einflul} der Eikosanoide auf Immunmechanismen

Bestimmte Prostaglandine, insbesondere PGE; und PGEp scheinen sowohl in

vitro as auch in vivo immunsuppressiv zu wirken [44,133]. Durch das
Prostaglandinanalogon 16,16-Dimethylprostaglandin Eo liel3 sich beispielsweise

die Transplantatiiberlebenszeit allogen transplantierter Rattenherzen verlangern
[119].

In vitro hemmen schon geringe Konzentrationen von P&éie Stimulierbarkeit
menschlicher Lymphozyten durch PHA [44].

Prostaglandin & reduziert auch die lymphozytare Syntheseleistung von
Interleukin 2, dem Proliferationsmarker der T-Lymphozyten [26]. Aber auch
andere Prostaglandine, wie beispielsweise das Prostazyklin, verlangern den
AbstoRungsprozeld [111].

Nicht nur der Einflu3 der Prostaglandine auf die Interleukin 1- und 2-Sekretion
[26,71], sondern auch auf die Spiegel von zyklischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) wird beschrieben [71].

In vitro fand sich unter Einsatz der Zgkixygenaseinhibitoren Azetyl- und
Natriumsalizylsdure eine signifikante Verlangerung der Transplantatliber-
lebenszeiten von heterotop transplantierten Rattenherzen [110]. Andere
Zyklooxygenaseinhibitoren wiederum, wie z.B. Timeganine, verkirzten sogar den
AbstoRungsprozel3 [112].



Berechtigterweise kann man nach diesen unterschiedlichen Ergebnissen
spekulieren, daf} die immunmodulierende Wirkung dieser Enzyminhibitoren
unabhangig von Anderungen im Prostaglandinstoffwechsel sind.

Unbestritten bleibt, dal3 Prostaglandine sowohl Uber die Veradnderung der
Konzentrationen verschiedener Mediatoren, als auch der zellularen ,second
messenger” Einflu auf dlieamunantwort nehmen.

Leukotriene sind wie Prostaglandine potente Modifikatorenrderunabwehr. So
supprimieren T-Lymphozyten unter der Wirkung von Leukotrien @&ie
Immunglobulinproduktion von PWM (pokeweed mitogen)-stimulierten peri-
pheren mononukledren Zellen wahrscheinlich durch Steigerung der Suppressor-
eigenschaften [5]. LeukotriengBund in geringerem Mal3e auchy Btimulieren

eine bestimmte Population humaner Lymphozyten zur Ausbildung von
Suppressoreigenschaften [106]. Leukotriene steuern auch Adhasion und
Chemotaxis der polymorphkernigen Neutrophilen [100,108].

1.3 Transplantationsimmunologie
1.3.1 Wichtige Antigenstrukturen

Der Abstol3ungsprozel3 beruht im wesentlichen auf Unterschieden in zwel
Antigensystemen: dem MHC (major-histocompatibility-complex)-System und
dem Non-MHC-System. Zum Non-MHC-System gehoren die Blutgruppen-
antigene oder endothelspezifische und endothelialmonozytare Antigenstrukturen,
die bei Unterschieden zwischen Spender und Empfanger hyperakute
AbstolRungsreaktionen ausldsen konnen. Andere Non-MHC-Antigene verursachen
bei Inkompatibilitat ausschliel3lich zellulatenmunreaktionen und werden im
Gegensatz zum MHC-System als schwache Transplantationsantigene oder
~-minor-histocompatibility-antigens” bezeichnet.

Die ,major-histocompatibility-complex antigens” sind innerhalb der Trans-
plantationschirurgie ungleich wichtiger. Sie liegen in drei Klassen, dem MHC-
Typ |, der in der Regel von allen kernhaltigen Zellen des S&ugetier-organismus
ausgebildet wird, und dem Typ Il, der nur auf B-Lymphozyten und Zellen der
Monozyten-Makrophagenreihe exprimiert wird, aber unter Zytokineinflu3 auch
auf anderen Zelloberflachen erscheint [105].



Neuerdings faf3t man Bestandteile des Komplementsystems (C2, Faktor B) sowie
die Tumornekrosefaktoren (TNF}x und 3 als MHC-Typlll-Kkomponenten
zusammen [105].

1.3.2 MHC-Interaktion mit T-Lymphozyten

Die im Thymus ablaufende Konditionierung der unreifen T-Zellen ist darauf
ausgerichtet, korpereigenes Gewebe als ,Selbst” zu erkennen, und vor
autoaggressiven immunologischen Reaktionen zu schiitzen. So erkennen reife
Thymozyten korpereigene Strukturen anhand des individuellen MHC-Musters.

Gelangen korperfremde Proteine oder Gewebe (Transplantation) in den
Organismus, so werden diese in Antigen-prasentierenden-Zellen (APC)
aufgearbeitet und tber das MHC-Molekll den immunologisch aktiven Zellen
prasentiert. Die T-Lymphozyten interagieren mit diesen APC (ber einen
trivalenten Komplex bestehend aus MHC-Molekil inklusive dem zu
prasentierenden Antigen und dem T-Zellrezeptor. Ist das préasentierte Antigen ein
korperfremdes Peptid, so registriert die T-Zelle dies und st63t Gber Ausschittung
von Lymphokinen einédmmunreaktion an, in die B-Lymphozyten, Makrophagen
und nicht sensibilisierte T-Zellen involviert sind. Des weiteren kann spater nach
B-Zellstimulation eine  humorale  Reaktion mit  Aktivierung des
Komplementsystems folgen.

1.3.3 AbstoR3ungsmechanismen

Mit der Ubertragung des Transplantates werden nicht nur Organparenchym,
sondern auch Blutbestandteile und gewebsstandige APC Ubertragen. Diese
Spender-APC kbénnen fur einen gewissen Zeitraum Antigene direkt prasentieren
und so Immunreaktionen auslésen. Dauerhaft immunogen wirksam sind die
Empfanger-APC, die Non-MHC-Antigene und MHC-Fragmente des Spenders
prasentieren und T-Zellen gegen Spender-MHC-Antigene und Non-MHC-
Strukturen sensibilisieren.



1.3.4 AbstolRungsreaktionen
1.3.4.1 Hyperakute Abstol3ungsreaktion

Die hyperakute AbstoRungsreaktion gehort zu der Mygberempfindlichkeits-
reaktion nach Gombs und Gell [42]. Sie tritt nur dann auf, wenn schon vor der
Transplantation Antikbrper gegen das Gewebe oder Bestandteile im Gewebe
vorhanden sind. Die Reaktion der Antikorper richtet sich im wesentlichen auf
Strukturen der Transplantatgefaf3e. Nach Minuten bis Sturmtemkes zu einer
Arteriitis bzw. Arteriolitis mit begleitender Thrombosierung der Gefal3e, so dal3
die Zerstorung des Transplantates aufgrund der rasch auftretenden Ischamie zu
erklaren ist.

1.3.4.2 Akute AbstoRungsreaktion

Nach der Einteilung von@mbs und Gell [42] z&hlt man die akute Abstol3ung zu
der Typ IV-Uberempfindlichkeitsreaktion. Hier bestimmen zellulare
Mechanismen das Abstol3ungsgeschehen. Sensibilisierte T-Lymphozyten triggern
die Transplantatabstof3ung tber Ausschittung von Lymphokinen, die die eigene
Proliferation und die von Makrophagen und Leukozyten stimulieren und
entzindliche Infiltrate verursachen. Im Vordergrund dieser Reaktion steht das
lymphozytére Infiltrat, das sowohl im Transplantatparenchym, als auch vor allem
innerhalb der Intima der Gefél3e des Transplantates zu finden ist. Es verursacht
Arteritiden, die wiederum mit Gefal3thrombosierungen einhergehen kénnen.

Die akute AbstolRungsreaktion bendtigt etwa 8 Tage, um ein Transplantat aul3er
Kraft zu setzen. Dank definierter Histoinkompatibilitdt von Spender und
Empfanger lauft die akute AbstoRung im Tiermodell in einem definierten und
reproduzierbaren Zeitintervall ab. Das Ausmall der Verlangerung der
Transplantattberlebenszeit gilt als MalR3stab der immunsuppressiven Potenz einer
Testsubstanz.

1.3.5 Chronische Abstol3ungsreaktion
Dieser Vorgang ist ein sich Uber mehrere Monate hinweg erstreckender,

schleichender, kontinuierlicher AbstoRungsprozel3, der zu zunehmender
Obliteration von Arteriolen aufgrund einer sich entwickelnden ausgepragten



Intimafibrose fihrt. Vor allem die unentwegte Schadigung von GefalRwandzellen
durch Entzindungsreaktionen, verursacht durch zirkulierende Antigenkomplexe,
ruft diese Schaden am Transplantat hervor.

1.4 Aufgabenstellung und Ziele der vorliegenden Arbeit

Am Modell der heterotopen Herztransplantation der Ratte wirken intravendse
Lipidemulsionen in Abhangigkeitom w-3/w-6-Fettsaureverhaltnis von abgestuft
immunsuppressiv bis immunneutral.

In der vorliegenden Arbeit sollte die palpatorisch ermittelte Transplantat-
Uberlebenszeit mit immunhistologischen Variablen korreliert und objektiviert
werden.



2. Material und Methoden

2.1 Material

Samtliche Praparate wurden freundlicherweise von H. Grimm [48,49] zur
Verfiigung gestellt. Die Tierversuche waren gemald 8 8 Abs. 1 des Deutschen
Tierschutzgesetzes genehmigt und entsprechend den Empfehlungen der
Tierarztlichen Vereinigung fur Tierschutz e. V. durchgefiihrt worden.

2.1.1 Versuchstiere

Mannliche Inzucht-PVG- (RT @ Mgllegaard Breeding Center, Skensved,
Danemark) und Wistar/Kyoto-Ratten (RTl,1Mgllegaard Breeding Center,
Skensved, Danemark) wurden als Spender (150-200 g) bzw. Empfanger (200 —
250 g) verwendet. Die Ratten wurden in Kunststoffkafigen mit rostfreien Stahl-
gitterboden bei einer konstanten Raumtemperatur von 20 °C, einer Luft-
feuchtigkeit von 50 % und einem Tag-Nacht-Zyklus von 12 Stunden gehalten. Die
Tiere wurden eine Woche vor der Transplantation in der oben beschriebenen
Umgebung eingewohnt. Die Versuchstiere hatten freien Zugang zu Wasser und
R3-EWOS-ALAB-Zuchtfutter (ALAB, Sollentuna, Schweden).

Die Fettsdurezusammensetzung des Futters ist in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Fettzusammensetzung des R3-EWOS-ALAB-Zuchtfutters

Rohdlanteil in Prozent 5

Fettsduren in % des totalen Fettsauregehaltes

Fettsaure prozentualer Anteil
Palmitinsaure (16:0) 21
Palmitoleinséure (16:1) 2

Steranséaure (18:0) 4

Olsaure (18:1) 22

Linolsdure (18:2) 42

Linolensaure (18:3) 7

Andere 2
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2.1.2 Fettemulsionen

20 %ige Emulsionen aus Disteldl, Fischél, Fischolathylestern, angereicherten
Fischolathylestern, Sojadl und einer 1:1 Mischung aus Fisch- und Distel6l wurden
zur intravendsen Infusion verwendet.

Zur Herstellung der Emulsion wurde eine isotonische Wasserphase benutzt, die
sich aus gereinigten Hihnerei-Phospholipiden und aus Glycerol zusammensetzte.
Diese L6sung ist auf 60 bis 70 °C erwarmt und nach und nach die Fettphase unter
Ruhren mit hoher Umdrehungszahl hinzugegeben worden.

Mit Hilfe eines Fbmogaisators wurde unter hohem Druck eine feine Emulsion
hergestellt, in Glasflaschchen abgefiillt und hitzesterilisiert.

2.1.3 Unter suchungsgr uppen

Gegenstand der vorliegenden Arbeit waren heterotop transplantierte Rattenherzen,
die entweder bis zum vollstdndigen Sistieren der Herzaktion implantiert waren
oder nach vier Tagen, bei erhaltener Organfunktion pemtmenwurden.

Sieben verschiedene Behandlungsgruppen, sowie eine Kochsalzkontrolle wurden
bei den bis zum vollstandigen Erliegen der Herzaktion implantierten Organen
unterschieden:

Die Kontrollgruppe erhielt in gleicher Weise wie die Behandlungsgruppen eine
intravendse Infusion physiologischer Kochsalzlésung, die im Volumen den
Fettsaureinfusionen der Behandlungsgruppen entsprach.

Den sieben Behandlungsgruppen wurden verschiedene Fettinfusionen, deren
genaue Fettsaureverteilung in Tabelle 2 angegeben ist, infundiert.

Gruppe 1, die Kontrollgruppe, bekam physiologische Kochsalzlosung (NaCl-
Lsg.), Gruppe 2 eine 20 %ige Disteldlemulsion (9,0 g Fett pro Kilogramm
Korpergewicht pro Tag), Gruppe 3 eine 20 %ige Fischdlemulsion (9,0 g Fett pro
Kilogramm Korpergewicht pro Tag) und Gruppe 4 und 5 eine 20 %ige
Fischolathylesteremulsion (9,0 g Fett pro Kilogramm Kdorpergewicht pro Tag) mit
niedrigem bzw. hohem Anteil an-3-Fettsauren.

Gruppe 6 erhielt eine 20 %ige Sojadlemulsion (9,0g Fett pro Kilogramm
Korpergewicht pro Tag) und Gruppe 7 eine 1:1 Mischung aus Fischol- und
Distel6l-Emulsionen zu je 4,5 g Fett pro Kilogramm Koérpergewicht pro Tag.

Die nach vier Tagen emdmmenen Organenestammen Tieren, die in gleicher



11

Weise wie die Tiere, deren Organe bis zum vollstandigen Erliegen der
Organfunktion implantierten waren, behandelt wurden. Die Gruppennumerierung
weicht von der bei den bis zum Erliegen der Herzaktion transplantierten Organen
ab, da beide Untersuchungen vollig getrennt voneinander durchgefiihrt wurden.
Gruppe 1 war die Kochsalzkontrolle, Gruppe 2 die Sojatlbehandlungsgruppe,
Gruppe 3 die Mischgruppe, Gruppe 4 die Fischdl-, 5 die Disteldl-, 6 und 7 die
Fischolathylester- bzw. angereicherte Fischolathylesterbehandlungsgruppe.

Die infundierten Fettkonzentrationen entsprachen stets physiologischen Dosen.



Tabelle 2: Zusammensetzung der Fettemulsionen
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Fettsaureanteil
in Prozent
Fettsauren Distelol Fisché| Sojad| Fischol{ ang. Fischdl 1:1 Mischung
athyleste athyleste Distel- +
Fischo
12:0 0,20 0,10 0,10
14:0 0,10 5,50 0,10 4,90 2,80
16:0 7,60 14,20 11,00 14,10 2,20 10,90
16:1(-7) 0,10 6,50 0,10 6,30 0,30 3,B0
17:0 0,10
18:0 2,90 3,20 4,40 3,60 1,10 3]05
18:1(-9) 13,60 10,10 23,30 10,60 2,80 11{85
18:1(-7) 3,10 3,10 0,20 1,95
18:2(-6) 73,60 2,60 51,60 2,20 1,40 38J10
18:3(-6) 0,20 0,30 0,20 0,10
18:3(w-3) 0,20 0,70 6,60 0,70 0,40 0,p5
18:4(w-3) 2,50 2,40 3,90 1,25
20:0 0,30 0,20 0,30 0,20 0,p5
20:1@-9) 0,30 1,50 0,30 1,50 0,90
20:1-7) 1,80 1,80 0,9p
20:1(@-5) 0,20 0,20 0,1p
20:2(-6) 0,50
20:3(-6) 0,04
20:4(-6) 0,10 1,60 0,10 1,70 2,00 0,85
20:5@-3) 18,10 17,7 43,00 9,05
22:0 0,40
22:1w-11) 2,00 2,30 0,70 1,4o
22:1@-9) 0,50 0,50 0,2p
22:1(-7) 0,10 0,10 0,0p
22:5@-3) 2,70 2,70 4,20 1,35
22:6(@-3) 12,90 13,50 30,60 6,45
22:6(-6) 0,30
Gesamtantei 0,20 36,90 6,60 37,00 82,110 18|55
w3
Gesamtantei 73,70 4,40 52,54 4,20 3,60 39J05
w-6
Verhaltnis 1:368,5 8,41 1.7,96 8,81 22,8:1 1.1
w-3:w-6
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2.1.4 Antikorper

2.1.4.1 Primarantikorper

Verwendet wurden monoklonale Maus-anti-Ratte-Antikdrper gegen die Zellklone
W3/13, W3/25, Ox 19, Ox 8, Ox 1, Ox 33. (Firma Camon, Wiesbaden,
Deutschland):

W3/13: Markiert Thymozyten, _T-Lymphozyten, Plasmazellen und
Polymorphkernige Zellen [6,19,23,34,99,132].

W3/25: Bindet an ein Zelloberflachenepitop der meisten Thymozyten und einer
Untergruppe von peripheren T-Lymphozyten und Makrophagen. Der AntikOrper
markiert T-Helferzellen (3), die von dem Antikérper MRC Ox 8 nicht erfaf3t
werden. Das Oberflachenglykoprotein ishiblog zu dem humanébD4-Antigen
[6,18,22,28,86,132].

MRC Ox 19: Reagiert mit einem Oberflachenglykoprotein von Thymozyten und
peripheren T-Zellen. Das Protein ist mit dem humanen CD5-Antigen vergleichbar
[6,30,31].

MRC Ox 8: Markiert den grof3ten Teil der Thymozyten und NK (,Natural-
Killer’)-Zellen. Die Oberflachenglykoproteine sind vergleichbar dem
Mausantigen Ly-2 und dem humanen CD8-Antigen [6,18,23,30,64,78].

MRC Ox 1: Bindet an die maomorphe Determinante des ,leukocyi@mon
antigen” (LCA) [6,7,121,134].

MRC Ox 33: Interagiert mit_B-Lymphozyten-spezifischem Leukozytenantigen
[6,7,134].

(Unterstrichene Zelltypen stellen Hauptziele der AntikGrper dar.)

2.1.4.2 Brickenantikdrper

Als  Brickenantikorper wurde ein Kaninchen-anti-Mausaunglobulin
angewendet, das von der Firma Dakopatts Diagnostika GmbH, Hamburg,
hergestellt wird.
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2.1.5 APAAP-Komplex

Dieser Immunkomplex ist aus zwei Komponenten, der intestinalen akalischen
Phosphatase (vom Kalb stammend) und einem gegen dieses Enzym gerichteten
monoklonalen Maus-Antikorper, aufgebaut.

Der Komplex ist bei der Firma Dakopatts Diagnostika GmbH Hamburg
(Deutschland) erhaltlich.

2.1.6 Reagenzien

Reagenzien der Firma Dakopatts Diagnostika GmbH, Hamburg (Deutschland):

Glycergel
Rattenserum

Reagenzien der Firma GIBGO/BRL-Bethesda Research Laboratories GmbH,
Eggenstein (Deutschland):

Rinderserum (inaktiviert)

Reagenzien der Firma E. MERCK, Darmstadt (Deutschland):

Aceton
N,N-Dimethylformamid
Hamalaun
Hydrochlorid (HCI)
Natriumacid
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumnitrit
Neufuchsin

Propandiol

Reagenzien der Firma SEROMED Biochrom KG, Berlin (Deutschland):

RPMI-Medium 1640
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Reagenzien der Firma SIGMA Chemie GmbH, Dea senhofen (Deutschland):

Levamisol
Naphthol-As-Bi-Phosphat
Tris-Base (Trizma®-Base)
Tris-HCI (Trizm&®-Hydrochlorid)

2.1.7 Auswertungshilfsmittel

A) Mikroskop der Firma Leitz Wetzlar (Deutschland), Modell Laborlux D mit
Okularen 10-fach und Objektiven 10-fach, 25-fach, 40-fach und 100-fach .

B) Strichplatte (Leica, Bensheim, Deutschland) mit einem Netz, bestehend aus
10 x 10, 1 x 1 mm gro3en Quadraten.

C) Immasionsol (MERCK, Darmstadt, Deutschland, Brechungsindex: 1,515 bis
1,517)
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2.2 Methoden

2.2.1 Transplantation
2.2.1.1 Chirurgische Technik

Die Empfanger wurden mit 0,315 mg Fentanyl pro Kilogramm Koérpergewicht
i.m. (Hypnorn, Janssen, Beersee, Belgien) anasthesiert. Nach Erdffnen des
Abdomens Uber eine mediane Laparotomie, temporarem Abklemmen der Arteria
und Vena renalis, wurde die linke Empfanger-Niere entfernt. Anschlie3end
erfolgte die Vorbereitung der Nierengefal3e mit der Cuff-Technik [60] fur die
Anasbmosierung.

Die Spender erhielten eine Narkose mit 60 mg Pentobarbital pro Kilogramm
Korpergewicht i. p. (Mebumal vét, Nord Vacc, Schweden). Zur Freilegung des
Herzens wurde die ventrale Brustkorbwand hochgeklappt und vor der eigentlichen
Organentnahme 300 IE Heparin intravends injiziert. Dann erfolgte die Ligatur der
Vena cava superior und inferior unmittelbar vor der Mindung in den rechten
Vorhof. Anschlieend wurden die Arteria pulmonalis und Aorta ascendens
durchtrennt und das Herz Uber den Aortenstumpf mit kalter, heparinisierter
Kochsalzlésung (4 °C, 50 IE Heparin/ml 0,9 % NaCl) durchspult. Die Venae
pulmonales wurden kurz vor Eintritt in den linken Vorhof (ber eine
Sammelligatur unterbunden und das Spender-Herpemten.

Zur Anasbmosierung des Herzens an die Nierengefal3e des Empfangers wurden
die Aorta ascendens uUber den arteriellen Cuff des Empfangers, die A. pulmonalis
Uber den vendsen Cuff gezogen und mit einer Ligatur fixiert (Abb. 2). Wahrend
der Transplantation wurde die ,kalte Ischamiezeit” von finf Minuten nicht
Uberschritten.

Das so transplantierte Organ begann etwa 30 Sekunden nach Freigabe der
Zirkulation zu schlagen, ohne eine hamodynamische Funktion zu erlangen. Bei
dieser Transplantationstechnik sistiert der BlutfluR im linken Herzen. Die
Durchblutung der Koronargefal3e erfolgt retrograd tber die Aorta ascendens.

Zum Verschlul3 des Empfanger-Abdomens wurde eine fortlaufende, einschichtige
Naht verwendet.
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Durch zweimalige tagliche Palpation wurde die Transplantatfunktion tberpruft.
Die Abstol3ung galt als abgeschlossen, sobald keine myokardiale Kontraktion zu
tasten war.
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Abb. 2: Gefal3anasmose in der Cuff-Technik ” nach Heron [60]

Abb. 2.1: Abgeklemmte und durchtrennte Abb 2.2: Vorbereitung der Cuffs
Arterie und Vene vor der Cuff-
Befestigung

Abb. 2.3: Uberstiilpen der Cuffs

Abb. 2.5: Transplantat nach GefaRanschluf3
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2.2.1.2 Zentralvendser Katheter

Die Katheter bestanden aus einem Silikonspiralschlauch (Silastic®, 0,012 inch x

0,025 inch, No. 602-105 HH 061999, Dow Corning Corp., Midland, MI, U.S.A.),
der mit einem 5 cm langen Polyethylenkatheter (PE 10, Clay Adams, Parasippany,
NJ, U.S.A.) verbunden war. Dieser PE-10-Katheter wurde mit einem 30 cm
langen PE 20-Katheter (Clay Adams, Parasippany, NJ, U.S.A.) verschmolzen.
Der Silikonteil des Katheters wurde in die linke Vena jugularis interna
eingebracht. Das Kathetersystem wurde am Empfangertier tber ein Mieder [107]
gesichert. Uber eine SAGE-Perfusionspumpe wurden die Fettemulsionen
kontinuierlich Gber 24 Stunden infundiert.

2.2.2 Entnahme und Aufbewahrung der Organe

Nach Sistieren der Herzaktion bzw. vier Tage nach der Transplantation wurden
die Organe entnommamd eine 23 mm dicke Scheibe aus dem mittleren Anteil
des ventrikularen Abschnittes mit O.C.T. Compound-Gel (Tissu&T#kiles,
U.S.A.) auf einem Korkplattchen in flissigem Stickstoff angefroren. Bis zur
Herstellung der Gefrierschnitte wurden die Praparate bei -80° C aufbewabhrt.

2.2.3 Herstellung der Gefrierschnitte

Nach Einbettung der Gewebestiicke in O.C.T. Compound-Gel (Tisstf-Tek
Miles, U.S.A.) auf Spezialtragern folgte die Herstellung von gan7dicken
Gewebsschnitten mit dem Kryostat 2800 Frigocut E (Fa. Reichert-Jung, Nuf3loch,
Deutschland) bei einer Arbeitstemperatur zwischen -25 und -30 °C.

Die auf handelstbliche Objekttrager aufgemmenen Schnitte mul3ten an-
schlielend zwischen 2 und 24 Stunden luftgetrocknet werden.

2.2.4 Fixierung der Praparate
Zur Erhaltung der Morphologie des Gewebes und zur Stabilisierung von

zellularen Bestandteilen wurden die zuvor22 Stunden luftgetrockneten
Kryostatschnitte zunachst 10 Minuten in Aceton fixiert.
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2.2.5 APAAP-Methode

Die APAAP-Farbung ist eine enzymatische Farbetechnik. Der APAAP-Komplex
wird dazu benutzt, die Antikérperbindung an bestimmte Epitope (in dieser Arbeit
leukozytdre und lymphozytare Oberflachenstrukturen) im Préparat farblich
sichtbar zu machen.

Zunéchst inkubiert man das Praparat mit dem primaren Antikorper, der an das
nachzuweisende Epitop anbindet. In dieser Untersuchung wurden monoklonale
Maus-anti-Ratten-Antikorper verwendet. Danach folgt eine weitere Inkubation
mit einem sogenannten Brickenantikorper, auch sekundarer Antikdrper genannt,
der in der Lage ist, an den primaren Antikdrper anzubinden. Dieser muf3 gegen
Mausimmunglobulin gerichtet sein, da hier der primare Antikorper ein
Mausimmunglobulin darstellt. Hier wurden Kaninchenantikorper benutzt, die
diese Voraussetzungen erfillen. Zuletzt wird der APAAP-Komplex dazugegeben,
der an den Briuckenantikdrper bindet. Der APAAP-Komplex besteht aus der
intestinalen Alkalischen-Phosphatase (Herkunft: Kalb), an die ein gegen dieses
Enzym gerichteter Antikorper, hier aus der Maus, gebunden hat. Beides
zusammen wird als _ AlkalischéaBsphatase _ wti-Alkalische-Posphatase
(APAAP)-Komplex bezeichnet.

Durch Zugabe von Neufuchsin in einer speziellen Entwicklerlésongk es zu

einer Rotfarbung der Praparateanteile, an die der APAAP-Komplex gebunden hat.
Zuvor gibt man Levamisol auf die Praparate, um die gewebsstandige alkalische
Phosphatase zu inhibieren, und damit eine diffuse Hintergrundfarbung zu
vermeiden. Der Enzymkomplex, die intestinale alkalische Phosphatase, ist
unempfindlich gegeniber dem Levamisol und bleibt so fir die gewilnschte
Farbreaktion aktiv.
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Abb. 3: APAAP-Methode

@3 Lymphatische Zelle

% Antikérper Maus-anti-Ratte

]ﬁ Antikorper Kaninchen-anti-Maus
Oj intestinale Alkalische Phosphatase

c%

Antikdrper Maus-anti-intestinale Alkalische Phosphatase
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2.2.5.1 Herstellung der Lésungen

Die folgenden Lésungen wurden aus den unter 2.1.6 aufgelisteten Substanzen auf
Vorrat angesetzt:

Ansatz A: RPMI-LOsung

50 ml RPMI-Medium

450 ml  Aqua destillata

50 ml inaktiviertes Rinderserum
0,5 g Natriumacid

Die RPMI-L6sung mul3 auf pH ~4,6 eingestellt werden.
Hierzu verwendet man Tris-Base bzw. Tris-HCI.

Vor jeder Verwendung ist der pH-Wert neu einzustellen.
Die Losung sollte im Kiuihlschrank aufbewahrt werden.

Ansatz B: Spullésung
45 g Tris-Base
3425 ¢ Tris-HCI
43,9 g NaCl (Natriumchlorid)

5000 ml  Aqua destillata

Die o. g. Stoffe werden in Aqua destillata gelost und mit
Tris-Base bzw. Tris-HCI auf pH 74,6 eingestellt.

Ansatz C: Entwicklungspuffer
8,7 g NaCl (Natriumchlorid)
15 g Tris-HCI
49 g Tris-Base

175 ml  Aqua destillata

Zur Herstellung des Entwicklungspuffers werden die 0.g.
Stoffe in Aqua destillata gelost.



23

Ansatz D: Propandiol puffer

21 g Propandiol
1000 ml  Aquadestillata

Propandiol wird in Aqua destillata aufgeldst und im
Kuhlschrank gelagert.

Ansatz E: Neufuchsinlésung

5 g Neufuchsin
100 ml 2n HCI

Neufuchsin wird in Aqua destillata gel6st und in einer
dunklen Flasche bei ca. 4 °C aufbewahrt.

2.2.5.2 Blockade

Zur Vermeidung von Kreuzreaktionen der Briuckenantikbrper mit
Gewebsstrukturen der Ratte und der damit verbundenen Entstehung von
Hintergrundanfarbungsphanomenen wurden die fixierten Praparate nach
dreimaliger Spulung mit Spullésung (siehe unter 2.2.5.1) mit Hilfe von
inaktiviertem Rattenserum 1:10 verdinnt mit RPMI-Losung (siehe unter 2.2.5.1)
blockiert. Nach gleichmaRigem Aufpipettieren von etwa 100 pl Serum auf die
Schnitte wurden diese 20 Minuten in der feuchten Kammer inkubiert.

2.2.5.3 Primarantikdrperapplikation

Zuerst wurden die Primarantikorper mit RPMI-Losung in einem zuvor
austitrierten Verhaltnis verdinnt (siehe Tabelle 3) und dann mittels einer
Eppendorfpipette pro Schnitt 100 pl so auf die Praparate aufgebracht, dal3 das
Gewebe gleichmalig mit der verdiinnten Primarantikérperlésung bedeckt war.
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Tabelle 3: Verdinnungen der Primarantikdrper

ANTIKORPER VERDUNNUNG MIT RPMI-LOSUNG
W3/13 1:100

W3/25 1:100

MRC Ox 19 1:500

MRC Ox 8 1:500

MRC Ox 1 1:100

MRC Ox 33 1:50

Die so behandelten Schnitte wurden dann bel Raumtemperatur 30 Minuten in

einer feuchten Kammer inkubiert. Anschliel3end wurde mit der Spullésung (siehe
Ansatz B, 2.2.5.1) drei Mal gewaschen, um nicht gebundene AntikGrper zu
entfernen.

Dieser Spulvorgang wiederholte sich nach allen nun folgenden, jeweils in der
feuchten Kammer durchgefihrten Inkubationsschritten.

2.2.5.4 Brickenantikdrperapplikation

Tabelle 4: Verdinnung des Brickenantikérpers

PRIMARANTIKORPER BRUCKENANTIKORPER VERDUNNUNG MIT

RATTENSERUM/RPMI
(1:8)

W3/13 Kaninchen-anti-Maus 1:20

W3/25 Kaninchen-anti-Maus 1:20

MRC Ox 19 Kaninchen-anti-Maus 1:20

MRC Ox 8 Kaninchen-anti-Maus 1:20

MRC Ox 1 Kaninchen-anti-Maus 1:20

MRC Ox 33 Kaninchen-anti-Maus 1:20

Die Verdiunnung des Brickenantikorpers erfolgte mit RPMI-Losung, der zuvor
hitzeinaktiviertes Rattenserum zur Verminderung einer unspezifischen
Hintergrundfarbung im Verhaltnis 1:8, Rattenserum zu RPMI, zugesetzt wurde.
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Von der so hergestellten Brickenantikérperverdiinnung wurden wiederum pro
Praparat 100 pl auf die Schnitte pipettiert, so dall das Gewebe gleichmalig
benetzt war. Auch der Briuckenantikérper wurde 30 Minuten in der feuchten
Kammer inkubiert, bevor nach Spuilung der APAAP-Komplex aufgetragen
werden konnte.

2.2.5.5 APAAP-Komplex Zugabe

Bevor der APAAP-Komplex auf die Schnitte aufgebracht werden konnte, muf3te
dieser zunachst mit der RPMI-Losung im Verhdltnis 1:50 verdinnt werden.
Danach wurden ca. 100 pl auf die Gewebsschnitte aufpipettiert und 30 Minuten
inkubiert.

Zur Steigerung der Farbintensitat wurde sowohl die Zugabe des jeweiligen
Brickenantikdrpers als auch die des APAAP-Komplexes nochmals mit einer auf
10 Minuten verkirzten Inkubationszeit durchgeflhrt.

Pro gebundenem Primérantikbrper konnen mehrere Substratmolekile
(Brtuckenantikorper/APAAP-Komplex) umgesetzt werden, so dal3 die

Wiederholung der Inkubationsschritte mit dem Brickenantikérper und APAAP-

Komplex zu einer Zunahme der Anfarbung der fir den Primarantikdrper

spezifischen Strukturen fiihrt (amplifizierte APAAP-Technik).
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2.2.5.6 Entwicklung

Der gebundene APAAP-Komplex dleine reicht noch nicht dazu aus, die
gesuchten Epitope sichtbar zu machen.

Erst die enzymatische Reaktion der alkalischen Phosphatase mit Neufuchsin und
Naphthol-As-Bi-Phosphat flhrt zu einer leuchtend roten Anfarbung der
jeweiligen Epitope.

Zur oben beschriebenen Visualisierung der fir den Primarantikdrper spezifischen
Strukturen wurde unmittelbar vor ihrer Verwendung eine Entwicklungslosung
hergestellt, die u.a. Naphthol-As-Bi-Phosphat und Neufuchsin enthielt.

Die Herstellung der Losung aus den unter 2.1.6 erwdhnten Reagenzien und unter
2.2.5.1 beschriebene Losungen wurde folgendermal3en durchgefiihrt:

Losung 1:
175 ml Entwicklungspuffer (Ansatz C)
62,5 ml Propandiolpuffer (Ansatz D)
100 mg Levamisol

Entwicklungs-, Propandiolpuffer und Levamisol werden zusammen-
gegeben und die entstandene Losung mit Tris-Base bzw. Tris-HCI auf
pH 9,75 eingestellt.

LOsung 2:
50 mg Natriumnitrit
1250 ml Aqua destillata
500 ml Neufuchsin (Ansatz E)

Natriumnitrit wird in Aqua destillata aufgel6st, die Neufuchsinlésung
dazugegeben und das Gemisch nach genau einer Minute Reaktionszeit,
wie unten beschrieben, weiterverarbeitet.

LOsung 3:
125 mg Naphthol-As-Bi-Phosphat
1500 ml N,N-Dimethylformamid (DMF)

Naphthol-As-Bi-Phosphat in DMF |6sen.
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Losung 2 und 3 in Loésung 1 geben und nachfolgend mit Tris-Base bzw. Tris-HCI
auf pH 8,8 einstellen.

Die so hergestellte Entwicklungslésung wurde sofort filtriert und auf Kivetten

verteilt. Nach Zugabe der Praparate wurden die Kivetten 30 Minuten unter
standigem Schutteln in raumtemperiertem Wasser belassen.

Nach Ablauf der Inkubationszeit muf3ten die Préparate zunachst flunfmal
gewaschen werden, bevor sie im nachsten Schritt weiterverarbeitet werden
konnten.

2.2.6 Kernfarbung

Zur besseren morphologischen Differenzierung der Praparate wurde im Anschluf3
an die APAAP-Farbung eine Gegenfarbung mit Hamalaun durchgefihrt. Sie
diente hauptséchlich dazu, die Zellkerne der Gewebe und infiltrierenden Zellen
darzustellen.

Zur Gegenfarbung wurden die Praparate 30 Sekunden in Hamalaunlésung
gegeben und danach innerhalb einer Spulreihe mit 6 GefalRen, geflllt mit
Spullésung, gewaschen.

Anschlie3end wurden die Schnitte-P0 Minuten in Puffer- bzw. Spulldsung
geblaut.

2.2.7 Eindecken

Durch Auftragen eines Tropfens erwarmten (56 °C) GlyceRyelsf die fertig
gefarbten Praparate und nachfolgendes Eindecken mit handelsitblichen
Deckglasern war die Herstellung der nach der APAAP-Methode geféarbten
Praparate abgeschlossen.
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2.2.8 Histologische Auswertung
2.2.8.1 Auswertungsmethoden
2.2.8.1.1 Quantitative Auswertung infiltrierender Abwehr zellen

Es wurden reprasentative Gewebsschnitte der Transplantate ausgewahlt und die
infiltrierenden Zellen mittels eines Zahlrasters (sogenannte Strichplatte wie unter
2.1.7 beschrieben) und einem standardisierten Zahlverfahren quantifiziert.
Wahrend der Auszéhlung war die Gruppenzugehdrigkeit des jeweiligen
Praparates nicht bekannt.

2.2.8.1.2 Kriterien zur Auswahl eines Zahlareals

Bei der Auswahl der Zahlareale wurden Nekrosezonen aussortiert, da zwischen
operationsbedingten und immunologisch verursachten Nekrosen nicht zu
differenzieren, und insbesondere das Alter der Nekrosen nicht bestimmbar war.

In die Auswertung gingen moglichst noch intakte Herzmuskelareale ein, weil dort
die Durchblutung des Transplantates bis zuletzt gewahrleistet war, und die
zirkulierenden immunkompetenten Zellen des Empfangers wéahrend der gesamten
Implantationszeit mit dem Fremdgewebe in Kontakt treten konnten.

Querstreifung der Muskelzellen und erhaltene Zellkerne definierten die intakte
Herzmuskulatur.

AulRerdem sollten die Untersuchungsareale mdglichst wenig 6édematos verandert
sein.

Weiter wurde darauf geachtet, dal? die Zahlareale mdglichst weit von epikardialen
Bereichen entfernt waren. Epikardial ist das Transplantationstrauma besonders
ausgepragt, so dafd unspezifische Entztindungszeichen nachgewiesen werden, die
mit der Absto3ung nichts zu tun haben.

Nach Mdéglichkeit wurde jeweils ein Auswertungsareal in den linken bzw. rechten
Kammeranteil gelegt.

2.2.8.1.3 Auszahlung

Jeweils 20 Rasterfelder eines gefarbten Praparates wurden ausgewertet.
Zellhaufen innerhalb bzw. in der Umgebung gro3erer Gefalde wurden nicht in die
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Auswertung miteinbezogen. Alle antikdrpermarkierten mononukleédren Zellen

wurden innerhalb eines Zahlrasters ausgezahlt. Die Zahlung erfolgte bei 1000-
facher VergroRerung (Okular 10-fach, Objektiv 100-fach) unter Verwendung von

Immersionsol.

2.2.9 Fur die Auszahlungsmethode ungeeignete Praparate

Von den 70 zur Verfigung stehenden Préparaten, die bis zum Sistieren der
Transplantatfunktion implantiert waren, konnten 25 nicht nach der beschriebenen
Methode ausgezéahlt werden.

Aufgrund des zu geringen Anteils an intakter Herzmuskulatur, die die
Grundvoraussetzung fir die Auszahlung darstellte, fielen 14 Praparate aus der
Zahlwertung heraus. Die verbleibenden 11 Praparate gehoérten der Mischélgruppe
(Gruppe 7) an. Hier stellte sich das Problem, dal3 bis auf einen Demarkationssaum
aus dicht gepackten polymorphkernigen Zellen, die man aufgrund der engen
Zusammenlagerung nicht zahlenmaRig erfassen konnte, keine mononukleédren
Zellen nachweisbar waren (Anhang, Abb. 15-18)

Tabelle5:  Anzahl der ausgewerteten bzw. aussortierten Praparate der vollstandig abge-
stoRenen Transplantate

Gruppe: 1 2 3 4 5 6 7

KO DO FO FA AFA |SO MO

insgesamt 2 2 3 2 2 3 11
nicht

auswertbar

insgesamt 7 8 8 7 7 8 0
ausgewertet

(KO = Kochsalzkontrolle, DO = Disteltlgruppe, FO = Fischolgruppe, FA = Fischolathylester-
gruppe, AFA = angereicherte Fischolathylestergruppe, SO = Sojadlgruppe, MO = Mischél-
gruppe)
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Die am vierten Tag nach der Transplantation entnommenen Organe entwickelten
erwartungsgemal weniger Nekrosen. Nach den festgelegten Kriterien waren von
den 40 Organen der verschiedenen Untersuchungsgruppen sechs Organe wegen
ausgepragter Nekrosen nicht auswertbar.

Tabelle 6: Anzahl der ausgewerteten bzw. aussortierten Praparate innerhalb der am Tag 4
entnommenen Transplantate

Gruppe: 1 2 3 4 5 6 7

KO SO MO FO DO FA AFA

insgesamt |2 1 0 0 1 0 2
nicht

auswertbar

insgesamt |6 5 4 6 5 5 3
ausgewertet

(KO = Kochsalzkontrolle, DO = Distelolgruppe, FO = Fischélgruppe, FA = Fischolathylester-
gruppe, AFA = angereicherte Fischolathylestergruppe, SO = Sojadlgruppe, MO = Mischél-
gruppe)

2.2.10 Statistische Auswertung
2.2.10.1 Testauswahl

Grundvoraussetzung fur parametrische und nichtparametrische Tests ist die
zufallige Zuteilung der Versuchstiere zu den einzelnen Behandlungsgruppen. In
dieser Untersuchung wurden die Ratten numeriert und dann per Zufallsprinzip
den einzelnen Behandlungsgruppen zugeordnet.

Mit Hilfe des Kolmogorov-Snrnov-Testes wurde festgestellt, dal? einige
Auszéhlungsergebnisse nicht einer Normalverteilung entsprachen. Der Box-
Bartlett-Test innerhalb der SPSS-Prozedur Manova ergab, dal3 zwischen den
einzelnen Gruppen keine Variamrhogaitat bestand, und daf3 mit Hilfe der
gangigen Transformationen keineotdogaitat herstellbar war. Die Verletzung

der Normalverteilung, wie auch das Fehlen der Variamdgeitat liel3en die
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Anwendung einer der gangigen parametrischen Teste, wie z.B. des Student's t-
Test oder des Scheffé-Testes, nicht zu.

Nichtparametrische Teste benotigen keine normalverteilten Dateromdgenen
Varianzen, so daf3 hier der nichtparametrische U-Test nach Mann-Whitney und
Wilcoxon verwendetvurde. Um Ungenauigkeiten aufgrund der hohen Anzahl
von Einzeltesten und den daraus ergebenden eventuell gegenseitig bedingenden
Ergebnissen, wurden die Testergebnisse nach der Bonferroni-Methode
angeglichen [93,102]. Manche der nichtparametrischen Teste haben den Nachteil,
dalR sie viel schwacher in ihrer Fahigkeit sind, signifikante Unterschiede
herauszuarbeiten. Bei einem schwachen Testverfahren muf3 immer damit
gerechnet werden, daf3 signifikante Unterschiede nicht herausgearbeitet und damit
unentdeckt bleiben. Umgekehrt kann davon ausgegangen werden, dal3 im Test
signifikant ausgefallene Unterschiede mit hoher Wahrscheinlichkeit auch
tatsachlich bestehen.

2.2.10.2 Testzielsetzung

Ziel der Testung war, die Nullhypotheseg Bu verifizieren oder abzulehnen. Die
Nullhypothese besagt, dal3 sich die verschiedenen Untersuchungsgruppen
innerhalb einer bestimmten Antikdrperauszahlung nicht unterscheiden oder,
anders gesagt, dal3 die jeweilige Verteilung der Zellzahlen gleich ist. Im Falle
unterschiedlicher Verteilungen kann man die Alternativhypothesariiehmen

und mit einer bestimmten Irrtumswahrscheinlichkeit sagen, dal3 Unterschiede
zwischen den Gruppen bestehen.

Die im Anhang aufgefihrten Tabellen zeigen, in welchen Gruppen signifikante
Unterschiede bestehen.
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3. Ergebnisse

A. Zellinfiltrationsmuster im Transplantat nach finaler Abstof3ung

3.1 Transplantatiiberlebenszeiten

Die Transplantattiberlebenszeiten, biologische Parametemueunregulation,

variierten in Abh&ngigkeit von der infundierten Fettemulsion [49]:

Tabelle7: Transplantatiberlebenszeiten in Abhangigkeit von der infundierten Fettemulsion

Gruppe Infusionsbehandlung Mittlere Standard-
Transplantat-  abweichung
Uberlebenszeit +/- (SEM)

[d]

1 physiologische 7,8 0,3
Kochsalzlosung, (KO)

2 20 % Disteldlemulsion (DO) 13,3 1,0
3 20 % Fischolemulsion (FO) 12,3 0,4
4 20 % Fischolathylester- 9,5 0,7

emulsion (FA)

5 20 % angereicherte Fischol- 9,9 0,9
athylesteremulsion (AFA)

6 20 % Sojadlemulsion (SO) 10,4 0,7

7 1:1 Mischung aus 20 % Fischob,7 0,56
und Distel6l-Emulsion (MO)
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Mittlere Transplantatliberlebenszeit [Tage]

16

14 T

12

10 T L

KO DO FO FA AFA SO MO
Gruppen

Abb. 3: Graphische Darstellung der Transplantatiiberlebenszeiten in Abhangigkeit von
der infundierten Fettemulsion
(KO = Kochsalzkontrolle, DO = Disteldl, FO = Fischol, FA = Fischélathyl-
ester, AFA = angereicherte Fischolathylester, SO = Sojadl, MO = Mischol)

Es lag nahe, die ermittelten Uberlebenszeiten in bezug zu den immunhistologisch
bestimmten zellularen Ergebnissen innerhalb der einzelnen Antikorper-
auswertung der verschiedenen Gruppen zu setzen:



3.2 Mittlere Transplantattiberlebenszeit in Korrelation zu den zellul&ren
Infiltraten

3.2.1 Antikdrper W3/13

1471 =
ey s
127 ey
.
101 a8 y.
8 L
y.
o
N
o
0 T T B T T N T
KO DO FO FA AFA sO MO Gruppen
] Mmittlere Uberlebenszeiten in T agen ! Mittlere Zellzahlen/Gesichtsfeld: W3/13

Abb. 4: Mittlere Uberlebenszeiten im Vergleich zum mittleren Zellaufkommen der
W3/13" Zellen
(KO = Kochsalzkontrolle, DO = Disteldl, FO = Fischol, FA = Fischolathyl-
ester, AFA = angereicherte Fischolathylester, SO = Sojadl, MO = Mischol)

Der Antikdrper W3/13 reagiert mit bestimmten Oberflachenglykoproteinen der T-
Lymphozyten und Polymorphkernigen Zellen. Im Mittel waren die hdchsten
Zellzahlen in der Kochsalzkontrolle zu finden gefolgt von der Fischolathylester-,
Sojadl-, angereicherten Fischolathylester-, Distelol- und Fischélgruppe. Die
Gruppen mit den langsten Uberlebenszeiten, also die Distel6l- und die
Fischolgruppe, wiesen auch die niedrigsten W5/Zallinfiltrate auf.
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3.2.2 Antikdrper W3/25
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KO DO FO FA AFA sO MO  Gruppen

[ Mittlere Uberlebenszeiten in T agen [ mittlere zellzahlen/Gesichtsfeld: W3/25

Abb. 5: Mittlere Uberlebenszeiten im Vergleich zum mittleren Zellaufkommen der
W3/25% Zellen
(KO = Kochsalzkontrolle, DO = Disteldl, FO = Fischol, FA = Fischolathyl-
ester, AFA = angereicherte Fischolathylester, SO = Sojadl, MO = Mischol)

Der Antikorper W3/25 markiert Zellen, die CD 4-Oberflachenstrukturen expri-
mieren, also 3-Lymphozyten und Makrophagen.

Sojadlbehandelte Tiere, Tiere der Kochsalzkontrolle und der Fischolathylester-
gruppe entwickelten die hochsten W3f2sfiltrate. Bei diesen Gruppen handelt

es sich um Kollektive mit niedriger Transplantatiiberlebenszeit.

Die Infusion von Distel- und Fischol verursachte die langsten Transplantat-
Uberlebenszeiten und geringe W3{2ZZellinfiltrate. Die mit angereicherten
Fischolathylestern behandelte Gruppe fiel aus dem Rahmen, da sie bei recht
kurzer AbstoBungszeit die niedrigsten mittleren Zellzahlen nach der
Fischolgruppe zeigte.



3.2.3 Antikorper Ox 19
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! Mittlere Zellzahlen/Gesichtsfeld: Ox 19

Abb. 6: Mittlere Uberlebenszeiten im Vergleich zum mittleren Zellaufkommen der

Ox 19" Zellen

(KO = Kochsalzkontrolle, DO = Disteldl, FO = Fischol, FA = Fischolathyl-
ester, AFA = angereicherte Fischolathylester, SO = Sojadl, MO = Mischol)

Der Ox 19 Antikérper reagiert mit dem CD 5-Oberflachenglykoprotein das

periphere T-Lymphozyten und Thymozyten tragen.

Analog den Transplantattiberlebenszeiten fand sich in der Kochsalzkontrolle das
hdchste Infiltrat mit im Mittel 6,3 Zellen pro Gesichtsfeld. Unter Behandlung mit
Fischdl entwickelten die Tiere die geringste Infiltration mit im Mittel 2,7 Zellen
pro Gesichtsfeld. Aber auch die anderen Behandlungsgruppen zeigten im
Vergleich zur Fischoélgruppe nur unwesentlich héhere mittlere Zellzahlen (2,9 bis

3,6).
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3.2.4 Antikorper Ox 8
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Abb. 7: Mittlere Uberlebenszeiten im Vergleich zum mittleren Zellaufkommen der
Ox 8" Zellen
(KO = Kochsalzkontrolle, DO = Disteldl, FO = Fischol, FA = Fischolathyl-
ester, AFA = angereicherte Fischolathylester, SO = Sojadl, MO = Mischol)

Dieser Antikorper markiert g-Lymphozyten und NK-Zellen, also Zellen der CD
8-Klassifikation.

Wiederum entwickelten die distel- und fischélbehandelten Gruppen das geringste
zellulare Infiltrat in enger Korrelation mit den dazugehdrigen langsten
Transplantatiberlebenszeiten. Alle anderen Behandlungsgruppen verhielten sich
hinsichtlich der Auspragung der Infiltration umgekehrt zu den Uberlebenszeiten:
je geringer die mittlere Uberlebenszeit der Transplantate war, desto hoher war die
zellulare Infiltration.
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3.2.5 Antikorper Ox 1
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Abb. 8: Mittlere Uberlebenszeiten im Vergleich zum mittleren Zellaufkommen der
Ox 1% Zellen
(KO = Kochsalzkontrolle, DO = Disteldl, FO = Fischol, FA = Fischolathyl-
ester, AFA = angereicherte Fischolathylester, SO = Sojadl, MO = Mischol)

Ox 1 markiert alle Leukozyten. Er bindet an das ,leukocy@mon antigen”

(LCA) und gibt einen gewissen Uberblick tiber die Gesamtinfiltration der Organe

der einzelnen Gruppen.

Bei dieser Auswertung waren in allen Gruppen die mit Abstand hdchsten

Zellzahlen zu ermitteln. Auch hier zeigten die Disteldl- und Fischdlgruppe die

geringsten zellularen Infiltrate. Die Fischolathylestergruppe, die nach der

Mischgruppe und Kochsalzkontrollgruppe die kirzeste Transplantattiberlebens-
zeit zeigte, reihte sich nach der Kochsalzkontrolle mit der zweithéchsten Zellzahl
ein. Darauf folgten die mit angereicherten Fischélathylestern behandelte Gruppe
und die Sojadlgruppe mit ahnlicher Transplantattiberlebenszeit.
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3.2.6 Antikdrper Ox 33
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Abb. 9: Mittlere Uberlebenszeiten im Vergleich zum mittleren Zellaufkommen der
Ox 33" Zellen
(KO = Kochsalzkontrolle, DO = Disteldl, FO = Fischol, FA = Fischolathyl-
ester, AFA = angereicherte Fischolathylester, SO = Sojadl, MO = Mischol)

Dieser Antikorper bindet an das B-Lymphozyten-spezifische Antigen.

Wie bei den anderen Zellmarkern zeigte auch hier die Fischolgruppe die
niedrigste mittlere Zellzahl gefolgt von der Distel6lbehandlungsgruppe. Die mit
Athylestern oder Sojadl behandelten Tiere wiesen deutlich héhere Zellzahlen auf.
Die hochste mittlere Zahl Ox 33Zellen fand sich in deKochsalzkontrolle.

Somit besteht auch hier eine enge Verknupfung der Transplantattiberlebenszeit
mit der Intensitat des zellularen Infiltrates.
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3.3 Lipidemulsionen in Form von Triglyzerylestern

3.3.1Triglyzeride mit unausgewogenem w-3/w-6-Fettsdureverhaltnis

Mittlere Zellzahl/Gesichtsfeld
16 T

L Distel6lemulsion L] Fischélemulsion S ojadlemulsion

Abb. 10: Disteldl- (DO), Fischol- (FO) und Sojadlemulsion (SO) im direkten Vergleich
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Distel6l-, Fischdl- und Sojadlemulsionen wurden in Triglyzeridform ausgetestet.
Die zellularen Reaktionen der mit Fischdl behandelten Tiere waren sowohl im
Vergleich zur Distel6l-, als auch zur Sojadl-Gruppe hochsignifikant niedriger. Die
Unterschiede der Zellinfiltration waren im Vergleich Fischél zu Sojadl tendentiell
groer als im Vergleich Fischdl zu Disteldl. In allen Zellsubpopu-lationen
konnten diese Unterschiede bei einem Signifikanzniveau von p<0,0014
festgestellt werden.

Es zeigte sich die Tendenz, dal3 die zellulare Reaktion im Vergleich Fischdl- zu
Sojadl mehr differierte. Die Verteilung der verschiedenen Zelltypen, d.h., das
mittlere Zellauflommen innerhalb der einzelnen Antikdrperauswertungen war
innerhalb der Distel6l-, Fischoél- und der Sojadl-Gruppe &hnlich gewichtet. Somit
wurde die Gesamtheit der infiltrierenden Zellen und nicht ein bestimmter Klon
gehemmt.
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3.3.2Triglyzeride mit unausgewogenem w-3/w-6-Fettsdureverhaltnis im
Vergleich zur Kochsalzkontrolle

Mittlere Zellzahl/Gesichtsfeld
22 7

20 7
18 7

§
12 ‘ \
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8 10
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w# K ochsalzkontrolle L Disteldlemulsion L] Fischélemulsion Sojadlemulsion

Abb. 11: Disteldl- (DO), Fischol- (FO) und Sojadlemulsion (SO) im Vergleich zur Kochsalz-
kontrolle (KO)
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Die mit Disteldl behandelten Tiere zeigten im Vergleich zur Kochsalzkontrolle bis
auf die W3/28 Zellen in allen anderen Zellpopulationen ein hochsignifikant
geringeres Zellautkmmenals in den Kontrollpraparaten. Fischdl erzeugte in allen
Antikdrperauswertungen hochsignifikant (p<0,0014) geringere Zell-infiltrationen
als bei den Kontrolltieren.

Sojadl bewirkte im Vergleich zur Kochsalzkontrolle bis auf das mittlere
Zellaufkommen der F-Lymphozyten und Makrophagen (W3/5eine im Mittel
geringere zellulare Infiltration. Statistisch signifikant waren hier die Unterschiede
innerhalb der Ox 19, Ox 8-, Ox It- und Ox 33-Auswertung. Innerhalb der
T-Zellen und Polymorphkernigen-Neutrophilen (W3f13 und der -
Lymphozyten und Makrophagen (W35 stellten sich keine signifikanten
Unterschiede dar.
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3.4 Lipidemulsionen in Form von Fettsdureathylestern

3.4.1 Athylester mit unterschiedlichemw-3-Fettsaurenanteil

Mittlere Zellzahl/Gesichtsfeld
18 T

16 7
14 7

12 7
10 7

8
6
4t
2

0 ... W3/3 W3/25 OX-19 OX-8 OX-1 OX-33
Antikorper

L Fischolathylesteremulsion L] ang. Fischolathylesteremulsion

Abb. 12: Fischolathylester- (FA) im Vergleich zu angereicherter Fischolathylester-
emulsion (AFA)
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

In unseren Untersuchungen wurden zwei Athylestergruppen ausgewertet.

Beide Gruppen erhielten Fischolathylester in einer Konzentration 9,0 g
Fett/kgkG/Tag.

Die Zusammensetzung unterschied sich im AnteiveBFettsduren. Statistische
Unterschiede fanden sich nur bei der Infiltration von W38/ZBllen. Tendentiell
bestanden aber geringere zellulare Infiltrate in der Gruppe, die mit angereicherten
Fischolathylestern behandelt wurden.
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3.4.2 Athylester im Vergleich zur Kochsalzkontrolle

Mittlere Zellzahl/Gesichtsfeld
22 7
20 T
18 7
16 7
14 7
12 7
10 7

8 T

6 T
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L Kochsazkontrolle L] Fischoléthylesteremulsion ang.

Fischoléthylesteremulsion

Abb. 13: Fischolathylester- (FA) und angereicherte Fischolathylesteremulsion (AFA) im
Vergleich zur Kochsalzkontrolle (KO)
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Transplantate der beiden Fischolathylestergruppen enthielten weniger Zellinfil-
trate als die Kontrollgruppe: Die Unterschiede waren signifikant bei den ©x 19
Ox 8- und Ox 33- Zelluntergruppen im Vergleich Kochsalzkontrolle zu
Fischolathylester und bei den Ox*90x 8- und W3/25-Zellen im Vergleich
Kochsalzkontrolle zu angereicherten Fischélathylestern.



3.5 Lipidemulsionen mit unterschiedlicher Fettsaureveresterung

3.5.1 Fischole mit unterschiedlicher Veresterung

Mittlere Z €llzahl/Gesichtsfeld
18 T

16 T
14 7

0

Antikorper W3/13 W3/25 OX-19 OX-8 OX-1 OX-33

T Fischolemulsion [ Fischolzthylesteremulsion & ang
Fischoléthylesteremulsion

Abb. 14: Fischol- (FO), Fischolathylester- (FA) und angereicherte Fischolathylesteremulsion
(AFA) im direkten Vergleich
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Die Fischol-Triglyzerylestergruppe wies im Vergleich zu den beiden
Athylestergruppen niedrigere zellulare Infiltrate auf. Die Unterschiede waren fur
alle Zelluntergruppen hochsignifikant.
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B. Zellinfiltrationsmuster im Transplantat am vierten postoperativen
Tag

3.6 Lipidemulsionen in Form von Triglyzerylestern

3.6.1 Triglyzeride mit unausgewogenem w-3/w-6-Fettsaureverhaltnis

Mittlere Zellzahl/Gesichtsfeld
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Abb. 15: Disteldl- (DO), Fischdl- (FO) und Sojadlemulsion (SO) im Vergleich
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Die zellularen Infiltrate der Transplantate der Distel6l-, Fischdl- und Sojadl-
Gruppen zeigten hinsichtlich der mittleren Zellzahlen innerhalb der verwendeten
sechs Antikoérper nur bei den Antikérpern Ox 19, Ox 8 und Ox 33 signifikante
Unterschiede. Die g-Einwanderung war in der Fischolgruppe signifikant
niedriger als bei den disteldl- und sojadlbehandelten Tieren.

Sojadlinfundierte Tiere zeigten signifikant niedrigere B-Zelleinwanderung

(Ox 33) als Praparate aus den Distel6l- und Fischél-Behandlungsgruppen.
AuRerdem waren die Ox t9nfiltrate, also die Thymozyten in der Sojadlgruppe,
signifikant niedriger als in der Fischolgruppe. In der Fischélgruppe fand sich das
geringste Infiltrat an T-Zellen und Polymorphkernigen Neutrophilen (W3/13
T4-Zellen und Makrophagen (W3/2pund Tg-Zellen (Ox &).
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3.6.2 Triglyzeride mit unausgewogenem w-3/w-6-Fettsdureverhaltnis im
Vergleich zum balanzierten Mischol

Mittlere Zellzahl/Gesichtsfeld
12 7

10 7 R

ArQltik('jrper W3/13 W3/25 OXx-19

L Mis chdlemulsion L] Distel6lemulsion Fischdlemulsion S ojadlemulsion

Abb. 16: Disteldl- (DO), Fischol- (FO) und Sojadl- (SO) im Vergleich zur Mischol-
emulsion (MO)
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Innerhalb der nach vier Tagen entnommenen Herzen gelang im Gegensatz zu den
vollstdndig abgestol3enen Herzen eine Auswertung der zellularen Infiltration der
Mischolgruppe mittels der in dieser Arbeit verwendeten quantitativen
Bestimmung von Zellzahlen.

Es bot sich daher an, neben der Kochsalzkontrolle die Mischdlgruppe als
isokalorische Kontrolle zu verwenden und mit den jeweiligen anderen Gruppen zu
vergleichen.

Sojadlbehandelte Tiere zeigten nur in der B-Zellpopulation (0% 8@nifikant
niedrigere Zellzahlen als die Mischolgruppe. Der Fischo6l-Mischol-Vergleich
ergab bei den Ox 19, Ox 8- und Ox I"-Zellpopulationen signifikante
Unterschiede, wobei Fischol auBer bei den Ox-Z6llen eine signifikant
geringere Infiltration zeigte.

In der Disteldlgruppe fanden sich nur bei den O% &nd Ox I-Zellen
signifikant niedrigere Zellzahlen als bei der Mischélgruppe.
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3.6.3Triglyzeride mit unausgewogenem w-3/w-6-Fettsdureverhaltnis im
Vergleich zur Kochsalzkontrolle

Mittlere Zellzahl/Gesichtsfeld
14 7

12 7

10

A,Q,tik@rper W3/13 W3/25 OX-19 OX-8 OX-1 OX-33

&5 Kochsazkontrolle L Distel6lemulsion L] Fischdlemulsion S gjadlemulsion

Abb. 17: Disteldl- (DO), Fischol- (FO) und Sojadlemulsion (SO) im Vergleich zur Kochsalz-
kontrolle (KO)

(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Die zellulare Infiltration war in der Kontrollgruppe bei allen Antikdrpern in der
Regel héher als bei den triglyzerylesterbehandelten Tieren.

Nicht signifikant hoher waren diegiZellen und Makrophagen-Zellzahlen der
Kontrolle im Vergleich mit der Distel6l- und Soja6l-Gruppe und die B-Zellzahlen
im Vergleich mit der Distel6l- und Fischoélgruppe.
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3.6.4Triglyzeride mit ausgewogenem w-3/w-6-Fettsaureverhaltnis (Mischal)
im Vergleich zur Kochsalzkontrolle

Mittlere Zellzahl/Gesichtsfeld

14
12 7
10 7
8 T
6 T
4t
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Antikorper W3/13 W3/25 OX-19 OX-8 OX-1 OX-33

O Mis chélemulsion L] Kochsazkontrolle

Abb. 18: Mischélemulsion (MO) im Vergleich zur Kochsalzkontrolle (KO)
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Mischdlbehandelte Tiere entwickelten nach vier Tagen im Vergleich zur
Kochsalzkontrolle im Mittel niedrigere Zellinfiltrationen, wobei dies statistisch
signifikant nur fur die W3/18-, Ox 19t und Ox 33-Zellen galt. Trotz dieser
zunachst niedriger ausfallenden Infiltration werden die Transplantate etwa zum
gleichen Zeitpunkt abgestol3en wie die Organe der Kochsalzkontrolle.
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3.7 Lipidemulsionen in Form von Fettsdureathylestern

3.7.1 Athylester mit unterschiedlichemw-3-Fettsaureanteil

Mittlere Zellzahl/Gesichtsfeld
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Antikorper W3/13 W3/25 OXx-19 OX-8 OX-1 OX-33

L Fischolathylesteremulsion L] ang. Fischolathylesteremulsion

Abb. 19: Fischolathylester- (FA) im Vergleich zur angereicherten Fischolathylester-
emulsion (AFA)
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Die mit Omega-3-Fettsduren angereicherten Fischolathylester bewirkten bei allen
Antikdrperdarstellungen niedrigere mittlere Zellzahlen als unmodifizierte
Fischolathylester.

Deutlich und statistisch signifikant niedriger waren die Zahlen der W3/250x

19*-, Ox I*- und der Ox 33-Zellen.
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3.7.2 Athylester im Vergleich zur Kochsalzkontrolle

Mittlere Zelzahl/Gesichtsfeld
14 7 FREERETE)

12 7

10 7

8 T

0
AntikorperW3/13 W3/25 OX-19 OX-8 OXx-1 OX-33

L Kochsalzkontrolle ] Fischdléthylesteremulsion ang.
Fischoléthylesteremulsion

Abb. 20: Fischolathylester- (FA) und angereicherte Fischolathylesteremulsion (AFA) im
Vergleich zur Kochsalzkontrolle (KO)
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Bis auf den Vergleich der W3/25%-Z€llzahlen der Kochsalzkontrolle mit denen

der Fischolathylestergruppe waren alle anderen Antikdrperauswertungen
signifikant unterschiedlich, d.h. im Durchschnitt waren die Zellzahlen in der
Kochsalzkontrolle signifikant hoher als bei den athylesterbehandelten Tieren.
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3.8 Lipidemulsionen mit unterschiedlicher Fettsaureveresterung im
Vergleich

3.8.1 Fischole mit unterschiedlicher Veresterungsform

Mittlere Z€lzahl/Gesichtsfeld
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[ Fischoléthylesteremulsion [] ang. Fischdlemulsion
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Abb. 21: Fischolathylester- (FA), angereicherte Fischolathylester- (AFA) und Fischol-
emulsion (FO) im Vergleich
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Bei der Fischolgruppe sah man im Vergleich zu den Fischélathylestern
signifikante Unterschiede innerhalb der Antikérperauswertung des W3/13-,
Ox 19- und Ox 33-Antikdrpers, wobei fischolathylesterbehandelte Tiere die
niedrigeren Zellzahlen aufwiesen.

Die mit Omega-3-Fettsauren angereicherten Athylester zeigten im Vergleich zum
Fischol aul3er bei der gfinfiltration in allen funf anderen
Antikdrperauszahlungen signifikante Unterschiede. Im Mittel waren die
Zellzahlen der Fischolathylester-Gruppe niedriger als in der Fischoltriglyzerid-
Gruppe.
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3.8.2 Triglyzeride mit ausgewogenem (Mischol) im Vergleich zu Athylestern
mit unausgewogenenw-3/w-6-Fettsaureverhaltnis

Mittlere Z€llzahl/Gesichtsfeld
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Abb. 22: Fischolathylester- (FA) und angereicherte Fischolathylester- (AFA) im Vergleich
zur Mischolemulsion (MO)
(SEM-Angabe bei fehlender Normalverteilung nicht zulassig.)

Der Vergleich Mischol gegentuiber Fischélathylestern zeigte bis auf die Infiltration
mit W3/25"- und Ox 33-Zellen insgesamt signifikante Unterschiede. O%-19
Zellen waren in der Mischolgruppe geringer vorhanden als in der
Fischolathylestergruppe. Sonst zeigten alle Antikérperauswertungen in der
Fischolathylestergruppe niedrigere  Zellinfiltrationen. Die  angereicherten
Fischolathylester bewirken bis auf die Ox™12ellpopulation bei allen anderen
verwendenten Antikdrpermarkern signifikant niedrigere Ergebnisse.
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C.Vergleich der Ergebnisse vier Tage nach Transplantation mit denen
nach finaler Abstof3ung

3.9 Infiltrationskinetik
3.9.1 Ty4/Tg-Verhaltnis: Vergleich der Transplantate am 4. postoperativen

Tag gegeniber den vollstandig abgestolienen Organen

Tabelle8: T4/T8-Verhéltnis der Transplantate 4 Tage nach Implantation und nach finaler

AbstoR3ung
Gruppe T4/T8-Verhdltnis 4 Tage T4/T8-Verhaltnis nach finaler Absto3ung
nach Transplantation
NaCl 1,046 0,806
Disteldl 9,0 1,186 1,228
Fischol 9,0 1,54 1,295
Fischolathylester 1,265 0,998
ang. Fischolathylester 0,59 0,737
Intralipid (Sojaél) 0,973 1,319
Mischél 0,66 /

Distel6l- und fischdlbehandelte Tiere zeigen konstant, sowohl nach vier Tagen als
auch nach vollstandiger Abstol3ung-ietonte Infiltrationen.

Die Fischdlathylester-Gruppen zeigen eher eigdddminanz, die Sojadl-Gruppe
nach vier Tagen zunéchst ein Uberwiegen dgrspater der 4-Zellen.

Die Kochsalzkontrolle zeigte nach vier Tagen zunéachst ein ausgeglichgigs T
Verhaltnis, das sich nach vollstandiger Abstof3ung zugunsten gi&tellEn
verschoben hat.



3.9.2 Gesamtinfiltration

Den Auspragungsgrad der Gesamtinfiltration kann man am besten an den
ermittelten mittleren Zellzahlen der O%-Zellen beurteilen. Der Ox 1-Marker
macht das ,leukocyteocnmonantigen” (LCA) sichtbar, das auf den reifen T- und
B-Lymphozyten und Makrophagen zu finden ist.

Tabelle 9: Mittlere Zellzahlen der LCA-tragenden Zellen im Vergleich

Gruppe Zellzahl (Ox 1) Zellzahl (Ox 1)
4 Tage nach Transplantation nach finaler Abstol3ung
NaCl (KO) 13,8 21,0
Distelsl (DO) 8,1 13,4
Fischél (FO) 8,3 11,0
Fischolathylester (FA) 8,1 17,4
ang. Fischolathylester (AFA) 4,6 16,8
Sojadl (SO) 8,8 14,8
Mischdl (MO) 11,2 /

In Tabelle 9 wird die Infiltration Ox 1*-Zellen am vierten postoperativen Tag und

nach vollendeter Abstol3ung verglichen. Die mit angereichertem Fischdlathylester
behandelten Tiere wiesen am vierten postoperativen Tag die geringsten Infiltrate
auf, obwohl sie nach vollendeter Absto3ung zu den stark infiltrierten Gruppen
zahlten. Ansonsten fanden sich bei der Kochsalzkontrolle und der Mischdlgruppe
bereits nach vier Tagen eine massive Infiltration mit Zgllen, wahrend die
anderen Gruppen noch ahnliche mittlere Zellzahlen aufwiesen und der
Behandlungseffekt erst nach Vollendung der Abstol3ung deutlich wurde.
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4. Diskussion

Fette beeinflussen das Immunsystem. Stuart und Biozzi [120] wiesen schon 1960

nach, dal3 die intraventse Gabe von Fettsauredthylestern das Phagozytose-
potential des retikuloendothelialen Systems reduziert. Schon damals zeichnete
sich ab, daf} nicht alle Lipide in gleicher Weise die Phagozytenfunktion
beeintrachtigen.

Zwischenzeitlich wurden zahlreiche in vitro- und ex vivo- Untersuchungen zum
Einflu? intraventser Lipidemulsionen auf ddsimunsystem [8,88,91,92]
durchgefuhrt. Es fehlten aber standardisierte Studien Uber deren Nettoeffekt in
Vivo.

In einem standardisierten Tiermodell der heterotopen Herztransplantation
zwischen histoinkompatiblen Rattenstammen konnte Grimm [47] zeigen, dal3
Fettsauretriglyzeride in  Abhangigkeitvom  w-3/w-6-Fettsdureverhaltnis
unterschiedlich, von immunsuppressiv bis immunneutral, wirken.

Fur diese Untersuchungen wurden histoinkompatible Rattenherzen, die sich im
MHC-Antigen RTp unterschieden [66,67], heterotop transplantiert. Die

Verlangerung der Transplantatiiberlebenszeit im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe definierte die immunsuppressive Potenz der jeweiligen
Lipidemulsion. Die Transplantatfunktion war durch Palpation der

Herzmuskelkontraktion sicher und einfach zu kontrollieren.

Die Auswahl der infundierten Fettsauretriglyzeridemulsionen beinhaltete klinisch
verwendete (Sojadl = Intralipié) und andere Ole mit davon abweichende®/
w-6-Fettsaureverhaltnis. Fisch6él wurde auch in alternativer Veresterungsform
(Athylester) getestet.

In einigen Studien zeichnete sich bereits ab, daf3 die vielfach ungesattigten
Fettsduren und besonders das Verhéltnis ilweB- bzw. w-6-Varianten
erheblichen EinfluR auf dienmunantwort haben.

Otto [96] zeigte, dal’ diatetisch eingesetat8-Fettsduren die akute Absto3ung
allogener Rattenherztransplantate abschwacht.

Fette mit einemw-3/w-6-Fettsdureverhaltnis von Uber eins verlangerten die
Transplantatiiberlebenszeit maximal. In Ubereinstimmung dazu fand Boudreau
[16], daf3 nicht die absolute Menge deB-Fettsauren, sondern das3/w-6-
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Fettsdureverhaltnis der zugefiihrten Nahrung die Eikosanoidbiosynthese aus
Arachidonsdure hemmt.

Neu an unseren Untersuchungen [47,49] war die Kombination eines in vivo
Immunstimulationsmodelles mit dem Konzept der intraventsen Fettapplikation.
Bisher existierten ausschlief3lich diatetische Studien zum Einflu3 von Lipiden auf
daslmmunsystem. Die parenterale Gabe bietet den Vorteil einer standardisierten,
korpergewichtsbezogenen und kontinuierlichen Lipidgabe.

Die Lipidemulsionen unserer Untersuchungsreihe hatten eH3/w-6-
Fettsédureverhaltnis von 1/370 (Disteldl), von 8,4/1 (Fischdl), von 1/8 (Sojaél) und
von 1/2 (Mischol). Fischolathylester wurden mit einem-3/w-6-
Fettsaureverhaltnis von 8,8/1 und 22,8/1 ausgetestet.

Biologischer Parameter fur didmmunsuppressivitat der Ole war die
Transplantattiberlebenszeit. Die langsten Transplantatiberlebenszeiten fanden
sich bei Infusion von Distel- bzw. Fischdl, also Praparaten mit unausgewogenem
w-3/w-6-Fettsaureverhaltnis. Hier waren die Transplantatabstof3ungszeiten im
Vergleich zu den Kontrollen um fast das Doppelte verlangert [49].

Kinsella [68] postulierte, da3 das-3/w-6-Verhaltnis zwischen 1/2 und 1/3
keinen Einflull auf digmmunantwort hat, was sich bei unserer Mischélgruppe
(w0-3/-6=1/2) mit AbstolRungszeiten &hnlich der Kochsalzkontrolle bestatigte.

Entsprechend dem anndhernd, aber suboptimal ausgeglichern-6-
Fettsaureverhaltnis war die Absto3ungszeit in der Sojadlgruppe kirzer als in der
Fischol- oder Disteldlgruppe, aber langer als in den Kontrollgruppen.

Der biologische Parameter ,Transplantatiiberlebenszeit” sprach fir ein
unterschiedliches immunmodulatorisches Potential der getesteten Olemulsionen in
Abhéngigkeit von ihrenn-3/w-6-Verhaltnis.

Es war die Aufgabe dieser Arbeit, die unterschiedlichen Transplantatiberlebens-
zeiten anhand des Spektrums der transplantatinfiltrierenden Zellen zu objekti-
vieren.

Voraussetzung fur die Transplantatabstof3ung ist die Identifizierung als Fremd-
gewebe.
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Dies geschieht Uber eine unterschiedliche ,major-histocompatibility’-
Antigenkomplexausstattung zwischen Spender und Empfanger. Antigene der
Klasse Il reagieren mit CD8T-Zellen, Klasse I-Antigene (in der Ratte RT 1 A, C
und E genannt) mit CD4T-Zellen, Antigene der Klasséll sind in die
Komplementaktivierung involviert. Die AbstoBung von als fremd erkanntem
Gewebe verlauft dann Uber einen mehr oder weniger aus humoralen und
zellularen Reaktionen zusammengesetzten Vorgang [58,101,109]. Angriffspunkt
der humoralen Reaktionen sind vornehmlich das Gefafliendothel, weshalb auch
von der vaskularen Absto3ung gesprochen wird [58]. Hier finden sich vom
interstitiellen GefalBwandddem bis hin zur Intimafibrose vaskulare, humoral
ausgeloste GefalBwandveranderungen [41,114], wobei auch antikérper-
unabh&ngige, direkt zellular verursachte Gefal3lasionen diskutiert werden [98].
Die Entdeckung des MHC-Antigenkomplexes durch Gorer [45] brachte grol3en
Aufschlul3 Uber die zellulare Komponente der Transplantatabstof3ung.
T-Lymphozyten reagieren auf fremde MHC-Antigene mit der Sekretion einer
ganzen Reihe von Zytokinen. Diese Stimuli fordern neben der Antikorper-
produktion von B-Zellen besonders die T-Zellproliferation und die Aktivierung
von Makrophagen. Im Transplantat sind als Folge besonders T-Zellef,0c084
CD8" Varianten, PMN und Makrophagen zu erwarten. Infiltrierende B-Zellen
werden weniger zahlreich vorgefunden [29,56].

Die Wahl der Antikorper zur Identifikation der zellularen Infiltrate orientiert sich
am zu erwarteten Zellaufknmen.Mit dem Antikdrper W3/25 werden C¥4
Zellen, z.B. T-Helferzellen und Makrophagen erfal3t. Der Antikdrper Ox 8 bindet
CD8* Zellen, besonders T-Suppressor/zytotoxische Zellen (Ts/c) und nattrliche
Killerzellen (NK-Zellen). Die Antikorper W3/13 und Ox 19 identifizieren PMN
(W3/13%) und CD5-T-Lymphozyten (Ox 19). Ox 33 bindet B-Lymphozyten.

Der Antikorper Ox 1 ist gegen das ,leucocymrnonantigen” (LCA) gerichtet

und bindet sich an alle weil3en Blutkoérperchen.

Da verschiedene Zellsorten identische Oberflachenepitope tragen konnen,
identifizieren einzelne Antikorper leider nicht selektiv einen spezifischen Zelltyp.
Insbesondere  PMN konnten nicht isoliert angefarbt werden. Auch die
Verwendung des vermeintlich spezifischen Antikbrpers MOM/3F12/F2 (Serotec,
USA) [11] schlug fehl, da dieser morphologisch eindeutige PMN nicht markierte
(Anhang, Abb. 20-21).

Unser Verfahren zur quantitativen Bestimmung transplantatinfiltrierender Zellen
war standardisiert. Lediglich intakte Herzmuskelareale wurden ausgewertet
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angesichts des doch teilweise erheblich zerstorten Gewebes final abgestol3ener
Transplantate. Eine Auswertung von Nekrosearealen war nicht sinnvoll, da
abstolRungsbedingte von operationstechnisch verursachten Nekrosen nicht zu
unterscheiden waren.

Nicht alle vollstandig abgestofRenen Transplantate waren nach unseren Kriterien
auswertbar. So mufdten in den Gruppen 1-6 von 55 Organen 14 wegen grofer
interstitieller Odeme oder fehlender intakter Herzmuskelareale ausgeschlossen
werden.

Die Mischoélgruppe innerhalb der final abgestofienen Organe (Gruppe 7) war
insgesamt nicht evaluierbar, da hier ein nicht verwertbares histologisches Bild
vorlag. In der Mitte des Myokards lag ein Demarkationssaum aus PMN.
Zellzahlen konnten in dem eng gepackten Zellsaum nicht bestimmt werden.
Lediglich zum Rand, d.h. zum Epikard hin, war noch einigermaf3en intakte
Muskulatur zu finden (Anhang, Abb. 16-21).

Fur die Ursache dieses histologischen Bildes fehlt uns bisher jeglicher Hinweis.
Auf der anderen Seite reihen sich die vor der finalen Abstol3ungremanen
Organe dieser Gruppe in die ermittelten Transplantatabsto3ungszeiten ein. Die
Zahl der infiltrierenden LCA-positiven Zellen entsprechen denen der
Kochsalzkontrolle und objektivieren die identische Transplantatiiberlebenszeit.
Am vierten Tag nach der Transplantation findet sich jedenfalls kein Hinweis fr
die Entwicklung des o0.g. PMN-Demarkationssaumes.

Die phanomenologische Dynamik des Abstol3ungsprozesses histoinkompatibler
Transplantate wird schon seit geraumer Zeit erforscht.

Schon Abbott [2] hatte 1965 erste bisiorphologische Ergebnisse im allogenen
Rattenmodell beschrieben. MacSween fand 1971 [79], dal} schon 24 bis 48
Stunden nach der Transplantation eines allogenen, histoinkompatiblen
Rattenherzens beginnende subepi- und subendokardiale Zellinfiltrate zu erkennen
sind. Diese Verdnderungen werden allgemein als Entzindungsreaktionen auf
operationstechnische Traumen verstanden [41,61,79].

In den ersten beiden Tagen sind kaum morphologische Abstolungsvorgange
vorzufinden [124]. MacSween beobachtete 4 bis 6 Tage nach der Transplantation
rechtsventrikular betonte subendokardiale Infiltrate mononuklearer Zellen, die
sich ab Tag 5 auf das gesamte Myokard ausbreiteten. In diesem Zeitraum steigt
die zellulare Infiltration stark an [60,61,72,79]. Deshalb wahlten wir den vierten
Tag nach der Transplantation als Explantationszeitpunkt in unserer ersten
Untersuchungsreihe.
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Betrachtet man zunadchst unsere Kochsalzkontrollgruppe mit unbeeinfluf3ter
Absto3ung des allogenen Rattenherzentransplantates, so fanden sich bei der
durchschnittlichen Transplantatiberlebenszeit und der initialen Infiltration von
W3/25F- und Ox &- Zellen im Vergleich zu anderen Studien Ubereinstimmende
Ergebnisse. Die mittlere Transplantatiberlebenszeit betrug 7,8 + 0,3 Tage. Dies
korreliert mit Angaben von Tilney und Christmas mit 7,3 £ 0,8 bzw. 7,3 + 0,48
Tagen in Rattentransplantationsmodellen mit &ahnlicher Histoinkompatibilitat
[27,124].

Das Infiltrat von W3/25- und Ox &-Zellen stieg in unserer Kochsalzkontrolle
vom vierten Tagach der Transplantation bis zur vollstandigen Abstol3ung stetig
an. Am vierten Tag fanden sich im Mittel 8,5 W3f2Bellen pro ausgewertetem
Areal wahrend nach vollstadndiger Absto3ung durchschnittlich etwa 13,5 positive
Zellen zu finden waren. Die Oxt&ellen stiegen im gleichen Zeitraum von etwa
8,2 Zellen am vierten Tag auf das Doppelte, d.h. knapp 17 Zellen nach
Abstol3ung, an. Dies spricht fir eine, wenn auch nicht deutliche, so doch
tendentiell starkere Zunahme der OxZellen bis zur Vollendung der
AbstoRBung. Haufig wird auch von einer Dominanz der ®¢8llen mit
steigender Transplantationszeit gesprochen [40,57,58,72,101].

Ox 8t-Zellen sind im wesentlichen NK-Zellen sowie Ts/c-Zellen. Hayashi kam in
seiner Untersuchung zu dem Ergebnis, dal3 zunachst NK-Zellen wesentlich am
Abstol3ungsgeschehen beteiligt, wahrend spater zunehmend die Ts/c Zellen und
Makrophagen fir die AbstoRungsvorgange von Bedeutung sind [57]. Die
Differenzierung zwischen NK-Zellen und Ts/c-Zellen wurde in unserer
Untersuchung nicht vorgemmen. Einige Autoren gehen davon aus, dal3 die
W3/25t-Zellen alleine den AbstoRBungsprozeR vollenden koénnen [27,55,118].
Dazu zahlen neben T-Helferzellen auch Makrophagen.

Hall [55] zeigte, dal’d bei subletal bestrahlten allogen transplantierten Ratten allein
durch die Infusion von Ox*8Zellen keine AbstolRung zu erzielen war, wahrend
die W3/25-Zellen in der Lage waren, den AbstolRungsprozefl? ohne gleichzeitige
Anwesenheit von Ox®8Zellen zu induzieren. Entstammten die OxZellen von

durch Spenderhaut oder Milztransplantation sensibilisierten Tieren fand die
Abstol3ung statt [118].

W3/13*-Zellen, also T-Lymphozyten und PMN, stiegen von 10 Zellen am vierten
Tag auf 13 Zellen nach vollendeter AbstoRung an. Die OxZElen waren
sowohl nach vier Tagen, als auch nach terminaler Abstof3ung kaum vertreten. Die
hdchste Infiltrationsdichte wurde mit dem Ox 1-Marker ermittelt.
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Ox 1*-Zdlen stiegen innerhalb der beiden Beobachtungszeitpunkte von 14 auf 21
Zellenim Mittel an.

Die B-Lymphozyten hatten sich pro Gesichtsfeld im Durchschnitt von 4 auf 8
Z€ellen verdoppdlt.

Mit den Uberlebenszeiten und den zellularen Infiltraten der Transplantate der
Kochsalzkontrollgruppe war ein Standard definiert, mit dem die verschiedenen
Behandlungsgruppen verglichen werden konnten. Insgesamt korrelierte das
AusmalR des zellularen Infiltrates gut mit den Uberlebenszeiten der Transplantate.
In allen Behandlungsgruppen stieg die Zahl der WB/2&llen vom vierten Tag

bis zur vollstdndigen AbstoRung an. Eine direkte Aussage uber die Entwicklung
der PMN war aufgrund des nicht selektiven monoklonalen Antikdrpers W3/13
nicht zu treffen. Der Marker W3/13 erfal3t T-Zellen und PMN. Nach Betrachtung
der Zellzahlentwicklung der Ox*8und W3/25-Zellen muf man jedoch davon
ausgehen, dal3 der tUberwiegende Anteil der angefarbten Zellen zur T-Zellreihe
gehtéren mufl3te. Morphologisch lieBen sich sicherlich auch einige PMN
differenzieren.

Prinzipiell scheinen die Neutrophilen jedoch eine untergeordnete Rolle im akuten
Geschehen zu spielen [27]. Tilney [124] fand PMN ab dem 7. Abstol3ungstag,
d.h. kurz vor Vollendung der AbstoRung. Hier beschreibt er auch ein dann
auftretendes hohes Auwkimen anMakrophagen, die sich hauptséchlich um
Nekroseareale ansammeln. Die Makrophagen wurden in unserer Untersuchung
nicht selektiv markiert. Der Antikbrper W3/25 markierte sowohl T4-
Lymphozyten als auch Makrophagen, die das CD4-Epitop ebenfalls tragen. In der
Regel siedeln sich die Makrophagen jedoch in Nahe der Zellnekrosen an [124],
also in Regionen, die von uns bewul3t gemieden wurden. Somit wurden in unserer
Untersuchung mit dem Marker W3/25 hauptsachlich T-Lymphozyten nachge-
wiesen.

B-Lymphozyten, erfal3t durch den Marker Ox 33, sind im Transplantatinfiltrat
unserer Préaparate nur spéarlich vertreten. Im Vergleich zur Kontrollgruppe fanden
sich in den vollstdndig abgestoienen Organen der Distel-, Fischél- und
Sojablgruppe reduzierte Zellzahlen. Selbst in Modellen zur hyperakuten und
chronischen Abstof3ung, in denen B-Zellen eine herausragende pathogenetische
Rolle spielen, finden sich nur méaRige B-Zellinfiltrate im Transplantat.

Hancock [56] untersuchte im Modell der hyperakuten Absto3ung von
Rattenherztransplantaten u.a. die Transplantatinfiltration durch B-Zellen mit dem
Ox 33 Marker. Er fand bei unbehandelten Tieren zum einen die zu erwartenden



61

deutlichen Zeichen der humoralen Abstof3ung mit IgG- und C3-Ablagerungen am
Gefallendothel, zum anderen jedoch eine nur unwesentliche B-Lymphozyten-
infiltration der Transplantate. Cramer [29] fand im Modell zur chronischen

AbstoBung ebenfalls nur eine geringe Migration von B-Lymphozyten in den

Transplantaten.

Bei der akuten Absto3ung spielen T-Zellen die dominierende Rolle. Das T4/T8-
Verhaltnis ist beim ungestort einsetzenden Abstol3ungsprozel} kleiner als eins und
nimmt im weiteren Verlauf zunehmend ab [40,125].

Am vierten Tag fanden wir in unserer Kochsalzkontrolle ein T4/T8-Verhéltnis
von im Mittel 1,05 vor. Nach vollstdndiger Abstof3ung verminderte sich das
Verhaltnis auf durchschnittlich 0,8. In Ubereinstimmung mit unseren Ergebnissen
beobachtete Hayashi [57] bis zum dritten Tag ein T4/T8-Verhaltnis von grél3er 2,
welches bis zum siebten Tag auf unter 1 abfiel. Andere bestétigten diese
Beobachtung [40,73,125].

Die Kinetik des T4/T8-Verhaltnisses im Verlauf der Abstol3ung spricht wieder ftr
eine wichtige Rolle der Ox*8Zellen. Vielleicht hat Strepkowski [118] recht,
wenn er spekuliert, daB Uber die IL-2 Sekretion der WQ32ZElen
Vorlauferzellen der T-zytotoxischen Zellen zu Ts/c-Zellen [117] ausreifen, die
beispielsweise in thymuslosen Nacktmausen und auch in subletal bestrahlten
Tieren vorhanden sind [54,85,117]. Hierfur wirde auch sprechen, daf-Ox 8
Zellen allein, ohne W3/25Zellen und damit ohne IL-2 in subletal bestrahlten
Ratten keine Abstol3ung erzielen kénnen.

Sicherlich spielen die zellularen Mediatoren (Zytokine) eine zentrale Rolle in der
Steuerung der immunologischen Vorgange bei der allogenen Transplantat-
abstoBung. Die Behandlungsgruppen mit den langsten Transplantatiber-
lebenszeiten, die fischol- und distelblbehandelten Tiere, zeigten ein T4/T8-
Verhéltnis von konstant gréf3er 1 sowohl nach 4 Tagen, als auch nach vollendeter
AbstoBung. Dies entspricht den Werten unter geldufiger immunsuppressiver
Therapie von grof3er 1 fur das T4/T8-Verhéaltnis [17,123].

Die Sojadlbehandlungsgruppe lag nach vollendeter AbstoRung deutlich Uber 1,
obwohl die Uberlebenszeit dieser Gruppe mit durchschnittlich 10,4 Tagen zwar
gegeniber der Kochsalz- und Mischolkontrolle signifikant verlangert war, aber
nicht so ausgepragt, wie die der Fischél- und Distel6lbehandlungsgruppen.

Die Fischolathylesterbehandlungsgruppen zeigten am Ende der Transplantat-
abstoRRung T4/T8-Verhaltnisse von kleiner 1, bei doch deutlich kiirzeren Uber-
lebenszeiten im Vergleich zu den triglyzerylesterbehandelten Tieren.
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Die Wirkung von Fetten auf ddenmunsystem scheintom Vehaltnis derw-3-

Zu w-6-Fettsduren abhangig zu sein. Fette wirken umso immunsuppressiver, je
unausgewogener ihw-3/w-6-Fettsdureverhaltnis ist, egal ab-3- oder w-6-
Fettsauren im UberfluR vorliegen.

Kinsella [68] behauptete bereits 1990, ohne allerdings einen Nachweis daflr zu
erbringen, daf} das Verhaltnis3/w-6-Fettsauren zwischen 1/2 und 1/3 nicht
immunologisch wirksam sei. Tats&chlich erwies sich unsere Mischdlinfusion mit
einem w-3/w-6-Fettsaureverhaltnis von 1/2 als immunneutral. Die Infusion von
Distel- oder Fischdl verlangerte die Abstol3ungszeit maximal. Im einen Fall war
dasw-3/w-6-Verhaltnis mit 1/370 UberschieRend auf die Seitexe@Fettsauren,

im anderen Fall mit 8,4/1 deutlich auf die Seite @e3-Fettsduren verschoben.
Sojaél mit einem suboptimal ausgewogene/w-6-Verhaltnis (1:8) bewirkte

eine im Vergleich zur Kochsalzkontrollgruppe verlangerte, aber gegentber Distel-
oder Fischol verringerte Transplantatiiberlebenszeit. Der Uberschu®-3an
Fettsauren kann also niedriger sein, als dew#&nFettsauren, um den gleichen
immunsuppressiven Effekt zu erzielen.

Das zellulare Infiltrat objektivierte diese Ergebnisse. Alle immunhistologisch
dargestellten Zelltypen waren in den Transplantaten der Sojadlgruppe
zahlenmallig stérker vertreten, als in der Distel- oder Fischolgruppe. Die
Untersuchung der schon vor dem abgeschlossenen Abstol3ungsprozel}
entnommenen fAnsplantate ergab eine reduzierte Anzahl der B-Lymphozyten
(Ox 33") und Thymozyten (Ox T9 in der Sojadlgruppe im Vergleich zu der
Distel- und Fischolgruppe. Moglicherweiserkmt es bei den o.g. Higpen erst
spater zum Anstieg des zellularen Infiltrates in der Sojadlgruppe.

Fischol, dasjenige Ol mit dem hochster8-Fettsaureanteil, wurde zusatzlich als
Athylester eingesetzt, um den EinfluB der Veresterungsform auf die
Immunsuppression durah-3-betonte Lipidemulsionen zu bestimmen. Es wurden
Fischolathylester mit einem Fettsdurespektrum angewendet, das entweder dem
von Fischol entsprach, oder aber 2,2 mal sowd8tFettsduren enthielt.

Auffallig war, daR die Organe der Athylesterbehandlungsgruppen vier Tage nach
Transplantation mit Ausnahme der Ok Bellen niedrigere Zellzahlen als die der
Fischdoltriglyzerylestergruppe aufwiesen, obwohl die Transplantate dieser beiden
Gruppen friher als in der Triglyzeridgruppe abgestof3en wurden. Nach vollendeter
AbstoRBung aber enthielten Transplantate der Athylestergruppen nach der
Kochsalzkontrolle das hochste Infiltrat mit LCA tragenden Zellen (©x Diese
Ergebnisse sprechen fir eine initial starkere, aber letztendlich schwéachere
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immunsuppressive Wirkung der Fischdélathylester im Vergleich mit Fischdl-
triglyzeriden.

Otto [96] zeigte 1990, daR Fischolathylester peroral die Uberlebenszeit allogener
Rattenherztransplantate verlangerten. In anderen Untersuchungen fihrte die
Infusion von Eikosapentaen- und Dokosahexaensaure in Form von Athylestern
[135,136] zu einer raschen Inkorporation dieser Fettsduren in den
Phospholipidpool einiger Organe, woraus eine Anderung der Membranfluiditat
und der Signaltransduktion postuliert werden konnte.

Grimm [48] sah nur im Blut der mit Triglyzerylester behandelten Tiere eine
drastisch reduzierte Anzahl aktivierter T-Zellen (IF2R-Lymphozyten).
AulRerdem war die IL-6-Ausschittung stimulierter peripherer mononuklearer
Zellen ausschliel3lich in der Fischoltriglyzerylestergruppe, nicht aber in den
beiden Athylestergruppen vermindert. Man kann also davon ausgehew;3daf
Fettsauren ihre immunsuppressive Wirkung bei intravendser Applikation in
Abhangigkeit von ihrer Veresterungsform entfalten. Sie wirken als Triglyzeride
starker immunsuppressiv als Athylester.

Unsere Untersuchungen konnten zeigen, dal3 durch die intraventse Gabe von
Lipiden die Transplantatinfiltration mit immunkompetenten Zellen modifiziert
wurde.

Es stellt sich die Frage, tber welche Wirkmechanismen die Lipide Einflul3 auf das
immunologische Geschehen nehmen.

Fettsaureester der Nahrung werden im Magen und Dinndarm hydrolysiert. Nach
Aufnahme der Fettsauren in die Mukosazelle des Darmes erfolgt dann die
Resynthese von Triglyzeriden, die zusammen mit Phospholipiden, Cholesterin
und Cholesterinestern als Chylomikronen Uber die Lymphbahnen ins Blut
gelangen. Oral verabreichte Fette erscheinen also unabhéngig von der
urspriinglichen Veresterung als Triglyzeride im Blut. Bei der intravendsen
Applikation bleibt die Veresterungsform erhalten. Statt Chylomikronen gelangen
artifizielle Lipidaggregate in die Blutbahn, die Uber die Aktivierung der
endothelstdndigen Lipoproteinlipase zu freien Fettsauren gespalten werden
[75,84,99,136].

In vitro hemmen freie Fettsauren in Kulturmedien konzentrationsabhangig die
lymphozytére Proliferation. Insbesondere Linol-, Arachidon- und Eikosapentaen-
sauren konnen Uber einen eikosanoidunabhangigen Mechanismus die Proliferation
von T-Lymphozyten in vitro inhibieren [20,68].

Grimminger [51] fand lediglich nach Infusian-3-betonter nicht aber nach Gabe
von w-6 betonten Lipidemulsionen einen Anstieg der Gesamtkonzentration freier



Fettsauren im Plasma der behandelten Tiere. Dies betraf vor allem die Tiere der
Fischdl- und Misch6l-Gruppe. Allerdings lagen die in vivo erreichten freien
Fettsaurekonzentrationen deutlich unter der in vitro effektiven Dosis, so daf von
einer in vivo relevanten T-Zellproliferationshemmung nicht auszugehen war.
Andere EinfluBmaoglichkeiten auf dasimunsystem stehen den Fetten aufgrund
der Membranstruktur eukaryoter Zellen offen [65,69].

Membranen eukaryoter Zellen, also auch der immunkompetenten Zellen bestehen
aus einer Phospholipiddoppelschicht, in die Proteine, teils als Rezeptoren und teils
als Enzyme integriert sind [115]. Durch Aktivierung der Rezeptoren kann eine
kaskadenartige Reaktion ausgelost werden, die im Zellinneren die
unterschiedlichsten Mechanismen in Gang setzt. Die Veranderung des
Fettsduremusters z.B. durch unterschiedliche Acylierung der Phospholipide
beeinflul3t die Viskositat und Fluiditdt der Membran [36,116] und kann damit die
gesamte Reaktionsbereitschaft der Zelle beeinflussen. Zellmembranen haben
somit nicht nur Barrierefunktion, sondern auch Signaltibermittlungsaufgaben.

Die Signaltransduktion wird von extrazellularen Liganden, die an Membran-
rezeptoren binden, eingeleitet. G-Proteine an der Membraninnenseite aktivieren
dann die Adenylatcyclase, Phospholipase C und A2. Phospholipase C setzt dann
die ,second messengers” 1,2-Diacylglycerol, Arachidonsaure und Inositol-1,4,5-
trisphosphat frei. Git-lonen flieRen in die Zelle, Proteinkinasen werden aktiviert
und die Zellreaktion wird eingeleitet [3,9,81]. Zum Repertoire der Zellreaktionen
gehort auch die Sekretion von Mediatoren, die die Zellproliferation interzellular
stimulieren. Die Sekretion von Mediatoren wird nachweislich von Lipiden variiert
[35]. Auf der anderen Seite entstehen aus Arachidonsdure und
Eikosapentaenséaure Lipidmediatoren. Leukotrien B4 wird aus Arachidonsaure via
Cyclooxygenase synthetisiert. LTB5, ebenfalls Produkt des
Cyclooxygeasepfades wird aus Eikosapentaensaure hergestellt. Bekannt ist, dal3
unter Fischélinfusion die freie Eikosapentaensaure auf mehr als das Doppelte der
freien Arachidonsaure ansteigt und somit eine vermehrte Sekretion von LTB5
durch PMN zu erwarten ist [50,53,80]. Tatséchlich konnte dies in ex vivo-
Versuchen an PMN der Fischolgruppe bestatigt werden [51]. Das uber zehnfach
verminderte chemotaktische und granulozytenaktivierende Potential von LTB5 im
Vergleich zu LTB4 [43,59,74] erklart die verminderte PMN-
Transplantatinfiltration der Fischolgruppe. Auch die Tatsache, dal3 in der
Fischolgruppe die thrombozytare Thromboxansekretimom potenten
Vasokonstriktor und Plattchenaggregator Thromboxan A2 zum inaktiven
Thromboxan A3 verschoben ist, zeigt, dal3 duxeB-betonte Lipidemulsionen

auch unspezifische Begleitreaktionen der Abstol3ung minimiert werden [46].
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Wahrend auf Seiten det-6-betonten Lipidemulsionen die abgeschwachte
Transplantatabsto3ung alleine durch die reduzierte Aktivierung der spezifischen
immunkompetenten Zellen durch eine verminderte Sekretion von Protein-
mediatoren erklart ist, werden im Fall def3-betonten Lipidemulsionen durch
Variation des Lipidmediatorspektrums zusatzlich das Reaktionsspektrum
unspezifischer Entzindungszellen und abstolBungsassoziierter Reaktionen
minimiert.

Diese Arbeit unterstitzt die Beobachtung, dal3 Lipidemulsionen in Abhangigkeit
ihres Verhaltnisses der ungesattigter8- bzw. w-6-Fettsduren unterschiedlich
immunmodulierend — von abgestuft immunsuppressiv bis immunneutral — wirken.
Es gelang in einem Tiermodell der heterotopen Herztransplantation zwischen
histoinkompatiblen Rattenstdmmen die Abstol3ungszeitvariation, die sich bei
Infusion verschiedener Lipidemulsionen einstellte, mit immunhistologischen
Parametern zu korrelieren. Als klinische Konsequenz ergibt sich der
bedarfsadaptierte Einsatz intraventser Lipidemulsionen durch gezielte Variation
der ungesittigten Fettsauren. Wahrend-betonte Lipidemulsionen aufgrund
ihrer entziindungshemmenden Potenz bei der Behandlung der Psoriasis erste
Erfolge erzielten [52], sind fur die hochkalorische Ernahrung schwerstkranker
Patienten, deretmmunsystem bis an die Kompensationsgrenzen belastet ist,
Lipidemulsionen mit ausgewogenen3/w-6-Fettsaureverhaltnis zu empfehlen.
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5. Zusammenfassung

Die Beeinflussung desnmunsystems durchxegeneLipide ist seit langerer Zeit
Gegenstand vieler Untersuchungen.

Unter anderem hat sich gezeigt, dal3 intravends applizierte Triglyzeride mit
unausgewogenemw-3/w-6-Fettsdureverhaltnis die Transplantatliberlebenszeit
allogen transplantierter histoinkompatibler Rattenherzen signifikant verlangerte.

In unseren Untersuchungen wurden mittels einer standardisierten Methode die
zellularen Infiltrate  bestimmter Subtypen mononuklearer Zellen nach
immunhistologischer Identifizierung quantifiziert. Hier wurde gezeigt, dal3 der
biologische Parameter — Transplantatiiberlebenszeit — eng mit dem Spektrum und
der Intensitat der zellularen Infiltration der immunhistologisch untersuchten final
abgestolRenen Transplantate korrelierte. Eine Tatsache, die sich schon im Verlauf
der Abstol3ung vier Tage nach der Transplantation abzeichnete. Sowohl die
Variation des Verhéltnisses vomn3- zu w-6-Fettsduren, als auch die Bindung der
Fettsauren, ob als Triglyzeryl- oder Athylester war dabei von wesentlicher
Bedeutung.

So fanden sich bei unausgewogen®m/w-6-Fettsaureverhaltnis mit Betonung

der w-3- oder w-6-Fettsduren maximale Transplantatiberlebenszeiten bei
signifikant reduzierten zellularen Infiltraten fur die Triglyzerylester. Athylester,
die, wie in unseren Untersuchungen, mit Betonungue@+Fettsduren verwendet
wurden, wiesen diesen Effekt nicht auf. Triglyzerylester als Mischdl angewendet
mit nahezu ausgewogenam3/w-6-Fettsaureverhaltnis von 1/2 zeigten massive
Transplantatschaden, so dal3 sie nach finaler AbstoRung mit der hier
angewendeten histologischen Zellquantifizierung nicht mehr ausgewertet werden
konnten.

Die in gleicher Weise behandelte Gruppe, deren Transplantate vier Tage nach
Transplantation enommen wurden, zeigte bereits deutlich hdhere zellulare
Infiltrate, als die mit Triglyzerylestern behandelten Gruppen mit unausge-
wogenem Fettsaureverhaltnis.

Sojaél, ein kmmeziell erhéaltliches Lipid (Intralipie!) mit einem w-3/w-6-
Fettsaureverhaltnis von 1/8 zeigte sowohl bei der Uberlebenszeit, als auch bei den
immunhistologischen Untersuchungen einen deutlich geringeren immun-
modulatorischen Effekt.

Die Verschiebung zu dew-6-Fettsauren muf3te somit deutlich héher sein, als zu
denw-3-Fettsdauren, um immunsuppressiv zu wirken, denn Distel6l mit einem
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Verhaltnis von 1/370 erreichte die langste Transplantatiiberlebenszeit bei
konstantem T4/T8-Verhéltnis von groRer eins. Fischol erzielte im Vergleich zu
allen anderen Gruppen eine signifikant niedrigere Anzahl transplantat-
infiltrierender Zellen. Auch hier lag das T4/T8-Verhaltnis bei grof3er eins. Fischol
als Athylester zeigte nach finaler AbstoRung eine hohe zellulare Infiltration bei
einem T4/T8-Verhaltnis von unter eins.

Es gelang somit zu zeigen, dald nicht nur der biologische Parameter — Trans-
plantatiiberlebenszeit —, sondern auch die parallel dazu verédnderte zelluléare
Infiltration der Transplantate die abgestuft immunmodulierende Wirkung
intravenods applizierter Lipide belegen. Dabei waren sowohl @&&w-6-
Fettsaureverhaltnis, als auch die Veresterungsform ausschlaggebend fur den
immunsuppressiven Effekt.
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7. Anhang

7.1 Statistik

7.1.1 Testergebnisse der Auswertung der vollstandig abgestol3enen Organe

Tabelle 7: Antikdrper W3/13

Gruppe 6 5 1 4 2 3

6 0,0014 0,0014
5 0,0014 0,0014
1 0,0014 0,0014
4 0,0056 0,0014
2 0,0014
3

Tabelle 8: Antikorper W3/25

Gruppe 6 4 1 2 5 3

6 0,0168 0,0014 0,0014
4 0,0014 0,0014
1 0,0028 0,0014
2 0,0028 0,0014
5 0,0014
3




Tabelle 9: Antikdrper Ox 19

Gruppe 1 6 5 2 4 3

1 0,0308 0,0308 0,0014 0,0014 0,0014
6 0,0014
5 0,0014
2 0,0014
4 0,0014
3

Tabelle 10: Antikbrper Ox 8

Gruppe 1 4 5 6 2 3

1 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014
4 0,0014 0,0014
5 0,0056 0,0014
6 0,0014
2 0,0014
3
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Tabelle 11: Antikdrper Ox 1

Gruppe 1 4 5 6 2 3

1 0,0028 0,0014 0,0014 0,0014
4 0,0014 0,0014
5 0,0014
6 0,0014
2 0,0014
3

Tabelle 12: Antikbrper Ox 33

Gruppe 1 5 2 6 4 3

1 0,0014 0,0014 0,0014 0,0014
5 0,0014
2 0,0014
6 0,0014
4 0,0014
3
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7.1.2 Testergebnisse der Auswertung der nach vier Tagen entnommenen

Organe

Tabelle 13: Antikdrper W3/13

Gruppe |1 2 3 4 5 6 7

1 0,0011 0,0011 0,0011 0,0011 0,0011 0,0011
2 n.s. n.s. n.s. 0,0011 0,0011
3 n.s. n.s. 0,0011 0,0011
4 n.s. 0,0011 0,0011
5 0,0011 0,0011
6 n.s.

7

Tabelle 14: Antikdrper W3/25

Gruppe |1 2 3 4 5 6 7

1 n.s. n.s. 0,0011 n.s. n.s. 0,0011
2 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,0011
3 n.s. n.s. n.s. 0,0011
4 n.s. n.s. 0,0011
5 n.s. 0,0011
6 0,0011
7




Tabelle 15: Antikdrper Ox 19

85

Gruppe |1 2 3 4 5 6 7
1 0,0011 0,0011 0,0011 0,0011 0,0011 0,0011
2 n.s 0,0022 n.s 0,0011 n.s.

3 0,0011 n.s 0,0011 n.s.

4 n.s 0,0066 0,0044
5 0,0011 n.s.

6 0,0011
7

Tabelle 16: Antikdrper Ox 8

Gruppe |1 2 3 4 5 6 7

1 n.s. n.s. 0,0011 0,0022 0,0011 0,0011
2 n.s. 0,0011 n.s. n.s. 0,0484
3 0,0011 0,0011 0,0011 0,0011
4 0,0066 n.s. n.s.

5 n.s. n.s.

6 n.s.

7




Tabelle 17: Antikdrper Ox 1
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Gruppe |1 2 3 4 5 6 7

1 0,0011 n.s. 0,0011 0,0011 0,0011 0,0011
2 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,0011
3 0,0066 0,0044 0,0022 0,0011
4 n.s. n.s. 0,0011
5 n.s. 0,0011
6 0,0011
7

Tabelle 18: Antikbrper Ox 33

Gruppe |1 2 3 4 5 6 7

1 0,0011 0,0066 n.s. n.s. 0,0011 0,0011
2 0,0011 0,0011 0,0011 0,038 0,0011
3 n.s. n.s. n.s. 0,0011
4 n.s. 0,0011 0,0011
5 n.s. 0,0011
6 0,0011
7

Falls ein signifikanter Unterschied zum Niveau apha zwischen zwel Gruppen besteht,

ist die Irrtumswahrscheilichkeit p an der entsprechenden Stelle eingetragen.



7.2 Abbildungen

7.2.1W3/13

Abb. 5: Fischdl nach AbstoBung, (OriginalvergréZerung 400x)
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7.2.2W3/25

Abb. 6: Kochsalzkontrolle nach AbstoRung, (OriginalvergréRerung 400x)

Abb. 7: Fischdl nach AbstoBung, (OriginalvergréZerung 400x)
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7.230x 19

Abb. 8: Kochsalzkontrolle nach AbstoRung, (OriginalvergréRerung 400x)

Abb. 9: Fischdl nach AbstoBung, (OriginalvergréZerung 400x)



7.240x8

Abb. 11: Fischol nach Abstof3ung, (OriginalvergrofRerung 400x)



7.250x-1

Abb. 13: Fischol nach Abstof3ung, (OriginalvergroRerung 400x)
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7.260x 33

Abb. 14: Kochsalzkontrolle nach Abstof3ung, (OriginalvergrofRerung 400x)

2
k.

Abb. 15: Fischol nach Abstof3ung, (OriginalvergroRerung 400x)
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7.2.7 Mischol nach erfolgter Abstol3ung

Abb. 16: W3/13, (OriginalvergrofZerung 100x)

Abb. 17: W3/13, (OriginalvergréfZerung 1000x)
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Abb. 18: HE, (OriginalvergréfRerung 100x)

Abb. 19: HE, (OriginalvergroRerung 400x)
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Abb. 20: Antikbrper MOM/3 F 12/F 2, (OriginalvergrofRerung 400x)

Abb. 21: Antikbrper MOM/3 F 12/F 2, (OriginalvergréRerung 1000x)
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7.2.8 Fischol nach erfolgter Abstof3ung

Abb. 22: HE, Langsschnitt, (Originalvergrof3erung 400x)

Abb. 23: HE, Querschnitt, (Originalvergré3erung 400x)
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Abb. 24: Negativkontrolle (Farbung ohne Antikérper), (OriginalvergréfRerung 400x)
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Polymorphkernige Neutrophile
pokeweed mitogen
standard error of the mean
T-Zellen (CD 4, CD 8)
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T-zytotoxische
T-Suppressor

Omega-3

Omega-6

Grad Celsius

Mikroliter

Mikrometer

zum Beispiel
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Name: Schott
Vorname: Jurgen

Geburtsdatum/-ort: 21. Juli 1967/Limburg an der Lahn

Familienstand: verheiratet mit Claudia Schott, geb. Tiroke, Arztin,
1 Kind
Anschrift: Am Lindenberg 11

35463 Fernwald

Eltern: Norbert Schott, Hauptlehrer a. D.
Hedwig Schott, Hausfrau

Schulausbildung: 1973-1977 Grundschule Beselich-Obertiefenbach
1977-1978 Realschule Hadamar
1978-1987 Gymnasium Hadamar
Abschlul3: Allgemeine Hochschulreife

Grundwehrdienst 1987-1988 Veitshtchheim, Koblenz und Limburg

Hochschulausbildung: 1988-1995 Studium der Humanmedizin an der Justus-
Liebig-Universitat Giel3en

19.09.1990 Arztliche Vorprifung

18.09.1991 Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung
21.04.1994 Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung
25.04.1995 Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung
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Klinik fir Allgemein- und Thoraxchirurgie der Justus-
Liebig-Universitat Giel3en (Leiter: Prof. Dr. K.
Schwemmle)

Approbation: 15.12.1996
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15.12.1996 bis 31.03.1997 Assistenzarzt an der Klinik
fur Allgemein- und Thoraxchirurgie der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en (Leiter: Prof. Dr. K. Schwemmle).

01.04.1997 bis 31.03.1999 Assistenzarzt an der Klinik
und Poliklinik flr Unfallchirurgie der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en (Leiter: Prof. Dr. Dr. R. Schnettler)

Seit 01.04.1999 Assistenzarzt an der Klinik fur
Allgemein- und Thoraxchirurgie der Justus-Liebig-
Universitat Giel3en

(Leiter: Prof. Dr. K. Schwemmle)
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