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1 Einleitung

1.1 Einleitung

Im Dezember 1967 fiihrte Christian Barnard erfolgreich die erste orthotope
Herztransplantation beim Menschen durch. Die AbstoBung des Transplantates konnte
durch die Immunsuppression des Empfingers verhindert werden und der Patient
iberlebte 18 Tage. Er erkrankte postoperativ unter der Immunsuppression an einer
Lungenentziindung. Dies zeigte bereits eines der grolen Probleme der Transplantations-
medizin: Auf der einen Seite muss man zur Verhinderung der AbstoBung des
Transplantates das Immunsystem des Empfangers unterdriicken; auf der anderen Seite
besteht dadurch immer die Gefahr einer Infektion des immunsuppremierten Patienten.
Bereits im Januar des folgenden Jahres kam es zur zweiten Herztransplantation. Hier hat
Barnard die Operation mit einer leicht modifizierten Technik vorgenommen und der
Transplantatempfanger konnte nach einer Zeit intensiver Nachbehandlung in ein relativ
normales Leben aus dem Krankenhaus entlassen werden. Der zweite Patient {iberlebte
19 Monate. In der Autopsie zeigte sich im Transplantat eine konzentrische Intima-
proliferation und eine Verkalkung der Gefdl3e, dhnlich einer Ateriosklerose, die heute
als sog. Transplantatvasculopathie oder auch als chronische AbstoBung bezeichnet wird.
Die Transplantatvasculopathie stellt in der aktuellen Transplantationsmedizin einen der
Hauptgriinde fiir den Transplantatverlust dar (Zur Ubersicht: [1]).

Seit diesen Anfangen der Herztransplantation kam es zur stindigen Weiterentwicklung
der immunsuppressiven Protokolle, immer unter der Beriicksichtigung einer aus-
reichenden Immunsuppression zur Verhinderung der AbstoBung ohne die Gefidhrdung
des Patienten durch Infektionen. Ermoéglicht wurde dies durch ein immer tiefer

greifendes Verstandnis der Pathomechanismen der Transplantatabstofung.

1.2 Die Bedeutung der Herztransplantation

Laut des Registers der Internationalen Gesellschaft fiir Herz- und Lungentransplantation
wurden bis zum Jahre 2004 in den weltweit an der Registrierung teilnehmenden Trans-
plantationszentren ca. 60.000 Herztransplantationen vorgenommen. Dies zeigt, dass
sich die Herztransplantation als Behandlungsoption fiir Patienten mit terminalem
Organversagen etabliert hat. Bei den Erkrankungen bilden die idiopathische und die

ischdmische Kardiomyopathie mit jeweils ca. 45% den Hauptanteil der Indikation zur
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Transplantation. Es gibt zur Transplantation von soliden Organen mehrere Alternativen.
Teilweise besteht bei einigen Organen die Mdglichkeit des technischen Ersatzes wie
z.B. die Dialyse bei Nierenversagen. Fiir einige Organe gibt es bereits einen kompletten
kiinstlichen Ersatz, wie z.B. Kunstherzen. Im Vergleich zu diesen Alternativen stellt
aber die Transplantation eine Erhdhung der Lebensqualitdt dar. So gaben fast 90% der
Transplantatempfinger an, iiber eine uneingeschrinkte Lebensqualitit zu verfiigen und
weitere fast 10% gelten nur als leicht eingeschrénkt [2].

Ob es statistisch im Vergleich zu den heutigen konventionellen Therapien zu einer
Verbesserung der Uberlebensrate im Langzeitverlauf kommt, wird diskutiert, da
umfassende Studien dariiber noch ausstehen. Die Studie von Mario Deng [3] bewies
aber, dass sich zumindest bei den sog. Hoch-Risiko-Patienten die Uberlebensrate im
ersten Jahr durch die Transplantation verbessert.

Studiert man die Statistiken zur Herztransplantation, so wird deutlich, dass die
Mortalitdt bei Transplantatempfiangern im ersten Jahr am hochsten ist. Die wichtigsten
Todesursachen in dieser Periode sind in den ersten 30 Tagen operative Komplikationen
und in den folgenden 11 Monaten die akute AbstoBBung des Transplantates [4]. Durch
die Verbesserung der immunsuppressiven Protokolle konnen diese akuten AbstoBungs-
perioden immer besser beherrscht werden. Trotzdem besteht immer noch ein grof3er
Forschungsbedarf, da nicht zuletzt akute Abstoungsperioden zusitzlich als
pradisponierend fiir die chronische Transplantatdysfunktion gelten.

Daher ist fiir die Behandlung der Transplantate die strikte Trennung der akuten und der
chronischen AbstoBBung weder vollstindig mdglich noch sinnvoll und ein tief reichendes
Verstindnis der pathologischen und immunologischen Vorgange ist fiir die Entwicklung

neuer therapeutischer Strategien unerldsslich.

1.3 Formen der Transplantatabstofiung

Unter der TransplantatabstoBung versteht man die Summe der immunologischen
Phidnomene, die zur Zerstorung des Transplantates fithren. Es gibt mehrere Einteilungen
der AbstoBung. Klinisch wird je nach Zeitpunkt des Auftretens, der Progressivitit und
nach der spezifischen Art des Schadens unterschieden:

1. Hyperakute oder akzelerierte AbstoBung

2. Akute AbstoBung

3. Chronische Transplantatdysfunktion
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Zu 1.: Bei bereits sensibilisierten Empfingern kann es zu einer hyperakuten oder
akzelerierten Abstofung des Organs kommen. Durch die Sensibilisierung des
Empfangers kommt es zu einer B- und T-Zell vermittelten Immunantwort, bei der die
praformierten Antikorper die endothelialen Antigene des Spenders neutralisieren. Daher
kommt es bei der hyperakuten AbstoBung innerhalb von Minuten (z.B. bei einer
Xenotransplantation) oder bei der akzelerierten AbstoSung nach Stunden (z.B. durch die
vorangegangene Sensibilisierung durch eine Schwangerschaft) zu AbstoBungs-
prozessen. Dabei stehen Haemorrhagien und thrombotische Verschliisse der Anasto-
mosen klinisch im Vordergrund.

Zu 2.: Die akute AbstoBung tritt ohne immunsuppressive Therapie klassischerweise in
threm Vollbild nach 5-7 Tagen auf. Klinisch stehen die Symptome des Organversagens
im Vordergrund. In der kardiologischen Transplantationsmedizin bedeutet dies die
Ausbildung von Zeichen des progredienten Herzversagens, wie z.B. die Dyspnoe des
Patienten durch die Ausprigung eines Lungenddems. Im EKG kann man eine
Niedervoltage finden und in der Echographie sieht man eine Zunahme der Wanddicke,
eine Linksherzdilatation und eine Einschrinkung der Pumpfunktion. Zum
Abstoungsmonitoring und zur Diagnosesicherung werden Myokardbiopsien vor-
genommen. Bei der histologischen Untersuchung der Bioptate kann man hauptséchlich
eine progrediente, zelluldre Infiltration feststellen, die primér aus T-Zellen, aber auch
aus anderen immunkompetenten Zellen besteht. Diese Zellen vermitteln die Schidigung
des Parenchyms und der Endothelzellen, was zu einer verminderten Perfusion bis hin zu
Infarkten des Transplantatgewebes fiihrt.

Zu 3.: Die chronische AbstoBung, besser als chronische Transplantatdysfunktion
bezeichnet, tritt klassisch erst im Langzeitverlauf nach Herztransplantation auf und ist
histologisch primér gekennzeichnet durch eine langsam voranschreitende konzentrische,
neointimale Proliferation, die zum Verschluss der Koronarien fithrt. Diesen diffusen
Prozess bezeichnet man als Transplantatvasculopathie (TVP) [5]. Ein weiterer Aspekt
der chronischen Transplantatdysfunktion ist die Ausbildung einer parenchymalen
Atrophie und einer interstitiellen Fibrose. Die Drei-Jahres-Inzidenz der TVP liegt
zwischen 36% und 44%. Man vermutet nach dem ,response to injury“-Modell der
chronischen AbstoBung, dass die Proliferationen ihre Ursache in vorangegangenen
Mikroldsionen finden [5]. Es gibt Hinweise darauf, dass diese initialen Schiden in
akuten AbstoBungsperioden entstehen konnen. Diese akuten AbstoBungsperioden

werden in einigen Studien in deren Anzahl und Schwere mit dem Erscheinen der
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Transplantatvasculopathie in Verbindung gebracht [6] [7] [8] [9] [10].

1.4 Die Pathomechanismen der Transplantatabstofiung

Allgemein werden die Risikofaktoren der akuten AbstoBung in alloantigen-
unabhingige und alloantigen-abhéngige eingeteilt:

Zu den alloantigen-unabhédngigen Faktoren zdhlen unter anderem der Hirntod des
Spenders, der Ischdmie- und Reperfusionsschaden sowie die Konservierung des
Transplantates.

Im Zentrum der alloantigen-abhidngigen Faktoren, mit denen sich diese Studie
hauptséchlich befasst, steht das MHC-System (beim Menschen auch als HLA (human

leukocyte antigen) benannt). Es liefert den ersten Ansatz zur Fremderkennung.

1.4.1 Die Fremderkennung

Am Anfang des AbstoBungsprozesses steht die Fremderkennung des Transplantates
anhand der Alloantigene. Hierbei handelt es sich um Glykoproteine, die sich bei den
einzelnen Individuen unterscheiden. Die bekanntesten sind die Blutgruppenantigene des
ABO- und des Rhesus-Systems. Bei der Transplantation solider Organe wird die
Fremderkennung durch die Aktivierung der T-Zellen durch die ,major
histocompatibility complex (MHC)*“-Molekiile auf der Oberfliche des Spenderorganes
vermittelt [11] [12]. Bei diesen Komplexen handelt es sich um hochpolymorphe
Zelloberflachenproteine, die nur bei eineiigen Zwillingen und bei Inzuchttieren gleich
sind. Das Wissen iiber diese Molekiile und der Versuch, die MHC-Molekiile des
Spenders und des Empfangers aufeinander abzustimmen, konnten die Erfolgsrate der
Transplantation signifikant steigern.

Die physiologische Bedeutung dieser polymorphen Genprodukte liegt in der
Prasentation pepiderger Antigene, damit diese von entsprechenden T-Zell Rezeptor-
proteinen erkannt werden konnen. Die MHC-Komplexe besitzen eine breit gefacherte
Spezifitdt fiir Peptide, so dass sie mehrere verschiedene Peptide binden konnen. Sie
gehen aber zur selben Zeit immer nur mit einem Peptid eine Bindung ein, die aufgrund
der hohen Affinitit iiber einen ausreichend langen Zeitraum besteht, um die Erkennung
durch die T-Zellen zu ermoglichen. Die Molekiile der Klasse I (MHC I) sind auf allen
kernhaltigen Zellen sowie Thrombozyten zu finden; sie prisentieren intrazelluldr
verarbeitete Antigene den CD8" T-Zellen [13]. Die MHC-II Molekiile befinden sich in
der Membran von mononukledren Phagozyten und B-Lymphozyten, welche die

Antigene iiber Endozytose aufnehmen und den CD4" T-Zellen, eingebettet im MHC-II-



Komplex, prasentieren [14].

Man kann die direkte und die indirekte Erkennung der so genannten Alloantigene
unterscheiden [15].

Bei der direkten Fremderkennung werden die antigen priasentierende Zellen (APZ) des
Spenders, die als sog. ,,Passagier-Leukozyten* mittransplantiert werden, von den T-
Zellen des Empfingers als fremd erkannt. Dies erfolgt iiber die Erkennung der MHC-
Komplexe auf den APZ durch die T-Zell-Rezeptoren. Dies ist mdglich, da die allogenen
MHC-Molekiile den ,,eigenen* des Empfangers zum einen in ihrer Struktur dhneln und
so an die T-Zellen binden konnen. Da sie aber auf der anderen Seite von den MHC-
Komplexen des Empfangers abweichen, werden sie dann als ,,fremde* allogene
Molekiile erkannt und die T-Zelle wird aktiviert.

Bei dem indirekten Weg werden Allopeptide, d.h. Proteinstrukturen des Spenders von
APZ des Emféingers erkannt und in die Zelle aufgenommen. Nach der intrazelluldren
Verarbeitung dieser Peptide werden diese in den eigenen MHC-Komplexen eingebettet
und an die Zelloberfliche gebracht, um dort zur weiteren Aktivierung des
Immunsystems den T-Zellen prisentiert zu werden. Nur in Kombination mit dem
eigenen MHC-Komplex ist die T-Zelle imstande, die fremden Peptide zu erkennen und

aktiviert zu werden.

1.4.2 Kostimulation

Zur vollstindigen Aktivierung von T-Zellen ist neben dem MHC-vermittelten und
Antigen-abhingigen ersten Signal ein weiteres sog. Kostimulationssignal notwendig.
Wird eine T-Zelle nur durch das erste Signal stimuliert, kommt es nicht zur
Aktivierung, sondern die T-Zelle verfillt in den Zustand der Anergie [16] [17] [18]
[19]. In diesem Zustand sind lebende T-Zellen nicht in der Lage, auf einen optimalen
Antigenreiz mit der Produktion von IL-2 und einer Expansion zu reagieren. In diesen
Zellen kommt es auch nicht zur sonst erwarteten Aktivierung einer Reihe von fiir die
Induktion der AbstoBungskaskade entscheidenden Transkriptionsfaktoren wie z.B.
ERK, NF-AT oder AP-1 [18]. Die Kostimulation erfolgt durch Rezeptor-Liganden-
Paare wie z.B. das CD-28-Molekiil auf den T-Zellen des Empfingers und dem
dazugehorigen Partner, dem B7 (B7-1, oder B7-2) Molekiil auf den APZ. Einen
weiteren wichtigen Schritt zur vollstindigen Aktivierung der T-Zellen stellt die
Interaktion des CD40 Molekiils mit seinem Liganden, dem CD40L (oder CD154) dar.
CDA40L ist ein Mitglied der “Tumor necrosis factor* Familie und die Expression dieses

Molekiils auf der Oberfldche der T-Zellen wird unmittelbar nach Aktivierung des T-Zell
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Rezeptors hochreguliert [20]. Die Interaktion von CD40 und CD40L spielt eine zentrale
Rolle fiir die Immunantwort durch den Einfluss auf die Hochregulation der
Kostimulationsmolekiile, die fiir die Proliferation und die Differenzierung der T-Zellen
notwendig sind, so dass eine Blockade der CD40/CD40L-Interaktion konsequenter-
weise in der Anergie der T-Zellen endet [21](siehe Abb. 1).

APZ T-Zelle Aktivierte T-Zelle

-IL-2 Produktion
—> -Proliferation
-klonale Expansion
MHC TCR
<[ _> A ;
nergie

CD4o0L

CD40 CD4o0L

Abb. 1: Das Prinzip der Kostimulation: Nur wenn die T-Zelle durch die antigen prdsentierende
Zelle (APZ) sowohl von dem sog. ,,ersten Signal*, das vom MHC-Komplex prdsentiert und von
dem T-Zell-Rezeptor (TCR) erkannt wird, als auch von dem kostimulatorischen Signal (,, zweites
Signal“; hier als Beispiel das CD40, welches mit dem CD40L auf der T-Zelle interagiert)
aktiviert wird, kommt es zur vollstindigen Stimulation der Zelle (obere Zeile). Fehlt das
kostimulatorische Signal, verfdllt die T-Zelle in den Zustand der Anergie, d.h., die Produktion
von Botenstoffen (z.B. IL-2) und die weitere Proliferation und Expansion der T-Zellen entfallen
(untere Zeile).

Die Blockade der Kostimulation fiihrte in Tierexperimenten zu einer Verlangerung des
Transplantatiiberlebens, bzw. konnte dadurch ein Langzeittransplantatiiberleben (d.h.
Uberleben des Transplantates bis Studienende) induziert werden [22] [23] [24] [25].
Folgestudien haben gezeigt, dass der Erfolg der Inhibition der Kostimulation von dem
zu transplantierenden Organ und im Speziellen von der Anzahl der im Organ
vorhandenen APZ abhéngig ist [25]. Auch der Einsatz spezifischer Antikorper gegen
CDA40L in Transplantationsmodellen scheint sehr vielversprechend [26].

Neben dieser gegenseitigen Stimulation nur zweier Zellarten (cis-Stimulation) hat man

in den letzten Jahren auch die Bedeutung der Kostimulation iiber dritte Zellen erkannt
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(trans-Stimulation). Hierbei kommt das kostimulatorische Signal nicht direkt von der
APZ, sondern die Interaktion mit einer dritten Zelle (z.B. Endothelzellen oder

dendritische Zellen) fiihrt zur vollstindigen Stimulation oder weiter reichenden

Aktivierung der T-Zelle (siche Abb. 2).

APZ T-Zelle
MHC TCR

Abb. 2: Die trans—Kostimulation: Das kostimulatorische Signal (hier als Beispiel CD40/
CD40L) kann nicht nur zusammen mit dem sog. ,,ersten Signal” (MHC/TCR Interaction) von
der antigen prdsentierenden Zelle (APZ) vermittelt werden (cis-Kostimulation, siehe Abb. 1),
sondern auch andere Zellen, wie z.B. Endothelzellen konnen iiber die sog. trans-Kostimulation
den Aktivierungsgrad der T-Zelle beeinflussen.

Mandelbrot konnte 2001 nachweisen, dass die alleinige trans-Kostimulation ebenso
effektiv T-Zellen aktivieren kann wie die Kostimulation in cis [27].

Auf Endothelzellen kann es, cytokin-vermittelt, zu einer starken Erhhung der sonst nur
schwach vorhandenen CD40 Expression kommen [28]. Diese erhdhte Expression von
CD40 konnte in Transplantatbiopsien auf den Endothelzellen der Gefdlle und auf den
infiltrierenden Leukozyten nachgewiesen werden [29].

Bei vollstindiger Aktivierung der T-Zellen kommt es zur Produktion einer Reihe von
Cytokinen und Chemokinen, die die AbstoBungskaskade induzieren. Die intrazelluldre
Signaltransduktion dieser Prozesse wird hauptsdchlich iiber die Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren vermittelt.

1.4.3 Transkriptionsfaktoren

Fiir die intrazelluldre Signaliibertragung und die Regulierung der Produktion zahlreicher

Proteine stellen Transkriptionsfaktoren eine zentrale Rolle dar. Diese werden durch
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duBere Stimuli liber membranstindige Rezeptoren aktiviert mit nachgeschalteter
Translokation des Transkriptionsfaktors aus dem Cytoplasma in den Zellkern. Hier
binden sie an der Promotorregion von Genen und beeinflussen die Transkription der

entsprechenden mRNA (siche Abb. 3).

Stimulus (IFN)

Abb. 3: Schematische Wirkungsweise eines Transkriptionsfaktors am Beispiel von STAT-1
und dem Zielgen CD40: Durch einen externen Stimulus (z.B.: IFNy) kommt es Rezeptor
vermittelt (IFN-R) zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors durch Januskinasen (JAK).
Diese aktive Form des Transkriptionsfaktors transloziert in den Nucleus, wo sie an der
Promotorregion (cis) bindet, um die Transkription der Zielgene zu initiieren (hier als Beispiel
das Zielgen und die Transkription von CD 40).

1.4.4 Die Transkriptionsfaktoren STAT-1 und AP-1

Die beiden Transkriptionsfaktoren AP-1 und STAT-1 spielen eine Schliisselrolle im
Rahmen der T-Zell Aktivierung [30] [31]. Die Inhibition der Transkriptionsfaktoren
STAT-1 und AP-1 als therapeutische Option wurde in mehreren Studien untersucht [32]
[33] [34].

1.4.4.1 Signal transducer and activator of transcription-1

Die STAT-Familie umfasst eine Gruppe von mehreren Transkriptionsfaktoren

(STAT 1-6). Diese Proteine, die als Homo- oder Heterodimere auftreten konnen, sind an
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der Integration und Verarbeitung von cytokin-vermittelten Signalen beteiligt. Die sehr
gut erforschte Signaltransduktion lduft nach folgendem Schema ab: An den Typ-I und
Typ-II Doménen der Cytokinrezeptoren im Cytoplasma sind spezielle Enzyme, die sog.
Januskinasen, angelagert. Bindet nun ein Cytokin und fiihrt so zu einer Vereinigung der
beiden Anteile des Rezeptors, werden die Januskinasen durch eine
Transphosphorylation aktiviert und sorgen ihrerseits flir eine Phosphorylierung der
cytoplasmatischen Rezeptoranteile. Diese aktivierten Rezeptor-Verbindungen kénnen
von STAT-Proteinen erkannt werden, die sich im Cytosol befinden. Auf diese Weise
werden zwei gleiche oder meist verschiedene STAT-Proteine an den Januskinasen
angelagert und von den Enzymen phosphoryliert. Die beiden STAT-Proteine
dimerisieren nach der Aktivierung und dissoziieren als Verbund wieder vom
Rezeptorkomplex. Das Dimer kann nun in den Kern wandern und dort an der
Promotorregion der DNA binden und so die Transkription von Genen beeinflussen.

Die STAT Proteine reagieren grofltenteils spezifisch auf die Stimulation eines
bestimmten Cytokins. So spielt STAT-1 eine zentrale Rolle in der iiber IFN-y
vermittelten Immunantwort [35] [36]. Die IFN-y-induzierte Expression des zentralen
Adhisionsmolekiils ICAM-1 wird intrazelluldr von dem Transkriptionsfaktor STAT-1
reguliert [37]. IFN-y induziert auch die Expression der fiir die Immunantwort wichtigen
MHC-II-Komplexe auf den Endothelzellen. Dies ist auf transkriptioneller Ebene
STAT-1 getriggert [38]. Dariiber hinaus wird der apoptotische Zelltod nach Ischimie-
und Reperfusionsschaden mit der Signaltransduktion von STAT-1 in Verbindung
gebracht [39] [40] [41]. STAT-1 spielt auch eine wichtige Rolle fiir die endotheliale
CD40-Expression. So ist die cytokin-induzierte Hochregulation dieses Molekiils STAT-
1 vermittelt [34].

1.4.4.2 Activation protein-1

Die Familie des Transkriptionsfaktors AP-1 kann in drei Untergruppen unterteilt
werden:

1. Die Jun-Familie (v-Jun, c-Jun, JunB, JunD),

2. Die Fos-Proteine (v-Fos, c-Fos, FosB, Fral, Fra2)

3. Die Gruppe der Aktivierungsfaktoren (ATF-2, ATF-3, B-ATF)
Diese Untergruppen konnen verschiedene Formen von Homo- und Heterodimeren
bilden [42]. AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der in vielen Zellen vorkommt, aber

speziell in aktivierten T-Zellen zu finden ist. So kommt es T-Zell-Rezeptor vermittelt
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zur Anhdufung von AP-1 im Nukleus von T-Zellen. Auch in der Friihphase der akuten
AbstoBung kann die Induktion des Transkriptionsfaktors AP-1 nachgewiesen werden.
Wiéhrend der Ischdmie- und Reperfusionsphase wird dieser intrazelluldre Botenstoff
aktiviert [43] und ist in besonders konzentrierter Form in den Endothelzellen der Gefille
zu finden [44]. Dies wird mit dem Auftreten von reaktiven Sauerstoffradikalen in
Verbindung gebracht [45]. AuBBerdem kommt es nur durch das Zusammenspiel von
AP-1 und einem weiteren Transkriptionsfaktor, NFAT, zu der Produktion von IL-2,
eines der zentralen Cytokine der TransplantatabstoBung [46]. Aber auch eine Reihe
weiterer Interleukine (z.B. IL-4) und der fiir die Apoptose relevante Ligand FasL
werden hinsichtlich ihrer Expression in T-Zellen von dem Zusammenspiel der beiden
Transkriptionsfaktoren kontrolliert. Weiterhin konnte in /n-vitro Versuchen gezeigt
werden, dass die basale Expression des CD40-Molekiils in Endothelzellen von der AP-1
-Aktivitdt abhingig ist [34]. Die zentrale Rolle dieses Transkriptionsfaktors fiir die
Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten zeigt sich insbesondere dadurch,
dass die Inhibition von AP-1 einen molekularen Mechanismus fiir die klonale Anergie
darstellt [47]. So werden eine Reihe weiterer Zell-zu-Zell-Interaktionen erst tiber die

Aktivierung dieser intrazelluliren Botenstoffe in Gang gesetzt.

1.5 Adhdsionsmolekiile

Zu den klassischen Vermittlern von Zell-zu-Zell-Interaktionen z&hlen die Adhésions-
molekiile, da sie den dichten Kontakt einer Zelle zu einer zweiten bewirken. Als
Adhiésionsmolekiile werden Proteine bezeichnet, die auf der Zelloberfliche von Zellen
wie z.B. Endothelzellen exprimiert werden. Damit kénnen diese Molekiile unter
anderem Leukozyten das Eindringen in das Zielgewebe ermdglichen. Man unterteilt sie
in unterschiedliche Familien. Als wichtigste seien hier nur die Selektine und Vertreter
der Immunglobulin-Superfamilie (Ig-Superfamilie = Integrine) erwdhnt. Bei beiden
handelt es sich um transmembrane Glykoproteine, die im Zusammenspiel die Adhésion
und Migration von Zellen ermdoglichen. Beziiglich der Diapedese phagozytierender
Blutzellen vermitteln Selektine in erster Linie eine schwache, reversible Bindung der
Leukozyten an der GefdBwand [48]. Die wichtigsten Vertreter von endothelialer Seite
sind P-Selektin, welches bereits vorgebildet in sog. ,,Weibel bodies* gespeichert wird
[48] und somit innerhalb von Sekunden an die Zelloberfliche gebracht werden kann
und das E-Selektin, welches ausschlieSlich von Endothelzellen nach Induktion durch

Cytokine gebildet wird [48] [49, 50].
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Die Mitglieder der Ig-Superfamilie, zu deren wichtigsten Vertretern das intrazellulére
Adhésionsmolekiil-1 (ICAM-1) und das vaskuldre Adhasionsmolekiil-1 (VCAM-1)
gehoren, vermitteln nun die feste Adhédsion und die transendotheliale Migration der
Leukozyten [48] [51]. Diese Molekiile werden wéhrend unterschiedlicher
inflammatorischer Prozesse nach Aktivierung exprimiert und gelten als zentrale
Vermittler der Bindung zwischen Leukozyten und Endothelzellen [52].

Damit nun Abwehrzellen wie Leukozyten und Monozyten ein Endothel durchdringen
konnen (=Diapedese), bedarf es des Zusammenspiels mehrerer Adhdsionsmolekiile. In
dieser Kaskade werden verschiedene Stadien unterschieden (sieche Abb. 4). Nach einer
initialen Aktivierung des Endothels durch inflammatorische Cytokine wie z.B. TNF-a
wird die Bildung von Selektinen induziert. Die schwache Bindung der Selektine wird
ohne die Adhidsion durch weitere Molekiile durch den Blutfluss immer wieder geldst
und es kommt so zu dem Entlangrollen der Leukozyten, dem sog. ,,Rolling®, welches
zur Verlangsamung der Zellen fiihrt und damit als erster Schritt zur Adhédsion gilt.
Danach vermitteln endotheliale Oberflachenrezeptoren (z.B. ICAM-1 und VCAM-1)
und ihre Gegenspieler auf den immunkompetenten Zellen (z.B. LFA-1 und VLA-4) erst
die irreversible Bindung, welches als ,,Sticking® bezeichnet wird. Nun kénnen sich die
anhaftenden Blutzellen ausbreiten (,,Spreading®) und letztendlich die GefaBwand
transmigrieren (siche Abb. 4).

Soweit bekannt, findet diese Rekrutierung der Leukozyten wéhrend der
TransplantatabstoBung nach gleichem Muster statt [53]. Man konnte sowohl in
Tiermodellen als auch bei Bioptaten aus humanen Transplantaten im Rahmen der
akuten AbstoBung die Expression von Adhdsionsmolekiilen feststellen. Durch die
gezielte  Blockade  dieser  Oberflichenmolekiile  konnte =~ sowohl  das
Transplantatiiberleben verldngert als auch die Ausbildung der Transplantat-
vasculopathie vermindert werden [54] [55], indem die Infiltration der Transplantate

inhibiert wurde.
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Rolling Adhasion spreading Migration

Blutflus

/LSialyl-Lewis Rest u LFA-1 A YLA-4
O E-Selektin ' ICAM-1 @ YCAM-1

Abb. 4: Zusammenspiel der Adhdisionsmolekiile im Rahmen der Diapedese: Zuerst kommt es
durch Mitglieder der Selektin Familie (hier z.B. E-Selektin auf dem Endothel und Sialyl-Lewis-
Rest auf dem Leukozyten) zu einer lockeren Bindung und dem Entlangrollen der Leukozyten an
der Gefipwand (,Rolling”). Erst durch Vertreter der Ig-Superfamilie(=Integrine)(Beispiel
ICAM-1 und VCAM-1 endothelial und LFA-1 und VLA-4 auf zelluldiirer Seite) wird die Adhdsion
so gefestigt, dass sich die Leukozyten an der GefdifSwand anheften (,,Adhdsion*), sich aus-
breiten (,, Spreading ) und schlieflich das Endothel durchdringen kénnen (,, Migration ).

1.6 Cytokine und Chemokine

Wihrend der Infiltration des Transplantates durch immunkompetente Zellen kommt es
zur Produktion von Cytokinen wie z.B. Interferon (IFN)-y oder Interleukin-2 (IL-2) [56]
[57]. Diese Polypeptide werden in Folge eines Antigenreizes von immunkompetenten
Zellen freigesetzt. Dadurch werden Effektormechanismen der akuten Abstofung
induziert.

Das von aktivierten T-Zellen produzierte IL-2 ist ein Wachstumsfaktor fiir antigen-

stimulierte T-Zellen und verantwortlich fiir die klonale Expansion und die Proliferation
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von T-Zellen. Die zentrale Rolle zeigt sich dadurch, dass es durch eine Inhibition von
IL-2 zur Toleranzinduktion kommen kann [58] und die Beeinflussung der Expression
des IL-2-Rezeptors in Tierexperimenten die akute AbstoBung unterdriickte [59] [60].
Dariiber hinaus werden Antikorper gegen den Rezeptor dieses zentralen Interleukins im
Rahmen der Infusionstherapie sowie bei der akuten TransplantatabstoBung thera-
peutisch eingesetzt [61].

IFN-y wird von aktivierten T-Lymphozyten und natiirlichen Killerzellen produziert. Die
Hauptfunktion von IFN-y ist die Aktivierung von Makrophagen, sowohl wéhrend der
angeborenen als auch bei der adaptierten zellvermittelten Immunantwort. Zuséitzlich
spielt IFN-y eine Rolle bei der T-Zell-Differenzierung. Darliber hinaus kann die
Expression des Adhdsionsmolekiils ICAM-1 durch INF-y induziert werden [37]. INF-y
vermittelt zusitzlich die Expression der fiir die Immunantwort wichtigen MHC-II-
Komplexe auf den Endothelzellen [38].

Eine spezielle Gruppe der Cytokine mit einer weitreichenden Homologie sind die
Chemokine. Dieser Name leitet sich von der Tatsache ab, dass sie hauptsichlich
chemotaktische Wirkung besitzen. Chemokine werden von einer weitreichenden Zahl
verschiedener Zellen wie stimulierten Makrophagen, T-Zellen oder cytokinaktivierten
Endothelzellen produziert.

Ein wichtiger Vertreter dieser Familie ist das ,,Monocyte chemoattractant protein®
(MCP)- 1 [62]. Dieses Chemokin spielt eine wichtige Rolle in der unspezifischen
Immunantwort. So vermittelt MCP-1 die Rekrutierung von CD4" und CD8" T-Zellen
und Monozyten aus den Gefdflen in das extravasale Gewebe. Damit spielt dieses
Chemokin eine zentrale Rolle bei der Vermittlung der Infiltration des Transplantates
und bei der Induktion der zellvermittelten Effektormechanismen, die zur Zerstorung des

Organs fithren konnen.

1.7 Effektormechanismen der akuten Transplantatabstofiung

Unterschiedliche Effektormechanismen vermitteln die TransplantatabstoBung. Dabei
spielen verschiedene Zellen eine Rolle [63] [12]. Eine Form der Transplantatzerstrung
wird durch die direkte Zytotoxizitdt von natiirlichen Killerzellen verursacht. Diese
Zellen sezernieren Substanzen, die die Zellmembran der Zielzellen lysieren und damit
deren Untergang induzieren. Aber auch CD8" T-Zellen kénnen zur direkten Zerstorung
des Transplantatgewebes fithren, indem sie auf der einen Seite iiber die Freisetzung von

Granenzym B und Perforin [64] durch Erhdhung der Membranpermeabilitit zur
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osmotischen Zerstorung der Zellen fithren [65] oder iiber den Fas/Fas-Ligand-
Mechanismus [66] zur Induktion der Apoptose, dem programmierten Zelltod, beitragen.
Bei der Apoptose von Zellen kommt es nach der Stimulation von Zellrezeptoren iiber
intrazelluldre Signalkaskaden zur Defragmentierung der DNA durch Endonukleasen
und zum Schrumpfen des Zellkernes. Damit wird im Gegensatz zur Nekrose die Zelle
durch eigene intrazellulire Mechanismen gesteuert zerstdrt (zur Ubersicht: [67] [68]
[69]. Dieser geregelte Zellabbau spielt eine grofe Rolle bei vielen physiologischen
Umbauprozessen des Korpers. Dariiber himaus konnte bei vielen pathologischen
Prozessen und im Zeitverlauf sowohl der akuten als auch der chronischen Abstoung
ebenfalls eine Erhohung der Apoptoserate und damit eine Storung des Gleichgewichts
von Zellab- und aufbau festgestellt werden [70] [71] [72].

Auch nicht direkt durch Alloantigene aktivierte, sondern unspezifisch stimulierte
Zellen, wie z.B. durch Chemokine (z.B. MCP-1) angelockte Monozyten und
eosinophile Leukozyten, konnen das Transplantat schiddigen. Makrophagen konnen
toxische Molekiile freisetzen, wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO), eine hoch reaktive
Substanz, die iiber die Dilatation von GefiBen zu Odemen fithrt und in hohen
Konzentrationen direkt zytotoxisch wirkt. Die Rolle von NO wird allerdings sehr
kontrovers diskutiert, da es als Vasodilatator an vielen physiologischen Prozessen
beteiligt ist und somit auch einen positiven Einfluss auf pathologische Geschehen hat
wie z.B. wihrend der Ischdmie- und Reperfusionsphase des Transplantates [73] [74].
Das von der hauptsédchlich in Makrophagen exprimierten, induzierbaren Form der NO-
Synthetase (iNOS) produzierte NO tritt bei vielen inflammatorischen Prozessen auf und
wird im Zusammenhang mit der akuten AbstoBung zusitzlich mit der Induktion der
Apoptose und damit der Schidigung des Transplantates in Verbindung gebracht [70]
[75] [71].

1.8 Die Erforschung der Transplantatabstoffung durch den Einsatg
von Tiermodellen

Um nun dieses multifaktorielle Geschehen der akuten TransplantatabstoBung zu
erforschen, stellen Tiermodelle eine Moglichkeit dar, Grunderkenntnisse aus der
Forschung mit Zellkulturen in einem komplexen, immunologischen Umfeld zu testen.
Es gibt verschiedene Tiermodelle: z.B. Maus-, Ratten- und Schweine-Transplantations-
modelle. Die etablierten Transplantationsmodelle bei Ratten bieten dabei mehrere

Vorteile: Bei Ratten handelt es sich um Tiere, die in genetisch genau definierten
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Inzuchtlinien verfligbar sind. Zusétzlich bietet die GroBe der Tiere im Vergleich zu
Maiusen den Vorteil, dass die Operation technisch einfacher und so mit einer hoheren
Erfolgsquote zu rechnen ist. Die Tiere sind dariiber hinaus im Vergleich zu Schweinen
relativ einfach artgerecht zu halten.

Bei dem hier gewidhlten Modell handelt es sich um ein heterotopes Transplantations-
modell (Erstbeschreibung von Ono et al. 1969 [76]), d.h., das Spenderherz wird in das
Abdomen des Empfingers transplantiert. Diese etablierte Technik gibt es in mehreren
Operationsvarianten. So gibt es die Technik, dass das Transplantat mittels eines
Verbindungsstiickes (sog. Cuff) im Austausch mit einer Niere in das Abdomen
eingebracht wird. Bei der hier benutzten Methode wird das Herz ohne Hilfsmittel durch
zwei End-zu-Seit Anastomosen caudal der GefdBabgéinge der Nieren an die groBen

Bauchgefi3e angeschlossen.

Abb. 5: Das heterotop trans-
plantierte Herz: Die Stiimpfe der
grofien  Gefiffe des Trans-
plantates (Aorta =,, Donor aorta*
und Truncus Pulmonalis=Donor
pulmonary artery) werden an die
grofien Bauchgefdffe des Em-
pfdngers angeschlossen (aorta
ab-dominalis=,, Recipient aorta*
und vena cava caudalis =, 1VC*)
(aus:  Handbook of Animal
Models in Transplantation Re-
search, Donald V Cramer et
al.1994)

Damit erhdlt man ein ,,non working heart” Modell, d.h., dass das Transplantat nicht
gegen den physiologischen Druck schldgt. Dies spielt fiir die immunologischen
Untersuchungen nur eine untergeordnete Rolle.

Trotzdem sollte erwéhnt werden, dass es auch Bemiihungen gibt, die Abweichung des
Modells von den physiologischen Bedingungen durch chirurgische Modifikationen zu

beheben [77].
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1.9 Therapeutische Ansitze zur Modulation der akuten Abstofjung

Das Organ vor Schiden durch das Immunsystem des Empféngers zu schiitzen und
gleichzeitig die Immunabwehr in Bezug auf andere antigene Reize moglichst
unbeeinflusst zu lassen und so die Gefahr der erhohten Infektionsrate bei dem Patienten
zu minimieren, das ist die Aufgabe der immunsuppressiven Therapie fiir den
Transplantatempfinger. Ein Hauptziel fiir die therapeutischen Ansitze sind die T-Zellen
des Empfangers, da sie im Mittelpunkt der Immunantwort stehen. Durch die
Entdeckung des Immunsupressivums Cyclosporin A (CsA), welches erstmals 1978 bei
einer Nierentransplantation klinisch eingesetzt wurde [78] [79], war es moglich, die
Vorginge der akuten TransplantatabstoBung sehr effektiv zu unterdriicken. CsA, ein
Calcineurin Inhibitor, verhindert in erster Linie die Produktion des Cytokins Interleukin
(IL)-2, welches, wie schon erwihnt, eine zentrale Rolle in der T-Zell-Aktivierung und
-Proliferation spielt [80] [81]. Dies wird {iber die direkte Beeinflussung der
intrazelluldren Signaltransduktion bewirkt. CsA inhibiert einen Transkriptionsfaktor,
den ,nukledren Faktor von aktivierten Zellen“ (NFAT), der die Transkription einer
Reihe von Proteinen und Cytokinen reguliert. Im Vergleich zu den bisher eingesetzten
Immunsuppressiva, wie z.B. Azathioprin [82] und den antiinflammatorischen Steroiden,
wirkt CsA direkt auf T-Lymphozyten. Die Infektionsrate bei den Empfiangern konnte so
trotz ausreichender Immunsuppression stark gesenkt werden. Die Immunsuppression,
basierend auf der Calcineurin Inhibition, stellt auch heute noch mit einem Anteil von
iiber 80% einen der Eckpfeiler der post-operativen Therapie dar [4].

Trotzdem kommt es innerhalb der ersten Tage und Wochen auch unter der auf
Calcineurin Inhibition basierenden immunsuppressiven Therapie mit einer Frequenz
von 1,3 Episoden zur akuten AbstoBung im ersten Jahr post transplantationem [83] [84]
[85], wobei es auch spéter noch zu akuten AbstoBungsperioden kommen kann. Sowohl
laut Single-Center- [86] [87] als auch nach Multi-Center-Studien [88], Ende der 90iger
Jahre, kommt es bei Patienten, die eine CsA-basierte immunsuppressive Therapie
erhalten, mit einer fast 100%igen Inzidenz zu akuten AbstoBungsepisoden.

Um diese Immunsuppression nun zu verbessern, wurden sowohl in Tierversuchs-
modellen als auch in Studien an Patienten eine Reihe von unterstiitzenden Maflnahmen
getestet. Uber die Blockade der Kostimulation konnte in Studien Toleranz induziert und

das Uberleben von Transplantaten verlingert werden [22]. Nicht nur die direkte



-17 -

Kostimulation der T-Zellen (cis-Kostimulation), sondern auch die sog. trans-
Kostimulation z.B. durch Endothelzellen spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der
Aktivierung der transmigrierenden, das Transplantat infiltrierenden Zellen.

Das Endothel des Transplantates bildet die erste Zellbarriere, die von Seiten des
transplantierten Fremdgewebes in Kontakt zu dem Empfangerblut tritt. Damit steht und
stand das Transplantatendothel immer wieder im Zentrum von Untersuchungen [89].
Nicht nur die Auswirkung auf die das Endothel durchwandernden Zellen, sondern
gerade auch die Mechanismen, die dieses Eindringen der Abwehrzellen iiberhaupt
ermoglichen, stellen ein viel versprechendes Ziel fiir die Transplantatprotektion dar. So
konnten direkte Antikdrper gegen die auf den Endothelzellen exprimierten
Adhésionsmolekiile sowohl in akuten wie auch in chronischen AbstoBungsmodellen das
Transplantatiiberleben verldngern [90] [91] [92] [93].

Trotz dieser Versuche, die AbstoBungskaskade direkt nach erfolgter Transplantation zu
stoppen, stellen sowohl akute AbstoBungsperioden als auch die chronische
Transplantatdysfunktion prasente Probleme in der aktuellen Transplantationsmedizin
dar. Daher gilt es, die Suche nach neuen Strategien zur Verhinderung der
TransplantatabstoBung und damit verbunden ein tiefer greifendes Verstdndnis der
Pathomechanismen weiter fortzufiihren.

Im Zentrum der hier beschriebenen Studie stand die Frage, inwieweit durch zwei
unterschiedliche Strategien das Transplantat so frith wie mdglich vor jeglichem Schaden
geschiitzt und somit die Pathomechanismen der akuten AbstoBung positiv beeinflusst

werden kann.

1.9.1 3-Deazaadenosin (c3Ado)

Ist das Immunsystem aktiviert, kommt es zur Synthese zahlreicher Botenstoffe, die die
Abstofungskaskade in Gang setzten. Damit diese Vorgénge liberhaupt ablaufen kénnen,
spielt die Energielibertragung eine zentrale Rolle. Diese wird meist durch die
Ubertragung von aktiven Phosphatverbindungen in Phosphorylierungreaktionen
bewirkt. Daneben kommt es bei der Biosynthese gehiuft zur Ubertragung von
Methylgruppen. Diese stammen meistens als sog. ,,aktive Methylgruppen® aus dem
Methylierungszyklus, in dem das Methionin die zentrale Rolle spielt. Die
Methylgruppen werden zum einen, wie bereits erwédhnt, zur Biosynthese bendtigt;
zusitzlich wird durch die Methylierung der Phospholipide in den Zellmembranen deren
Durchléssigkeit erhoht. Auch im Verlauf des Zellwachstums und der Zell-

differenzierung kommt es zu Methylierungsreaktionen. Durch die Bindung einer
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Methylgruppe an den Enden von mRNA Stringen werden diese zum einen vor ihrem
Abbau geschiitzt und zum andern die Translationsrate erhoht [94].

C3Ado ist als Adenosin-Analogon in erster Linie bekannt als Methylierungsinhibitor.

Abb. 6: Die Wirkung von c3Ado auf den Methylierungszyklus: Wenn c3Ado als Adenosin-
Analogon als Substrat im Uberschuf3 zur Verfiigung steht, kommt es zur Verschiebung des
Reaktionsgleichgewichts im Methylierungszyklus. Dadurch wird die Hydrolyse von S-adenosyl-
homocystein verhindert und durch dessen Anreicherung kommt es zur Umkehr der
Methylierungsreaktion. Damit wird die Abgabe der Methylgruppen gehemmt.

Wie bei zahlreichen chemischen Reaktionen kann auch die Umsetzung von S-adenosyl-
homocystein zu Homocystein + Adenosin in die entgegengesetzte Richtung stattfinden
und es kommt zu einem Reaktionsgleichgewicht. Daher kann c3Ado, indem es als
Adenosin-Analogon als Substrat fiir S-Adenosylhomocystein im UberfluB zur
Verfligung steht, das Gleichgewicht verschieben und damit den Methylierungszyklus
blockieren und die Abgabe der Methylgruppen verhindern.

Neben der Inhibition von Methylierungsreaktionen zeigte c3Ado in /n-vitro-Versuchen
antiinflammatorische und immunmodulatorische Fahigkeiten. So konnte durch c3Ado
die TNF-o-induzierte Expression von Adhidsionsmolekiilen inhibiert werden [95].
Zusitzlich schwichte c3Ado das chemotaktische Potenzial von polymorphkernigen

neutrophilen Granulozyten und die Phagozytose-Féahigkeit von Monozyten/Makro-
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phagen [96]. Dariiber hinaus inhibierte in anderen /n-vitro Studien c3Ado die durch
LPS induzierte Liberation von TNF-a und IL- von Leukozyten [97] und verhinderte
die Produktion von Arachidonsdure und reaktiven Sauerstoffradikalen [98] [99].

Die hohe In-vivo Effektivitidt dieser Substanz zeigte sich in einem Ateriosklerose-
Modell. Die orale Gabe von c3Ado bei Maédusen inhibierte die Expression von
Adhésionsmolekiilen. Dadurch verminderte sich die Infiltration mononukledrer Zellen
und die Bildung von ateriosklerotischen Plaques [100]. Weiterhin wurde in einem
Ratten-Modell die durch LPS induzierte septische Kardiomyopathie durch die
intraperitoneale Gabe von c3Ado die myokardielle Dysfunktion verringert. Dies konnte
durch eine reduzierte Expression von Adhidsionsmolekiilen, minimierte NF-kB-
Aktivierung und Produktion von iNOS und ROS sowie Inhibition der TNF-a
Freisetzung erreicht werden [101]. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte, dass durch den
Einsatz von c3Ado der Ischdmie- und Reperfusionsschaden in einem isolierten
Lungenmodell verringert werden kann [102]. Sowohl in den /n-vitro Studien, als auch
in den In-vivo Studien zeigte c3Ado immer wieder die Fahigkeit, die Expression von
Adhésionsmolekiilen zu inhibieren. Diese spezifische Wirkung von c3Ado auf die
Endothelzellen konnte zur Verhinderung des initialen Organschadens nach Trans-

plantation von gro3em Interesse sein.

1.9.2 Inhibition der Transkriptionsfaktoren STAT-1 und AP-1

Im Zentrum der Untersuchungen stand die Frage, ob man durch die Inhibition der
Transkriptionsfaktoren =~ STAT-1 und AP-1 die initialen Vorginge der
AbstoBungskaskade beeinflussen und somit die Frithschidden durch die
TransplantatabstoBung minimieren kann. Dafiir griffen wir gezielt in die intrazelluldren
Prozesse der Zellen ein.

Zur Inhibition der beiden Transkriptionsfaktoren wurde die Decoy Technologie
verwandt. Hierbei werden Oligodesoxynukleotide (ODN), die in ihrer Sequenz der
Bindungsstelle des jeweiligen Transkriptionsfaktors an die DNA des Kerns entsprechen,
als ,,Koder (engl.: Decoy = Koder) fiir die Transkriptionsfaktoren eingesetzt. Dadurch
werden die Transkriptionsfaktoren intrazellulér abgefangen und kdnnen nicht mehr an
der DNA binden. Somit kann die Regulation der Zielgene des Transkriptionsfaktors
spezifisch inhibiert werden; zur Ubersicht: [103] [104] [105]. Daher steht die Methode
im Zentrum der Suche nach neuen therapeutischen Strategien [104] [105]. So konnte
mit dieser Methode die durch Ballondilatation initiierte Bildung einer Neointima durch

die Inhibition des Transkriptionsfaktors NF-kB vermindert werden [106]. Weiterhin
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konnten durch die Decoy-vermittelte Inhibition von NF-kB die Folgen von Ischdmie-
Reperfusionsschidden, die akute AbstoBung und die Ausprigung der Transplantat-
vasculopathie minimiert werden [107].

Mittels der fiir diese Studie bereitgestellten Decoys sollten nun die Bindungsstellen von
zwei verschiedenen Transskriptionsfaktoren blockiert werden, ,,signal transducer and

activator of transcription-1“ (STAT-1) und ,,activation protein-1*“ (AP-1).
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1.10 Ziel der Studie

Das Ziel der Studie war es, neue therapeutische Strategien zu untersuchen, um in einem
vollstindig allogenen und damit der klinischen Situation entsprechenden Herz-
transplantationsmodell den initialen Organschaden zu minimieren und damit die
Pathomechanismen der akuten TransplantatabstoBung zu beeinflussen. Daraus

resultierten folgende zentrale Fragen der Studie:

- I - Immunmodulation mit c3Ado

A) Beeinflusst der Einsatz der immunmodulatorischen Substanz c3Ado das
Transplantatiiberleben?

B) Fiihrt der Einsatz von c3Ado histologisch und molekularbiologisch zur
verminderten Expression von Adhésionsmolekiilen?

C) Kommt es durch den Einsatz von c3Ado zu einer Verdanderung der zelluldren
Infiltration der Transplantate?

D) Kommt es molekularbiologisch unter der c3Ado-Therapie in Bezug auf IL-2
und MCP-1 zu Verdnderungen im Transplantatgewebe?

- II — der Einsatz von STAT-1 und AP-1 Decoys

A) Wie wirkt sich der Einsatz von AP-1- und STAT-1-Decoys auf das
Transplantatiiberleben aus?

B) Ist der Einfluss spezifisch auf die Sequenz der Decoys zuriickzufiihren und
wo reichern sich die Decoys im Transplantatgewebe an?

C) Fiihrt der Eingriff in die intrazelluldre Signaltransduktion durch die AP-1-
und STAT-1-Decoys histologisch und molekularbiologisch zur verminderten
Expression von Adhdsionsmolekiilen?

D) Welchen Einfluss auf die Infiltration der Transplantate hat der Eingriff in die
intrazelluldre Signaltransduktion durch die AP-1- und STAT-1-Decoys?
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2 MATERIAL UND METHODEN

Materialliste
Geriite (alphabetisch):
Bio-Imaging Analyzer Biometra
Fluoreszenzmikroskop Leica
Kryostat Leica
Thermozykler Promega
UV-Luminometer Biometra

Verbrauchsmaterial (alphabetisch):

Eppendorf Tube®
Fertignahrung

Falcon-Rohrchen

Korkpléttchen
Perma-Handseide®
Prolene®
Safe-Lock-Tubes®
Tissue-Tek® O.C.T
Vicryl®

Chemikalien (in der Reihenfolge der Erwihnung im Text):

Isofluran Forene®

Ketamin Ketanest®
Xylazinhydrochlorid Rompun®

Isotone NaCl-Losung

c3Ado

Isopenthan

Aceton

Hématoxylin Himalaun®

Eosin

Resorchin-Fuchsin

Mouse polyclonal-anti-rat ICAM-1 1gG
Goat monoclonal-anti-human VCAM-1 IgG
Mouse monoclonal-anti-rat MHC II IgG
Mouse monoclonal-anti-rat ED 1 IgG
Mouse monoclonal anti-rat R73, TCR
alpha/beta IgG

Rabbit polyclonal-anti rat iNOS IgG

Tris-Base

Eppendorf

Altramin, Labortierservice
Becton Dickinson
Labware

Roth

Ethicon

Ethicon

Eppendorf

Sakura Fine Technical

Ethicon

Abbott
Insera
Bayer
Roth
Southern Research
Roth
Merck
Merck
Merck
Chroma
Seikagaku
Santa Cruz
Serotec
Serotec

Serotec

Santa Cruz

Sigma

Gottingen
Wetzlar
Wetzlar
Mannheim

Gottingen

Hamburg
Lage-Lippe

Franklin Lakes

Karlsruhe
Briissel
Briissel

Hamburg

Briissel

Wiesbaden
Freiburg
Leverkusen
Karlsruhe
Birmingham
Karlsruhe
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Kongen
Tokyo
Santa Cruz
Oxford
Oxford
Oxford

Santa Cruz

Deisenhofen

O U U o d

USA

BEL
BEL

BEL

O O U g

c

SA

O O U g o

Jap.
USA
GB
GB
GB

USA
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Tris-HCL

NaCl

rabbit polyclonal anti-mouse-1gG
Mouse monoclonal anti-goat IgG
Mouse monoclonal anti-rabbit IgG
APAAP-Komplex

Rattenserum

Neufuchsinhaltige Losung

Roti- Quick- Kit

Ethanol

Destilliertes Wasser

Random Primer

Puffer 5x

dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 10mM)
0,1 MDTT

Rnasin

RT

10x Taq

Taq

Primer:

IL-2

MCP-1

ICAM-1

VCAM-1

PBGD

Gel loading solution

Agarose Gel

Ethidiumbromid 1%

DNA/ Hinf I -Markers

DNA laddering kit

in situ cell death detection kit
Paraformaldehyd

Triton X®

0,1% Natriumcitrat

LPS

USB

Roth
DAKO
DAKO
DAKO
DAKO
Sigma
Merck
Roth

Roth
Baxter
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

Cleveland Ohio
Karlsruhe
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Deisenhofen
Darmstadt
Karlsruhe
Karlsruhe
Unterschleifheim
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Hamburg

USA

vl vl vilvilvE vl vElvEvEE vER v v v vER vl v v BN v

Freundliche Gabe von Dr. Randolf, Universitit Marburg

[108]

[109]

[109]

[110]
Sigma
Sigma
Roth
Promega
R&D Systems
Roche
Roth
Boehringer
Sigma

Sigma

Deisenhofen
Deisenhofen
Karlsruhe
Mannheim
Wiesbaden
Mannheim
Karlsruhe
Mannheim
Deisenhofen

Deisenhofen

vl vElvilvilvElvERvERvE v v/
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Verwendete Puffer

(Stammlosung/Verdiinnungen mit auqa Dest):

TRIS Puffer 1,8g Tris Base
13,7g Tris HCL

- 17,5g NaCL

- ad 2l aqua dest
- pH7.4-7.6

10xPBS: - 85gNaCL

- 10,7g Na,HPO4

- 3,9¢ NaH,PO4x 2H,0
- ad 1l aqua dest

- pH72

50xTAE - 242g Tris Base

- 57,1ml Eisessig

- 100ml 0,5M EDTA
- pH&.0

- ad 11l apua dest

2.1 Tierexperimenteller Teil

2.1.1 Versuchstiere

2.1.1.1 Herkunft der Tiere

Die in der Studie verwendeten Tiere wurden vom Tierzuchtlabor Harlan Winkelmann
(Borchen, Deutschland) bezogen. Alle Tiere waren laut Gesundheitszeugnis in Bezug
auf die fiir Labortiere standardisiert untersuchten Infektionskrankheiten gesund.

Minnliche Lewis (LEW, RTI1l) Inzuchtratten dienten als Empfangertiere fiir
Spenderherzen von méinnlichen Wistar-Furth (WF, RT1u) Inzuchtratten. Die Trans-
plantationen wurden durchgefiihrt, sobald die Tiere ein durchschnittliches Gewicht von
ca. 200g bei den Spendertieren (WF) und ca. 300g bei den Empfingertieren (LEW)

erreicht hatten.

2.1.1.2 Tierversuchsgenehmigung

Fir die Tierversuche lagen ,,Genehmigungen zur Durchfiihrung von Versuchen an
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Wirbeltieren® unter den Aktenzeichen AZ 24/2002 und AZ 38/2002 vor.

2.1.1.3 Tierhaltung

Wihrend der Versuchsdauer wurden die Ratten bis zum ersten Tag postoperativ einzeln,
danach zu zweit in Kéfigboxen in einem klimatisierten Tierstall (22°C bei mittlerer
Feuchte) mit konstantem Tag-Nacht-Rhythmus (12-Stunden-Rhythmus bei Beleuchtung
mit Leuchtstoffrohren) gehalten. In diesem Zeitraum, auch unmittelbar pra- und post-
operativ, erfolgte die Erndhrung mit Wasser aus Trinkflaschen und pelletierter
Fertignahrung, die jedem Tier jederzeit frei zugénglich war.

Die Pflege und Betreuung der Tiere (tdgliche Erneurung der Tranke und der Einstreu)

wurde von einer ausgebildeten Tierpflegerin durchgefiihrt.

2.1.2 Herztransplantation

2.1.2.1 Narkose

Alle Eingriffe wurden an narkotisierten Tieren durchgefiihrt. Die Kurzzeitnarkosen
wurden mit dem Inhalationsnarkotikum Isofluran vorgenommen, indem mit Isofluran
getrankte Tupfer in einer Atemmaske eingesetzt wurden. Bei dem Narkotikum Isofluran
tritt die Wirkung nach Sekunden ein. Fiir die linger andauernden operativen Eingriffe
wurden die Tiere zuerst mit einer kurzen Inhalationsnarkose betdubt. Darauf erfolgte die
intramuskuldre Injektion von Ketamin (Img/lkg KGW im.) in Kombination mit
Xylazinhydrochlorid (0,1mg/1kg KG i.m.).

Die Narkoseinduktion mit Kurznarkosen iiber ein inhalatives Narkotikum und die
Erhaltung der lingerandauernden Narkosen durch die gleichzeitige Gabe der zwei
Injektionsnarkotika Ketamin und Xylazin bieten den Vorteil der bedarfsangepassten

Narkosefiihrung.

2.1.2.2 Operationsvorbereitung

Die narkotisierten Tiere wurden im Bereich des Thorax und Abdomens rasiert und in
Riickenlage auf dem Operationsfeld fixiert. Auf eine intraoperative Antibiotika-
Prophylaxe wurde verzichtet. Wéahrend der gesamten Studie konnten keine klinischen

Hinweise auf Infektionen festgestellt werden.
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2.1.2.3 Operatives Vorgehen

2.1.2.3.1 Vorbereitung des Empfiingertieres

Nach Erreichen einer addquaten Narkosetiefe erfolgte die mediane Laparatomie. Das
Darmkonvolut wurde in mit Kochsalzlosung getrinkten Kompressen nach extra-
abdominal mobilisiert.

Die groBBen Bauchgefille, Aorta abdominalis und Vena cava caudalis wurden dargestellt
und caudal des Abganges der Nierengefdle mit Haltefiden aus Perma-Handseide®
(schwarz, geflochten, 4-0) umschlungen und damit abgebunden. In die so freigelegten
Gefille wurde mittels einer mikrochirurgischen Schere eine Inzision gesetzt. Die fiir die
Anastomose verwendete Nadel-Faden-Kombination, Prolene® (0,5 metric, 7-0) wurde
mit dem ersten Stich an den Gefdllen befestigt, um so die Positionierung des

Transplantates zu erleichtern.

2.1.2.3.2 Entnahme des Transplantates

Parallel wurde das Spendertier betdubt (Isofluran, per inhalationem) und das Herz
entnommen. Hierbei wurden nach medialer Laparatomie und anschlieBender
Durchtrennung des Zwerchfells sédmtliche Rippen mdoglichst weit dorsal durchtrennt
und das Herz freigelegt. Alle GefiBe des Herzens wurden bis auf den Truncus
pulmonalis und die Aorta descendens mit Perma-Handseide® ligiert. Die groflen
Gefille, mit denen das Transplantat an die abdominalen Gefde des Empféngertieres
anastomosiert werden sollte, wurden mit einem schnellen Scherenschlag moglichst
gerade durchtrennt. Ab diesem Zeitpunkt begann die Ischdmiezeit. Das entnommene
Herz wurde mit ca. 3-5 ml der jeweiligen Pufferlosung (siehe Gruppendesign) antegrad
durch die Aorta perfundiert, wobei sich das Herz entfirbte und die Herzgefile
»ausgewaschen* wurden. Dabei wurden mit der Kaniilenspitze die Klappen, sowohl die
GefiBklappen als auch die Atrioventrikularklappen, zerstort. Das Herz wurde wihrend

der Ischdmie bei 4° C in mit isotoner Ringer-Losung getrinkter Gaze feucht gehalten.

2.1.2.3.3 Transplantation

Das entnommene Herz wurde nun nach der Technik von Ono et al. [76] modifiziert
nach Schmid [111] mittels mikrochirurgischer Technik End-zu-Seit caudal der
Nierengefdfle an die groBen BauchgefiBle des Empfangertieres angeschlossen. Hierbei
wurde die Spenderaorta mit der Aorta abdominalis und der Truncus pulmonalis des

Transplantates mit der Vena cava caudalis des Empfangers anastomosiert.
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Abb. 7: Chirurgische Technik der heterotopen Herztransplantation: Nach der Separation der
Gefifse caudal der Nierengefife (A) wird die Spenderaorta an die Empfingeraorta (B) und die
pulmonal Arterie des Spenders an die Vena cava inferior anastomisiert (C).

Dabei wurde jeweils eine fortlaufende Naht in der Technik nach Schmieden benutzt, die
nur zwischen dem ersten und letzten Stich verknotet wurde. Nach Freigabe der
Blutzirkulation fiillten sich die Koronarien sofort mit Blut und innerhalb der ersten
Minute begann das Herz spontan zu schlagen.

Mit der Reperfusion des Transplantats endete die Ischdmiezeit des Transplantates, die je
nach Protokoll der Studie ca. 25 Minuten bzw. 45 Minuten dauerte. Anschlieend
wurde die Bauchdecke des Tieres zweischichtig vernédht (die Naht des Musculus rectus
abdominis und die Hautnaht erfolgten mit 3/0 Vicryl®-Fiden).

Wihrend der Operation kam es duch das Abklemmen der groen Bauchgefi3e zu einer
Ischdmie bei dem Empfingertier (Studie 1 ca. 35 Minuten/ Studie 2 ca. 55 Minuten).
Davon waren allerdings alle wichtigen Organe ausgenommen und es kam nur zur
Minderdurchblutung der Beckenhohle und der Hinterbeine. Dabei konnte bei einigen
Tieren als einzige Komplikation eine Thrombembolie der Hintergliedmallen festgestellt
werden, die nur zu einer kurzfristigen Beeintrichtigung der Motorik der

HintergliedmaBen gefiihrt hat.

2.1.2.3.4 Blutflufirichtung im Transplantat

Nach erfolgter Transplantation wurde das arterielle Blut dem Transplantat via Aorta

abdominalis dem Aortenstumpf zugefiihrt. Der linke Vorhof und die linke Kammer
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wurden retrograd gefiillt und die Koronarien, die direkt oberhalb der Semilunarklappen
an der Aorta im so genannten Bulbus aortae entspringen, wurden gleichzeitig mit dem
arteriellen Blut versorgt. Damit war die Sauerstoffversorgung des Herzmuskels durch
die Koronarien iiber das kapillare Bett gegeben. Auf der vendsen Seite des
Kapillarsystems gelangte das Blut iiber den Sinus coronarius in den rechten Vorhof und
danach in den rechten Ventrikel. Von dort wurde das Blut iiber die vendse Anastomose
tiber den Stumpf des Truncus pulmonalis in die Vena cava caudalis geleitet. Damit
erhdlt man in den beiden Herzhilften jeweils ein Pendelblutvolumen. Dies ist ein ,,non-
working heart model“, da das Transplantat nicht physiologisch perfundiert wird und
nicht gegen den physiologischen Druck arbeitet. Dies ist seit der Erstbeschreibung
durch Ono et al. 1996 das Standardmodell zur Untersuchung der immunologischen

Phidnomene der Transplantatabstoung an der Ratte.

2.1.3 Postoperatives Monitoring

2.1.3.1

Transplantatfunktion

Abb. 8: Die Blutflufrichtung im Transplantat:
Es kommt zu einer arteriellen Versorgung der
Koronargefdfe iiber die Aorta des Empfingers
(Ao). So entsteht in den Kammern ein
Pendelblutvolumen (aus: Handbook of Animal
Models in Transplantation Research, Donald V
Cramer et al.1994). Der venose Ablufi der
Koronarien erfogt iiber den rechten Vorhof (RA)
in den rechten Ventrikel (RV) iiber die
Pulmonalarterie (PA) in die vena cava des
Empfdngers. .

Die Funktion des Transplantates wurde postoperativ durch tégliche Palpation {iberpriift
und dokumentiert, wobei die folgend international anerkannte Gradeinteilung benutzt
wurde: Score von 0 (=keine splirbare mechanische Herzaktivitit) bis 3 (=kréftige

rhythmische Herzaktion) [112] (siche unter Auswertung: Funktion des Transplantates).
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2.1.4 Gruppendesign

2.1.4.1 Studie 1: Akute TransplantatabstofSung und c3Ado

Randomisiert wurden die Tiere auf zwei Hauptgruppen (n=16/Gruppe) verteilt. Bei
allen Tieren wurde die Transplantation wie unter 2.2 Herztransplantation beschrieben
durchgefiihrt und die Ischdmiezeit des Herzens wurde so kurz wie moglich gehalten.
Dies ergab Ischdmiezeiten von ca. 25 min (24,7+2,1 vs. 24,3+2.6 / Mittelwerte +
Standardabweichung). Die Tiere in Gruppe 1 blieben postoperativ unbehandelt und
stieBen damit die Transplantate in akuter Art und Weise ab. Diesen Tieren wurde nun
eine zweite Gruppe gegeniibergestellt, die postoperativ Smg/kg/KGW c3Ado (geldst in
isotoner NaCL Losung)) zur Immunmodulation 2xtéglich s.c. erhielten. Je nach
Untersuchungsziel wurden die Herzen zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen.
Zuerst wurde als klinischer Parameter das Transplantatiiberleben in beiden Gruppen
bestimmt (Gruppen la und 2a (n=4 pro Gruppe)). Danach wurden zur immun-
histologischen und molekular-biologischen Auswertung jeweils am Tag 1, 3 und 6 post

Transplantationem Herzen entnommen (Gruppen 1b und 2b (n=4 pro Tag und

Gruppe)).
Gruppe Behandlung
la) Akut (survival) Keine Behandlung
2a) C3Ado (survival) Alle 12h 5Smg/kg/KGW c3Ado s.c.
1b) Akut (Tag 1,3 und 6) Keine Behandlung
2b) C3Ado (Tag 1,3 und 6) Alle 12h 5Smg/kg/KGW c3Ado s.c.

2.1.4.2 Studie 2: Akute Transplantatabstofung und Inhibition der
Transkriptionsfaktoren STAT-1 und AP-1

In dieser Studie wurde die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die DNA mittels der
Decoy-Technologie spezifisch gehemmt. Die Decoys wurden von dem Institut fiir
Physiologie und Pathophysiologie, Leiter Prof. Dr. Markus Hecker, der Georg-August-
Universitdt Gottingen zur Verfiigung gestellt. Dazu wurden aus einstrangigen
Oligodesoxynukleotiden (ODN), die in ihrer Sequenz der Bindungsstelle des
Transkriptionsfaktors entsprechen, Doppelstrange hybridisiert und erst mittels PCR auf
ihre Reinheit und dann in vitro auf ihre Effektivitit gepriift. Hierbei handelte es sich um

,hackte DNA, d.h., dass es zu keinerlei Verpackung oder Verdnderung der DNA-
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Sequenzen kommt. Anhand der /n-vitro Vorversuche und der vorangegangenen In-vivo
Erfahrung [113] [34] sollten diese Decoys die Bindungsstellen der Transkriptions-
faktoren spezifisch blockieren und damit die Hochregulation der Gene, die
normalerweise von diesem Transkriptionsfaktor angesprochen werden, inhibiert werden

(siche Abb. 9).

Stimulus (IFN)

<> Zielgen |

Abb. 9: Wirkungsprinzip der Decoy-Technologie: Durch die Bindung eines der im Cytoplasma
angereicherten Decoys an der Bindungsstelle des aktivierten Transkriptionsfaktors (hier am
Beispiel STAT-1, aktiviert durch die Bindung von INF iiber die Phophorylierung durch die
Januskinasen (JAK-lund 2)) wird dessen Bindung an der Promotorregion (mit CIS
gekennzeichnet) inhibiert. Damit kommt es nicht zu der Regulation der Transkription des
Zielgens.

Wieder wurden randomisiert Tiere auf die verschiedenen Gruppen verteilt. Die
Ischdmiezeit wurde diesmal bei allen Operationen auf 45 Minuten warme Ischdmie
genormt. Dies ist von Bedeutung, damit die Decoys von aktiven Transportmechanismen
in die Zelle aufgenommen werden konnen [113] [34]. In der ersten Gruppe wurden die
Herzen wéhrend dieser Phase mit in 4ml isotoner Ringer-Losung aufgeldsten STAT-1

Decoys (STAT-1 cons) perfundiert (2a und 2b). In der zweiten Gruppe wurden die
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gelosten AP-1 Decoys (AP-1 cons) ins Herz eingebracht (3a und 3b) und auch wieder
iiber die genormte Zeitspanne iiber einwirken gelassen. Als Kontrollgruppe dienten
Tiere, deren Herzen nur mit der Pufferlosung perfundiert wurden (1a und 1b). Um bei
dem Parameter des Transplantatiiberlebens (survivial-Gruppen = Gruppen 1-5a) den
Effekt sicher auf die spezifische Inhibition des Transkriptionsfaktors zuriickfiihren zu
konnen, wurden als zusétzliche Kontrollen in der Sequenz verinderte ODN-Decoys
(STAT-1 mut (4a) und AP-1 mut (5a)) als direkte Kontrolle eingesetzt (n=5). Fiir die
immunhistologischen und molekularbiologischen Untersuchungen wurden wieder die
Herzen am Tag 1, 3 und 6 nach Transplantation entommen und die Transplantate von
spezifisch gehemmten Tieren mit den nur mit Pufferlosung perfundierten Tieren

verglichen (n=5 pro Tag und Gruppe, Gruppe 1-3b).

Gruppe Behandlung
la) Puffer (survival) Perfusion mit Pufferlosung
2a) STAT-1(survival) Perfusion mit in Puffer gelosten STAT-1 Decoys
3a) AP-1(survival) Perfusion mit in Puffer gelosten AP-1 Decoys
4a) STAT-1mut Perfusion mit in Puffer gelosten mutierten STAT-1 Decoys
(survival)
5a) AP-1 mut (survival) Perfusion mit in Puffer geldsten mutierten AP-1 Decoys
1b) Puffer Tag 1,3, 6 Perfusion mit Pufferlosung
2b) STAT-1 Tag 1,3, 6 Perfusion mit in Puffer gelosten STAT-1 Decoys
3b) AP-1 Tag 1,3, 6 Perfusion mit in Puffer gelosten AP-1 Decoys

Die Decoys hatten die Sequenz:

STAT-1 consensus 5 -CATGTTATGCATATTCCTGTAAGTG-3’
STAT-1 mutiert 5'- CATGTTATGCAGACCGTAGTAAGTG-3’
AP-1 consensus 5'-CGCTTGATGACTCAGCCGGAA-3”
AP-1 mutiert 5'-CGCTTGATTACTTAGCCGGAA-3’

Die Decoys wurden in einer Konzentration von 10uM/ml eingesetzt. Diese
Konzentration war angelehnt an frithere Studien [113] [34] und sollte auf der einen
Seite gewéhrleisten, dass geniigend Decoys in der Zelle angereichert werden, um einen
Effekt zu erzielen, aber auf der anderen Seite nicht so gewihlt sein, dass es durch eine

Ubersittigung mit Decoys zu unspezifischen Reaktionen kommt.
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2.2 Technik der Asservation

Zuerst wurden die Uberlebensdaten der verschiedenen Gruppen ermittelt. Daneben
wurden mit dem Ziel In-vitro Daten zu erheben, die Transplantate von separat
operierten Tieren zu definierten Zeitpunkten entnommen. Die Entnahme dieser
Transplantate erfolgte an den Tagen 1,3 und 6 nach Transplantation, um sowohl
Vorgéinge in der Frithphase, im zeitlichen Verlauf der akuten TransplantatabstoBung
und letztendlich zum Zeitpunkt des Organverlustes zu erfassen. Unter Isoflurannarkose
wurde bei dem auf dem Riicken fixierten Tier ein vom Xiphoid nach kaudal
verlaufender, etwa 10 cm langer Schnitt gelegt und das Abdomen er6ffnet.

Nach Aufsuchen der Iliakalbifurkation wurde von dort aus die Aorta abdominalis
kantiliert und die Ratte durch Blutentnahme mit einer  Spritze exsanguiniert.
Anschlieffend wurde das transplantierte Herz entnommen und in folgender Weise
asserviert:

Das Herz wurde durch Transversalschnitte bis auf die Herzspitze in 3 gleich dicke
Scheiben geteilt und mit dem Gewebekleber Tissue-Tek® auf von 1 bis 3 nummerierten
Korkplattchen fixiert. Die Pridparate wurden vollstindig mit Tissue-Tek bedeckt und
danach in Isopenthan, einem primdren Kryogen, getaucht, welches vorher so lange in
fliissigem Stickstoff gekiihlt wurde, bis sich Kristalle gebildet hatten (ca. 5-10 min.).
Die so asservierten Gewebeschnitte wurden in ein 50 ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt
und dieses verschraubt in fliissigen Stickstoff gelegt und somit transportfahig gemacht.
Die Herzspitze wurde in 4 gleich grole Gewebestiicke geschnitten und in Safe-Lock-
Tubes® 2,0ml in fliissigem Stickstoff gekiihlt, um fiir molekulare Untersuchungen
archiviert zu werden. Diese Gewebsstiicke und die fiir die Gefrierschnitte vorbereiteten

Priparate konnten so iiber ldngere Zeit bei -80° C gelagert werden.

2.3 Histologische Aufarbeitung

Fiir die histopathologischen und die immunhistochemischen Férbungen wurden mittels
eines Kryostaten Gefrierschnitte mit einer Dicke von 6um hergestellt. Diese wurden fiir
10 Minuten in 4°C kaltem Aceton fixiert und dann bis zur entgiiltigen Farbung bei —

20°C gelagert.

2.3.1 Standardfirbung

Fiir die histopathologische Beurteilung wurde eine Standardfirbung mit Himatoxylin

und Eosin an den 6um diinnen Gefrierschnitten durchgefiihrt. Aulerdem wurden die
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Gefrierschnitte mit der Elastica spezifischen van-Gieson-Féarbung (Resorchin-Fuchsin)
versehen. Mit dieser Farbemethode konnen insbesondere Strukturen wie die Membrana
elastica interna dargestellt werden. Die Prdparate wurden mit einem Standard-

Lichtmikroskop untersucht

2.3.2 Immunhistochemische Farbung

In diesen Studien fanden folgende Primérantikorper Verwendung:

Primérantikorper Hersteller

Mouse monoclonal anti-rat intercellular adhesion molecule— | Seikagaku, Tokyo, Japan

(ICAM)-1
Goat polyclonal anti-human vascular cell adhesion Santa Cruz, Santa
molecule-(VCAM)-1 Cruz,USA
Mouse monoclonal anti-rat MHC 11 Serotec, Oxford, England
Mouse- monoclonal anti-rat ED 1 Serotec, Oxford, England
Mouse monoclonal anti-rat R73, TCR alpha/beta Serotec, Oxford, England

Santa Cruz, Santa

Rabbit polyclonal anti-rat iNOS
Cruz,USA

Fir die immunhistochemischen Féarbungen wurde die hochsensitive APAAP
(Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase) -Methode in einer modifizierten
Version nach JL. Cordell angewendet.

Das Prinzip dieser Farbung besteht in der Verstirkung des Signals einer spezifischen
Antikorperbindung. Antikérper dienen im Rahmen der Immunantwort dazu, an
spezifische fremde Proteine zu binden und damit diese den Abwehrzellen zu
prasentieren. Diese Bindung macht man sich bei der Immunhistochemie zu Nutze. Dazu
wihlt man zuerst einen spezifischen Primérantikdrper gegen das zu detektierende
Protein. Diese Antikdrper entstammen einer anderen Tierart, in dieser Studie meistens
aus Maiusen. Um ein sichtbares Signal zu erhalten, verwendet man einen
enzymgekoppelten Antikorper (hier alkalische Phosphatase), der eine Férbereaktion
katalysieren kann (APAAP-Komplex). Um nun die Bindung des APAAP-Komplexes zu
ermoglichen (diese markierten Antikdrper binden an Maus- und Kaninchenproteine),
wihlt man einen zweiten Antikdrper aus, der den Primérantikorper mit dem APAAP-

Komplex verbindet. In der Studie wurde hierfiir der rabbit anti mouse IgG-Antikorper
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gewdhlt, der wegen seiner Funktion als ,,Briickenantikdrper” bezeichnet wird. An
diesen Briickenantikdrper binden im ndchsten Inkubationsschritt die Antikorper aus
dem APAAP-Komplex, die mit ihrem Enzym (Alkalische Phosphatase) gekoppelten

Ende dann die eigentliche Firbereaktion katalysieren konnen.

Y APAAP-Komplex
< Briickenantikorper

Primarantikorper
Antigen B
> (o (e

Abb. 10: Das Prinzip der Immunhistochemie mit der APAAP-Methode: Ein spezifischer
Primdrantikorper bindet nach der Inkubation an dem zu detektierenden Antigen. Um die
Bindung des Enzym-gekoppelten APPAP-Komplexes (Enzym= Alkalische Phosphatase) zu
ermoglichen, wird das Gewebe mit einem zweiten, dem sog. Briickenantikérper, inkubiert.
Dieser Antikorper besitzt einerseits eine Bindungsstelle fiir die Spezies des Primdrantikorpers
und ermdéglicht zum anderen die Bindung des APAAP-Komplexes. Durch die Bindung des
Enzym-gekoppelten APAAP-Komplexes kann dann letztendlich eine Fdrbereaktion erméoglicht

werden.

Ist der erste AntikOrper aus einer anderen Spezies, bendtigt man einen zusétzlichen
Antikorper, der mit seinen Bindungsstellen an den Primérantikdrper und den
Briickenantikérper binden und damit beide verbinden kann (in der Studie mouse anti
goat IgG fiir den Primirantikorper VCAM-1 und mouse-anti-rabbit IgG fiir den
Primédrantikdrper iNOS). Um unspezifischen Bindungen vorzubeugen, wird das Gewebe

mit Rattenserum inkubiert.
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Zur genauen Technik: Zundchst wurden die 6 pm dicken, azetonfixierten

Gefrierschnitte 45 Minuten lang bei Raumtemperatur mit der Priméirantikdrperlosung

inkubiert:

Primérantikorper: Verdiinnung:

ICAM-1 1,0mg/ml 1:75

VCAM-1 200pg/ml 1:20

MHC II 9,5mg/ml 1:10
ED-1 1,0mg/ml 1:150
R73 1,0mg/ml 1:75
iNOS 1,0mg/ml 1:500

Um die nicht gebundenen Antikérper von dem Gewebe zu entfernen, wurden die
Objekttrager in Tris-Puffer geschwenkt (Waschschritte, 4fach wiederholt).

Nach dem Waschen wurden die Schnitte nun ebenfalls bei Raumtemperatur fiir 20
Minuten mit einem sekundiren Antikorper inkubiert: es wurden rabbit-anti-mouse-IgG-
Briickenantikérper (1:200) zum Nachweis von ICAM-1, MHC II, ED-1, R73 und
mouse-anti-goat-IgG zum Nachweis von VCAM-1 (1:300) sowie mouse anti rabbit IgG
zum Nachweis von iNOS (1:500) hinzugegeben. Bei Bedarf wurde zusétzlich mit einem
Verbindungsantikorper inkubiert: rabbit anti mouse -IgG in den Konzentrationen 1:400
zum Nachweis von VCAM-1 und 1:200 zum Nachweis von iNOS. Zur Vermeidung
unspezifischer Bindungen wurde den priméren und sekunddren Antikorperlosungen
verdiinntes Rattenserum (1:750) zugesetzt. Nach erneutem Abwaschen der
tiberschiissigen Antikorper (4-fache Wiederholung der Waschschritte) erfolgte die
Zugabe des APAAP-Komplexes (1:50) fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur. Um die
antikorpermarkierten Zellen sichtbar zu machen, wurden die Préparate fiir 30 Minuten
in eine neufuchsinhaltige Losung gegeben, in der die Firbereaktion stattfand. Diese
Férbelosung bestand aus 3 verschiedenen Losungen, die frisch zusammengegeben

wurden.
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Farbelosung:

Losung 1 Entwicklerlosung (fiir 60ml bestehend aus 2 Losungen)

1. Losung (44ml) | 4,9¢ Tris Base

1,5 g Tris HCL

8