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1 Einleitung

1.1 Klinische Lungentransplantation

Die klinische Lungentransplantation hat sich in den letzten zwei Jahrzehnten zu
einer adaquaten Therapieoption flr Patienten mit einer Lungenerkrankung im
Endstadium  entwickelt. Trotzdem ist es notwendig, 55% der
Transplantatempféanger innerhalo des 1. Jahres aufgrund akuter
AbstoBungsreaktionen zu behandeln. Die Langzeitergebnisse sind mit einer 5-
Jahrestberlebensrate von 51% vergleichsweise schlecht [13].

Die Sterblichkeit von Lungentransplantatempfangern ist wéahrend des 1. Jahres
in hohem MaBe abhéngig von der Grunderkrankung und eventueller
Begleiterkrankungen. Dennoch lassen sich Zeitrdume definieren, in denen
bestimmte postoperative Todesursachen vorherrschen (Tab. 1-1 und Abb. 1-1).
Unter chirurgisch-technischem Aspekt sind die meisten humanen
Transplantationen heute Routineoperationen. Die eigentlichen Probleme nach
Organtransplantationen liegen in der Beherrschung von Komplikationen. Diese
sind initial auf das primare Transplantatversagen und im weiteren Verlauf auf
Infektionen sowie die immunologische Auseinandersetzung des Empfangers mit
dem Transplantat zurlickzufihren [13].

Akute  AbstoBungsreaktionen lassen sich durch eine  wirksame
Immunsuppression reduzieren. Vergleichsweise geringe Mortalitatsraten
belegen die Wirksamkeit dieses Konzepts im kurz- bis mittelfristigen Verlauf.
Die unter Immunsuppression erhdhte Gefahr fir Infektionen bedingt jedoch
eine hohe Mortalitat (Tab. 1-1) [13]. Die vergleichsweise hohe Infektionsgefahr
fir  Lungentransplantate  begriindet sich  durch die  notwendige
Immunsuppression sowie die standige Exposition gegentber Umwelteinfllissen
und Pathogenen. Um eine gréBtmdgliche Immunsuppression bei reduzierten
Nebenwirkungen zu erreichen, werden Kombinationstherapien durchgefiihrt
[48, 90]. Wichtige Nebenwirkungen sind virale, bakterielle und mykotische
Infektionen [13].

In verschiedenen Studien wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Anzahl akuter TransplantatabstoBungen und der Entwicklung einer chronischen
AbstoBung beschrieben [13, 25]. Bei Lungentransplantatempfangern ist das
Bronchiolitis obliterans Syndrom Ausdruck der chronischen
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TransplantatabstoBung [53, 95]. Dieses beschreibt die klinischen Symptome
der Bronchiolitis obliterans mit langsamem Funktionsverlust des Organs [7].
Hiervon sind 51% der Lungentransplantatempfanger nach 5 Jahren betroffen.
Damit zahlt das Bronchiolitis obliterans Syndrom neben Infektionen und dem
Transplantatversagen zu den wichtigsten Langzeitkomplikationen mit
Todesfolge nach Lungentransplantation [13, 85].

Ein besseres Verstandnis der akuten TransplantatabstoBung, mit der
Méglichkeit zur Entwicklung neuer Therapiestrategien, kdnnte damit neben den
kurzfristigen Erfolgen auch einen wichtigen Beitrag zur Verbesserung der
Langzeitprognose von Lungentransplantatempfangern leisten.

Tabelle 1-1 Todesursachen nach Lungentransplantation [13]

Ursache Tag 0-Tag30 Tag 31-1Jahr  >5 Jahre
Transplantatversagen 28,2% 18,1% 18,0%
Infektionen 20,3% 39,5% 21,5%
Akute TransplantatabstoBung 4,3% 1,8% 0,7%
Bronchiolitis obliterans Syndrom  0,5% 4,6% 24, 7%
Abbildung 1-1

PN T s

i~ _—

f:z:i/ “ 3 Akute TransplantatabstoBung

Tag 0-Tag 30 Tag 31-1Jahr > 5 Jahre

Todesursachen nach Lungentransplantation [13]

1.2 Aufbau der Lunge

Die Lunge ist ein paariges Organ und gliedert sich in Lappen, Segmente,
Subsegmente, Lobuli und Azini, die durch Bindegewebe zusammengefasst
werden. Diese Aufteilung leitet sich von der dichotomen Verzweigung der
Bronchien/Bronchiolen und parallel verlaufender Aste der aus dem rechten
Ventrikel entspringenden Pulmonalarterie ab. Aus den Endaufzweigungen der
Bronchien/Bronchiolen, den Bronchioli respiratorii, gehen die Ductus alveolares

2
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hervor. Der venése Ruckfluss erfolgt segmentunabhangig in den interlobularen
Septen (iber Aste der Pulmonalvene in den linken Herzvorhof. Neben diesem
funktionellen Arbeitskreislauf (Vasa publica) bilden die aus der Aorta
entspringenden Bronchialarterien den Ernahrungskreislauf (Vasa privata). Sie
begleiten die Bronchien bis zum Ubergang in die Bronchiolen.

Es wird das luftleitende System der Bronchien/Bronchiolen sowie der alveolare
Bereich des Gasaustausches unterschieden. Die luftleitenden Abschnitte sind
mit respiratorischem Epithel ausgekleidet. Dieses ist ein mehrreihiges
Flimmerepithel mit Basal-, Flimmer-, und Becherzellen sowie helle Zellen, die
dem APUD (amine precursor uptake and decarboxilase)-System zugeordnet
werden. Letztere erflllen endokrine Funktionen. Die Hoéhe des Flimmerepithels
nimmt mit zunehmender Verastelung ab. Das Verhaltnis Becher-/Flimmerzellen
betragt im oberen und mittleren Abschnitt des Bronchialsystems 1:4, nimmt
jedoch in Richtung Bronchioli ab. Becherzellen enthalten apikal
polysaccharidhaltige Vesikel, die nach Abgabe einen zusammenhangenden
Film auf der Epitheloberflache bilden.

Die Alveolen sind fir den Gasaustausch entscheidende Abschnitte der Lunge.
Sie liegen dicht aneinander, wobei benachbarte Alveolen gemeinsame
Alveolarsepten ausbilden. Gesunde Alveolarsepten sind diinn und flexibel. Sie
enthalten Alveolarporen (Kohnsche Poren). Jede Alveole wird von einem
dichten aus der Pulmonalarterie entspringenden Kapillarnetz umgeben. Hier
verschmelzen die Basallaminae der GefaBendothelzellen und der Typ |
Pneumozyten zu einer Basalmembran. Dies ist der entscheidende Abschnitt
des Gasaustausches. Fibrozyten sowie kollagene, retikulare und elastische
Fasern bilden das alveolare Stltzgerist. Funktionell entscheidend ist die kurze
Diffusionsstrecke und die groBe Oberflache.

Das Alveolardeckepithel wird von flachen Pneumozyten Typ | (ca. 97% der
Oberflache) und kubischen Pneumozyten Typ Il (ca. 3% der Oberflache)
ausgekleidet. Pneumozyten Typ | gehen aus Pneumozyten Typ Il hervor und
werden auch als Deckzellen bezeichnet. Pneumozyten Typ Il sind durch
Mikrovilli auf der Oberflache und Lamellenkérper im Zytoplasma
gekennzeichnet. Sie produzieren surfactant (surface active agent) einen
Protein-Phospholipidfilm, der  wesentlich  zur  Herabsetzung  der
Oberflachenspannung der Lungenalveolen beitragt. Er wird in den
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Lamellenkérpern gespeichert und Uber Exozytose abgegeben. Surfactant wird
laufend von Alveolarmakrophagen und Pneumozyten Typ | aufgenommen.

Die Lungenfunktion definiert sich aus Ventilation, Perfusion und Diffusion. Aus
einer Stérung einer oder mehrerer Komponenten kann eine respiratorische

Insuffizienz resultieren [81, 6].

1.3 Leukozyten in der Lunge

Leukozyten lassen sich in verschiedenen Kompartimenten der Lunge
nachweisen. Es wird zwischen dem intravaskularen Leukozytenpool, den
Leukozyten der bronchialen Region und denen der alveoldren Region
unterschieden. Die bronchiale Region umfasst Bronchien, pulmonale und
bronchiale GefaBe, LymphgefaBe sowie das Bindegewebe um diese Strukturen
herum. Die alveoldre Region umfasst den Alveolarraum und die Alveolarsepten
[60, 71]. Alveolarsepten sowie der alveolare Raum werden im Folgenden als
Lungengewebe bezeichnet. Bei verschiedenen Spezies findet sich das
sogenannte BALT (bronchus associated lymphoid tissue). Es ist regelmaBig in
der bronchialen Lamina propria von Rattenlungen zu finden [70]. In humanem
Lungengewebe kann es im Kindes- und Jugendalter regelmaBig und im
Erwachsenenalter nur noch in wenigen Ausnahmen nachgewiesen werden [3,
40]. Dem BALT wird eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von Antigenen und
Initiierung der Immunantwort zugeschrieben [102].

Die Qualitat und Quantitdt der Zellpopulationen differiert in den
Kompartimenten, dabei ist Uber das AusmafB der Zellmigration zwischen den
Kompartimenten wenig bekannt [101, 29, 71]. Untersuchungen an Ratten
zeigten, dass Lymphozyten kontinuierlich im Organismus zirkulieren. Dabei ist
die Anzahl in der Lunge abhangig von der Eintritts- und Austrittsrate und ihrem
Schicksal wahrend der Passage [108, 101].

Monozyten/Makrophagen (M/M), dendritische Zellen (DC) und Lymphozyten
gehdren zu den Hauptinitiatoren/-regulatoren der Immunantwort in der Lunge.
Man unterscheidet intravasale Monozyten, Alveolarmakrophagen (AM), und
Gewebemakrophagen/interstitielle Makrophagen (IM). lhre Unterscheidung
erfolgt aufgrund verschiedener Merkmale (Kap. 1.5 und 1.6). In dieser Studie
wird unter anderem die zeitliche und értliche Verteilung dieser Zellen wahrend

der akuten TransplantatabstoBung untersucht.
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1.4 Zerstorung vaskularisierter Organtransplantate

1.4.1 Alloantigenunabhangige Mechanismen

Im Zeitraum zwischen Explantation und Implantation ist die Lunge vom
Gasaustausch sowie von der Zufuhr energiereicher Substrate abgeschnitten.
Weiterhin ist die effektive Eliminierung von Abbauprodukten gestért. Dadurch
und wahrend der Reperfusion des Transplantats wird das Lungengewebe
geschadigt. Konservierungslésungen kénnen die Einflisse von Entnahme
sowie Ischdmie und Reperfusion und damit das Risiko fir das primére
Transplantatversagen  minimieren [54]. Hierfir ~werden vor allem
Konservierungslésungen verwendet, deren lonenzusammensetzung dem
extrazellularen Milieu ahnelt. Die Einfihrung kaliumarmer Lésungen sowie der
Zusatz 6demreduzierender und rheologisch wirksamer Substanzen wie
Dextran, erbrachte einen Fortschritt bei der Pravention pulmonaler Odeme [69,
55]. Weiterhin wurde in Studien nachgewiesen, dass durch die initiale
Verringerung des physiologischen Reperfusionsdrucks um 50% fir 10 Minuten,
die Schadigung des Transplantats reduziert werden kann [52, 4].

Dennoch treten Ischéamie-/Reperfusionsschaden bei Lungentransplantaten in
den ersten 72 Stunden (h) nach Transplantation auf und kénnen in ihrer vollen
Auspragung zum  primaren  Transplantatversagen  fihren, dessen
Pathophysiologie ist bisher nur ansatzweise aufgeklart. Das klinische Szenario
umfasst ein rasch auftretendes schweres Oxygenierungsproblem mit
Lungenédem und verminderter Lungencompliance. Es flhrt haufig zu einem
Multiorganversagen und tritt unabhangig von Alter, zugrundeliegender
Lungenerkrankung, Art der Transplantation oder weiterer Faktoren auf. Es
reicht von einer milden Form bis hin zum voll ausgepragten ARDS (acute
respiratory distress syndrome) [98, 56]. In der friihen, exsudativen Phase des
ARDS kommt es in der Lunge zu multiplen Veranderungen. 1)
Permeabilitdtserhéhung des Kapillarendothels und Alveolarepithels. 2) Einstrom
proteinreicher FlUssigkeit in das Interstitium und den Alveolarraum. 3) Erhéhung
des pulmonalvaskularen Widerstands mit Umverteilung der pulmonalen
Perfusion und resultierender pulmonaler Hypertonie. 4) Zunehmende alveolare
Instabilitdt mit der Ausbildung von Atelektasen. 5) Progrediente Stérung des
Ventilations-/Perfusionsverhéltnisses  mit  Ausbildung eines  erhéhten

intrapulmonalen Rechts-Links-Shunts [107].
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Diese initialen Schaden werden als Risikofaktoren flr die akute und chronische
TransplantatabstoBung diskutiert [28].

1.4.2 Alloantigenabhangige Mechanismen

Die akute TransplantatabstoBung ist ein multifaktorieller Prozess, der bisher nur
in Ansatzen verstanden ist. Folgende Ausflhrungen beziehen sich auf die
studienrelevante zellulare AbstoBung mit Ausbildung von Leukozyteninfiltraten.
Diese sind ein Charakteristikum der akuten AbstoBung allogener Transplantate
[111]. Da die GeféaBendothelzellen des Transplantats die Grenzflache zwischen
Empfangerkreislauf und Spenderorgan darstellen, liegt eine Beteiligung dieser
Zellart bei der TransplantatabstoBung nahe. Auf den Endothelzellen werden die
sogenannten Transplantationsantigene exprimiert. Das macht diese Zellen zum
direkten Ziel von gegen diese Antigene gerichteten Immunreaktionen. Eine
bedeutende Rolle bei der Rekrutierung und Extravasation von Immunzellen wird
impliziert [106].

Bei den Transplantations- oder Alloantigenen handelt es sich um Glykoproteine,
die sich bei den einzelnen Individuen unterscheiden [49]. Sie werden als MHC
(major  histocompatibility —complex)-Antigene bezeichnet, spielen eine
Schlisselrolle bei der TransplantatabstoBung und liefern den ersten Ansatz zur
Fremderkennung [63, 73]. Man differenziert zwischen MHC Klasse-I- und MHC
Klasse-1l-Antigenen. Bei den MHC-Antigenen handelt es sich um
Membranproteine mit extrazellularen Doméanen die Peptidfragmente
prasentieren kénnen. Proinflammatorische Mediatoren kénnen im Verlauf der
TransplantatabstoBung die Expression von MHC-Antigenen hochregulieren.
MHC I-Antigene befinden sich in unterschiedlichen Konzentrationen auf der
Oberflache von fast allen kernhaltigen Kérperzellen sowie auf Thrombozyten.
Sie gelten als die klassischen Transplantationsantigene, die der
Eigenerkennung, aber auch als Zielstruktur bei der Fremderkennung dienen
[49]. MHC lI-Antigene sind im Wesentlichen auf antigenprasentierenden Zellen
(APZ) wie DC und M/M sowie auf B-Lymphozyten ausgepragt, kénnen aber
unter inflammatorischen Bedingungen auf einer Vielzahl von Zellen, wie z.B.
GefaBendothelzellen [106], nachgewiesen werden.

Man unterscheidet die direkte und indirekte Fremderkennung. Bei der direkten
Erkennung erfolgt die Antigenprasentation durch gewebsstédndige APZ des

Spenders, die mittransplantiert werden. Die MHC-Antigene des Spenders
6
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werden dabei von den Empfanger T-Zellen erkannt [63, 88]. Bei der indirekten
Erkennung werden die Proteinstrukturen des Spenders von den APZ des
Empfangers in die Zellen aufgenommen, dort zu Peptiden prozessiert und von
MHC-Antigenen (Klasse | oder IlI) auf der Zelloberflache von APZ des
Empfangers prasentiert [49]. In beiden Fallen werden sie von einem
antigenspezifischen T-Zell-Rezeptor (TZR) erkannt [63, 88, 33].

Durch diese Interaktion werden naive T-Zellen aus einem Ruhestadium in einen
aktivierten Zustand versetzt, der durch Proliferation und Differenzierung
gekennzeichnet ist. Es entstehen sowohl T-Effektorzellen als auch T-
Gedachtniszellen [49]. Funktionell werden T-Zellen in Subpopulationen
eingeteilt. Zytotoxische T-Zellen (Tc-Zellen) kébnnen die antigentragende Zelle
zerstéren. T-Helferzellen (Th-Zellen) sezernieren verschiedene Mediatoren.
Diese wirken auf Zellen des unspezifischen und spezifischen Abwehrsystems
[86, 91].

Bei der Infiltration des Transplantates durch immunkompetente Zellen wie M/M
und T-Zellen kommt es zur Produktion von verschiedenen pro- und
antiinflammatorisch wirkenden Zytokinen, Mediatoren und Effektormolekilen
[61, 11]. Auf diese soll im Rahmen dieser Arbeit nicht nédher eingegangen
werden. Als wichtige Vertreter der Zytokine seien der
Tumornekrosefaktor(TNF)-a, Interferon(IFN)-y sowie Interleukin(IL)-1p genannt.
Diese kébnnen am Endothel die Expression bestimmter Adh&sionsmolekile
steigern [77]. Als klassische Vermittler von Zell/Zellinteraktionen kdnnen
Adhasionsmoleklle den Leukozyten die Extravasation in das Gewebe
ermdglichen [51]. Durch die gezielte Blockade von Adhasionsmolektlen konnte
die Leukozyteninfiltration von Transplantaten inhibiert und dadurch das
Transplantatiiberleben verlangert werden [87]. Chemokine und ihre
Rezeptoren regulieren die Migration und Extravasation von Immunzellen und
werden, basierend auf Struktur und Funktion, in vier Familien eingeteilt [11].
Unter Extravasation versteht man den Ubertritt zirkulierender Leukozyten aus
dem Blutstrom ins Gewebe. Dies geschieht in einer sequenziellen Kaskarde
molekularer Interaktionen zwischen Leukozyten und Endothelzellen [10, 39].
Entscheidend ist hierfir der marginale Leukozytenpool in den GefaBen [47,
104].
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Aktivierte M/M  und T-Lymphozyten bilden das, fir die akute
AbstoBungsreaktion charakteristische Leukozyteninfiltrat und sind an der

Transplantatzerstérung beteiligt [27, 96, 67, 24].

1.4.3 Formen der TransplantatabstoBung

Es gibt mehrere Einteilungen der AbstoBung. Klinisch werden zeitlich und
funktionell differente Verlaufe unterschieden. Im Einzelnen sind dies die
hyperakute AbstoBung, die akute AbstoBung und die chronische AbstoBung.
Bei der hyperakuten AbstoBung kommt es innerhalb von Minuten zu
AbstoBungsprozessen. Diese werden durch praformierte Empfangerantikérper
gegen SpendergefdaBendothelien ausgelést. Die Antikérper aktivieren unter
anderem die Komplement- und Blutgerinnungskaskade. Der daraus
resultierende GefaBverschluss durch Mikrothromben forciert das Absterben des
transplantierten Gewebes. Durch den Nachweis von Antikérpern im Blut kann
das Risiko fur die hyperakute AbstoBung minimiert werden [15, 12].

Die akute AbstoBung beginnt meist innerhalb von Tagen bis Wochen. Diese
zeichnet sich durch massive perivaskulare Leukozyteninfiltrate und
entziindliche Endothelschadigung aus [15]. Das Risiko fir eine akute
TransplantatabstoBung bleibt auch nach diesem Zeitraum bestehen. Eine
Risikoreduktion kann durch eine adaquate Immunsuppression erreicht werden.
Die chronische AbstoBung manifestiert sich in einem langsamen
Funktionsverlust des Organs und ist in der Lunge histopathologisch durch eine
fibroproliferative Obliteration der terminalen und respiratorischen Bronchiolen
und durch den Umbau der BlutgeféBe charakterisiert [7].

1.5 Monozyten/Makrophagen und dendritische Zellen
Monozyten sind weiBBe Blutzellen von 12-20 pm Durchmesser und einem
groBen, nicht segmentierten, meist gelappten Kern. Sie entstehen im
Knochenmark Uber mehrere Zwischenstufen aus myeloischen Vorlauferzellen.
Laut Definition sind Monozyten im Blut zirkulierende mononukleédre Phagozyten
[45, 50]. Sobald Monozyten aufgrund verschiedener Stimuli wie Chemokine ins
Gewebe migrieren, beginnt die Differenzierung zu Makrophagen und DC [76].
M/M und DC sind effiziente APZ, sie besitzen eine groBe Heterogenitat und

kébnnen anhand verschiedener Oberflichenantigene in Subpopulationen
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unterteilt werden [z.B. 113, 34]. Diese unterscheiden sich mitunter erheblich
beziglich ihres Differenzierungsstadiums oder Aufenthaltsortes [26, 97].

DC sind spezialisierte APZ, die durch Aktivierung von TH-Zellen effizient eine
adaptive Immunantwort auslésen kénnen [18, 92, 100]. Die Erneuerung der DC-
Population in gesunden Lungen erfolgt unter anderem durch Monozyten [44,
43]. DC besitzen lange Zellfortséatze, in der vorliegenden Arbeit werden sie
durch den monoklonalen Antikérper (mAb) ED1 erfasst, der gegen ein
CD(cluster of differentation)68-artiges Antigen gerichtet ist. Sie spielen jedoch
bei der Auswertung des immunpositiven Fldchenanteils aufgrund des geringen
Flachenanteils quantitativ kaum eine Rolle.

M/M sind zur Zytotoxizitdt und Phagozytose befahigt. Sie kénnen sowohl als
APZ als auch als Effektorzellen tatig werden. Sie interagieren mit Zellen der
spezifischen Immunantwort und erfullen damit eine wichtige Brickenfunktion
[76, 31, 62]. Nach Aktivierung kénnen M/M pro- oder antiinflammatorische
Eigenschaften aufweisen [31, 62].

Der hauptséachlich Gber TH1-Zellen vermittelte Weg initiiert proinflammatorische
Eigenschaften der Makrophagen (M1) und wird auch als klassische Aktivierung
bezeichnet. M1-Makrophagen sind effektive Produzenten von
Effektormolekilen wie Sauerstoffradikalen und Stickstoffmonoxid (NO).
Sauerstoffradikale wie Hydrogenperoxid und Hydroxylradikale kdénnten zur
Schadigung des Alveolar- und Bronchialepithels beitragen [54, 8, 105, 1]. Lokal
hohe NO-Konzentrationen werden bei der Schadigung des GefaBendothels
diskutiert [5, 37]. Weiterhin werden zahlreiche Mediatoren mit
proinflamatorischen und chemotaktischen Eigenschaften sezerniert [61, 17, 68,
38]. Diese spielen unter anderem eine Rolle bei der Extravasation von
Leukozyten und damit bei der Entwicklung von Leukozyteninfiltraten (Kap.
1.4.2). Bei der TH1-Antwort handelt es sich um eine zellvermittelte
Immunreaktion mit Aktivierung von Makrophagen und Tc-Zellen [74, 75]. Die
Fahigkeiten dieser Zellen lassen sie zu einer gefahrlichen Waffe gegeniber
kérperfremden Geweben werden.

Der Uber TH2-Zellen vermittelte Aktivierungsweg wirkt auf die Makrophagen
(M2) tendenziell antiinflammatorisch und wird als eine Form von Deaktivierung
verstanden [62, 30]. M2 wird als Synonym flir verschiedene Formen der
Makrophagenaktivierung gebraucht, die nicht der klassischen M1-Aktivierung

entsprechen. M2-Makrophagen haben immunregulierende Funktionen [30],
9
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weiterhin wirken sie angiogenetisch [111, 35, 89] sowie hemmend auf die
Antigenprasentation [75]. M2-Makrophagen kénnte eine wichtige Funktion bei
der Transplantatregeneration zukommen.

Die akute TransplantatabstoBung ist ein komplexer Prozess, an dem viele
verschiedene Zelltypen, Mediatoren und Mechanismen beteiligt sind. Ein
besseres Verstandnis der destruktiven sowie protektiven Rolle von M/M bei
diesen Vorgangen, koénnte einen Beitrag zur Entwicklung neuer
Therapiestrategien der TransplantatabstoBung leisten.

1.6 Studienrelevante Oberflachenantigene
Zellmembranprotein CD163

CD163 ist spezifisch fir M/M und gehért zur Proteinfamilie der zysteinreichen
Scavengerrezeptoren (SRCR) Gruppe B. Diese Proteine kommen vorwiegend
auf Zellen des Immunsystems vor. Sie sind an der Entwicklung des
Immunsystems und der Regulation der Immunantwort beteiligt [79]. CD163 der
Ratte wird durch den mAb ED2 erkannt. Perivaskulare/-bronchiale
Makrophagen in gesunden Rattenlungen sind ED2*, wahrend Monozyten, AM
und DC ED2 sind [19]. Die CD163-Expression erfolgt unter anderem durch die
Reifung von Monozyten zu Makrophagen [9, 94, 41]. Da CD163 rasch von der
Oberflache von M/M verschwinden kann, wird diskutiert, dass es sich um eine
Abspaltung (shedding) des CD163 von der Zelloberflache handeln kénnte [22].
CD163 fungiert als Rezeptor flir Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexe und tragt
zur Entgiftung des Korpers von oxidativ toxischem Hamoglobin bei [58].
Weiterhin wird eine antiinflammatorische Wirkung auf Makrophagen
beschrieben [65].

Lysosomales Membranprotein CD68-artig

Beim CD68-artigen lysosomalen Membranprotein handelt es sich um ein
Antigen, das stark auf lysosomalen Membranen und schwach auf
Zellmembranen myeloider Rattenzellen exprimiert wird. Im Einzelnen ist es bei
der Mehrzahl von Vorlauferzellen im Knochenmark, intravasalen Monozyten,
AM und schwach in peripheren Granulozyten und DC nachweisbar. Es soll
Ahnlichkeiten zum humanen Glykoprotein CD68 aufweisen und wird durch den

mAb ED1 erkannt. Oben genannte Zelltypen sind in gesunden Rattenlungen
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ED1*, wahrend perivaskulare/-bronchiale Makrophagen ED1" sind [16, 19]. Eine
Beteiligung dieses Antigens am lysosomalen Metabolismus sowie bei Zell/Zell-

und Zell/Pathogeninteraktionen wird diskutiert [2].

o/B-TZR

Man unterscheidet T-Lymphozyten mit einem polymorphen Antigenrezeptor aus
a- und B-Ketten sowie T-Lymphozyten mit polymorphen Antigenrezeptor aus y-
und &-Ketten [49]. In der vorliegenden Studie wird bei der T-Zelldetektion der
mAb R73 gegen den a/B-TZR (konstante Region der B-Kette) verwendet [46],
somit werden y/&-T-Lymphozyten nicht erfasst.

LCA (leukocyte common antigen) CD45RA

Bei CD45 handelt es sich um ein Glykoprotein der Zelloberflache aller Zellen
blutbildenden Ursprungs auBer Erythrozyten, das als Tyrosinphosphatase
fungiert. Es kommt in verschiedenen Isoformen vor. In der vorliegenden Studie
wird CD45RA (LCA vom B-Zell-Typ) reifer B-Lymphozyten (auBer
Plasmazellen) durch den mAb Ox33 erkannt [110].

1.7 Experimentelles Modell der akuten Lungentransplantat-
abstoBung

Untersuchungen an humanen Lungen beschranken sich haufig auf die Zellen
des bronchoalveoldren Raumes, die durch eine bronchoalveolare Lavage (BAL)
gewonnen werden, sowie auf Lungengewebe, das nach operativen Eingriffen
oder Obduktionen zur Verflgung steht. Diese Untersuchungen kénnen die
Pathophysiologie der TransplantatabstoBung nur unzureichend beschreiben.
Des Weiteren sind die Erkenntnisse Uber die durch BAL gewonnenen Zellen nur
bedingt auf die Verhaltnisse des gesamten Transplantats zu Ubertragen. Stark
adharente intraalveolare Zellen sowie im Gewebe befindliche Zellen werden
nicht erfasst.

Um das multifaktorielle Geschehen der akuten TransplantatabstoBung zu
erforschen, bieten sich allogene Tiermodelle an. Hierbei kénnen in vitro
gewonnene Erkenntnisse in einem komplexen immunologischen Umfeld, ohne

auBere Beeinflussung z.B. durch Immunsuppressiva, in vivo Uberprift werden.
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Ratten aus genetisch weitgehend homogenen Inzuchtstdmmen eignen sich fr
die Transplantation vaskularisierter Organe.

Bei dem hier gewahlten Tiermodell werden linke Lungen orthotop transplantiert
(Kap. 2.3). Die Untersuchungen werden an mannlichen Inzuchtratten der
Stamme Lewis (LEW RT1") und Dark Agouti (DA RT1®") durchgefiihrt. Zur
Kontrolle werden Lungen zwischen LEW-Tieren isogen transplantiert (isogene
Kontrollgruppe), um die durch die Operation ausgeldésten Verédnderungen von
den abstoBungsbedingten Veradnderungen in der allogenen Gruppe
(AbstoBungsgruppe) zu unterscheiden. Weiterhin werden die nativen rechten
Empfangerlungen als Kontrollen ausgewertet.

Der Zeitverlauf der histopathologischen Veranderungen sowie der Zellinfiltration
ist bisher fur DA—LEW Lungentransplantatate noch nicht beschrieben worden.

1.8 Histopathologische Klassifikation der akuten AbstoBung
von humanen Lungentransplantaten

Im Jahre 1990 wurde ein internationales Klassifikationsschema flir die akute
LungentransplantatabstoBung von der International Society for Heart and Lung
Transplantation (ISHLT) eingefiihrt. Ab 1995 erfolgte die Modifikation dieser
Klassifikation in Form der Revised working formulation for classification and
grading of lung allograft rejection [112]. Dabei werden histopathologische
Veranderungen bei 40 x VergrdéBerung des Mikroskops beurteilt.
Zusammengefasst basiert die Klassifikation auf der Auspragung perivaskularer,
septaler und intraalveolarer Infiltrate. Dabei wird das Vorhandensein von akuten
AbstoBungsreaktionen beurteilt und in die Stadien A0 (keine), A1 (minimal), A2
(mild), A3 (moderat), A4 (heftig) unterteilt (Tab. 2-12) [112]. Ein weiterer Aspekt
ist die begleitende Atemwegsentziindung, wobei analog in die Stadien B0
(keine), B1 (minimal), B2 (mild), B3 (moderat), B4 (heftig) und Bx (nicht
auswertbar) unterteilt wird (Tab. 1-12) [112].

Seit 2007 ist eine aktualisierte Version, die Revision of the 1996 working
formulation for the standardization of nomenclature in the diagnosis of lung
rejection [93] durch die ISHLT anerkannt. Bezlglich der Atemwegsentziindung
ist die seit 1996 gebrauchliche Klassifikation unter der Berlcksichtigung neuer
Forschungsergebnisse sowie aus Praktikabilitdtsgriinden in der Weise geandert
worden, dass die Stadien B1 und B2 (1996) unter dem Stadium B1R (low

12



Einleitung

grade) und die Stadien B3 und B4 (1996) unter dem Stadium B2R (high grade)

zusammengefasst werden [93].

Tabelle 1-2 Kurzfassung der Revised working formulation for classification
and grading of lung allograft rejection [112] fir die akute
AbstoBung bei 40 x MikroskopvergrdBerung

Stadium Histopathologische Merkmale

A0 (keine) - Keine mononukledren Leukozytenanhaufungen, Hamorrhagien
oder Nekrosen nachweisbar.

A1 (minimal) - Vereinzelte BlutgefaBe, insbesondere Venulen sind von einem,
2-3 Zellenschichten dicken, in der perivaskularen Adventitia
lokalisierten Ring mononukleérer Leukozyten umgeben.

A2 (mild) - RegelmaBiges, perivaskular/subendothelial bei Venulen und

Arteriolen nachweisbares mononukleéres Infiltrat

- Assoziierte hyperplastische Veranderungen des Endothels
(Endothelitis)

- Ausbreitung von Leukozyten in perivaskuldre Bereiche, jedoch
keine Infiltration von mononuklearen Leukozyten in alveolare
Septen oder den Alveolarraum

- Ein einzelnes, signifikantes, perivaskular lokalisiertes,
mononukleéres Infiltrat rechtfertigt die Diagnose A2.

A3 (moderat)- Dichte, perivaskulare Manschetten mononuklearer Leukozyten
um die Venulen und Arteriolen
- Assoziierte Endothelitis
- Ausbreitung des Zellinfiltrats in die alveolaren Septen und den
Alveolarraum
- Im Alveolarraum lassen sich vermehrt Alveolarmakrophagen
nachweisen.

A4 (heftig) - Diffuses, perivaskulares, intraalveolares und septales Infiltrat
mononukleédrer Leukozyten
- Ausgepragter Pneumozytenschaden
- Assoziierte Makrophagen und neutrophile Granulozyten
- Eventuell bestehen Gewebenekrosen, Hamorrhagien und eine
nekrotisierende Vaskulitis.

13
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Fortsetzung Tabelle 1-2

Stadium Histopathologische Merkmale

Atemwegsentziindungen

BO (keine) - Keine Atemwegsentziindungen.

B1 (minimal) - Diffus verteilte, mononukle&re Leukozyten in der Submukosa von
Bronchien und Bronchiolen.

B2 (mild) - Dichte Manschetten mononuklearer Leukozyten und gelegentlich
eosinophile Zellen in der Submukosa von Bronchien und
Bronchiolen
- Unabhangig davon Epithelzellnekrosen/-apoptosen.

B3 (moderat)- Dichte Manschetten mononuklearer Leukozyten, Lymphozyten
und eosinophiler Granulozyten in der Lamina propria von
Bronchien und Bronchiolen
- Unabhangig davon Epitheszellnekrosen/-apoptosen.

B4 (heftig) - Dichte Manschetten mononuklearer Leukozyten, Lymphozyten
und eosinophiler Zellen in der Lamina propria von Bronchien und
Bronchiolen
- Gleichzeitige Ablésung der Epithelzellschicht von der
Basalmembran
- Epitheliale Ulzerationen und fibrinése Exudate mit Nachweis
neutrophiler Granulozyten sowie Epithelzellnekrosen.

Bx - Nicht auswertbar.

1.9 Fragestellungen der Arbeit

M/M Ubernehmen als APZ und Effektorzellen wichtige Funktionen bei der
unspezifischen und spezifischen Immunantwort. Sie verfligen Uber
proinflammatorische und zytotoxische Eigenschaften, die in groBem Umfang
zur Transplantatzerstérung beitragen koénnen. Sie koénnen andererseits
antiinflammatorisch und geweberegenerativ wirken und erfillen wichtige
Funktionen bei der Reorganisation geschadigter Gewebe. Damit bieten sie
einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer Therapien der
akuten TransplantatabstoBung.

Die Untersuchungen sollen eine Grundlage fir die histopathologische
Beurteilung experimenteller Lungentransplantate schaffen und dienen damit als
Vorarbeit fir zuklnftige therapeutische Studien.

14



Einleitung

Es wird der Zeitverlauf der Infiltration allogener und isogener
Rattenlungentransplantate durch mononukledre Leukozyten untersucht. Dabei
wird ein besonderes Augenmerk auf M/M gelegt.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:

1. Welche histopathologischen Verédnderungen manifestieren sich bei
isogenen und allogenen Rattenlungentransplantaten bis zum 6.
postoperativen Tag? Welche Veranderungen sind auf perioperative
Schaden zurlckzufiihren, welche auf AbstoBungsreaktionen?

2. Wie erfolgt die Transplantatinfiltration durch
Monozyten/Makrophagen, B- und T-Lymphozyten bei isogenen und
allogenen Rattenlungen bis zum 6. postoperativen Tag? Welche
Unterschiede ergeben sich im Hinblick auf die verschiedenen

Kompartimente der Rattenlunge?
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien, Materialien und Gerate

Tabelle 2-1 Reagenzien (alphabetisch)

Reagenzien

Hersteller Bestell.Nr.

Aceton far die Analyse (p.a.)
(C3HsO) M= 58,08 g/mol

Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat p.a.
KAI(SO4)2:12H20 M= 474,39 g/mol

Avidin
Biotin
Bovines Serumalbumin

Chloralhydrat
(C2H3ClI302) M= 165,40 g/mol

Citronensaure-Monohydrat p.a.
(CeHsO7-H20) M= 210,14 g/mol

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat p.a.
(Na2HPO4-2H20) M= 177,99 g/mol

EnVision™mouse Peroxidase

Eosin G p.m.
(C20HeBraNa20s) M= 691,86 g/mol

Essigsaure 100% (Eisessig)
fur die Synthese (p.s.)
(C2H402) M= 60,05 g/mol

Ethanol absolut p.a.
(C2HeO) M= 46,07 g/mol

Hamatoxylin-Monohydrat
fur die Mikroskopie (p.m.)
(C16H1406-H20) M= 320,29 g/mol

Isopropanol p.a. (2-Propanol)
(CsHsO) M= 60,10 g/mol
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Merck, Darmstadt, 100014
Deutschland (D)

Merck, Darmstadt, D 101047

Sigma, Taufkirchen, D A-9275

Sigma, Taufkirchen, D B-4501

Serva, Heidelberg, D 11930

Merck, Darmstadt, D 102425

Merck, Darmstadt, D 100244

Merck, Darmstadt, D 106580

Dako, Carpinteria, USA K 4000

Merck, Darmstadt, D 115935

Merck, Darmstadt, D 818755

Merck, Darmstadt, D 100983

Merck, Darmstadt, D 115938

Riedel-de Haén, Seelze, D 24137
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Fortsetzung Tabelle 2-1 Reagenzien

Reagenzien Hersteller Bestell-Nr.
Kaliumchlorid p.a. Roth, Karlsruhe, D 6781.1

(KCIl) M= 74,56 g/mol

Kaliumdihydrogenphosphat p.a. Merck, Darmstadt, D 104873
(KH2PO4) M= 136,09 g/mol

L-Lysin Serva, Heidelberg, D 28220
(CeH14N202-HCL) M= 182,7 g/mol

Methylbenzoat (Benzosaure-Methylester) p.m. Roth, Karlsruhe, D 6944.2
(CsHsO2) M= 136,2 g/mol

Natrium-Azid p.a. Baker, Deventer, 97167

(NaNs) M= 65,01 g/mol

Natriumchlorid p.a.
(NaCl) M= 58,44 g/mol

Natriumdihydrogenphosphat p.a.
(NaH2PO4-H20) M= 137,99 g/mol

Natriumhypochloritiésung
(6 - 14 % aktives Chlor)

Natrium m-Perjodat
(NalO4) M= 213,9 g/mol

Natriumiodat p.a.
(NalOs) M= 197,89 g/mol

Natronlauge
(NaOH) = 1 mol/l (1 N)

Paraformaldehyd reinst
(HO[CH20]nH)

Phenylhydrazin p.s.
(CsHsN2) M= 108,14 g/mol

Primarantikérper ED1, ED2, R73, Ox33

Protease Typ XIV
vom Streptomyces griseus

Salzsdure  (HCI) =1 mol/l (1 N)
(HCl) =2 mol/l (2 N)

Niederlande

Riedel-de Haén, Seelze,D 31434

Baker, Deventer,

Niederlande

Merck, Darmstadt, D

Sigma, Taufkirchen, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Merck, Darmstadt, D

Serotec, via Camon,
Wiesbaden, D

Sigma, Taufkirchen, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

0303

105614

S-1878

106525

109137

104005

807250

P-5147

109057
109063
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Fortsetzung Tabelle 2-1 Reagenzien

Reagenzien

Hersteller Bestell-Nr.

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan p.a.
(CaH11NO3) M= 121,14 g/mol

Vectastain ABC-Kit Elite, IgG mouse

Wasserstoffperoxid 30% p.a.

(H202)

Xylol reinst

(C8H10) M= 106,17 g/mol

3-Aminopropyl-Triethoxysilane

(CoH23NO3Si)

3,3 Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid

Tabelle 2-2 Materialien (alphabetisch)

Roth, Karlsruhe, D 4855.2

Vector Laboratories Inc., PK-6102
Burlingame, USA via
Camon, Wiesbaden, D

Merck, Darmstadt, D 107209

Merck, Darmstadt, D 108685

Sigma, Taufkirchen, D A-3648

Sigma, Taufkirchen, D D-5905

Materialien Hersteller Bestell.-Nr.
+/Anastomosen-cuff’ Abbott, Sligo, Irland 89792VM
Abbocath® 16 GA x 51 mm

(modifizierter i.v. Katheter)

,2Beatmungstubus” Beckton/Dickinson, 381267
Insyte® 14 GA x 45 mm Sandy, USA

(modifizierter i.v. Katheter)

Hydrophober Stift

Nahtmaterial

Objekttrager

Paraplast

Pasteurpipette

Monosof® 9-0
Premilene® 8-0

Seide ,E” geflochten 6-0
Vicryl® 4-0

Haushalts-Néhgarn

(Paraffin)
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Immunotech, Marseille, F 1056
PAP-Pen

USS DG, Norwalk, USA N-2533

Braun Aesculap AG, G0090702
Tuttlingen, D

Resorba, Nlrnberg, D 41517
Ethicon, V292H

St. Stevens-Woluwe, Belgien

Marienfeld, D 1000200
Sherwood medical, 8889-501007
St.Louis, USA

Volac, J.Paulten Ltd., D 810

Barking, GrofBbritanien
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Fortsetzung Tabelle 2-2 Materialien

Material

Hersteller Bestell-Nr.

ReaktionsgefaBe 0,6 ml
1,5 ml
2 mi

Tabelle 2-3 Medikamente (alphabetisch)

Medikament

Sarstedt, Nurnberg, D 72.699
Eppendorf, Hamburg, D 0030 102.002
Eppendorf, Hamburg, D 0030 102.094

Hersteller

Ampicillin-ratiopharm® 0,5

(Ampicillin-Natrium 0,53 g Trockensubstanz)

Antisedan®
(Atipamezolhydrochlorid) 5 mg/ml

Atropinsulfat®
(Atropinsulfat) 0,5 mg/mi

Domitor®
(Medetomidinhydrochlorid) 1 mg/ml

Forene®
(Isofluran)

Heparin-ratiopharm®
(Heparin-Natrium) 5000 IE/ml

Isotone Kochsalzlésung 0,9%

Ketavet®
(Ketaminhydrochlorid) 100 mg/ml

Tabelle 2-4 Gerate (alphabetisch)

Gerate

Ratiopharm GmbH, Ulm, D

Pfizer GmbH, Karlsruhe, D

Braun Melsungen AG, Melsungen, D

Pfizer GmbH, Karlsruhe, D

Abbott GmbH & Co KG, Wiesbaden, D

Ratiopharm GmbH, Ulm, D

Braun, Melsungen, D

Pharmacia GmbH, Erlangen, D

Hersteller Typ

Autoklav

Durchlichtmikroskop
Digitalkamera

Feinwaage

Einbettautomat
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Webeco, Automat 12/ 38
Bad Schwartau, D

Olympus, Hamburg, D BX51TF

Olympus, Hamburg, D CC-12

Mettler Toledo, Delta Range
Greifensee, Schweiz

Shandon, Frankfurt 50, D Citadel 1000
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Fortsetzung Tabelle 2-4 Gerate

Gerate Hersteller Typ
Heizplatte Stérk-Tronic, D Prazitherm 28-1
Mikrotom Jung, Bensheim, D 2065 Supercut
Magnetrihrgerat mit Heizung IDL, Nidderau, D Mec 11
pH-Messgerat Schott, Hofheim, D CG 840
Pipetten Eppendorf, Hamburg, D  div. GréBen
Beatmungsgerat fur Ratten Harvard, Holliston, USA  Modell 683

(rodent ventilator)

Streckbecken GfL, Burgwedel, D Typ 1052

Warmeschrank Heraeus Instruments, UT 6120
Hanau, D

Waage Mettler Toledo, Delta Range
Greifensee, Schweiz PM 480

Wasseraufbereitungsanlage ELGA Labwater, Elgastat Maxima
Siershahn, D

Zentrifuge Hettich, Tuttingen, D~ EBA 21

2.2 Tiere

Die Untersuchungen werden an mannlichen Inzuchtratten mit einem
Kérpergewicht (KG) von 200-300 g, der Stamme LEW(RT1') und DA(RT1?"")
durchgefiihrt. Die Tiere werden von Elevage Janvier, Le Genest-St-Isle,
Frankreich bezogen und unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen
gehalten. Erwachsene maénnliche LEW-Ratten dienen generell als
Transplantatempfanger. Bei allogenen Transplantationen werden DA-Ratten als
Spender eingesetzt und als AbstoBungsgruppe definiert. Bei isogenen
Transplantationen werden LEW-Ratten als Spender eingesetzt und als isogene
Kontrollgruppe definiert.

Eine Tierversuchsgenehmigung gemaB § 8 Absatz 1 des deutschen
Tierschutzgesetzes mit der Nummer 1125.3-19¢20-15(1)MR20/26 wurde am
25.07.2001 erteilt.
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2.3 Transplantation

Die linksseitigen Transplantationen erfolgen durch Frau Prof. Dr. V. Grau nach
der Technik von Mizuta [64] und unterteilen sich in die Explantation der linken
Donorlunge und die orthotope Implantation in das Empfangertier.

Als Pramedikation werden Spender- und Empfangertiere zunachst mit Forene®
(Isofluran) vornarkotisiert, bevor eine intramuskulére Injektion von Atropinsulfat
(Atropinsulfat 0,25 mg/kg KG) erfolgt. Zur definitiven Narkoseeinleitung wird
Ketavet®  (Ketaminhydrochlorid 90 mg/kg KG) und  Domitor®
(Medetomidinhydrochlorid 0,1 mg/kg KG) mit isotoner Kochsalzlésung auf 500
ul aufgefdllt und intraperitoneal injiziert.

In der ersten Operationsphase erfolgt bei dem Spendertier die Desinfektion des
OP-Bereichs mit Isopropanol 70%. Heparin-Natrium (1000 IE/kg KG) wird
intravends (i.v.) in die Vena dorsalis penis appliziert und ein Hautschnitt vom
Abdomen bis cranial des Jugulums gelegt. Nachdem die Trachea dargestellt ist,
erfolgt die Intubation Uber eine Tracheotomie. Als Beatmungstubus wird ein i.v.
Katheter (Insyte® 14 GA 45 mm) eingesetzt. Die Beatmung wird mit einem
Beatmungsgerat fir Ratten mit einer Frequenz von 100 Atemzigen/Minute
(min) und einem Atemzugvolumen von 1 ml/100 g KG durchgefiihrt. Der
positive endexpiratorische Druck (PEEP) betragt 5 cm Wassersaule. Nach
Erdffnung des Zwerchfells und medianer Sternotomie wird der Thorax
vorsichtig, unter Belastung der unteren Thoraxapertur, gespreizt und der
Thymus wegpréapariert. AnschlieBend werden die Aorta abdominalis und Vena
cava inferior erdffnet. Uber den rechten Ventrikel und den Truncus pulmonalis
erfolgt die Perfusion mit 20 ml kalter isotoner Kochsalzlésung. Dabei wird
blasenfrei und mit einem Druck von 20 cm Wassersaule, Uber etwa 2 min
perfundiert. Der Abfluss erfolgt Uber das zuvor abgeschnittene linke Herzohr.
Die Trachea wird in Inspirationsstellung durch eine Ligatur verschlossen und
der Herz-Lungenblock, nach Praparation der umliegenden Strukturen, durch
leichten Zug abgehoben. SchlieBlich wird die Aorta herznah abgesetzt, der
Osophagus entfernt und der Organblock in eine Petrischale mit isotoner
Kochsalzlésung gelegt. Unter dem Operationsmikroskop erfolgt nun die
Praparation der linken Hilumregion. Die Arteria und Vena pulmonalis sowie der
Bronchus werden dargestellt. Nahe der Carina wird nun der linke

Stammbronchus mit Haushalts-Nahgarn ligiert und proximal abgesetzt. Nun
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werden Arteria und Vena pulmonalis mit cuffs versehen. Als cuff (Abb. 2-1)
dient ein modifizierter i.v. Katheter (Abbocath® 16 GA x 51 mm).

Abbildung 2-1

Griff (1mm)

Hauptteil (1mm)

Die Abbidung zeigt den im Text beschriebenen cuff. Dieser besteht aus einem 1 mm langen
Hauptteil und einem 1 mm langen Griff, der ca. 4 des Katheterumfangs in der Breite misst. Am
Hauptteil befindet sich eine Rinne. (Abbildung geédndert nach Mizuta [64])

Das jeweilige GefaB wird durch den cuff gezogen, die GefaBwand umgestiilpt
und mit einer Ligatur (Premilene® 8-0) Uber der Rinne im Hauptteil fixiert.

Im zweiten Operationsabschnitt erfolgt die Atropinsulfatgabe und Narkose des
Empfangertiers wie eingangs beschrieben. Das Tier wird intubiert, rechtsseitig
gelagert und die linke Thoraxhélfte nach der Rasur mit Isopropanol 70%
desinfiziert. Die Thorakotomie erfolgt durch den Musclus latissimus dorsi, einen
halben Querfinger kaudal des Angulus inferior scapulae. Der Musclus trapezius
und der Musclus serratus anterior werden vorsichtig mobilisiert, wobei der
Musclus serratus unterfahren und nach ventral durchtrennt wird. Im 4. oder 5.
Interkostalraum wird ein Spreizer (Lidspreizer) eingesetzt und die Lunge mittels
Wattestdbchen aus dem Thorax nach dorsal gezogen. Unter dem
Operationsmikroskop wird der Hilumbereich stumpf prapariert. Dabei erfolgt die
Darstellung der Arteria und Vena pulmonalis sowie des Stammbronchus.
Zunéachst wird der Bronchus ligiert und hilumnah abgesetzt, dann erfolgt die
Ligatur der Arteria pulmonalis und anschlieBend der Vena pulmonalis. Im
nachsten Schritt werden die GefaBe Uber eine kleine Langsinzision eréffnet, mit
isotoner Kochsalzlésung gespilt und die vorbereiteten cuffs des Spenderorgans
eingefthrt. Die Befestigung erfolgt durch eine jeweils vorgelegte Ligatur (Seide
“E" geflochten 6-0). Der Griff der cuffs und die linke Empfangerlunge werden
entfernt. AnschlieBend erfolgt die Bronchusanastomose, bei der zuerst die
Paries membranacea und dann der kartilaginare Bronchusteil fortlaufend
gendht wird (Monosof® 9-0). AbschlieBend wird die Lunge reventiliert,
reperfundiert und vorsichtig in die Pleurahéhle geschoben. Vor dem Verschluss

der Thoraxwand wird ein mit Loéchern versehener Silikonschlauch
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(Durchmesser 1 mm) als Drainage in den Thoraxraum eingelegt. Die Lunge
wird durch Abklemmen der Ausatemluft kurzzeitig geblaht. Dann erfolgt der
dreischichtige Verschluss mittels resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl® 4-0).
Nach der Muskelnaht kann vorsichtig Sog auf die Drainage gegeben und der
PEEP auf 1 cm Wassersaule reduziert werden. Am Ende der Operation wird
dem Tier zur Narkotikaantagonisierung Antisedan® (Atipamezolhydrochlorid 0,5
mg/kg KG) injiziert und nach dem Wiedereinsetzten der Spontanatmung die
Drainage entfernt. Die maximale warme Ischamiezeit der Organtransplantate
betragt 22 min, die kalte Ischamie unter 20 min.

2.4 Paraffinhistologie
Die Tiere werden per inhalationem mit Forene® (Isofluran) getdtet und die
Lungen entnommen. AnschlieBend werden diese transversal im Abstand von

2-3 mm zerteilt und in das Fixans gegeben.

2.4.1 Fixierung
Gepufferte Paraformaldehyd-Lésung

1. 4 9 Paraformaldehyd reinst (HO[CH20]nH)

+50 ml Aqua reinst

+2 Tropfen 1 M Natronlauge (NaOH)
2. Erhitzen auf Magnetrihrgerat mit Heizung, bis die L6sung klar ist
3. Zugabe von 50 ml 2x konzentriertem Sgrensenpuffer (Kap. 2.5.1.4)

4, AbschlieBend wird das Fixans auf Eis abgekihlt und der pH-Wert mit
einem Indikatorstabchen Uberprift; gewlnschter Bereich pH 7,3.

Perjodat-Lysin-Paraformaldehyd-Lésung (PLP)

Lésung A:

1. 2 g Paraformaldehyd reinst (HO[CH20]nH)
+50 ml Aqua reinst
+2 Tropfen 1 M Natronlauge (NaOH)

2. Erhitzen auf Magnetrihrgerat mit Heizung, bis Lésung A klar ist

3. Abkuhlen der Lésung auf Eis

Lésung B:
4. 0,214 g Natrium m-Perjodat (NalOa4)
+ 1,37 ¢ L-Lysin (CeH14N202HCI)
+ 50 mi Aqua reinst
5. AnschlieBend werden Lésungen A und B zusammengegeben.

23



Material und Methoden

2.4.2 Entwasserung und Einbettung

Nach der Fixierung werden die Gewebsstlicke zunachst in Serensenpuffer
(Kap. 2.5.1) gewaschen und anschlieBend in Alkohol Uberflhrt. In 70%
Isopropanol ist es méglich, die Praparate langer zu lagern. Zum Einbetten
werden die fixierten Praparate, aus 70% Isopropanol, in 90% Isopropanol
Uberfuhrt. In einem Einbettautomaten erfolgt nun, tber einen Zeitraum von 13,5
Stunden (h), die Entwasserung der Praparate. Als Intermedium verwenden wir
Methylbenzoat  (Benzosaure-Methylester).  AbschlieBend  folgen  zwei
Einbettschritte in Paraffin (Paraplast). Tabelle 2-5 veranschaulicht den
gesamten Fixier- und Einbettvorgang.

Tabelle 2-5 Einbettung

Zeit Reagenz Temperatur Konzentration
24 h Fixans 4°C

24 h Sarensenpuffer 4°C

05 h Isopropanol 4°C 50%
>24 h Isopropanol 4°C 70%
Einbettautomat:

20 h Isopropanol 18°C 90%
1,0 h Isopropanol 18°C 90%
1,5 h Isopropanol 18°C 100%
1,5 h Isopropanol 18°C 100%
1,5 h Isopropanol 18°C 100%
20 h Methylbenzoat 18°C 100%
20 h Methylbenzoat 18°C 100%
20 h Methylbenzoat 18°C 100%
3,0 h Paraplast 57°C 100%
30 h Paraplast 57°C 100%

2.4.3 Silanisieren von Objekttragern

Zur Beschichtung der Objekttrager (OT) verwenden wir 3-Aminopropyl-
Triethylsilane. Vor dem Silanisieren missen die OT sorgfaltig in Salzsaure,
Wasser und Alkohol gereinigt werden.
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Tabelle 2-6 Silanisieren

Zeit Lésung

12 h 5% Salzsaure
min Aqua reinst
min Ethanol absolut

Bei Raumtemperatur (RT) trocknen lassen

5 min 2% 3-Aminopropyl-Triethylsilane in Aceton
5 min 2% Aceton in Aqua reinst

5 min 2% Aceton in Aqua reinst

5 min Aqua reinst

1 h Warmeschrank bei 100°C

2.4.4 Herstellung der Schnitte

Mit einem Mikrotom werden aus den eingebetteten Geweben 6 um dicke
Schnitte hergestellt und zum Glatten in ein geheiztes Wasserbecken (40°C)
gegeben. Nach einigen min werden die Schnitte auf silanisierte OT aufgebracht
und zum Trocknen auf eine geheizte Platte (40°C) gelegt. AbschlieBend werden
die OT flir 14-16 h in einen Warmeschrank (60°C) getrocknet.

2.5 Immunhistochemische Untersuchungen

Im Folgenden wird ein kurzer Uberblick tiber den Versuchsablauf und tber die
Notwendigkeit einzelner Schritte gegeben. Nahere Angaben zum Ablauf der
Untersuchungen folgen im Anschluss.

Der spezifische Nachweis von Antigenen auf histologischen Schnitten erfolgt
mittels immunhistochemischer Farbung (Abb. 2-2). Die Antigene sind auf
Paraffinschnitten meist schlecht zugéanglich, sodass zunachst eine
Entparaffinierung erfolgt (Kap. 2.5.2). Die Antigendemaskierung erfolgt durch
Autoklavieren oder Enzymverdau (Kap. 2.5.3). Im 1. Schritt bindet ein
unmarkierter Primarantikérper am Antigen. Dieser Antikérper wird im 2. Schritt
von Sekundarantikérpern erkannt, die mit Peroxidasemolekiilen verbunden
sind. Die Peroxidasemolekile werden in einem 3. Schritt durch eine Enzym-
Substrat-Reaktion, bei der ein wasserunléslicher Farbstoff entsteht, sichtbar
gemacht. Unspezifische Farbungen kdnnen verschiedene Ursachen haben.
Bedeutsam sind unspezifische Antikdrperbindungen an Gewebeproteine, die

25



Material und Methoden

zum Einen auf ionen- und elektrostatischen Wechselwirkungen und zum

Anderen auf hydrophoben Interaktionen beruhen.

Abbildung 2-2

Die Abbildung zeigt links die regelrechte Bindungsfolge und rechts unspezifische
Bindungen. (Geanderte Abbildung aus Handbuch | der Immunperoxidase Farbemethoden,
Dako, Hamburg, D)

Endogene Peroxidaseaktivitat kann im untersuchten Gewebe zu unspezifischen
Farbungen fahren. Sie findet sich vorrangig in roten und weiBen Blutzellen. Zur
Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivitat fihren wir eine Behandlung mit
Phenylhydrazin (CeHsN2) oder Wasserstoffperoxid (H202) durch.

Die Verdinnungen der Primarantikérper (Kap. 2.5.5) werden im Vorfeld
ermittelt. Als Verdiinnungslésung wird PBS/BSA/Azid verwendet. Dem PBS, pH
7,2 werden 1% bovines Serumalbumin (BSA) und 0,1% Natriumazid (NaNs)
zugesetzt. BSA soll Antikérperverluste verhindern, die durch Adsorption an
LagergefaBwande oder unspezifische Bindungen an den histologischen
Schnitten auftreten kénnen. Natriumazid (NaNs) wirkt antibakteriell, so dass die
Lésung Uber einen langeren Zeitraum bei 4°C gelagert werden kann. Nach der
Primarantikdrperinkubation setzten wir wahrend der Verfahrensetablierung als
Nachweisverfahren zum einen die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-
Methode) sowie die EnVision™ Peroxidase-Methode ein (Kap. 2.5.6). Bei der
ABC-Methode handelt es sich um ein zweistufiges Nachweisverfahren, bei dem
das Glykoprotein Avidin vier Moleklle Biotin binden kann. Biotinylierte
Peroxidase, Avidin und der Sekundéarantikérper bilden einen Komplex (Abb. 2-
3). Endogenes Biotin und Biotinbindungsstellen im Gewebe flhren zu starken
Hintergrundfarbungen. Um  diese zu unterdricken,  wird  der
Primarantikdrperldésung  0,00033%  Avidin  und dem  biotinylierten
Sekundarantikérper 0,002% Biotin zugesetzt. Um eine Kreuzreaktion der
Sekundérantikérper mit Ratten-Immunglobulinen zu vermeiden, wird dem
Sekundéarantikbrper 5%  hitzeinaktiviertes  Normalrattenserum  (NRS)

zugegeben.
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Abbildung 2-3

Prinzip der ABC-Methode. (Abbildung geéndert aus Handbuch Il der Immunperoxidase
Farbemethoden, Dako, Hamburg, D)

Bei EnVision™ Peroxidase handelt es sich um Ziegen-anti-Maus-
Immunglobuline (lg), die mit Peroxidase markierten Dextrankomplexen
konjugiert sind. Zur Vermeidung von Antikérperkreuzreaktionen werden dem
Reagenz 5% hitzeinaktiviertes NRS zugesetzt. Aufgrund der groBen Anzahl der
an den Dextrankomplex konjugierten Peroxidasen besitzt das Verfahren eine

hohe Sensitivitat.

Abbildung 2-4

C>C> Dextrankomplex ! ! ! ! !

Prinzip der EnVision™ Peroxidase-Methode. (Abbildung geandert aus Handbuch II der
Immunperoxidase Farbemethoden, Dako, Hamburg, D)

Die Farbentwicklung (Kap. 2.5.7) beruht auf folgendem Prinzip: Die Peroxidase
bildet einen Enzym-Substrat-Komplex mit H202 und oxidiert das Chromogen,
das sich dadurch in ein farbiges Reaktionsprodukt umwandelt. Das Chromogen,
3,3" Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB), ruft eine braune Farbe hervor

und ist in organischen Lésungsmitteln unléslich.
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2.5.1 Puffer
Phosphate-buffered saline (PBS, pH 7,2/0,15 M)
PBS als 10 x konzentrierte Stamml&sung:

1. 80 g Natriumchlorid (NaCl)
+ 2 g Kaliumchlorid (KCI)
+ 14,24 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat(NazHPQO4-2H20)
+ 2 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)

2. mit Aqua reinst auf 1000 ml auffallen

Vor der Verwendung des Puffers wird die Stammlésung 1:10 mit Aqua reinst
verdiinnt. Der pH-Wert liegt in der Regel bei pH 7,4. Dieser wird mit 1 n HCI auf
pH 7,2 gebracht. PBS sollte wegen der begrenzten Haltbarkeit nur fir maximal

zwei Tage bei 4° C aufbewahrt werden.

Tris-buffered saline (TBS, pH 7.6/0.3 M)

6,059 Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (C4H11NO3)
+ 9 g Natriumchlorid (NaCl)
+ 700 ml Aqua reinst

Mit HCI 37% wird ein pH-Wert von 7,6 eingestellt und die Lésung mit Aqua

reinst auf 1000 ml aufgefulit.

Citratpuffer (pH 6.,0/0,01 M)

2,1 g Citronensaure-Monohydrat (CeHsO7-H20)
+ 900 ml Aqua reinst

Mit 4 n Natronlauge (NaOH) wird ein pH-Wert von 6,0 eingestellt und die

Lésung mit Aqua reinst auf 1000 ml aufgefallt.

Serensenpuffer (pH 7,3-7,4/0,1 M)
Wird als 2 x konzentrierte Stammlésung wie folgt angesetzt:

3,08 ¢ Natriumdihydrogenphosphat p.a. (NaH2PO4-H20)
+ 14,30 ¢ Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat p.a.
(Naz2HPO4-2H20)
+ 500 ml  Aquareinst

Der pH-Wert des Puffers stellt sich automatisch auf etwa pH 7,3 ein.
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2.5.2 Entparaffinieren
Zum Entparaffinieren werden die Praparate wie folgt behandelt und

abschlieBend zum Spulen in Aqua reinst gegeben.

Tabelle 2-7 Entparaffinieren

Zeit Reagenz Konzentration
10 min Xylol 100%
10 min Xylol 100%
10 min Xylol 100%
3 min Isopropanol 100%
3 min Isopropanol 100%
3 min Isopropanol 96%
3 min Isopropanol 90%
3 min Isopropanol 80%
3 min Isopropanol 70%
3 min Isopropanol 50%

2.5.3 Antigendemaskierung

Die spezifische Antigendemaskierung und Vorblockierung der endogenen
Peroxidase differiert fur die unterschiedlichen Primarantikdrper. Zum Nachweis
Ox33" Zellen ist keine  Antigendemaskierung  notwendig.  Die
Antigendemaskierung ED1" Zellen erfolgt mittels Autoklavieren, die der ED2*
und R73" Zellen mittels Enzymverdau.

Autoklavieren
Die Objekte werden in einem Citratpuffer, pH 6,0 bei 120°C und 1,1 bar fir 15
min autoklaviert, dann abgekihlt und in eine Kivette mit PBS, pH 7,2 Uberfihrt.

Enzymverdau

Die Protease Typ XIV wird in einem Verhaltnis von 0,5 mg Protease/ml TBS, pH
7,6 angesetzt, je 20 pl auf die Objekte gegeben und in einer feuchten Kammer
fir 15 min inkubiert. Danach werden die Objekte 3 x mit PBS, pH 7,2 gespult
(Pasteurpipette) und in eine Kivette mit PBS Gberflihrt. Im PBS werden die

Objekte flir 15 min gewaschen, wobei das PBS 1 x gewechselt wird.
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2.5.4 Primarantikorper

Als Primarantikérper werden monoklonale Maus-anti-Ratte Antikérper ED1,
ED2, R73 und Ox33 verwendet. Die optimalen Verdinnungen wurden in
Versuchsreihen zu Beginn der Studie ermittelt. Sie sind zusammen mit der
entsprechenden Spezifitat des jeweiligen mAb in Tabelle 2-8 aufgeflhrt.

Tabelle 2-8 Antikorper
Antikérper  Spezifitat Isotyp Verdiinnung

ED1 @ lysosomales Membranprotein lgG1 1:500
von Monozyten/Makrophagen; CD68-artig

ED2 2 Zellmembranprotein auf lgG2a  1:200
Monozyten/Makrophagen; CD163

R73 © a/B-TZR konstante Region der B-Kette auf  IgG1 1:500
T-Lymphozyten

Ox33 @ leukocyte common antigen (B-Zell-Typ) lgG1 1:500
reifer B-Lymphozyten (auBer Plasmazellen);
CD45RA

['19,2114, 346, “110]

2.5.5 Inkubation mit verdinnter Primarantikérperlosung

Pro Objekt werden 20 pl verdinnte Primarantikérperlésung zugegeben. Bei
allen Ansatzen wird mindestens eine Negativkontrolle mitgeflhrt. Bei dieser
werden 20 uyl der Verdinnungslésung PBS/BSA/Azid ohne Primarantikérper
zugegeben. Die Inkubation erfolgt Uber 15-23 h bei 4°C in einer feuchten

Kammer.

2.5.6 Nachweis der gebundenen Primérantikérper

Als Antikdrpernachweissystem verwenden wir bei allen Primarantikbrpern
EnVision™ Peroxidase. Bei diesem Verfahren erzielen wir eine intensivere und
spezifischere Farbung der jeweiligen Zelltypen, als mit der in der

Etablierungsphase verwendeten ABC-Methode.
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ABC-Methode

Nach der Inkubation mit der Primarantikdrperlésung folgt:

1. 3 x spulen mit PBS, pH 7,2 (Pasteurpipette)

2. Uberflhren der OT in eine Kivette mit PBS, pH 7,2, fir 15 min
(1 x wechseln)

3. Verdinnen des biotinylierten Sekundarantikérpers im Verhaltnis 1:200 in
PBS, pH 7,2, mit 5% NRS und 0,002% Biotin

4. Je 20 ul des Sekundarantikdrpers auf die Schnitte geben

5. Inkubation des Sekundarantikérpers fir 30 min

bei RT in einer feuchten Kammer

3 x spulen mit PBS, pH 7,2 (Pasteurpipette)

Uberfihren der OT in eine Kivette mit PBS, pH 7,2, fir 15 min

Herstellung des Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexes:

(30 min vor Verwendung ansetzen!)
Lésung A im Verhéltnis 1:50 mit PBS, pH 7,2, verdiinnen
Lésung B im Verhaltnis 1:50 mit Lésung A mischen

9. Je 20 ul des Komplexes auf die Schnitte geben

10. Inkubation des ,,AB-Komplexes*® flir 30 min bei RT in feuchter Kammer

11. 3 x spulen mit TBS, pH 7,6

© N

EnVision™ Peroxidase-Methode

Nach der Inkubation mit der Primarantikdrperlésung folgt:

3 x spulen mit PBS, pH 7,2 (Pasteurpipette)

Peroxidase-konjugiertes EnVision™ anti-Maus + 5% NRS

Je 20 ul des Nachweisreagenz auf die Objekte geben

Inkubation des Nachweisreagenz fir 30 min bei RT in feuchter Kammer
3 x spulen mit TBS pH 7,6 (Pasteurpipette)

A A e

2.5.7 Farbreaktion

In 1 ml TBS, pH 7,6, werden 0,5 mg DAB gelést. Zu dem DAB in TBS wird H202
gegeben.

Die Lésung wird wie folgt hergestellt:

1. H202-Verdinnung:
20 pl Wasserstoffperoxid 30% (H202)
+ 500 pl Aqua reinst
10 pl 1,2%ige H202-Lésung zu dem DAB in TBS geben
ca. 80 ul dieser Lésung auf Objekte geben und 10 min bei RT inkubieren
Abspllen der OT mit Aqua reinst
Uberflhren der OT in eine Kivette mit PBS, pH 7,2

aogRrOLOD

Bemerkung zu Punkt 4:

Die DAB-L6sung wird in eine Kivette mit Natriumhypochloridlésung gesptilt, um

das kanzerogene DAB zu oxidieren und zu entgiften.
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2.5.8 Hamalaun- und Eosinfarbung

Zur besseren Beurteilung der Morphologie werden einige der
immunhistochemisch gefarbten Praparate mit Hamalaun gegengefarbt (Tabelle
2-9). Zur morphologischen Beurteilung wird von jedem Praparat eine
Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE-Farbung) angefertigt. Das Vorgehen ist in
Tabelle 2-10 dargestellt.

Mayers Hamalaun

1. 1 g Hamatoxylin (C16H1406-H20)
+ 0,2 g Natriumjodat (NalOs)
+ 50 g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat (KAI(SO4)2-12H20)
in 1 1 Aqua reinst I6sen

2. Die Lésung Uber Nacht stehen lassen
3. 50 g Chloralhydrat (C2H3Ci302)
+ 1 g Citronensaure-Monohydrat (CeHsO7-H20)

zu der zuvor angesetzten Lésung geben und 30 min erhitzen

Eosinlésung

1. 1,0 g Eosin G (C20HeBraNa20s) in 100 ml Aqua reinst I6sen

2. Filtrieren; die Lésung kann bei RT gelagert werden, muss dann jedoch
vor Gebrauch noch mal filtriert werden

3. Zur Gebrauchslésung einen Tropfen Eisessig pro 100 ml zugeben

Tabelle 2-9 Hamalaun-Gegenfarbung

Zeit Reagenz
1 S Aqua reinst
4 S Hamalaun
min Leitungswasser (H20)

Tabelle 2-10 HE-Farbung

Zeit Reagenz Konzentration
15 min Xylol 100%
15 min Xylol 100%
3 min Isopropanol 100%
3 min Isopropanol 100%
3 min Isopropanol 96%
3 min Isopropanol 90%
3 min Isopropanol 80%
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Material und Methoden

Fortsetzung Tabelle 2-10 HE-Farbung

Zeit Reagenz Konzentration
3 min Isopropanol 70%

3 min Isopropanol 50%

1 S Aqua reinst 100%

8 min Mayers Hamalaun

1 S Aqua reinst 100%

8 min H20

1 min Eosinlésung

1 S Aqua reinst 100%

2.5.9 Entwasserung und Eindecken

Im Anschluss an die jeweilige Farbung werden die Objekte in einer
aufsteigenden Alkoholreihe entwassert und in Xylol Uberfihrt (Tab. 2-11).
AnschlieBend werden sie mit Eukitt-Eindeckmedium eingedeckt. Die
Aushértung erfolgt unter dem Abzug.

Tabelle 2-11 Entwasserung

Zeit Reagenz Konzentration
1 S Aqua reinst 100%
1 min Isopropanol 70%
1 min Isopropanol 90%
1 min Isopropanol 100%
1 min Isopropanol 100%
3 min Xylol 100%
3 min Xylol 100%

2.6 Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wird die Infiltration von experimentellen
Rattenlungentransplantaten mit M/M, T- und B-Lymphozyten verglichen. Der
Beobachtungszeitraum erstreckt sich Uber die ersten sechs postoperativen
Tage (d 1 —d 6).
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Material und Methoden

Diese werden in drei Phasen eingeteilt. Phase | (d 1 —d 2), Phase Il (d 3 —d 4),
Phase Ill (d 5 — d 6 ). Die nicht transplantierten rechten Lungen werden als
interne Kontrollen ausgewertet. Die isogen LEW—LEW (n=1/d) und allogen
DA—LEW (n=3/d) transplantierten Tiere werden im Abstand von 24 h getbtet.
Die verwendete histopathologische Klassifikation (Kap. 1.8) far die
morphologische Auswertung der HE-gefarbten Paraffinschnitte beruht auf der
Revised working formulation for classification and grading of lung allograft
rejection [112]. Die von der ISHLT seit 2007 eingefiihrten Anderungen (Kap.
1.8) [93] sind nicht bertcksichtigt, da die Auswertung der vorliegenden Arbeit
bereits im Jahr 2005 abgeschlossen war und 2007 ver6ffentlicht wurde [82].

Bei der morphometrischen Auswertung wird die Transplantatinfiltration durch
Leukozyten computergestitzt beurteilt. Dazu wird semiquantitativ der
prozentuale Anteil der immunpositiven Flache in jeweils drei zufallig
ausgewahlten Gesichtsfeldern densitometrisch gemessen. Bei einer 10 x
mikroskopischen ObjektivvergréBerung entspricht die jeweils von der
Digitalkamera erfasste Flache 0,5835 mm?. Die Messergebnisse bei einer pro
Objekt erfassten Flache von 1,7505 mm?, sind als arithmetisches Mittel
dargestellt.

Die Auswertung erfolgt mit einem Durchlichtmikroskop, an das eine
Digitalkamera Uber einen Verlangerungstubus mit integriertem Zwischenokular
angeschlossen ist. Die Erfassung und Analyse der Digitalbilder wird mit einer
Bildanalyse-Software (analySIS®, Soft Imaging Solutions, Muinster, D)
durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Histopathologische Veranderungen in Transplantaten
Grundlage der vorliegenden Studie ist ein experimentelles Modell der akuten
TransplantatabstoBung. Die  Auswertung erfolgt an  HE-gefarbten
Paraffinschnitten isogener/allogener Rattenlungentransplantate und umfasst die
ersten 6 postoperativen Tage (d 1 — d 6). Diese werden in die Phasen | — lli
unterteilt und jeweils zwei Tage zu einer Phase zusammengefasst (Kap. 2.6).
Grundlage ist die histologische Klassifikation von allogenen humanen
Lungentransplantaten [112] der ISHLT (Kap. 1.8).

Isotransplantate

Bei der isogenen Kontrollgruppe bildet sich zu Beginn der Phase | ein
intraalveolares Odem aus. Am Ende von Phase | (d 2) und in Phase Il findet
sich in den perivaskularen/-bronchialen Bereichen und im Alveolarraum ein
minimales Leukozyteninfiltrat, das dem Stadium A1/B1, teilweise A1/B2
entspricht. Dieses ist in Phase Il ricklaufig und entspricht dem Stadium A0/B1,
teilweise A1/B1. Die Becherzelldichte entspricht dem Normalbefund. Die
Organstruktur der Isotransplantate ist tber den gesamten
Beobachtungszeitraum intakt (Tab. 3-1, Abb. 3-1).

Allotransplantate

Bei der AbstoBungsgruppe bildet sich zu Beginn der Phase | ein intraalveolares
Odem aus. Die perivaskulére/-bronchiale Infiltration entspricht zu Beginn der
Phase | (d 1) dem Stadium A1/B1, teilweise A1/B2. In Phase |l dem Stadium
A3/B3, teilweise A4/B3. In Phase Il dem Stadium A4/B3, teilweise A4/B4. Ab
Phase Il kommt es zu einer fokalen Leukozyteninfiltration der Alveolarraume/-
septen, die zu Beginn der Phase Ill ihr Maximum erreicht. Zellen mit
granulozytarer Morphologie werden ab der spaten Phase Il (d 4) vereinzelt und
in Phase Ill vermehrt in nekrotischen Bereichen nachgewiesen. Es findet sich in
Phase |l eine heftige Zunahme der Becherzelldichte, die in Phase Il wieder
leicht ricklaufig ist. Ab Phase Il wir die Organstruktur partiell beeintrachtigt und
in Phase Ill sind die Transplantate nahezu zerstért, sodass massive
Leukozyteninfiltrate, Nekrosen und Einblutungen das Aussehen der Objekte

bestimmen (Tab. 3-1, Abb. 3-1).
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Ergebnisse

Abbildung 3-1

allo iso

d1

d3

Héamatoxylin-Eosin (HE) gefarbte Paraffinschnitte von allogen (allo) DA—LEW (a-c) und
isogen (iso) LEW—LEW (d-f) transplantierten Rattenlungen.

a Allotransplantat, d Isotransplantat am d 1 nach Transplantation: Die Organstruktur ist bei Iso-
und Allotransplantaten intakt. Bei den Allotransplantaten findet sich eine Zunahme des diffus
verteilten Leukozyteninfilirats. Bei Iso- und Allotransplantaten bestehen perivaskuldare und
intraalveolare Odeme (Pfeile in Bild a und d zeigen perivaskuldre Odeme). b_Allotransplantat, e
Isotransplantat am d 3 nach Transplantation: Bei den Allotransplantaten finden sich perivaskular
dichte Leukozytenansammlungen sowie eine Zunahme der Becherzelldichte in den Bronchien
(der Pfeil in Bild d zeigt respiratorisches Epithel mit Becherzellhyperplasie). Bei den
Isotransplantaten findet sich eine minimale diffuse Leukozyteninfiltration. ¢ Allotransplantat, f
Isotransplantat am d 5 nach Transplantation: Bei den Allotransplantaten finden sich dichte
perivaskulédre/-bronchiale Leukozytenansammlungen mit Infiltration des Alveolarraums (Pfeile in
Bild ¢ zeigen perivaskuldre/-bronchiale Leukozytenansammiungen). Die Organstruktur der
Allotransplantate ist stark beeintrachtigt. Bei den Isotransplantaten findet man kaum Infiltrate
und eine intakte Organstruktur, jedoch bestehen ebenfalls perivaskulare Odeme (Pfeil in Bild f
zeigt ein perivaskuldres Odem).
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Ergebnisse

3.2 Transplantatinfiltration durch Leukozyten

3.2.1 ED1*" Monozyten/Makrophagen
Isotransplantate

In den Phasen | — lll befinden sich im Lungengewebe diffus verteilte ED1*
Zellen mit vermehrter Dichte in perivaskularen/-bronchialen Bereichen. Der
Flachenanteil der ED1" Zellen erreicht sein Maximum von 4,7% am d 2 und fallt
im weiteren Beobachtungszeitraum auf unter 1% ab. (Tab. 3-2, Abb. 3-2, Abb.
3-3).

Allotransplantate

Bei den Allotransplantaten  zeigt sich  (Ober den  gesamten
Beobachtungszeitraum eine stetige Vermehrung ED1* Zellen. Dabei steigt der
Flachenanteil von unter 1% am d 1, auf ein Plateau von tUber 13% ab d 4 an. Ab
Phase Il zeigen sich vermehrt ED1* Zellen in den perivaskularen/-bronchialen
Bereichen und den Alveolarsepten. Im Alveolarraum finden sich dichte
Ansammlungen von AM. Die ED1" Zellen im Alveolarraum sind vergréBert (12-
20 ym) und stark angefarbt (Tab. 3-2, Abb. 3-2, Abb. 3-3).

Abbildung 3-2

Flachenanteil [%]

1 2 3 4 5 6
Tage nach Transplantation

|OED 1 iso MED 1allo |

Flachenanteil ED1* Monozyten/Makrophagen (%) im Lungengewebe, isogener und
allogener Transplantate. Die weiBen Saulen entsprechen den isogenen (iso) und die
schwarzen S&ulen den allogenen (allo) Transplantaten. Der Beobachtungszeitraum umfasst die
ersten 6 postoperativen Tage (d 1 — d 6). Fir die Allotransplantate (n=3/d) sind die
Prozentwerte als arithmetisches Mittel +/- Standardabweichung dargestellt. Bei den
Isotransplantaten wurde eine Transplantation pro Tag durchgefihrt (n=1/d).
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Ergebnisse

Abbildung 3-3
allo iso

d1

d3

/ d5

ED1* Monozyten/Makrophagen in Paraffinschnitten von allogen (allo) DA—LEW (a-c) und
isogen (iso) LEW—LEW (d-f) transplantierten Rattenlungen. Inmunpositive Strukturen
sind braungefarbt; leichte Gegenfarbung mit Hamalaun.

a Allotransplantat, d Isotransplantat am d 1 nach Transplantation: Zum Beginn von Phase |
finden sich bei Iso- und Allotransplantaten vereinzelte ED1* Zellen in perivaskularen/-
bronchialen Bereichen sowie diffus verteilte ED1* Zellen im Lungengewebe. b Allotransplantat,
e Isotransplantat am d 3 nach Transplantation: Bei den Isotransplantaten ist die Dichte der
ED1* Zellen bereits ricklaufig. Bei den Allotransplantaten finden sich dichte perivaskulare/-
bronchiale Infiltrate ED1" Zellen sowie eine zunehmende Leukozyteninfiliration der
Alveolarrdume/-septen. ¢ Allotransplantat, f Isotransplantat am d 5 nach Transplantation: Bei
den Isotransplantaten ist die Dichte ED1* Zellen weiter riicklaufig. Bei den Allotransplantaten
gibt es im perivaskularen/-bronchialen Raum nur eine schwache Anfarbung ED1* Zellen,
wohingegen die Alveolarraume/-septen mit stark gefarbten ED1* Zellen infiltriert sind (der Pfeil
in Bild b und c zeigt jeweils ein GefdB mit sowie im Bild e und f ohne ED1" perivaskuldres
Infiltrat).
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3.2.2 ED2" Makrophagen
Isotransplantate

In den Phasen | — lll zeigen sich diffus verteilte ED2" Zellen in den
perivaskularen/-bronchialen Bereichen sowie einzelne ED2* Zellen in den
Alveolarsepten. Im Lungengewebe steigt der Flachenanteil ED2" Zellen nicht
uber 1% an (Tab. 3-3, Abb. 3-4, Abb. 3-5).

Allotransplantate

Die perivaskulare/-bronchiale Infiltration nimmt in den Phasen | — Il stetig zu.
Dabei sind die Ansammlungen ED2* Zellen bis d 4 hauptséchlich auf den
perivaskularen Raum beschréankt. Die peribronchialen Ansammlungen fallen
geringer aus, bilden jedoch dichte Anhaufungen immunpositiver Zellen. In den
Alveolarraumen/-septen steigt die Dichte ED2* Zellen ab d 5 an. Dadurch nimmt
der Flachenanteil ED2* Zellen ab d 5 deutlich zu und erreicht am d 6 das
Maximum von 14%. Morphologisch lasst sich ein GroBteil der ED2" Zellen im
Alveolarraum als AM identifizieren (Tab. 3-3, Abb. 3-4, Abb. 3-5).

Abbildung 3-4

20

1

16
14
12 4
10

Flachenanteil [%
s o o

o N

T T _i T T
1 2 3 4 5 6
Tage nach Transplantation

OED2 iso MED2 allo

Flachenanteil ED2" Makrophagen (%) im Lungengewebe, isogener (iso) und allogener
(allo) Transplantate. Die weiBen Séaulen (aufgrund des geringen Flachenanteils ED2*
Makrophagen kaum sichtbar) entsprechen den isogenen und die schwarzen S&ulen den
allogenen Transplantaten. Der Beobachtungszeitraum umfasst die ersten 6 postoperativen
Tage (d 1 — d 6). Fur die Allotransplantate (n=3/d) sind die Prozentwerte als arithmetisches
Mittel +/- Standardabweichung dargestellt. Bei den Isotransplantaten wurde eine
Transplantation pro Tag durchgefihrt (n=1/d).

41



4%

ua||9z ,2a3 Bunyneyuy aje)oy () / abIloy eeee | B)LIGPOW eee / IP|ILL oo / SJEWIIUIW o

%0vL 9P %0°L> P %E0> 2P
%EEC GP %0°L> €P %E0> LP OJe
%0°L> 9P %0°L> ¥ P %E0>2CP
%0°L> G P %0°L> €P %E0> Lp Osl us||I8Z ,cd3 li|slueusyog|4
(e0oe) ooe (o) punjaqgjewlioN Ojje
punjaqew.loN punjagqew.loN punjagew.lon  OSl wneej0aA)y
Aooov ') Aoov ° on ojje
(o) (o) (o) oOSI ualdesie|oany
Aoov . Aoov ° on o|je
(o) (o) (e) oOSI aydlalag ojeiyouoliqliad
Aoooov YY) Aoooov (1) on o|je
(o) (o) (o) oOSI ayolalag ale|nyseallad
(9 P—SP) lll 8seyd (v p—€P) Il @seud (2p—1p)I9seyd awiedwoy

udjejuejdsues] (ojje) uauabojje pun (osi1) usuabosi 19q uabeydoayepy ,ga3 uonesyyu] ¢€-¢ ajlPqeL

assiugabig



Ergebnisse

Abbildung 3-5

allo iso

d1

d3

7

ED2" Makrophagen in Paraffinschnitten von allogen (allo) DA—LEW (a-c) und isogen
(iso) LEW—LEW (d-f) transplantierten Rattenlungen. Immunpositive Strukturen sind
braungeférbt; leichte Gegenfarbung mit Hamalaun.

a Allotransplantat, d Isotransplantat am d 1 nach Transplantation: In dieser Phase finden sich
zwischen Iso- und Allotransplantaten keine Unterschiede. Es besteht eine diskrete
perivaskulare/-bronchiale Infiltration. b _Allotransplantat, e Isotransplantat am d 3 nach
Transplantation: Wahrend sich bei der Infiltration der Isotransplantate keine Anderungen
ergeben, kommt es bei den Allotransplantaten ab d 3 zu einer Zunahme des ED2*
perivaskuldren Infiltrats. ¢ Allotransplantat, f Isotransplantat am d 5 nach Transplantation: Bei
den Isotransplantaten ist der Anteil der ED2" Zellen unverandert. Bei den Allotransplantaten
zeigt sich ab d 5 neben den dichten perivaskularen Infiltratmanschetten eine flachige
Ausweitung des Infiltrats in den Alveolarraum (die Pfeile in Bild b und c zeigen jeweils ein Gefd3
mit sowie in Bild e und f ohne ED2" perivaskulares Infiltrat).
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3.2.3 R73" T-Lymphozyten
Isotransplantate

Bei den Isotransplantaten befinden sich die R73" Zellen wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraum vereinzelt und diffus verteilt in den perivaskularen/-
bronchialen Bereichen sowie in den Alveolarsepten. Der immunpositive
Flachenanteil liegt wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums < 1% (Tab.
3-4, Abb. 3-6, Abb. 3-7).

Allotransplantate

Bei den Allotransplantaten befinden sich die R73" Zellen in Phase | vereinzelt
und diffus verteilt in den perivaskuldren/-bronchialen Bereichen sowie den
Alveolarraumen/-septen. Dies entspricht weitgehend dem Bild der
Isotransplantate. In der Phase Il kommt es zur Dichtezunahme R73" Zellen in
den perivaskuldren Bereichen. Am Ende der Phase |l zeigt sich eine
Ausweitung des R73" Infiltrats in die Alveolarsepten. Im Alveolarraum finden
sich nur vereinzelte, diffus verteilte R73" Zellen. Am d 5 wird mit einem
Flachenanteil von 3% das Maximum im Beobachtungszeitraum erreicht. In stark
verdichteten oder durch Nekrosen beeintrachtigten Bereichen kommt es am
Ende von Phase Ill zu einer Abnahme der Dichte R73" Zellen (Tab. 3-4, Abb.
3-6, Abb. 3-7).

Abbildung 3-6

Flachenanteil [%)]

:ﬁ.ﬁji

Tage nach Transplantation

OR73iso MR73allo

Flachenanteil R73" T-Lymphozyten (%) im Lungengewebe, isogener (iso) und allogener
(allo) Transplantate. Die weiBen Saulen entsprechen den isogenen und die schwarzen Saulen
den allogenen Transplantaten. Der Beobachtungszeitraum umfasst die ersten 6 postoperativen
Tage (d 1 — d 6). Fir die Allotransplantate (n=3/d) sind die Prozentwerte als arithmetisches
Mittel +/- Standardabweichung dargestellt. Bei den Isotransplantaten wurde eine
Transplantation pro Tag durchgefihrt (n=1/d).

44



%SL 9P
%0'C GP
%0°L> 9P
%0°L> G P

%YL vP
%2t €P
%2 0> v P
%2'0> €P

(o0) ®
(o)

Aoov °
(o)

14

ua||9z .4 Bunyneyuy aje)o} () / abilay eeee | 3)LISPOW eee | AP|IL se / JELIIUIW o

%E0> 2P
%E0> L P
%E0> CP
%E0> LP

punjeqew.IoN

punjeqew.IoN

punjagew.IoN

(o)
(o)

usj|dZ ,£/4d |1I8lueusyoe|

WNB.IB|OdAlY

ualdasie|oan)y

ayolalag s[elyouolquad

ayolalag aie|nyseAllad

(9 p—¢G P) Il 8seud

(? P—¢€ P) Il 8seyd

(pP-1p)I|oseyd

Juswipedwoyy

udlejuejdsueu] (ojje) usuabojje pun (osi) usuabosi 19q uaifzoydwA-1 /4 uonenjyul H-¢ ajleqel

assiugabig



Ergebnisse

Abbildung 3-7

allo iso

d1

d5

R73" T-Lymphozyten in Paraffinschnitten von allogen (allo) DA—LEW (a-c) und isogen
(iso) LEW—LEW (d-f) transplantierten Rattenlungen. Immunpositive Strukturen sind
braungeférbt; leichte Gegenfarbung mit Hamalaun.

a Allotransplantat, d Isotransplantat am d 1 nach Transplantation: Zu Beginn von Phase | finden
sich bei Iso- und Allotransplantaten vereinzelt diffus verteilte R73" Zellen. b_Allotransplantat,
e Isotransplantat am d 3 nach Transplantation: Bei den Isotransplantaten kommt es kaum zu
Veranderungen, wéhrend bei den Allotransplantaten die Dichte der R73" Zellen in den
perivaskuldren Bereichen zunimmt (der Pfeil in Bild b zeigen jeweils ein Gefd3 mit sowie in Bild
e ohne R73" perivaskuldres Infiltrat). Fokal zeigt sich eine Zunahme des Infiltrats in den
Alveolarrdumen/-septen. ¢ Allotransplantat, f Isotransplantat am d 5 nach Transplantation: In
verdichteten oder durch Nekrosen beeintrachtigten Bereichen findet sich ab d 5 eine Abnahme
der immunpositiven Zelldichte.
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3.24 Ox33" B-Lymphozyten
Isotransplantate

Bei den Isotransplantaten finden sich in den Phasen | — Il vereinzelte, diffus
verteilte Ox33" Zellen. In der Phase Il kommt es zu einer minimalen Zunahme
des immunpositiven Infiltrats. Das Dichtemaximum im Lungengewebe wird am
d 3 mit 0,3% erreicht und féllt in Phase Ill auf < 0,1%. In der Phase Ill entspricht
die Dichte der Ox33" Zellen den Verhaltnissen der Phase | (Tab. 3-5, Abb. 3-8,
Abb. 3-9).

Allotransplantate

Bei den Allotransplantaten finden sich in Phase | vereinzelte, diffus verteilte
Ox33" Zellen in perivaskularen/-bronchialen Bereichen sowie in den
Alveolarraumen/-septen. In den perivaskuléaren/-bronchialen Bereichen kommt
es in Phase Il zu einer minimalen Dichtezunahme der Ox33" Zellen. Das
Dichtemaximum in den Alveolarraumen/-septen wird am d 3 mit 0,4% erreicht
und fallt in Phase lll auf < 0,2%. In stark verdichteten oder durch Nekrosen
beeintrachtigten Bereichen lassen sich kaum noch immunpositive Zellen
nachweisen. In der Phase Il entspricht die Dichte der Ox33* Zellen den
Verhéaltnissen der Phase | (Tab. 3-5, Abb. 3-8, Abb. 3-9).

Abbildung 3-8
0,7 =
- 0,6
o~
=05
)
£ 04
©
5 0,3
S 02 T T
1 B B R
0 - T T T T T
1 2 3 4 5 6

Tage nach Transplantation

O0x33iso MOx33 allo

Flachenanteil Ox33" B-Lymphozyten (%) im Lungengewebe, isogener (iso) und allogener
(allo) Transplantate. Die weiBen Saulen entsprechen den isogenen und die schwarzen Saulen
den allogenen Transplantaten. Der Beobachtungszeitraum umfasst die ersten 6 postoperativen
Tage (d 1 — d 6). Fir die Allotransplantate (n=3/d) sind die Prozentwerte als arithmetisches
Mittel +/- Standardabweichung dargestellt. Bei den Isotransplantaten wurde eine
Transplantation pro Tag durchgefihrt (n=1/d).
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Ergebnisse

Abbildung 3-9

allo iso

Vi A d1

/ d3

d5

i

Ox33" B-Lymphozyten in Paraffinschnitten von allogen (allo) DA—-LEW (a-c) und isogen
(iso) LEW—LEW (d-f) transplantierten Rattenlungen. Immunpositive Strukturen sind
braungeférbt; leichte Gegenfarbung mit Hamalaun.

a_Allotransplantat, d Isotransplantat am d 1 nach Transplantation: Bei Iso- und
Allotransplantaten finden sich im Lungengewebe vereinzelt diffus verteilte Ox33" Zellen.
b Allotransplantat, e Isotransplantat am d 3 nach Transplantation: Bei den Allotransplantaten
kommt es in den perivaskularen Bereichen zur geringen Dichtezunahme Ox33* Zellen. Bei Iso-
und Allotransplantaten kommt es zur Dichtezunahme Ox33" Zellen in den Alveolarraumen/
-septen. ¢ Allotransplantat, f Isotransplantat am d 5 nach Transplantation: Bei Iso- und
Allotransplantaten kommt es zur Dichteabnahme Ox33" Zellen, diese sind vereinzelt und diffus
verteilt nachweisbar (die Pfeile zeigen Gefal3e).
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3.3 Vergleich von Iso- und Allotransplantaten

In den Abbildungen 3-10 und 3-11 sind die Verlaufe des immunpositiven
Flachenanteils fur die verschiedenen Zelltypen gegenlbergestellt.

Bei den Isotransplantaten dominiert am d 2 mit 4,7% der Flachenanteil ED17*
M/M, der im Verlauf bis auf < 1% abfallt. Der Flachenanteil der ED2" , R73"
und Ox33" Zellen liegt wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums < 1%
(Abb. 3-10).

Bei den Allotransplantaten wird der stetige Anstieg und die Dominanz des
Flachenanteils ED1" M/M deutlich. Dabei steigt der Flachenanteil von < 1% am
d 1, auf > 13% ab d 4 an. In der Phase Illl kommt es zur Erhéhung des
Flachenanteils ED2*" Makrophagen, das Maximum wird an d 6 erreicht. Der
Flachenanteil der R73" Zellen steigt in Phase Il stetig an, das Maximum von
3% wird am d 5 erreicht. Am d 6 sinkt der Flachenanteil R73" Zellen wieder ab.
Der Flachenanteil Ox33"* Zellen liegt wahrend des gesamten Zeitraums unter
0,5% (Abb. 3-11).

Zusammenfassend wird in den Abbildungen 3-10 und 3-11 die quantitative
Dominanz der M/M bei der TransplantatabstoBung deutlich.

Abbildung 3-10 Abbildung 3-11
iso allo
— —_—
5 /H 18 /\
451 ] 161 |
- 4] _— 14
£ 35 — g 121
S e 2 104
(7] 7] 8
5 2 5
:@® HQ 6
T 157 s
14 44
0,5 ED1 2 "ED1
0 2 0 ED2
1 R73
33 2 3 . oxa3
5 o 5 6
post-OP Tage post- OP Tage

Zusammenfassende Darstellung der immunpositiven Flachenanteile (%) isogener (iso)

und allogener (allo) Transplantate. Der Beobachtungszeitraum umfasst die ersten 6
postoperativen Tage (d 1 —d 6).
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3.4 Veranderungen der nativen rechten Empfangerlungen

Die Organstruktur der rechten nicht transplantierten Empféngerlungen
entspricht wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums weitgehend dem
Normalbefund. Die Leukozyteninfiltration entspricht durchgangig dem Stadium
A1/B1. Das perivaskulare/-bronchiale Odem ist im Vergleich zu den
transplantierten Lungen wesentlich geringer ausgepragt oder fehlt ganz. Die
zelltypabhéngige Leukozyteninfiltration der rechten Lungen findet in weitaus
geringerem MaBe statt.

Ein den linken allogen transplantierten Lungen entsprechender
Infiltrationsverlauf findet sich bei den R73" Zellen (Kap. 4.2.3). Die
immunpositive Zelldichte steigt ebenfalls ab d 3 an und erreicht am d 5 das
Maximum. Dabei wird jedoch nur etwa ein Drittel der immunpositiven Zelldichte
erreicht (Abb. 3-12, Abb. 3-13).

Abbildung 3-12

ED1 ED2
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Gegeniberstellung immunpositiver Flachenanteile (%) der rechten nicht transplantierten
Empfangerlungen und der isogenen Transplantate. Die weiBen Saulen entsprechen den
rechten Empfangerlungen und die schwarzen S&ulen den linken isogen transplantierten
Lungen. Der Beobachtungszeitraum umfasst die ersten 6 postoperativen Tage (d 1 — d 6). Bei
den Isotransplantaten wurde eine Transplantation pro Tag durchgefihrt (n=1/d).
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Abbildung 3-13
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Gegeniiberstellung immunpositiver Flachenanteile (%) der rechten nicht transplantierten
Empfangerlungen und der allogenen Transplantate. Die weiBen Sdulen entsprechen den
rechten Empfangerlungen und die schwarzen Saulen den linken allogen transplantierten
Lungen. Der Beobachtungszeitraum umfasst die ersten 6 postoperativen Tage (d 1 —d 6). Fir

die Allotransplantate (n=3/d) sind die Prozentwerte als arithmetisches Mittel +/-
Standardabweichung dargestellt.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion von Material und Methoden

4.1.1 Konservierung und Transplantation der Lungen

Wichtige Ziele bei der klinischen Lungentransplantation zur Vermeidung von
Ischamie-/Reperfusionsschaden, sind ein optimaler Grad der GeféBdilatation
sowie der Erhalt der bestméglichen endothelialen Zellintegritat. Angestrebt wird
eine mdglichst homogene Verteilung der Konservierungslésung, eine rasche
Ausspulung toxischer Metabolite und Blutbestandteile sowie eine gleichmaBige
und schnelle Kuahlung. Hierfir werden spezielle Konservierungslésungen
verwand (Kap. 1.4.1).

Die eingangs genannten Anforderungen, wie bei der klinischen
Lungentransplantation angestrebt, werden in unserem Modell nicht umgesetzt.
Bei unseren Untersuchungen werden bei der Explantation der Lunge die Aorta
abdominalis und Vena cava inferior erdffnet. Uber den rechten Ventrikel und
den Truncus pulmonalis erfolgt die Instillation von 20 ml kalter isotoner
Kochsalzlésung. Dabei wird blasenfrei und mit einem Druck von 20 cm
Wassersaule Uber etwa 2 min perfundiert. Danach werden die Organe sofort mit
cuffs versehen und nur fir eine kurze Zeit wahrend der Vorbereitung des
Empfangers kalt gelagert. Die warme Ischamiezeit betrdgt maximal 22 min, die
kalte Ischamiezeit ungefahr 20 min (Kap. 2.3).

Auf die Verwendung einer Konservierungslésung wird bei diesen
Ischamiezeiten verzichtet. Eine gewisse verfahrensbedingte Beeinflussung der
Ergebnisse durch Ischamie-/Reperfusionsschaden ist also méglich (Kap. 1.4.1).
Die im Beobachtungszeitraum auftretenden Organverédnderungen der isogenen
Kontrollgruppe werden mit denen der AbstoBungsgruppe verglichen. Die
Transplantationen in beiden Gruppen erfolgen unter den gleichen Bedingungen.
Damit handelt sich bei der verfahrensbedingten Beeinflussung formal um einen
systematischen Fehler, der bei der Auswertung beriicksichtigt wird.

Die jeweiligen minimalen Veranderungen der Phase | im Vergleich zu
Normallungen sind am ehesten als verfahrensbedingt anzusehen und werden
damit als ischamie-/reperfusionsbedingt gewertet. In den Phasen Il und Il sind
die weiteren Veranderungen der isogenen Kontrollgruppe marginal, wahrend es

bei der AbstoBungsgruppe zu fulminanten Veranderungen kommt. Die ebenfalls
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ausgewerteten nicht transplantierten rechten Lungen entsprechen weitgehend
dem Bild von Normallungen (Kap. 3.4).

Der verfahrensbedingte Einfluss im Sinne von Ischdmie-/Reperfusionsschaden
scheint in unseren Untersuchungen, welche die ersten 6 postoperativen Tage
bertcksichtigen, von untergeordneter Bedeutung zu sein. Zuklnftige
Untersuchungen sollten diesen Aspekt jedoch berlicksichtigen, um Stérfaktoren
zu minimieren und standardisierte Bedingungen fir die experimentellen
Untersuchungen zu schaffen. In diesem Zusammenhang erscheint auch die,
Uber den d 6 hinausgehende Prognose der isogenen Kontrollgruppe interessant
(Kap. 4.2.1).

Die initialen Mechanismen der Ischdmie-/Reperfusionsschaden (Kap. 1.4.1)
werden als  Pradispositionen  fir die akute und  chronische
TransplantatabstoBung diskutiert [28].

4.1.2 Gewebehistologie und Auswertung

Die Tiere werden per inhalationem getétet und die Lungen entnommen.
AnschlieBend werden diese transversal im Abstand von 2-3 mm zerteilt und in
ein Fixans gegeben. Qualitatskriterien im Rahmen der Verfahrensetablierung
sind eine mdoglichst intensive Anfarbung der nachzuweisenden Zellen bei
minimierter Hintergrundanfarbung. Neben dem geeigneten Fixans (Kap. 2.4.1),
sind die optimale Verdinnung der Primarantikérper (Kap. 2.5.4 und 2.5.5), die
Antigendemaskierung (Kap. 2.5.3) sowie das Nachweisverfahren mittels
Sekundarantikérper (Kap. 2.5.6) wichtige Parameter.

Als Fixans werden eine gepufferte Paraformaldehyd-L6sung sowie eine PLP-
Lésung verglichen. Aufgrund besserer Ergebnisse, im Hinblick auf die
Anfarbung der nachzuweisenden Zellen, werden die Untersuchungen mittels
PLP-L&6sung durchgeflhrt.

Das Verfahren der spezifische Antigendemaskierung differiert fur die
unterschiedlichen Primarantikdrper. Zum Nachweis Ox33" Zellen ist keine
Antigendemaskierung notwendig. Die Antigendemaskierung zur Farbung ED1*
Zellen erfolgt mittels Autoklavierung, die der ED2" und R73" Zellen mittels
Enzymverdau.

Als Antikérpernachweissystem verwenden wir bei allen Zelltypen EnVision™

Peroxidase. Bei diesem Verfahren erzielen wir eine intensivere und
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spezifischere Farbung der jeweiligen Zelltypen, als mit der ebenfalls in der
Etablierungsphase verwendeten ABC-Methode.

Bei der Auswertung (Kap. 1.8 und 2.6) ist der direkte Vergleich der
Zellinfiltration pro Flachenanteil far die einzelnen Zelltypen erschwert.
Urs&chlich hierfir sind unterschiedliche Zellgr6Ben sowie Farbeeigenschaften
der Zellen. Weiterhin erschweren abstoBungsbedingte Veranderungen der
Transplantatmorphologie die Bestimmung des Flachenanteils. So ist bei M/M
die Eigenschaft zur intensiven Anfarbung sowie die ZellgroBe abhangig vom
Aktivierungsgrad der Zellen [37, 84].

Ein weiterer Stérfaktor der morphometrischen Auswertung ist die Tatsache,
dass die transplantierten Lungen nach Entnahme, im Vergleich zu den rechten
Kontrolllungen gréBer sind. Dies ist auf die vorhandenen Zellinfilirate und
Odeme (Kap. 3.1) =zuriickzufiihren. Die nicht transplantierten, relativ
unbeeintrachtigten Lungen hingegen kollabieren. Dieser Effekt hatte durch eine
Fllssigkeitsinstillation in den bronchoalveolaren Raum vor der Entnahme
verringert werden kdénnen. Dabei ware jedoch eventuell die Lokalisation und
Dichte der intraalveolaren Zellpopulation beeinflusst worden.

Klinische Verlaufskontrollen nach humanen Lungentransplantationen und
experimentelle Untersuchungen am Tiermodell werden haufig mittels BAL
durchgefihrt. Bei anderen Untersuchungen mit der Rattenstammkombination
Brown Norway—LEW und Verwendung einer BAL, wurde ein Verhaltnis T-
Lymphozyten zu AM von 3:1 ermittelt [57]. Dieses Ergebnis unterscheidet sich
von dem der vorliegenden Arbeit und kdénnte durch die unterschiedliche
Rattenstammkombination sowie verfahrensbedingt begriindet sein. Bei der BAL
werden lediglich intraluminale bronchoalveolare Zelltypen gemessen. Stark
adharente Zellen werden jedoch nicht ausgespult. Weiterhin sind
Verschiebungen der Zellzusammensetzung zwischen den Kompartimenten
nicht nachweisbar.

In dieser Arbeit werden immunhistologische Nachweisverfahren angewendet,
um die Zelltypen an ihrem  physiologischen  beziehungsweise
pathophysiologischen Platz nachzuweisen. Dabei werden die
Leukozyteninfiltrate der Alveolarsepten mit bertcksichtigt. Morphologisch sind
die bei der akuten TransplantatabstoBung charakteristischen perivaskularen-
/bronchialen Infiltrate [112] zu finden.
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Gerade unter pathophysiologischen Gesichtspunkten erscheint zur Beurteilung
der TransplantatabstoBung die Auswertung aller Lungenkompartimente (Kap.
1.2 und 1.3) sinnvoll. Um die o.g. verfahrensbedingten Einflussfaktoren so
gering wie méglich zu halten, werden nur definierte Areale des Lungengewebes
ausgewertet (Kap. 2.6).

4.1.3 Antikérperauswahl

Die von uns verwendeten mAb ED1 und ED2 (Kap. 2.5.4) erlauben einen
Uberblick Uber die Makrophagenpopulation der Lunge sowie deren Verteilung.
Zum Vergleich werden Lymphozyten mit den mAb R73 und Ox33 detektiert. Als
T-Zellnachweis wird der mAb R73 gegen den a/B-TZR [46] verwendet. Die
Subpopulation der T-Zellen mit y/5-TZR wird vom mAb R73 nicht erfasst. Es
werden beim T-Zellnachweis keine Antikérper gegen CD4 und CD8 verwendet,
da diese Antigene auch auf M/M vorkommen [36].

Der Versuch des Granulozytennachweises erfolgte im Rahmen der
Verfahrensetablierung mit dem mAb RP1 gegen Antigene in zytoplasmatischen
Granula neutrophiler Granulozyten [32]. Ein Nachweis von Granulozyten in
Paraffinschnitten gelingt mit diesem mAb nicht. Auf den HE-gefarbten
histologischen Paraparaten sind jedoch keine nennenswerten
Granulozytenansammlungen zu sehen.

Bei Untersuchungen an transplantierten Rattennieren wurden neutrophile
Granulozyten erst ab dem 5. postoperativen Tag in nennenswerten Mengen bei
allogenen Transplantaten nachgewiesen [36]. Zu diesem Zeitpunkt sind die
Transplantate der AbstoBungsgruppe bereits terminal geschadigt. Es scheint,
dass Granulozyten eher als Reaktion auf bestehende Gewebsnekrosen
einwandern und nicht initial an der Transplantatschadigung beteiligt sind [36]. In
anderen Untersuchungen wird die Bedeutung der neutrophilen Granulozyten
bei beim primaren Transplantatversagen [17, 66] und bei der chronischen
OrganabstoBung [23] diskutiert.

Weitere Untersuchung zur Rolle der Granulozyten bei der akuten AbstoBung
von Lungentransplantaten sollten folgen. Dabei ist auch die Abgrenzung der
allogenen AbstoBungsreaktion von initialen Isch@mie-/Reperfusionsschaden
von Bedeutung.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Histopathologie

In Phase | befinden sind im Lungengewebe der AbstoBungs- und
Kontrollgruppe diffus verteilte einzelne Leukozyten. Dies entspricht dem
Stadium A1/B1, teilweise A1/B2. In beiden Gruppen besteht initial ein
perivaskuldares Odem, dies wird in der Kontrollgruppe stetig kleiner, besteht
jedoch bis zum Ende des Beobachtungszeitraums fort. Ursachlich flr dieses
Odem kénnten Ischdmie-/Reperfusionsschaden (Kap. 1.4.1) sowie Traumata
durch die Operation sein, da sie sowohl bei der isogenen Kontrollgruppe, als
auch bei der AbstoBungsgruppe vorkommen. Bei den in situ belassenen
rechten Lungen sind sie in weit geringerem MaBe nachzuweisen. Hierbei
spricht die ziigige Riickbildung des Odems bei der isogenen Kontroligruppe bis
zum d 6 fur die Vernachléssigbarkeit dieser Faktoren in der vorliegenden Arbeit.
Sie sollten aber im mittel- und langfristigen Verlauf nicht auBer Acht gelassen
werden, da sie als Pradispositionen fir das akute und chronische
Transplantatversagen diskutiert werden [13, 28].

Weiterhin finden sich kleine perivaskulare/-bronchiale Leukozyteninfiltrate.
Unterscheidet man die Phase | in d 1 und d 2 wird deutlich, dass schon ab d 2
die Dichte der Leukozyteninfiltrate in der AbstoBungsgruppe tendenziell
vermehrt ist. Diese Veradnderungen koénnten durch die Aktivierung von
immunkompetenten Zellen wie M/M und T-Lymphozyten, mit Freisetzung von
proinflammatorischen Mediatoren, beglnstigt werden [24, 68]. Die Expression
vieler Mediatoren sinkt nach Reperfusion des Transplantats wieder ab [17].

Bei den Bronchien/Bronchiolen der AbstoBungsgruppe ist initial eine Zunahme
des Verhaltnisses Becher-/Flimmerzellen nachweisbar. Dieses ist im weiteren
Verlauf progredient und erreicht in Phase Il im Mittel ein Verhéltnis von 1:3. In
Phase Ill ist analog zur beobachtbaren Schadigung des respiratorischen
Epithels eine Abnahme zu verzeichnen. Bei der isogenen Kontrollgruppe sowie
bei den rechten Kontrolllungen ist im Beobachtungszeitraum keine
Becherzellhyperplasie nachweisbar. Das Verhaltnis Becher-/Flimmerzellen
betragt hier mit kleinen Schwankungen durchgéangig 1:10 bis 1:20 und
entspricht dem Normalbefund, bei dem allerdings schon physiologisch eine
groBe Varianz méglich ist [21]. In anderen Studien wird die Trachea von Ratten
transplantiert. Hier wird bei Isotransplantaten zwischen dem d 3 und d 10 eine

Zunahme der Becherzelldichte im Rahmen der epithelialen Reparaturphase
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beschrieben. Bei Allotransplantaten kommt es in dieser Studie nach einem
initialen Anstieg bis zum d 3, im weiteren Verlauf zwischen dem d 5 und d 12,
zur Abnahme der Becherzelldichte infolge einer Epithelschadigung [21]. Dieser
Verlauf deckt sich bei den Allotransplantaten bis zum d 6 mit unseren
Untersuchungen, wobei der bei Isotransplantaten beschriebene Anstieg in
unseren Untersuchungen nicht nachgewiesen werden konnte. Im Allgemeinen
wird eine Becherzellhyperplasie des respiratorischen Systems bei chronischen
Reizen wie z.B. Asthma bronchiale oder COPD beschrieben [78].

Alle weiteren Veranderungen der Transplantatmorphologie in Phase Il und Il
sind auf die AbstoBungsgruppe beschrankt. Bei der isogenen Kontrollgruppe
treten bis d 6 keine weiteren wesentlichen Veradnderungen auf. Spéatere
Zeitpunkte werden nicht untersucht. Phase Il ist bei der AbstoBungsgruppe
durch die Dichtezunahme des Leukozyteninfiltrats gekennzeichnet, welches am
d 3 hauptsachlich auf den perivaskularen/-bronchialen Bereich beschrankt ist,
sich ab d 4 jedoch auf die Alveolarsepten sowie den Alveolarraum ausbreitet.
Intraalveolar sind bis zu 20 um groBe Zellen mit mononuklearer Morphologie
nachweisbar. Die Odembeurteilung ist durch die stetig zunehmende
Leukozyteninfiltration ~ nicht mehr méglich. In den Lumina der
Bronchien/Bronchiolen ist in den Untersuchungen schwach eosinophil
farbendes Plasmaextravasat nachweisbar. Die resultierende bronchiale
Obstruktion kénnte zur Induktion des Euler-Liljestrand-Mechanismus flhren.
Dieser beschreibt den Zusammenhang zwischen Ventilation und Perfusion der
Lunge, wobei es in einem hypoxischem Lungenabschnitt zur reflektorischen
Vasokonstriktion mit Verringerung des Rechts-Links-Shunts kommt [99, 83].
Dieser Effekt wirkt dem Absinken der arteriellen Oxygenierung entgegen. Bei
ubiquitarem Auftreten im Bereich des Lungentransplantats kénnen jedoch die
Nachteile Uberwiegen. Dazu zahlen die Erhdéhung des pulmonalarteriellen
Widerstandes mit vermehrter Rechtsherzbelastung und fortschreitender
Ischamie der betroffenen Lungenabschnitte [99]. Phase |Ill der
AbstoBungsgruppe ist  morphologisch  durch eine teils massive
Leukozyteninfiltration gekennzeichnet, die am d 5 ihren H6hepunkt erreicht. Die
Organstruktur ist am d 4 partiell durch Atelektasen beeintrachtigt und in Phase
Il nahezu zerstért, so dass massive Leukozyteninfiltrate, Nekrosen und
Einblutungen das Aussehen der Objekte bestimmen. Es findet sich eine

ricklaufige Becherzelldichte, jedoch partiell durch Mucus obstruierte
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Bronchien/Bronchiolen. Die partielle Atelektasenbildung kénnte durch diesen
Umstand mitbegriindet sein.

4.2.2 Transplantatinfiltration

4.2.2.1 ED1* Monozyten/Makrophagen

In gesunden Rattenlungen exprimieren AM und intravaskuldre Monozyten das
ED1" Antigen (CD68-artig). lhre Zahl ist jedoch gering. Demgegeniber ist die
Expression von ED1" Antigen bei IM kaum ausgepragt [16, 19].

In Phase | sind die ED1" Zellen in Alveolarrdumen/-septen von Iso-/
Allotransplantaten sowie den rechten Kontrolllungen der Transplantatempfanger
relativ gleichmaBig verteilt. Diese entsprechen morphologisch AM. In den
perivaskularen/-bronchialen Bereichen sind sie nur vereinzelt nachzuweisen
und entsprechen vornehmlich intravasalen Monozyten. Bei der isogenen
Kontrollgruppe ist am d 2 das Maximum des immunpositiven Flachenanteils von
4,7% erreicht, wahrend dieser in der AbstoBungsgruppe ab d 4 auf > 13%
ansteigt (Kap. 3.2.1). In Phase Il steigt bei Allotransplantaten die Dichte ED1*
Zellen in Alveolarraumen/-septen weiter an. Das ED1" Infiltrat im Alveolarraum
besteht aus AM, in den Alveolarsepten hingegen aus intravaskuldren
Monozyten und IM. Diese lassen sich auf Paraffinschnitten jedoch nicht
unterscheiden. Der Durchmesser der farbintensiven ED1" Zellen nimmt in
Phase Il auf bis 20 ym zu. Wéahrend der AbstoBungsreaktion scheint sich der
Differenzierungszustand der IM zu &ndern, denn die perivaskularen/-
bronchialen IM exprimieren in Phase | kaum, jedoch ab Phase Il schwach und
in Phase Il deutlich das ED1* Antigen. Die Bedeutung der Anderung des
Differenzierungszustands ist noch ungeklart. Bei anderen
Entzindungsprozessen der Lunge wird eine verstarkte Rekrutierung von
intravasalen Monozyten beschrieben [59, 80]. Monozyten sind ED1" und gelten
als Vorlauferzellen fir IM, AM und DC [76]. Weiterhin gibt es Hinweise, dass ein
Teil des immunpositiven Infiltrats in der AbstoBungsgruppe durch die lokale
Proliferation von Spender- und Empféangermakrophagen entsteht [82]. Die
ebenfalls ED1* DC (Kap. 1.5.1) sind perivaskular/-bronchial vereinzelt in Phase
II' nachzuweisen, spielen jedoch in dieser Arbeit bei der Auswertung des
immunpositiven Flachenanteils, aufgrund der geringen Flache, quantitativ kaum
eine Rolle. Ihre Funktion als APZ scheint bedeutend [76]. Zu ihrer Rolle bei der

akuten TransplantatabstoBung sollten weitere Untersuchungen folgen.
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4.2.2.2 ED2* Makrophagen

Im Gegensatz zu den ED1" Zellen sind ED2" Zellen bei Iso- und
Allotransplantaten initial nur vereinzelt in Alveolarrdumen/-septen zu finden.
Kleine Anhaufungen sind perivaskular/-bronchial nachzuweisen. In gesunden
Rattenlungen wird das ED2" Antigen (CD163) von IM, aber nicht von AM
exprimiert [103, 19].

Bei der AbstoBungsgruppe nimmt die perivaskulare/-bronchiale Infiltration in
den Phasen | — Il stetig zu. Dabei sind ED2" Zellen bis d 4 hauptsachlich auf
den perivaskularen/-bronchialen Raum beschréankt und die AM bis dahin weiter
ED2". Die peribronchialen Ansammlungen fallen insgesamt geringer aus, bilden
jedoch ebenfalls dichte Anhaufungen immunpositiver Zellen. Da bei der
Bestimmung des immunpositiven Flachenanteils gréBere Bronchien und
GefaBe gemieden werden, geht diese fokale Anhaufung nicht in die Auswertung
ein. Im Lungengewebe steigt die Dichte ED2" Zellen erst ab Phase Il deutlich
an. Dadurch nimmt die Flache ED2" Zellen ab d 5 deutlich zu und erreicht am d
6 das Maximum von 14%. Bei der isogenen Kontrollgruppe sowie Normallungen
liegt der ED2" Flachenanteil im gesamten Beobachtungszeitraum < 1% (Kap.
3.2.2). Der Anstieg der ED2* Zellen ist scheinbar auf eine Anderung des
Differenzierungszustandes von AM zurlckzufihren. Die Bedeutung der
Differenzierungszustandsénderung ist noch weitgehend ungeklart. CD163 tragt
zur Entgiftung des Kdrpers von oxidativ toxischem Hamoglobin bei. Weiterhin
wird eine antiinflammatorische Wirkung auf Makrophagen beschrieben [65].
Eine Rolle bei der Limitierung der Immunantwort ist méglich, jedoch sind die
Allotransplantate zum Zeitpunkt der maximalen CD163-Expression schon
irreversibel geschadigt, sodass diese mdgliche antiinflammatorische Wirkung in
unserem Modell keinen Einfluss auf das Transplantatiberleben hat.

4.2.2.3 R73" T-Lymphozyten

Bei der T-Zelldetektion wird ein mAb gegen den a/B-TZR (konstante Region der
B-Kette) verwand [46], somit wird die Subpopulation der y/d-T-Zellen nicht
erfasst (Kap. 1.4.3).

In Phase | sind R73" Zellen im Lungengewebe von Iso- und Allotransplantaten
gleichmaBig verteilt. Bei der isogenen Kontrollgruppe kommt es zu keiner
Anderung des initialen Befundes, der immunpositive Flachenanteil bleibt

durchgangig < 1%. In der AbstoBungsgruppe entspricht die zeitliche und
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ortliche Verteilung in den Lungenkompartimenten den ED1" Zellen. Allerdings
liegt der immunpositive  Flachenanteil ~wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums deutlich unter dem der ED1* M/M (Kap. 3.2.3). Bei der
AbstoBungsgruppe in Phase Il kommt es zunachst zur Dichtezunahme R73"
Zellen in den perivaskuldren Bereichen sowie am d 4 zur fokalen Ausweitung
des R73" Infiltrats in die Alveolarsepten. Dabei verlauft die Infiltration im
Vergleich zu den ED1* Zellen um einen Tag verzdgert. Peribronchial fallen
dichte Ansammlungen immunpositiver Zellen auf. Am d 5 wird mit einem
Flachenanteil von 3% das Maximum im Beobachtungszeitraum erreicht. In stark
verdichteten oder durch Nekrosen beeintrachtigten Bereichen kommt es am
Ende von Phase Il zu einer Abnahme der Dichte R73" Zellen (Kap. 3.2.3).
Perivaskulare immunpositive Infiltrate finden sich in der AbstoBungsgruppe,
jedoch nicht in der isogenen Kontrollgruppe. Bei der allogenen Transplantation
kénnen T-Zellen (ber die direkte oder indirekte Fremderkennung eine
Immunantwort auslésen (Kap. 1.4.2). Sie bestimmen durch Sekretion von
Zytokinen die endgultige Differenzierung und Proliferation einer Vielzahl von
Immunzellen. Unter anderem erhéhen sie die Expression von
Adhéasionsmolekilen und steigern die Rekrutierung von M/M (Kap. 1.4.2 und
1.5). Dies begulnstigt die Entstehung perivaskularer Leukozyteninfiltrate und
kann zur weiteren Gewebsschadigung fihren [14]. Tc-Zellen kénnen allogene
Zellen  zerstéren. Th-Zellen sezernieren Mediatoren mit pro- und
antiinflammatorischen Eigenschaften [86, 91].

Aktivierte T-Zellen nehmen durch ihre Vermittlerfunktion und ihre zytotoxischen
Eigenschaften eine zentrale Rolle bei der zellvermittelten Immunantwort ein [63,
88, 33].

4.2.2.4 Ox33" B-Lymphozyten

Ox33" Zellen sind in der isogenen Kontrollgruppe vereinzelt und diffus verteilt
nachzuweisen. Das Maximum des immunpositiven Flachenanteils wird am d 3
mit 0,3% erreicht und fallt in Phase Ill auf < 0,1% ab. In der AbstoBungsgruppe
finden sich ebenfalls vereinzelt und diffus verteilte Ox33* Zellen in
perivaskularen/-bronchialen Bereichen und den Alveolarsepten. Es besteht in
Phase Il eine minimale Dichtezunahme in den perivaskularen/-bronchialen
Bereichen. Am d 3 wird mit 0,4%, das Maximum erreicht. In stark verdichteten
oder durch Nekrosen beeintrachtigten Bereichen wahrend Phase Il lassen sich
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kaum noch immunpositive Zellen nachweisen. In unseren Untersuchungen
spielen Ox33" B-Lymphozyten mit < 1 % eine quantitativ untergeordnete Rolle.
Mit fortschreitender Transplantatzerstérung sinkt die Dichte Ox33* B-
Lymphozyten weiter ab (Kap. 3.2.4). Zur Bedeutung der B-Lymphozyten bei der
TransplantatabstoBung sollten weitere Untersuchungen folgen.

4.2.3 Rechte Kontrolllungen

In den ebenfalls ausgewerteten, nicht transplantierten rechten Lungen der
AbstoBungs- und Kontrollgruppe, finden sich keine substantiellen
pathologischen Veranderungen. Das perivaskuldre/-bronchiale Odem ist im
Vergleich zu den transplantierten Lungen wesentlich geringer ausgepragt oder
fehlt ganz. Die zelltypabhangige Leukozyteninfiltration der rechten Lungen
findet in weitaus geringerem MaBe statt und entspricht weitgehend der von
Normallungen.

Die genannten fulminanten Veranderungen der AbstoBungsgruppe sind auf die
transplantierten linken Lungen beschrankt. Bezlglich des zeitlichen
Infiltrationsverlaufs findet sich ein den linken Lungen entsprechendes Bild bei
den R73" Zellen. Der immunpositive Flacheninhalt steigt ebenfalls ab d 3 an
und erreicht am d 5 das Maximum. In den rechten Lungen wird jedoch im
Vergleich zu den Linken nur etwa ein Drittel der immunpositiven Zelldichte
erreicht (Kap 3.4).

Die Tatsache, dass auch die rechten nativen Empféngerlungen im Verlauf der
akuten TransplantatabstoBung durch T-Lymphozyten infiltriert wird, lieBe sich
mit einem organspezifischen homing aktivierter T-Lymphozyten erklaren. Es ist
jedoch sehr umstritten, ob organspezifisches homing im lebenden Organismus
eine Rolle spielt [108]. Eine weitere Mdglichkeit, diese Beobachtung zu
erklaren, ware die Beteiligung autoreaktiver T-Lymphozyten an der akuten
AbstoBung von Lungentransplantaten, wie sie bereits flir den Menschen
beschrieben wurde [109].

Auch hier sind weitere Untersuchungen notwendig, um den Mechanismus und

die Bedeutung der T-Zell-Infiltration der nativen Lungen aufzuklaren.
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4.3 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie werden histopathologische Verdnderungen im
Zeitverlauf nach isogener und allogener Transplantation von Rattenlungen
untersucht. Sie schafft eine Grundlage flur die Beurteilung experimenteller
Lungentransplantate und dient unter anderem als Vorarbeit fur zuklnftige
therapeutische Studien. Die Ergebnisse zeigen im Verlauf der akuten
AbstoBung allogener Rattenlungen eine klare quantitative Dominanz von IM
und AM gegenutber von T- und B-Lymphozyten. In gesunden Rattenlungen
exprimieren die meisten IM kein CD68-artiges Antigen (ED1°) wohl aber CD163
(ED2%). AM hingegen sind ED17/ED2". Perivaskulare/-bronchiale IM werden
zunehmend ED1* und AM zeitlich verzégert ED2*. Die Bedeutung der
jeweiligen Anderung des Differenzierungszustands ist im Einzelnen noch
ungeklart. Der CD163-Expression von Makrophagen wird eine Rolle bei
antiinflammatorischen Prozessen zugeschrieben.

Diese Ergebnisse und Daten aus der Literatur legen die Schlussfolgerung nahe,
dass Makrophagen bei der akuten AbstoBung von Lungentransplantaten eine
wichtige Rolle spielen. Einerseits kdnnen Makrophagen vom Spender und vom
Empfanger als APZ fungieren und CD4" T-Zellen, die die Spezifitt der
AbstoBung vermitteln, aktivieren. Aktivierte T-Zellen schitten wiederum
Zytokine aus, die Makrophagen zu Effektorzellen reifen lassen. Diese kénnen
das Transplantatgewebe durch eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen
schadigen. Andererseits kdnnen Makrophagen auch antiinflammatorisch und
immunregulierend wirken.

Aufgrund ihres einerseits destruktiven und andererseits protektiven Potentials
bieten Makrophagen einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Entwicklung
neuer Therapien der akuten TransplantatabstoBung. Der Versuch, zytotoxische
Mechanismen von Makrophagen direkt zu inhibieren, kbnnte an deren Vielzahl
scheitern. Ein  mdglicher Ansatz ware jedoch die Modulation des
Aktivierungszustandes von  Transplantatmakrophagen. Dabei kénnten
antiinflammatorische und immunregulierende Eigenschaften geférdert und
gleichzeitig gewebeschadigende Eigenschaften unterdriickt werden.
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5.1 Deutsch

Monozyten/Makrophagen Ubernehmen wichtige Funktionen bei der Regulation
der unspezifischen und spezifischen Immunantwort. Sie verfligen C(ber
proinflammatorische und zytotoxische Eigenschaften, die zur
Transplantatzerstérung beitragen kdénnen. Monozyten/Makrophagen wirken
andererseits auch antiinflammatorisch sowie immunregulierend und erflllen
wichtige Funktionen bei der Reorganisation geschadigter Gewebe. Damit bieten
sie einen vielversprechenden Ansatzpunkt zur Entwicklung neuer Therapien der
TransplantatabstoBung.

In der vorliegenden Studie wird der Zeitverlauf der Histopathologie sowie der
Infiltration  allogener und isogener Rattenlungentransplantate  durch
mononukledre Leukozyten untersucht. Die Untersuchungen basieren auf
orthotopen Lungentransplantationen von mannlichen Inzuchtratten des
Stammes Dark Agouti auf Lewis-Ratten. Zur Kontrolle werden Lewis-Lungen
isogen transplantiert, um die durch die Operation ausgelésten Veranderungen
von den abstoBungsbedingten Veranderungen der allogenen Gruppe zu
unterscheiden. Untersucht werden Lungentransplantate, die in den ersten 6
postoperativen Tagen in Tagesabstanden entnommen wurden. Hamatoxylin-
Eosin gefarbte  Paraffinschnitte = werden nach einem etablierten
histopathologischen  Klassifikationssystem  ausgewertet. Zudem  wird
immunhistologisch die Transplantatinfiltration durch mononukledre Leukozyten
untersucht. Dazu wird densitometrisch der prozentuale Anteil der
immunpositiven Flache in zuféllig ausgewahlten Bereichen der Lungenschnitte
gemessen.

Die histopathologischen Veranderungen sind initial moderat und aufgrund der
Reversibilitat in der isogenen Kontrollgruppe vermutlich auf die Operation
zurlckzufahren. Weitere Veranderungen, wie die stetige Zunahme
perivaskularer/-bronchialer Leukozyteninfiltrate oder die Becherzellhyperplasie
des respiratorischen Epithels, sind auf allogene Transplantate beschrankt. Ab
Tag 4 kommt es zu einer fokalen Leukozyteninfiltration der Alveolarrdume, die
an Tag 5 ihr Maximum erreicht. Es bestimmen massive Leukozyteninfiltrate,
Nekrosen und Einblutungen das Aussehen der allogenen Transplantate.
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Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigen fir den gesamten
Verlauf der akuten TransplantatabstoBung allogener Rattenlungen eine
quantitative Dominanz von Gewebe- und Alveolarmakrophagen gegenlber T-
und B-Lymphozyten. Neben der quantitativen Dominanz kommt es wahrend der
AbstoBungsreaktion zu einer Anderung des Differenzierungszustandes von
Gewebe- und Alveolarmakrophagen. In gesunden Rattenlungen exprimieren die
meisten Gewebemakrophagen kein CD68-artiges Antigen (ED1°) wohl aber
CD163 (ED2*). Alveolarmakrophagen hingegen sind ED1%/ED2.
Perivaskulare/-bronchiale Gewebsmakrophagen werden ab Tag 3 zunehmend
ED1". Dies fuhrt zum Anstieg des immunpositiven Flachenanteils bis auf
> 13% ab d 4. Zeitlich verzdgert exprimieren Alveolarmakrophagen ab Tag 5
zunehmend CD163 (ED2*). Es resultiert ein Anstieg des immunpositiven
Flachenanteils bis Tag 6 auf 14%. Der CD163-Expression von Makrophagen
wird eine Bedeutung bei antiinflammatorischen Prozessen zugeschrieben. Die
Funktion der veranderten Antigenexpression von Makrophagen in
Lungentransplantaten ist jedoch noch unbekannt. Im Gegensatz zu den
Makrophagen erreicht der immunpositive Flachenanteil der T-Lymphozyten
(a/B-TZR/R73") am Tag 5 nur 3%. B-Lymphozyten (CD45RA/Ox33") sind noch
in geringer Zahl nachweisbar.

Die vorliegende Studie schafft eine Grundlage fir die histopathologische
Beurteilung experimenteller Lungentransplantate und dient damit als Vorarbeit
fir zukOnftige Untersuchungen. Diese kbénnen der Entwicklung neuer
therapeutischer Ansatze, zur Pravention oder Heilung der akuten AbstoBung

von Lungentransplantaten dienen.

5.2 Englisch

Monocytes/macrophages play an important role in the regulation of unspecific
and specific immune responses. Their pro-inflammatory and cytotoxic
properties may contribute to the destruction of allografts. However,
monocytes/macrophages also exert anti-inflammatory and regulating functions
and are involved in the reorganisation of damaged tissue. Therefore, they may
be a promising target for the development of new therapies preventing
transplant rejection. The present study investigates the time course of graft
histopathology and infiltration by mononuclear leukocytes in experimental lung

allografts and isografts.
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Dark Agouti lungs are orthotopically grafted to Lewis recipients. As a control,
isogenic lung transplantations between Lewis- rats are performed, in order to
differentiate between tissue alterations caused by surgery and those by
rejection in the allogenic group. Grafts were removed daily until day 6 post-
transplantation. Hematoxylin-Eosin stained paraffin sections are assessed
according to an established histopathological classification. In addition,
transplant infiltration by mononuclear leukocytes is investigated by
immunohistological methods, followed by densitometry to measure the
immunopositive area in randomly chosen parts of the sections.

Initially, the histopathological changes were moderate, reversibel in isografts
and, probably induced by surgery. Further changes like increased perivascular/-
bronchial leukocyte infiltrates or goblet cell hyperplasia of respiratory epithelium
were limited to allografts. On day 4, focal intraalveolar infiltration is seen, which
peaks on day 5. At that time, allografts exhibit massive leukocytic infiltrates,
patches of necrotic lesions and hemorrhage.

This study reveals a quantitative dominance of macrophages in comparison to
T- and B-lymphocytes during all phases of acute transplant rejection.
Furthermore, changes in the differentiation of tissue and alveolar macrophages
are noticed. In healthy rat lungs, most interstitial macrophages are negative for
the CD68-like antigen (ED17) but express CD163 (ED2*). From day 3 onwards,
perivascular/-bronchial tissue macrophages progressively become ED1* and
the ED1-immunpositive area attains > 13% by day 4. Starting on day 5, alveolar
macrophages increasingly express CD163 (ED2*), and the ED2-
immunopositive area reaches up to 14% by day 6. The expression of CD163 is
known to be involved in anti-inflammatory processes, but the functional
relevance of the observed changes in the expression patterns after lung
transplantation remain to be established. In comparison, T-lymphocytes (R73%)
make up only 3% of the area on allograft sections by day 5 post-transplantation.
The abundance of B-lymphocytes (CD45RA/Ox33%) even remains below this
level.

The present study provides a basis for the histopathological evaluation of
experimental lung allografts and will be useful for future investigations aiming at
the development of novel therapeutic strategies to prevent or cure acute lung
allograft rejection.
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