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1. Einleitung

1.1 Der Mangel an Organen fur die Organtransplantaibn

Die Transplantation von Organen ist heutzutageletide Mdoglichkeit, Patienten mit
terminalem Organversagen zu helfen. Bislang sinelsediMenschen auf humane
Spenderorgane angewiesen, um eine allogene Tratede (Mensch auf Mensch)
durchzufiihren. Durch die Erfolge in den 60er undr7fahren (Sayegh 2004, Cooper
2001, Barnard 1968, Starzl 1968) und mit der Einfdly von Cyclosporin A als
Immunsuppressivum in den 80er Jahren (lwatsuki 198tarzl 1981), ist die
Organtransplantation zu einem etablierten Verfalyeworden, das Uberleben dieser
Patienten zu sichern (Furukawa 2004, Pierson 2004n 2004). Da sie sich als eine
gute Therapieoption herausgestellt hat, ist auch MNiachfrage nach humanen
Spenderorganen gestiegen (Pierson 2004, Wynn 2Dd&lurch ergibt sich ein
weltweiter Mangel an Spenderorganen fir die Orgasplantation (Brown 2004,
Pierson 2004, Evans 1992). Eine Erhdhung der Opgmeranzahl wirde dieses
Problem wahrscheinlich nur kurzfristig eingrenz@&ms jetzt sind nur fur die Niere
langerfristige und kostenintensive Mdglichkeiterfugpelen worden, z.B. mit Hilfe der
Blutdialyse, die Organfunktion zu ersetzen, die ogd mit erheblichen
Einschrankungen der Lebensqualitdt verbunden sikterz-, Lungen- und
Lebererkrankungen fihren im Allgemeinen ohne Trimgption sehr schnell zum
Tode. Patienten mit einer Indikation flr eine Havder Lungentransplantation missen
bis zu zwei Jahre auf ein Spenderorgan warten g@her 2004). Bei
Nierentransplantationen kdnnen Wartezeiten von dider Jahren entstehen (Ketzler
1996). Nach den Angaben von Eurotransplant verstegof der Warteliste fur ein Herz
213 Patienten (22,5%), fur ein Lungentransplantd Ratienten (19,6%) und flr eine
Niere bzw. eine Leber 565 (4,8%) bzw. 456 (21,4%idnten (Eurotransplant
International Foundation Annual Report 2005). Dia-Eahres-Uberlebensrate fiir
Lungentransplantierte betragt 78% (Pierson 2004){ldt Nierentransplantierte liegt bei
94%, bei Lebendspende sogar bei 97% (Wynn 2004)dimdur die Transplantation
von Herz oder Leber befinden sich bei 86% (BrowrDL0Pierson 2004). Die



Organtransplantation ist somit eine Therapie mitr sguten Uberlebenschancen, das
Hauptproblem ist der Mangel an Organen.

Die Xenotransplantation, d.h. die Transplantation Wierorganen auf den Menschen,
ware eine passende Losung fur dieses Problem. i@ hicht nur fur jeden Patienten

ein passendes Organ und damit keine Wartezeitem, ma@hdern man konnte auch die
Indikation fur eine Organtransplantation weiter lzateen und Menschen, bei denen es
noch nicht zum Organversagen gekommen ist, schohtzsitig versorgen. Eine

Transplantation ware dann nicht mehr ein Notfalhdern eine elektive Operation.

‘lWarteIiste 31.12.2005 B Transplantation 2005*

10000

9000

8000

7000 A

6000 -

5000 A

Personen

4000

3000

2000 A

1000 -

Niere Leber** Herz Lunge***

Organe

Abb. 1 Anzahl der Patienten auf der Warteliste fir Nieréeber-, Lungen- und Herztransplantation und
die erfolgten Transplantationen 2005 in Deutschi@daten von Eurotransplant International Foundation
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Aus ethischen Grinden wirden Menschenaffen, welgesr phylogenetischen Nahe
zum Menschen und der anatomischen Ahnlichkeit, tnils geeignetes Tier fir
xenogene Spenderorgane dienen. Hierfir ware dasssdiawein eine passende
Alternative, da nicht nur eine keimarme Haltungfath und die Futterung billig ist,
sondern dieses allgemein als Nutztier anerkanrd (ihn 2004). Zudem ist durch die



schnelle Vermehrung eine ausreichende Anzahl gdevétet, und man kann nach
GroRRe, Alter und Geschlecht fur eine Transplamtagoiswéhlen (Logan 2000). Im
Gegensatz zu Menschenaffen besitzt das Hausscldaeiter hinaus wahrscheinlich

weniger pathogene Keime, die auf den Menschen raggxdr sind (Ahn 2004).

1.2 Realisierung der Xenotransplantation

Schon in den 60er Jahren wurden Xenotransplanatiothurchgefihrt. Zwischen
November 1963 und Februar 1964 transplantiertermiBaea et al. Schimpansennieren
in sechs Patienten mit terminalem NierenversageserfRsma 1964). Eines dieser
Transplantate funktionierte neun Monate lang. Da¢idhten wurden mit Azathioprin,
Actinomycin C, Steroiden und Bestrahlung immunseppiv behandelt (Reemtsma
1969).

Inspiriert von diesen Erfolgen wurde am 23. Jari$64 die erste Herztransplantation
beim Menschen am University of Mississippi Medi&énter durchgefihrt (Hardy
1968). Der 68jahrige Patient mit koronarer Herzankung bekam ein
Schimpansenherz transplantiert, nachdem er im &chsc Krankenhaus eingeliefert
wurde. Obwohl das Herz tber zwei Stunden schlugtash der Patient.

. Zwanzig Jahre spater wurde ein weiterer Versuchages,
einem Neugeborenen mit hypoplastischem Linksherz-
Syndrom mit einem Xenotransplantat das Leben zerret
(Walpoth 1986). Am 26. Oktober 1984 wurde der Sagg|

Loma Linda University Medical Center mit einem

Pavianherz versorgt und mit Cyclosporin A, Azathiop
Methylprednisolon und Atgam (animale anti-lymphdzgt
Globuline) behandelt (Bailey 1985). Sie Uberlel@eTage

Abb. 2 ,Baby Fae" kurz nac

der xenogenen und verstarb dann an einem Multi-Organ-Versagen.
Herztransplantation.

Diese Beispiele zeigen, dass die Transplantatiohdim Wiederaufnahme der Funktion
von tierischen Organen im Menschen madglich sinddogh die geeignete

immunsuppressive Therapie fur eine Langzeit-Erhgltigefunden werden muss.



Hierbei muss beachtet werden, dass die Absto3umlgsyeen aufgrund des
unterschiedlichen immunologischen Hintergrundeselre@r xenogenen Transplantation

komplexer sind als bei einer Allotransplantation.

1.3 AbstoRungsreaktionen in der Xenotransplantation

1.3.1 Hyperakute AbstoRung

In der Xenotransplantation unterscheidet man viersehiedene AbstolRungsphasen.
Innerhalb von wenigen Minuten bis Stunden kommtnash Transplantation eines
xenogenen Organs zur hyperakuten Abstol3ung duréforprierte Antikorper im
Empfanger (XNA = xenoreactive natural antibody)e$d sind hauptsachlich gegen das
Galaktosyle-1,3-Galaktosyl-Epitop (Gall-3)Gal-Epitop) von Glykoproteinen und
Glykolipiden an den Endothelzellen der Gefal3e dgsn8erorgans gerichtet (Logan
2000, Sandrin 1993). Diese Zucker-Reste werden #en meisten Saugetieren
exprimiert, jedoch nicht vom Menschen (Galili 198)e XNAs gehdren Uberwiegend
zu den IgM-Antikérpern, jedoch befinden sich augdAntikorper im menschlichen
Serum, die mit dem Gai{-3)Gal-Epitop reagieren (Sandrin 1993, GambieZ221 9%att
1991, Galili 1988). Es bilden sich Antigen-AntikérpKomplexe, die die
Komplementkaskade sowohl Uber den klassischent(RR21) als auch Uber den
alternativen Weg aktivieren (Miyagawa 1988). Diesuhrf (ber den
membranangreifenden Komplex zu einer proteinsyetnesbhangigen Typ |
Endothelzell-Aktivierung, bei der die blutgerinngngrhindernde Oberflache der
Endothelzellen in eine gerinnungsfordernde umgeetindrd. Im Gegensatz zu einer
Typ Il Aktivierung findet keine Hochregulation deGen-Expression und/oder
Proteinsynthese statt, daher beginnt dieser Praodss) innerhalb von Minuten (Bach
1998). Durch die erhbhte Gefal3permeabilitat tretearakteristischerweise interstitielle
Hamorrhagien und Odeme auf, wobei keine zelluldrdiitrate erscheinen (Logan
2000, Platt 1990).

Es gibt hauptsachlich zwei Wege um diese humoralsvért auf das Xenotransplantat
zu verhindern: Erstens durch die Hemmung der Komefdgkaskade und zweitens
durch Verminderung der XNAs. Eine Methode zur Efiation der XNAs ist die



Immunoadsorption. Dadurch kdnnen IgM-Antikdrper odpezifisch Gal{1-3)Gal-
Antikorper durch eine extrakorporale Immunoaftisisdule aus dem Blut entfernt
werden (Taniguchi 1996, Leventhal 1995, Rydbergh)99as Komplement kann durch
den Einsatz von Kobraschlangengift (CVF = cobraowerfactor) oder sCR1 (soluble
complement receptor type 1), welche den Kompleraktdf C3 verbrauchen, blockiert
werden (Kobayashi 1997, Pruitt 1997). Eine Alteneat ware der Einsatz
genmanipulierter  (transgener) Schweine, die auf enhr Zellen humane
membrangebundene Komplementregulatoren (CRP = ewngpit regulatory proteins)
exprimieren (McCurry 1995). Diese Proteine sindzggsspezifisch, d. h. dass nur
humane CRPs humanes Komplement inhibieren kdnneodo(F 1994). Die
Transplantation von transgenen Organen, die hum@m®s auf ihren Zellen
exprimieren, hat den Vorteil, dass es nicht zu reiggstemischen Komplement-
Blockierung fuhrt. Zuséatzlich kann die ExpressioanvGal@l-3)Gal-Epitopen an
tierischen Zellen durch so genannte ,knock out*&ieerhindert werden. Phelps et al.
gelang esal,3-Galactosyltransferase-defiziente Schweine teflan (das Enzym
al,3-Galactosyltransferase dient zur Synthese vor(aG8&)Gal-Epitopen) und
zichteten somit Schweine, die auf ihren Zellenstafidig Gal¢1-3)Gal-negativ waren
(Phelps 2003).

1.3.2 Akute vaskuldre AbstofRung und Akkomodation

Ist die hyperakute Abstol3ung Uberwunden, folgtakiete vaskulare AbstofRung (auch:
verzogerte xenogene AbstolRung). Nach der Typ | thedlcell-Aktivierung findet hier
eine Typ Il Endothelzell-Aktivierung statt, bei des zu zellularen Syntheseleistungen
kommt (Bach 1998). Es kommt u. a. zur Expressiom VAadhasionsmolekilen,
Zytokinen und prokoagulatorischen Molekilen unduwteld zur Thrombenbildung in
den GefalRen (Bach 1996). Zusatzlich fuhrt dieslafiltration und Aktivierung von
Makrophagen (~75 %) und natirlichen Killerzeller2@%) (Hancock 1997, Blakely
1994). Durch die Produktion von Gewebefaktor wiid Gerinnungskaskade weiter
angetrieben. Die akute vaskulare AbstoRung wirdhiglie zum gréf3ten Teil durch die
XNAs verursacht (Lin 2000).



Millan et al. haben auf3erdem in ihrer Studie hegafusxden, dass Monozyten in vitro
auch direkt Endothelzellen aktivieren kdnnen und wesa. zur Induktion des
antifibrinolytischen Molekils Plasminogenaktivatdribitor (PAI-1) kommt (Millan
1997). Unterstutzt werden diese Ergebnisse durelstidie von Goodman et al., in der
entdeckt wurde, dass naturliche Killerzellen duditekten Zell-zu-Zell-Kontakt mit
ECs zur Expression von E-Selektin und zur Freisggzvon IL-8 in Endothelzellen
fuhrten (Goodman 1996). Candinas et al. haben geza#ass diese Ereignisse auch in
T-Zell-defizienten Empfangern stattfinden, so ddssse Art der Abstol3ung T-Zell-
unabhangig ablaufen kann (Candinas 1996).

Diese Mechanismen fihren zu dem charakteristisdBiéh der akuten vaskularen
AbstoBung, bestehend aus einer Ischamie, einem hivedlen des Endothels,
ausgedehnter Thrombenbildung und inflammatorisch@randerungen (McCurry
1997).

Lin et al. haben in ihrer Studie, in der transgebehweineherzen in Paviane
transplantiert wurden, durch die Verminderung deMAX mittels extrakorporaler
Immunoaffinitdtssaulen nicht nur das Auftreten ddwuten vaskuldren Abstol3ung
vermindert, sondern eine Akkomodation der Trangpltanerreicht, obwohl die XNAs
wieder im Blut nachweisbar waren (Lin 2000). Akkataton bedeutet, dass
Transplantate in Anwesenheit von anti-Spender Anpgkrn und Komplement
Uberleben (Lin 1999 [A]). Einen weitern Hinweis sdas in der Xenotransplantation zu
einer Akkomodation kommen kann, lieferten Lin et ah einer Studie im
Kleintiermodell —unter Verwendung einer CVF und (@gporin A
Kombinationstherapie (Lin 1999 [A]). Obwohl sie détatten mit akkomodierten
Hamstertransplantaten zuséatzlich noch anti-HamR#gtenserum injizierten, kam es

nicht zu einer Beschadigung des Transplantats,ege@satz zu den Kontrollgruppen.

1.3.3 Akute zellulare AbstoRung

Es wird angenommen, dass in der Xenotransplantagme &hnliche zellulare
AbstoRRung stattfindet wie in der Allotransplantati®ie akute allogene AbstoRung ist
durch T-Zell-vermittelte Vorgdnge charakterisieBatts 1999). Hierbei spielen drei

Steuersignale eine wichtige Rolle (Halloran 1998 antigenprasentierenden Zellen



(APCs), die aus dendritischen Zellen, Makropha@e#@ellen, aktivierten T-Zellen und
aktivierten Endothelzellen bestehen, besitzen aer ilDberflache MHC-Klasse-II-
Molekiile, welche Peptidantigene prasentieren (Lmfeld 2004). Diese Peptidantigene
konnen Uber den T-Zell-Rezeptor (TCR)-CD3 Komplex d@-Lymphozyten, welcher
mit einem Corezeptor (CD4) assoziiert ist, erkanntd zusammen mit dem MHC-
Molekul gebunden werden (Signal 1) (Halloran 1998 Antigenprasentation kann
auf direktem Wege, d.h. die APCs entstammen demspfantat, oder auf indirektem
Wege ablaufen, indem die Empfanger-APCs Fremdmtdekies Transplantats
aufnehmen und den T-Zellen prasentieren (Lindenf@l@04). Zur optimalen
Aktivierung der T-Zelle wird jedoch ein costimulerdes Molekul, z.B. CD28 bendtigt,
welches an B7 Molekile der APCs bindet (Signalt2alioran 1996). Hierdurch wird
die Calcium-Calmodulin-abhangige Serinphosphatasdcit@@urin im Zytoplasma
aktiviert (Lindenfeld 2004). Calcineurin bewirkt it die Dephosphorylierung von
inaktiven nuklearen Faktoren von aktivierten T-2el(NFAT) die Translokation dieser
Faktoren in den Zellkern und fuhrt dadurch zur Bkaiption bestimmter Zytokine, z.B.
IL-2, die in der Aktivierung von T-Lymphozyten inlert sind (McCaffrey 1993).
Besonders NFAT1, NFAT2 und NFAT4, gehorig zu derANlHFamilie, sind an der
Transkription von IL-2, IL-4 und CD40L beteiligt @pturczak 2004). Das IL-2
aktiviert den IL-2-Rezeptor an der Oberflache detelle, wodurch es zur vollstandigen
Aktivierung und Proliferation dieser Zellen komm$ignal 3) (Lindenfeld 2004).
Zusatzlich kénnen diese T-Helfer-Zellen andere TrétieZellen, zytotoxische Zellen,
B-Zellen und natlrliche Killerzellen aktivieren. Rerdem benétigen die T-
Lymphozyten zur Proliferation zwingend die de ndarin- und Pyrimidin-Synthese
zur Herstellung der DNA im Zellzyklus (Lindenfel®@4). In der Regel kann die akute
AbstoBung in der Allotransplantation durch erhol@&eroidgaben oder durch die
Verabreichung monoklonaler Antikdrper gegen Lymphea (z.B. OKT3) kontrolliert
werden (Lindenfeld 2004, Halloran 1996).

In der Xenotransplantation funktionieren anscheinerbeide Wege der
Antigenerkennung, die in der Allotransplantatiorsdigieben wurden, allerdings ist das
Vorkommen der direkten Antigenprasentation abhangig der verwendeten Spezies-
Kombination, z.B. bei der Verwendung von humaned porcinen Zellen (Bravery
1995, Yamada 1995, Auchincloss 1994). Die T-Zeltwtart ist bei der direkten



Antigenprasentation wesentlich starker ausgeprdgtbai der indirekten (Brouard
1999). Anscheinend spielen zunachst CD4-positiellen eine entscheidende Rolle,
da sie offenbar tber MHC-II Molekiile xenogene AR@snnen kdnnen (Moses 1997).
Es wurde gezeigt, dass humane T-Zellen durch &ktesporcine Endothelzellen, die an
ihrer Oberflache MHC-II Molekile exprimierten, zumdest in vitro direkt stimuliert
werden konnen und IL-2 freisetzen (Bravery 1995)dérerseits kdnnen murine APCs
durch Zytokinfreisetzung humane T-Zellen nicht Rmliferation stimulieren (Alter
1990). In in vivo Versuchen (Hamster und Ratte) riken aul3erdem CD4-positive
Zellen die Bildung von T-Zell-abhangigen XNAs bekén (Lin 1999 [B]).

Spater scheinen zytotoxische CD8-positive Zelledaminieren, da sie auch dazu féahig
sind, xenogene MHC-I Molekile zu erkennen (Mose87)9Allerdings kdonnen sie
anscheinend auch mit MHC-II Molekilen interagierém, Gegensatz zu allogenen
Reaktionen (Moses 1997). Lin et al. konnten belegkass durch CD8-positive T-
Zellen, auch ohne die Hilfe von T-Helfer-Zellen,neixenogenes Transplantat
abgestofien werden kann (Lin 1999 [B]). Man vermutitss Makrophagen und
nattrliche Killerzellen ebenfalls, in Abwesenheitonv T- und B-Zellen, ein
Xenotransplantat abstoRen konnen (Lin 1997).

Mehrere Studien haben bereits gezeigt, dass eingzeitrUberleben eines
Xenotransplantates mit immunsuppressiven Medikaemenioglich ist und die akute
zellulare AbstoBung mit der geeigneten Immunsugorasvermindert werden kénnte
(Briffa 2004, Brouard 1998, Scheringa 1994). Dietakzellulare Abstof3ung ist in der
Xenotransplantation noch nicht hinreichend untdrsmorden, um genauere Aussagen

Uber die AbstoRungsmechanismen zu machen.

1.3.4 Chronische Absto3ung

Auch hier wurde gezeigt, dass ein Langzeit-Uberigel00 Tage) eines konkordanten
Xenotransplantats mit der richtigen Medikation niglglist (Bouwman 1992, Hasan
1992, van den Bogaerde 1991). Es wird vermutets dis chronische xenogene
AbstoBungsreaktion der Transplantat-Vaskulopathez Allotransplantation ahnelt
(Shen 1998), bei der es durch Migration und Pna@ifen von glatten Muskelzellen zur
Bildung einer Neointima kommt (Hayry 1996, HayryoP9. Dies fuhrt, z.B. in Herz-,



Leber- und Nierentransplantaten, zu einer Verengbmg. einem Verschluss der
GefaBlumina und zu Gewebsfibrosierungen (Hayry 19¥uma 1995). Es scheint
aulBerdem, dass die chronische Absto3ung in der thrsplantion wesentlich
schneller als in der Allotransplantation auftrit¢ele 1993). Generell ist also auch in
der Xenotransplantation mit einer chronischen ABgt@ zu rechnen, allerdings
erscheint sie momentan noch nicht relevant, da diestanderen AbstoRungsphasen

uberwunden werden missen.

1.4 Unterschiede zwischen Versuchstier-Kombinatiome in der

Xenotransplantation

Die verschiedenen Versuchstier-Kombinationen welidediskordant und konkordant
unterschieden (DiSesa 1997). Wahrend konkordanteo@nsplantate innerhalb von
Tagen durch induzierte Antikorper abgestol3en werderiolgt die AbstoRung
diskordanter Xenotransplantate innerhalb von Minuteyperakut) durch praformierte
Antikorper (Allaire 1996). Diese charakteristisch&®eaktionen in vaskularisierten
Xenotransplantaten sind abhangig von der VerswmhKbmbination und nicht vom
transplantierten Organ (Allaire 1996). Je entfardie Verwandtschaft der Spender-
Empfanger Spezies, desto starker ist die xenogdrstoBung (Auchincloss 1988). In
einem diskordanten Tiermodell, wie z.B. Schwein Blghsch oder Meerschweinchen
auf Ratte (Chaline 1994), kommt es innerhalb vonmuBn bis Stunden ohne
Verwendung von Immunsuppressiva zur Xenotransgiainséo3ung, wahrend dies bei
einer konkordanten Kombination (z.B. Hamster auft®kader Affe auf Mensch) erst
nach einigen Tagen erfolgt (Zaidi 1998). Daher waid diskordantes Modell fiir die
Untersuchung der hyperakuten Phase und ein konkimslaModell fir die akute
vaskulare oder zellulare Absto3ung verwendet, dar hkeine praformierten
xenoreaktiven Antikérper vorhanden sind.

In dieser Forschungsarbeit wurde ein konkordantedeWl gewahlt zur Untersuchung
der akuten zellularen Absto3ung, indem zwischers&8yem Hamster und Lewis-Ratte
transplantiert wurde. Phylogenetisch liegen diesddn Spezies nicht weit auseinander
und es sind keine praformierten Antikorper nachbesis (Chaline 1994). Die

spezifischen Immunglobuline missen erst produamegtden, um eine AbstoRung



hervorzurufen (Allaire 1996). Diese Versuchstiemtmnation, Syrischer Hamster auf
Ratte, ist in der Xenotransplantation etabliert undird von mehreren
Forschungsgruppen verwendet (Briffa 2004, Gine€hi822 Sebille 2001, van den
Bogaerde 1990). Dies erméglicht somit den Verglewfischen den Ergebnissen dieser

Studie mit den Daten anderer Studien.

1.5 Immunsuppressiva

1.5.1 Tacrolimus (FK506)

Tacrolimus ist ein isoliertes Makrolid aus dem &idgnm Streptomyces tsukubaensis,
welches 1984 in Japan in einer Bodenprobe entdeaide (Schreier 1993, Goto 1991).

Es gehort, wie Cyclosporin A, zu den Calcineurin-
H

Inhibitoren und ubermittelt seine Ho H,0
- - - - - H3C0
immunmodulatorischen Effekte Uber die Bindung an « H

- s - TRl 3c
intrazellulare Proteine, so genannte Immunophiline H

(Schreier 1993). Die Immunophiline, die an Tacraign
binden, sind FK-binding proteins (FKBPs) und besitz ;¢

eine cis-trans propyl-peptidyl Isomerase Aktivitat

H
(Schreier 1993). Tacrolimus bindet Gberwiegend @ d mco H OCH:

FKBP12 (Kapturczak 2004). Die Bindung von'-?ggoﬁiriﬁgk(ggggg)e'l ven
Tacrolimus an das FKBP12 erhoht die Affinitat deese

Immunophilins zu der Calcium-Calmodulin-aktiviert&erinphosphatase Calcineurin
und kann durch diesen Komplex in ihrer Aktivitathgenmt werden (Signal 1)
(Kapturczak 2004). Tacrolimus inhibiert also friHereignisse in der T-Zell-
Aktivierung, die fur die Produktion von Lymphokin@otwendig sind (Dumont 1990).
Dumont et al. zeigten, dass Tacrolimus nur danrPdadiferation von T-Lymphozyten
unterdriickt, wenn es innerhalb von drei Stundenhn&tmulationsbeginn hinzu
gegeben wird (Dumont 1990). Die Progression voivigkten T-Lymphozyten von der
GO-Phase in die G1-Phase im Zellzyklus wird durelerdlimus unterbrochen (Morris

1991). Die Proliferation und Differenzierung vonLBmphozyten und die daraus
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resultierende Antikérperbildung werden durch Taanak hingegen kaum beeinflusst
(Aagaard-Tillery 1994).

Da Tacrolimus durch das CYP3A4-System in der Lebvatabolisiert wird, sind
verschiedene Arzneimittel-Interaktionen bekanntr@da2002). Werden diese P450-
Enzyme inhibiert, z.B. durch Ketoconazole, steigtBioverfigbarkeit von Tacrolimus
und damit auch die Toxizitat. Andererseits kannchueine Induktion von CYP3A4,
z.B. durch Phenobarbital, eine Wirkungsabschwachumgvorgerufen werden
(Kapturczak 2004). Tacrolimus wurde erstmals in dé8A im April 1994 zur
Prophylaxe von TransplantatabstoRungen in der bemsplantation zugelassen
(Kapturczak 2004). Seitdem hat es sich bereits @n Klinik in der Nieren- und
Lebertransplantation bewahrt (First 2004). Auch ider Herz- und
Lungentransplantation sind mehrere klinische Stuaieschienen (Baran 2002, Izbicki
2002, Reichenspurner 1999). Zusammen mit Mycoplaeidbfetil zeigte Tacrolimus
in einer Studie mit 78 lungentransplantierten Pa¢ie besondere Vorteile gegeniber
einer Cyclosporin A-basierten Therapie (Reichens@ufl999). Unter der Therapie mit
Tacrolimus kam es weniger haufig zu akuten AbstgBaonund RezidivabstoRungen.
Tacrolimus stellte sich als wesentlich potenteresmuinsuppressivum dar als
Cyclosporin A, ohne dabei eine hohere Komplikatrates (z.B. Infektionen)
aufzuweisen (Reichenspurner 1999). Dies wurde aeshitigt von O’Grady et al., die
in ihrer Studie mit 606 lebertransplantierten Rdga die Therapie mit Tacrolimus statt
Cyclosporin A favorisierten (O’Grady 2002). Pirengteal. zeigten, dass ebenfalls gute
Langzeit-Ergebnisse in der Lebertransplantation deit Verwendung von Tacrolimus
ohne zusétzliche Gabe von Steroiden erzielt wekéenen (Pirenne 2003). Tacrolimus
scheint aul3erdem ein gunstigeres Nebenwirkungsmwfbesitzen als Cyclosporin A.
Es ist weniger nephrotoxisch und hat eine geringeradenz von Hypertonus,
Hyperlipidamie und kosmetischen Beeintrachtigungeie z.B. Hirsutismus (Martins
2004). Die Neurotoxizitdt scheint bei beiden Caainn-Inhibitoren &hnlich zu sein
(O’Grady 2002). Die einzigen Nebenwirkungen, dig Bacrolimus ausgepragter
erscheinen als bei Cyclosporin A, sind ein erhoAtgftreten von Diabetes mellitus und
Alopezie (O’'Grady 2002, Reichenspurner 1999).

In xenogenen Tiermodellen konnte Tacrolimus sowlidlakute als auch die chronische

TransplantatabstoRung verhindern und somit ein t@ibdberleben erzielen, sogar
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schon unter einer niedrigdosierten Therapie in Kioation mit antiproliferativen
Substanzen (Ginesta 2002, Murase 1993).

1.5.2 Sirolimus (Rapamycin)

Sirolimus ist ein makrozyklisches Lakton und wingrch den Pilzstamm Streptomyces
hygroscopicus produziert, welches 1973 aus einateBprobe der Osterinsel (Rapa
Nui) isoliert wurde (Camardo 2003). Da die gute
antifungale Wirkung von schweren
Immunsupprimierenden Nebenwirkungen
Uberschattet war, wurde zunachst die weitere
Forschung in diesem Bereich eingestellt und erst

wieder 1988 von Prof. Calne aufgenommen, um es

in der Transplantationsmedizin zu testen (Camardo

2003). Hier zeigte sich nicht nur eine starke

Abb. 4 Strukturformel von
Sirolimus (Rapamycin).

immunmodulatorische Wirkung, sondern auch ein
besseres Nebenwirkungsprofil als bei Tacrolimus
oder Cyclosporin A (Camardo 2003). Sirolimus henainet Proliferation von T-Zellen,
die Uber Calcium-abhéngige oder Calcium-unabhangidege stimuliert wurden
(Sehgal 1998, Dumont 1990). Es bindet ebenfallg Wacrolimus, an das FKBP12,
allerdings entfaltet es seine Wirkung uber einerici@aurin-unabhangigen Weg
(Terada 1993). Auf der Suche nach dem Angriffspudks Sirolimus-FKBP12-
Komplexes entdeckte man ein entscheidendes PritteMachstum und Proliferation
von Zellen, welches ,mammalian target of rapamy¢mTOR) genannt wurde (Sabers
1995). Der Sirolimus-FKBP12-Komplex bindet an daBOR, welches durch Zytokine,
wie z.B. IL-2, Wachstumsfaktoren oder Aminosauremw bGlucose aktiviert werden
kann (Huang 2003, Saunders 2001), und blockiertitddien durch mTOR-vermittelten
Signaltransduktionswege (Signal 3) (Sehgal 20@33s mTOR-Protein ist eine
multifunktionelle Serin/Threonin-Kinase (YakupogB003) und reguliert die p70S6-
Kinase sowie die nukleadre Isoform p85S6- Kinash@ggk2003, Sehgal 1998). Diese
Kinase bewirkt die Aktivierung des S6 Proteins dlgosomalen 40S Untereinheit durch

Phosphorylierung und fihrt damit zu einer erhohféranslation von mMRNA-
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Transkripten, die einen Polypyrimidin-Teil (5 TORnthalten, wie z. B. ribosomale
Proteine und der eEF-2—Elongationsfaktor fur dietétnsynthese (Huang 2003, Sehgal
1998, Dumont 1996, Jefferies 1997). Die aktivieg@0S6-Kinase vermittelt die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREMNd induziert dadurch die Transkription
von sogenannten ,late genes* und proliferating eacicell antigen (PNCA) (Sehgal
2003, Molnar-Kimber 1996). AufRerdem wird durch da3or-Protein das elF-4E
binding protein-1 (4E-PB1) Uber Phosphorylierungibftusst (Brunn 1997). 4E-PB1
interagiert mit dem mRNA 5’ cap-binding ProteinfF€lE, wodurch die cap-abhangige
Translation spezifisch unterdriickt wird (Berett®d@p Die Phosphorylierung von 4E-
BP1 reduziert seine Affinitat zu elF-4E und fuhdr ZTranslation von spezifischen
MRNAs, die notwendig sind fur Zellwachstum und Hifecation (Sehgal 2003, Graves
1995). Dieser Prozess wird durch Sirolimus spedifigehemmt (Beretta 1996).
Zusatzlich verhindert Sirolimus die Elimination d&snaseinhibitors p27kipl und
vermindert dadurch erheblich die Kinase-Aktivit@r a¢dk4/Cyclin D und cdk2/Cyclin
E Komplexe, welche normalerweise in der mittlerén $paten G1-Phase ihre héchste
Konzentration erreichen und fur den Eintritt in d&Phase der T-Lymphozyten
erforderlich sind (Molnar-Kimber 1996, Nourse 199Bbdlgereaktionen, wie z.B. die
Phosphorylierung des Retinoblastoma Proteins, wed#slurch unterdrickt (Molnar-
Kimber 1996). Desweiteren wird die CD28-vermitteli@own-Regulation des
Regulatorproteins kBa und damit die Translokation des CD28-response-@&hem
binding-Faktors c-Rel in den Nukleus der Zelle ¢ugirolimus blockiert, wodurch die
Genexpression von bestimmten Genen, wie z.B. Iln@ interferony, in T-Zellen
gehemmt wird (Lai 1994).

Zudem werden durch Rapamycin die Proliferation Oniflerenzierung von B-Zellen
und die Produktion von Antikoérpern in vitro ebetgalinterdriickt (Aagaard-Tillery
1994). Aagaard-Tillery et al. zeigten, dass Rapamg® Aktivierung der p34cdc2- und
p33cdk2-Kinase, die fur den Eintritt in die S-Phas®rderlich ist, in B-Lymphozyten
aufhebt (Aagaard-Tillery 1994, Terada 1993). Smois kann zudem die Proliferation
von endothelialen Zellen oder glatten Muskelzellgrhibieren, die zuvor mit
Wachstumsfaktoren, wie z.B. basic fibroblast grovidictor (bFGF) oder platelet-
derived growth factor (PDGF), stimuliert wurden i{§al 2003). Wie Tacrolimus, wird
Sirolimus ebenfalls tiber das CYP3A4-System metalaoti (Yakupoglu 2004).
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Sirolimus ist seit September 1999 in den USA in omtion mit Cyclosporin A und
Steroiden in der Klinik zugelassen und seit 200énéddls in Europa als Alternative zu
Calcineurin-Antagonisten verwendbar (Yakupoglu 2004 zwei Phase Ill Studien
wurde die Wirksamkeit von Sirolimus verglichen meéinem Placebo bzw. mit
Azathioprin, wobei Cyclosporin A und Kortikostereidals Basistherapie verwendet
wurden (MacDonald 2001, Kahan 2000). Hierzu wurd&76 bzw. 719
nierentransplantierte Patienten untersucht. In dmei@tudien zeigte sich durch die
Verwendung von Sirolimus ein signifikant geringerésuftreten von akuten
AbstoRungsepisoden, dabei erreichte die hoher essuppe (5mg/d Sirolimus) eine
hohere Effizienz als die niedriger dosierte Gru(ag/d Sirolimus) (MacDonald 2001,
Kahan 2000). In den mit Sirolimus therapierten Gripkonnte sogar ein verminderter
histologischer Grad der akuten Abstof3ung als in\dergleichsgruppen nachgewiesen
werden (Kahan 2000). Beide Studien zeigten als Nelskungen eine Erhdhung der
Cholesterin- und Triglyceridwerte und eine Thromyopenie (MacDonald 2001,
Kahan 2000). Diese waren in den héher dosiertenli®us-Gruppen ausgepragter als
in den anderen Gruppen, und es kam dort auch fgiufig Diarrhde und Arthralgien
(MacDonald 2001). AulRerdem wurde ein erhohtes Atdtr von Herpes-Simplex-
Infektionen in den Sirolimus-basierten Gruppen b#mégMacDonald 2001). Im
Gegensatz zu Cyclosporin A und Tacrolimus ist 8mot nicht nierentoxisch
(Saunders 2001). Diekmann et al. zeigten auch dutegzeit-Ergebnisse in
nierentransplantierten Patienten, sogar mit Sinaéinals Monotherapie (Diekmann
2005). In einer Single-Center Studie, ebenfallsBareich der Nierentransplantation,
konnte nach sechsjahriger Therapie mit Sirolimudexesine signifikante Proteinurie,
bei normaler renaler Funktion, noch ein gehauftafir&ten von Neoplasien festgestellt
werden (Nungaray 2005).

Sirolimus konnte auch in der Xenotransplantatia dberlebensrate von konkordanten
Herztransplantaten im Kleintiermodell erhéhen (Aeder 1994, Chen 1992). In einem
xenogenen konkordanten Hauttransplantationsmodelljn dem die
Transplantatempfanger Antilymphozytenserum und DPapezifisches Knochenmark
als Basistherapie bekamen, zeigte sich, dass 18uslidas Transplantattiberleben
signifikant verlangern konnte (75 Tage), wahrenal@sporin A keine Wirkung dieser

Art aufweisen konnte (Hale 1997). Ein dreimonatiJeansplantattiberleben konnte
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sogar in Pavianen, denen Herzen von transgenen efamvheterotop transplantiert
wurden, mit einer immunsuppressiven Medikation, téfesnd aus Sirolimus,
Tacrolimus, Steroiden und TPC (ein Anti-Gal-Antigér-Therapeutikum), erreicht
werden (McGregor 2005).

1.5.3 FK778

FK778 ist ein synthetisches Malononitrilamid (MNAnd leitet sich von dem aktiven
Metaboliten A771726 der Leflunomide ab (Fitzsimm@@94). Im Gegensatz zu den
Leflunomiden besitzt FK778 eine wesentlich kirzere
Halbwertzeit (6-45 Stunden vs. 15-18 Tage) und ist

daher besser geeignet fur die Verwendung in de?r]%

Organtransplantation (Fawcett 2004). Leflunomide
besitzt immunmodulatorische und antiinflammatoresch H
Effekte und wird bei Autoimmunerkrankungen, WieAbb.SStrukturformeI von
z.B. rheumatoider Arthritis, eingesetzt (Jin 2088ya FK778.

1997). Daher wird angenommen, dass das Derivaerdiggbstanz mit einer kiirzeren
Halbwertzeit und einer besseren Bioverflugbarkeit die Transplantationsmedizin
besonders interessant ist (Bilolo 2003). MNAs idrién das Enzym Dihydroorotat-
Dehydrogenase (DHODH), welches die de novo Pyrimsighthese katalysiert (Xu
1996). Die DHODH ist das vierte Enzym der de noyontBese und ist in der inneren
Membran der Mitochondrien lokalisiert (Silva 1998chnell proliferierende Zellen,
wie aktivierte Lymphozyten, bendtigen beide Wege @yrimidinsynthese, den
»Salvage pathway"“ und die de novo Synthese, umiBedarf an Nukleinsauren fur die
Herstellung von RNA und DNA zu decken (Schorlemii@98 [A]). Die Hemmung der
DHODH kann durch die Zugabe von Uridin in in viversuchen antagonisiert werden,
da dadurch der Nukleotid-Pool wieder aufgefulltdviBilva 1997, Xu 1996). Schrepfer
et al. zeigten in in vitro Versuchen, dass durclv FK eine dosisabhangige Reduktion
von CD25-exprimierenden T-Zellen bewirkt werden rkardie zuvor Uber den
TCR/CD28-Signalweg stimuliert wurden (Schrepfer @0M®ieser Effekt konnte nicht
durch die Zugabe von Uridin aufgehoben werden winthte somit auf eine zusatzliche
DHODH-unabhéngige Wirkung hinweisen (Schrepfer 200Bie MNAs inhibieren
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zusatzlich die Aktivitat der Tyrosin-Kinase, dieeiwichtige Rolle in der Induktion der
Zell-Proliferation spielt (Xu 1996). Des Weiteremngde in einer Studie von Kreijveld et
al. herausgefunden, dass FK778 eine regulatoris&higitat in stimulierten humanen
CD4-positiven-CD25-negativen T-Zellen hervorrufeank (Kreijveld 2007). Diese
Zellen scheinen wichtig zu sein, um ein Transplantzhne fortwahrende
Immunsuppression zu erhalten (Toleranzinduktion).

Die MNAs wirken nicht nur auf T-Zellen, sondern huauf B-Zellen, da die
Proliferation beider Zellreihen gehemmt werden k@arrle 1997, Kurrle 1996). Pan
et al. zeigten, dass die Verwendung von FK778 imerai chronischen
Allotransplantationsmodell in Ratten zu einer Reduk der allo-spezifischen
Immunglobuline (IgM und 1gG) und einer Verminderundes mononukleédren
Zellinfiltrates fuhrt (Pan 2003). Die MNAs wirkensa auf die zellulare und humorale
Immunantwort. Ferner wird auch die Expression vonndoghelialen
Adhasionsmolekulen, wie ICAM-1 und VCAM-1, reduziand dadurch die Interaktion
zwischen Leukozyten und Endothel verhindert (De23@4 [B]). Diese Reaktion kann
anscheinend ebenfalls nicht durch Uridin antagertisiverden (Schrepfer 2006).
Aul3erdem kann FK778 in ausreichender DosierundPcéferation und Migration von
glatten Muskelzellen in vitro inhibieren, und zwaesentlich effektiver als Sirolimus
(Deuse u. Schrepfer 2006). Die Wirkung von FK778 @e Migration der glatten
Muskelzellen kann offenbar auch hier nicht durchdldrrickgangig gemacht werden
(Schrepfer 2006).

FK778 besitzt ebenfalls einen vaskuloprotektivefelf indem es die Bildung einer
Neointima verhindert, unabh&ngig von seiner immppsessiven Hauptwirkung
(Savikko 2003). Zudem gibt es Hinweise darauf, daies Replikation von einigen
Herpes Viren gehemmt wird, insbesondere therapsteete Cytomegalieviren, die
besonders nach einer Transplantation Problemet&erkonnen (Fitzsimmons 2004).
Auch in der Therapie der Graft-versus-Host-Krankhkonnten die MNAs die
Uberlebensrate in Tierversuchen erhéhen (Schorlen2@@l, Schorlemmer 1998 [A],
Silva 1997). In experimentellen Studien wurde belelgss MNAs in der allogenen
Versuchstier-Kombination sowohl die akute als autie chronische Abstol3ung
verhindern kénnen (Bilolo 2003, Jin 2002, Schorleand098 [A]).
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Vanrenterghem et al. haben in einer randomisiettgpelblinden Phase Il Multicenter-
Studie mit 149 nierentransplantierten Patienten \Wigkung von FK778 in zwei
verschiedenen Dosierungen untersucht, in Kombinatit Tacrolimus und Steroiden
(Vanrenterghem 2004). Die Frequenz akuter Absto&ungvar in den beiden
FK778/Tacrolimus/Steroide-Gruppen wesentlich gesingls in der Placebo-Gruppe
(26,5% (hochdosiertes FK778) vs. 25,9% (niedrigeltes FK778) vs. 39,1%
(Placebo)). Allerdings wurden die gewlnschten Bligigel in der hochdosierten
FK778-Gruppe erst in der zweiten Woche erreicht uhd Halfte der akuten
AbstoRungen erfolgte vor diesem Zielwert. Bei dertdgsuchung der Subgruppe mit
dem gewtnschten Blutspiegel betrugen die Abstofateys 7,7% in der hochdosierten
Gruppe, 27,1% in der niedrigdosierten Gruppe und%an der Placebo-Gruppe. Die
Hauptnebenwirkung in dieser Studie von FK778 waeehnamie, die nach Absetzen
des Medikamentes reversibel war. Aul3erdem ist &aifga, dass in den mit FK778
behandelten Gruppen die Werte fir das Gesamt- unt-G@holesterin um 20%
niedriger waren als in der Placebogruppe.

Auch in der Xenotransplantation werden die MNAselisr getestet. Die xenogene
AbstoRung konnte in Ratten mit einem transplamretiamsterherzen dosisabhangig
mit MNAs verzogert werden, und zusammen mit Cyabosp A gelang sogar ein
Langzeit-Uberleben des Xenotransplantats von mishB& Tagen (Schorlemmer 1998
[A]. In einem xenogenen Hauttransplantationsmo(dkus und Ratte) erreichte man
zudem durch die Verwendung von MNAs eine signifteaReduktion der XNAs (IgM
und IgG), wodurch es zu einem verlangerten Transalddberleben kam
(Schorlemmer 1998 [D]).

Durch ihre vielfaltigen Effekte auf verschiedene dWanismen in der
TransplantatabstoRung scheinen die MNAs nicht maier Allotransplantation, sondern

auch in der Xenotransplantation, eine priviligigRelle zu spielen (Waer 2001).

1.6 Ziel der Studie

Aus den oben genannten Erlauterungen der xenogémsnf3ung wird ersichtlich, dass
die hyperakute Abstol3ung heute nicht mehr die gréfiirde in der Transplantation
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zwischen verschiedenen Spezies darstellt und essokhrere gute Ansatze gibt, diese
Abstol3ungsphase zu vermeiden.

In dieser Studie wird daher die akute zellulare tdBang in der Xenotransplantation
anhand der orthotopen Aortentransplantation in dgablierten konkordanten
Versuchstier-Kombination Syrischer Hamster auf lseRatte untersucht. Nach 14
Tagen bildet sich in diesem Xenotransplantationgtiocein mononukleéres
Zellinfiltrat, welches histologisch und immunhisk@misch genauer analysiert werden
kann (Briffa 2004). Diese Arbeit beschéftigt siaslhesondere mit der Verteilung der T-
Lymphozyten (CD4+ und CD8+) und der Makrophagen Tinansplantat und den
Veranderungen in der GefalBmorphologie. Durch die rwéadung der
Immunsuppressiva Tacrolimus, Sirolimus und FK778dwiveiterhin versucht eine

wirksame Therapie gegen die XenotransplantatabstpiBudieser Phase zu finden.

Zusammenfassend werden folgende Fragen in diebeitAtiskutiert:
1. Welche Zellpopulation dominiert innerhalb detseandenen Infiltrats im
Xenotransplantat?
2. Inwiefern verandert sich die GefalRmorphologiedee
XenotransplantatabstoRung?
3. Welches Medikament oder welche Medikamentenkoatlan kann die
XenotransplantatabstoRung am besten verhinderna#fvalten?
4. Welche Dosierung erzielt die beste Wirkung wsidiabei
nebenwirkungsarm?
5. Fuhrt die Kombination von FK788 und Tacrolimasvb Sirolimus zu einer

Wirkungsteigerung, ohne die Nebenwirkungen zu deksn?

Das Ziel der Studie ist herauszufinden, ob die Imsuppresiva Tacrolimus, Sirolimus
und FK778 die akute zellulare Abstof3ung in der Xemsplantation beeinflussen
kénnen. Dadurch wird ein wichtiger Beitrag zur R&altung der Xenotransplantation
geliefert, um ein Langzeit-Uberleben eines Xenapdantats potentiell mdglich zu

machen.
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2. Material und Methoden

2.1 Xenogenes Tiermodell

Als konkordantes Tiermodell fur die xenogene Aat@msplantation wurden mannliche
Syrische Hamster als Transplantatspender und ntéwenRatten vom Stamm Lewis als
Empfanger benutzt. Die Lieferung der Tiere erfolgten Charles River Laboratories
(Sulzfeld, Deutschland). Am Tag ihrer Ankunft wardie Tiere 10-12 (Spender) bzw.
6-8 (Empfanger) Wochen alt und das Gewicht betmigden Hamstern ca. 100g-150g
und bei den Ratten 150g-200g. Die Tiere wurden lgeigt von der Behorde flr

Umwelt und Gesundheit (Hamburg) mit der Genehmigangymer: 51/04 BUG auf

Grund des § 8 des Tierschutzgesetzes.

2.2 Orthotope Aortentransplantation

Am Operationstag wurde das Spendertier durch eine
subkutane Injektion mit Fentanyl (0,08 mg/kg) naidiert
und anschlieRend am Bauch rasiert, gewogen unetinaf

Korkplatte fixiert.

. Das Abdomen wurde durch einen medianen L&ngsschnitt
Abb. 6 Syrischer Hamste
eroffnet, die Aorta und die Vena cava inferior préipariert
und durchtrennt. Nach seitlicher Thoraxerdéffnungdeudas
Herz entfernt zur besseren Ubersicht im OP-GebMs.
Transplantat wurde die thorakale Aorta bendtigt, dia

Durchmesser des Gefalles annahernd dem der Empfa

Aorta entspricht. Die Aorta wurde distal der A. slalvia
sinistra abgesetzt und distal bis zum Zwerchfedippriert. Abb. 7 Lewis-Ratte
Kleinere Gefalle wurden verddet. Das Transplantatdevibis zu seiner weiteren

Verwendung in eisgekihlter Kochsalz-Losung bei eti@ aufbewahrt.
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Die Lewis-Ratte wurde ebenfalls durch eine subl@i@abe von Fentanyl (0,08 mg/kg)
in Narkose versetzt und auf die gleiche Weise fér @peration vorbereitet wie das

Spendertier.

Nach Er6ffnung des Abdomens und Darstellung detaAabdominalis wurde infrarenal
sowie proximal der Bifurkation der Blutfluss mit faBklemmen unterbrochen,
abgehende Gefalie ligiert (7-0 Prolene, Ethicon &stddt) und ein ca. 1 cm langes

Segment der Empfanger-Aorta enthnommen.

p_Fa)gi?(rale Aorta
& abdorhinalig -
Y ;0\& s .

Abb. 8 Empfanger-Aorta nach Entnahme des Segmentes.

Das Transplantat wurde mit der Empfanger-Aorta ldasgei End-zu-End Anastomosen
verbunden (8-0 Prolene, Ethicon Norderstedt). Beh&miezeiten variierten zwischen
15 und 20 Minuten. Bei den syngenen Kontrolltiewarrde die abdominelle Hamster-
Aorta fir 15 bis 20 Minuten abgeklemmt und mit eirgekihlten NaCl-Lésung

umspult.

Abb. 9 End-zu-End Anastomose mit gendhter Hinterwand.
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Nach Entfernung der Klemmen und Wiederherstellueg 8lutflusses wurden die
Anastomosen auf Bluttrockenheit kontrolliert.

Abb. 10 Transplantierte Spenderaorta im Empfénger.

Nachdem der Blutfluss gesichert war, erfolgte ders¢hluss des Abdomens mit einer
Fasziennaht und einer Hautnaht (5-0 Prolene, Hthidorderstedt). Die Narkose

antagonisierte man durch eine subkutane InjektmnNarcanti (Naloxon).

Die Tiere erhielten postoperativ fur zwei Tage Ngw#® mit dem Trinkwasser als
Analgetikum.

2.3 Dosierung und experimentelle Gruppen

Insgesamt wurden zwo6lf experimentelle Gruppen reweils sechs Versuchstieren
untersucht (siehe Tabelle 1). Die Versuchstieredemrzufallig auf die verschiedenen
Gruppen verteilt und kein Tier starb durch techméscVersagen.

Die Gruppe 1 diente als Kontrollgruppe und bestansl den autologen Transplantaten
der Hamster. Hier wurde keine Abstof3ung erwarté. \lersuchstiere aus Gruppe 2
erhielten xenogene Transplantate. Beide GruppenarbeR postoperativ keine

Medikation.

Die Gruppen 3 bis 8 erhielten ebenfalls Xenotraasite und wurden mit einer

Monotherapie, bestehend aus FK778, Tacrolimus 8detimus, in unterschiedlichen

Dosierungen immunsuppressiv behandelt.
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In den Gruppen 9 bis 12 wurde die Kombinationsthieranit FK778 und Tacrolimus

bzw. Sirolimus ebenfalls in verschiedenen Dosieeummngntersucht.

Aufbau der Gruppen:

—

Gruppe Name Kombination n Medikation

1 syngen SH

2 no medication SH-> Lew

3 FK778 LD SH— Lew FK778 (5 mg/kg)

4 FK778 HD SH- Lew FK778 (20 mg/kg)

5 Tac LD SH— Lew Tac (1 mg/kg)

6 Tac HD SH— Lew Tac (4 mg/kg)

7 Sir LD SH— Lew Sir (0,5 mg/kg)

8 Sir HD SH— Lew Sir (2 mg/kg)

9 FK778 + Tac | SH— Lew FK778 (5 mg/kg) + Tac (1 mg/kg)
LD

10 FK778 + Tac | SH— Lew FK778 (20 mg/kg) + Tac (4 mg/kg
HD

11 FK778 + Sir LD| SH— Lew FK778 (5 mg/kg) + Sir (0,5 mg/kg

12 FK778 + Sir HO SH— Lew FK778 (20 mg/kg) + Sir (2 mg/kg)

Tab. 1 Experimentelle Gruppen; Abkirzungen: Tac = Taanab; Sir = Sirolimus; LD = low-dose; HD =

high-dose; SH = Syrischer Hamster; Lew = Lewis-att

2.4 Verabreichung der Medikamente

Die Medikamente FK778 und Tacrolimus wurden von Astellas GmbH (Minchen,

Deutschland) und Sirolimus durch den Hersteller iWyéMinster, Deutschland)
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bereitgestellt. Die Substanzen wurden taglich Uder Tage, beginnend am
Operationstag, verabreicht. Die Losung von FK778folgte in 1%iger

Carboxymethylcellulose. Tacrolimus wurde in 0,9%iaCl-Losung geldst. Sirolimus
gab es als Rapamune Trinklosung und wurde ebenfatl€,9 %iger NaCl-Lésung

verdinnt.

Diese Losungen wurden jeden Tag frisch angesetdt mittels einer Schlundsonde

(Firma World Precision Instruments, USA) den Tiepen os appliziert.

2.5 Behandlung der Tiere

Die Tiere wurden in den klimatisierten Raumen desstalles im Universitatsklinikum

Eppendorf mit Wasser ad libitum und Ratte-Mausd®gllbzw. Hamster-Pellets
versorgt. Jeweils vier Ratten teilten sich einerigk&Die Hamster wurden zu acht in
einem Kafig gehalten. Es herrschte eine konstamtmelbungstemperatur von 20°C,
eine Luftfeuchtigkeit von 50-60 % und ein 12 Stumtiell-dunkel-Rhythmus.

Die Lewis-Ratten wurden am Operationstag sowie am16. und 14. Tag nach
Transplantation gewogen. Wahrend dieser Zeit wtiidech auf Nebenwirkungen der
Medikamente geachtet, wie z. B. gastrointestinascBwerden in Form von Diarrhden
oder Gewichtsabnahmen. Es erfolgten auf3erdem amd510. Tag Blutentnahmen (0,5

ml) zur weiteren Medikamentenspiegel-Bestimmung.

2.6 Explantation des Xenotransplantats

Nach 14 Tagen erfolgte bei jedem Versuchstier dipldhtation. Unter Vollnarkose
(mit Fentanyl s.c. 0,08 mg/kg) wurde die Lewis-Ratasiert, die Bauchhohle durch
einen Medianschnitt er6ffnet und die Aorta abdordmsnand die Vena cava inferior

freigelegt.
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Abb. 11 Intraabdomineller Situs bei Explantation.

Blutenthahmen:

Insgesamt wurden 5-6 ml venéses Blut entnommen:
 EDTA-BIut zur Erstellung eines Differentialblutbéd und fir die Bestimmung
des Medikamentenspiegels von Sirolimus

* Plasma fir die Medikamentenspiegel von FK778 urctdisnus

Zur Gewinnung des Serums und des Plasmas wurd8ldagehn Minuten bei 3000
U/min zentrifugiert.

Das Blutbild wurde am jeweiligen Tag direkt bestimaie anderen Blutproben wurden
bis zu ihrer Messung bei -20°C aufbewahrt. Die Madientenspiegel von Tacrolimus
und Sirolimus sowie das Blutbild wurden im Instittiir Klinische Chemie des
Universitatsklinikums Eppendorf (UKE) gemessen. Bmegel von FK778 bestimmte
man im Institut fur Pharmakologie (UKE) mittels HEL(High Power Liquid
Chromatography).

Explantation des Xenotransplantats:

Die abdominelle Aorta wurde proximal bzw. distal demastomosen durchtrennt und
entnommen. Nach Sauberung des Transplantates molisétz-Losung, wurde es mit

einem Skalpell in zwei Abschnitte geteilt.
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Abb. 12 Explantierte Aorta.

Eine Probe kam in ein Eppendorf-Cup mit Tissue Tlekma Sakura, Giessen) und
wurde sofort in flissigem Stickstoff schockgefrarBas gefrorene Gewebe wurde bei -
20°C im Gefrierschrank fur die spatere Herstelluag Kryoschnitten gelagert.

Der andere Teil wurde direkt nach Entnahme in 4%igeormaldehyd fixiert und

anschlie3end in Paraffin eingebettet zur Anfertgguan histologischen Schnitten.

2.7 Histologische Farbungen

Nach mindestens 24 Stunden Fixierung der Transgkanh Formalin wurden sie in
Paraffin eingebettet. Die Schnitte wurden an eifdikrotom mit einem Durchmesser

von 5um hergestellt.

Zur Ubersicht wurde eine Hamatoxylin/Eosin-Farb(igyer Hamatoxylin und Eosin-
G-Losung 0,5%, beides von der Firma MERCK, Darntytaturchgefiihrt. Das
Eindecken der gefarbten Praparate erfolgte mittE(®i Kindler GmbH, Freiburg).

Um das Ausmali des entstandenen Infiltrats zu blEumtevurden die Media und die
Adventitia der Gefal3querschnitte an vier reprasmeta Stellen ausgemessen und der

Mittelwert berechnet.

Eine Trichromfarbung nach Masson-Goldner wurdeBrurteilung der Gefal3struktur,
insbesondere des Bindegewebes, verwendet. Hierewedds Zytoplasma rot, die
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Zellkerne braun, die kollagenen Bindegewebsfasgin gnd die Muskelfasern orange-
rot angefarbt.

2.8 Immunhistochemische Farbungen

2.8.1 CD4-, CD8- und ED1-Farbung

Zur naheren Untersuchung des Infiltrats wurden isflez immunhistochemische
Farbungen erstellt, um die einzelnen Zellen ideamifen zu kdnnen. Die in Tissue Tek
eingefrorenen Proben wurden mit einem Kryostatwm8dicke Schnitte auf Superfrost-

Objekttrager verarbeitet und bis zu ihrer weitevemwendung bei -20°C gelagert.

Es wurden CD4-, CD8- und ED1-positive Zellen mgtedpezifischen Antikdrpern
identifiziert. Die CD4-Farbung dient zur Darsteldumon T-Helferzellen, zur Detektion
von zytotoxischen T-Lymphozyten wurde gegen CD&udef ED1 wurde als Marker

fur Makrophagen benutzt.

Herstellung der Farbungen:

Nach 10mindtiger Fixierung in Aceton, wurden die aparate 15 Minuten
luftgetrocknet. Als Primar-Antikorper wurden monokble Antikérper der Maus gegen
Ratten-Antigene (CD4, CD8, ED1) verwendet.

Die Verdinnung der Antikdrper erfolgte mit PBS-Ruf{Biochrom AG, Berlin) nach

folgendem Schema:

Primar-AntikGrper Verdinnung
Mouse-anti-Rat CD4 (OX38, Serotec, Disseldo 1:800
Mouse-anti-Rat CD8 (OX8, Serotec, Dusseldori 1:800
Mouse-anti-Rat ED1 (ED1, Serotec, Dusseldorf 1:1000

Die Objekttrager wurden mit dem Primér-AntikorpareeStunde lang in einer feuchten
Kammer inkubiert und anschlie3end in PBS-Pufferapgslien.
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An den ersten Antikérper wurde nun ein zweiter, ayedylaus-Antikdrper gerichteter
Kaninchen-Antikérper (Firma Dako, Hamburg) gebundeie Verdiinnung betrug 1:50
und erfolgte mit PBS-Puffer und verdinnten Rattend8. Dieses wurde benutzt, um
unspezifische Antikdrperbindungen zu vermeiden. IDleibationszeit betrug ebenfalls

eine Stunde in einer feuchten Kammer mit anschtid@eWaschung in PBS-Puffer.

Als dritten Antikdrper verwendete man einen mit deEnzym Peroxidase konjugierten
goat-anti-rabbit Antikérper (Firma Caltag Laborasr Hamburg). Dieser wurde auf
die gleiche Weise verdunnt wie der Sekundar-Anpkér Die Praparate kamen fur 30

Minuten in eine feuchte Kammer zur Inkubation.

Die eigentliche Farbung der Schnitte erfolgte duihgabe des Substrats der
Peroxidase Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DABFirfha Sigma, Munchen),
welches zuvor mit 1@l Wasserstoffperoxid und 10 ml PBS-Puffer vermisehirde.
Hierdurch farben sich positive Praparate nach 10uldin braun. AnschlieRend wurden
die Schnitte fur 10 Sekunden mit Hamatoxylin gegdaudpt (Blaufarbung des
Chromatins) und fur 10 Minuten in Leitungswassexvggchen. Zum Schluss folgte das
Eindecken mit Aquatex (MERCK, Darmstadt).

Die Schnitte wurden mittels eines Computerprogramrfiica, Bensheim,

Deutschland) untersucht und die jeweilig positifégeten Zellen pro mmz2 ausgezabhit.

2.8.2 Alpha-Actin-Farbung

Es wurde eine Alpha-Actin-Farbung (Serotec, Dussé€ldhergestellt, um glatte
Muskelzellen in der Media darzustellen. Die Farbwngde im Institut fir Pathologie
(UKE) angefertigt.

Um den Grad der Medianekrose festzustellen, wunde semiquantitative Einteilung

vorgenommen (Abb. 13):
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Grad 0O: Glatte Muskelzellen ohne nekrotische Areale urefaGstruktur gut
erhalten.

Grad 1: Nicht-zirkulare Nekrose, nur die inneren Schichtéer Media sind
betroffen.

Grad 2: Die zirkulare Nekrose nimmt mehr als die Halfteerd
GefalRquerschnittsflache ein, ohne sich auf dier@n¥ezirke auszubreiten.
Grad 3: Schwere Nekrose, die gesamte Gefallwand betreffehderstorter
Gefalarchitektur.

Abb. 13 Semiquantitative Gradeinteilung zur BewertungMedianekrose im Aorten-Xenotransplantat.
2.9 Statistik

Um die experimentellen Gruppen miteinander vergkenc zu kénnen, wurde die
Varianzanalyse ANOVA mit anschlieBendem LSD Post Hest fur mehrere Gruppen
eingesetzt. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von @)0,05 wurde als signifikant

bewertet. Zur statistischen Analyse wurde das S§l&stical software package 10.0
fur Windows (SPSS Inc., Chicago, IL) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Medikamentenspiegel

Es erfolgten vendse Blutentnahmen am 5. und 10.(0&gml), wahrend der 14tagigen
Laufzeit, und am Tag der Explantation (2-3 ml) zWdBestimmung der
Medikamentenspiegel. Die Versuchstiere in Gruppani8 einer niedrigdosierten
Therapie von 5 mg/kg FK778 wiesen einen mittleréasiaspiegel von 31,6 + 14,1
mg/l auf. In der hochdosierten Gruppe, in der dexd mit 20 mg/kg FK778 behandelt
wurden, konnte im Durchschnitt ein Medikamentengglievon 104,8 + 56,5 mg/l
gemessen werden. Es gab eine signifikante Vermindeder Plasmakonzentration von
FK778 in der jeweiligen Versuchszeit. In der nigdosierten Gruppe fielen die Werte
von 46,4 £ 16,3 mg/l an Tag 5 auf 14,3 + 7,5 mg/[Tag 14 (p < 0,05). In Gruppe 4
wurde ebenfalls ein Abstieg von 185,4 + 23,5 mg/lTag 5 auf 27,5 £ 19,3 mg/l an
Tag 14 bemerkt (p < 0,05). Dies konnte auf einedumnerten Stoffwechselprozess
hinweisen.

Die Medikamentenspiegel von Tacrolimus waren dagegesentlich stabiler. In der
Gruppe 5, mit einer Medikation von 1 mg/kg pro Tagigten sich Plasmaspiegel von
1,6 = 0,6 ug/l und in der hochdosierten Therapiegruppe mit @g/kan betrugen sie
durchschnittlich 12,4 + 6,g/.

Bei Sirolimus konnte man in der Gruppe 7, in det @b mg/kg pro Tag therapiert
wurde, einen Medikamentenspiegel von 2,9 g2 nachweisen. In der hochdosierten
Gruppe 8, in der 2 mg/kg verabreicht wurde, zeigieh Blutspiegel von 8,2 + 18/l.

Es wurde eine leichte aber nicht signifikante Abmahder Medikamentenspiegel von

Tacrolimus und Sirolimus festgestellt, wenn sie RKZ 78 kombiniert wurden.

3.2 Nebenwirkungen

Keiner der Transplantatempfanger verstarb wahremd.dtéagigen Versuchslaufzeit. Es
wurden ebenfalls keine gastrointestinalen Nebenwiglen, die auf die Therapie
zuruckfuhrbar gewesen waren, wahrend dieser Zehdmehtet. Die hochdosierte FK778
Gruppe und die Kombinationstherapie mit Tacrolinrueoher Dosierung tendierten zu
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einer leichten, aber nicht signifikanten Abnahme ldb-Werte im Differentialblutbild.
Die Gewichtsprotokolle wiesen keine signifikanteruffdlligkeiten zwischen der

unbehandelten Gruppe 2 und den Therapie-Gruppen auf

3.3 Makroskopisches Erscheinungsbild

Nach einer Laufzeit von 14 Tagen zeigten die Xemdplantate der verschiedenen
Gruppen ein sehr unterschiedliches makroskopisEngsheinungsbild. Es fanden sich
darunter intakt erscheinende und gut durchblutetetehsegmente, aber auch stark
veranderte und destruierte Gefal3e. Alle Xenotramsate wiesen bei Explantation ein
offenes Lumen auf und keine relevante Thrombusfaonakonnte im Inneren des

GefalRes festgestellt werden.

3.4 Allgemeine Histologie

Die H.E.-Farbung gibt eine gute Ubersicht iiber AasmaR der Infiltrate, da sich die
Kerne der eingewanderten Zellen durch eine intendBlaufarbung ausreichend

abgrenzen.

Abb. 14 Xenotransplanat der unbehandelten Gruppe 2 mijegudgter Infiltration der Gefal3adventitia (A).
Im Vergleich dazu ein Transplantat aus der FK778@&Mppe (B) mit &hnlichem Aspekt. Schwarze Pfeile:
hochgradige Infiltration der Adventitia. H.E.-Féargy 50x vergroert.
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Es zeigte sich, dass in den unbehandelten Xengpleariaten besonders die Adventitia,
und weniger die Media, von den infiltrierenden 2elbetroffen war (Abb. 14 A und 15
A). In der FK778 LD-Gruppe konnte keine wesentli¢adb. 14 B und 15 B) und in

den anderen niedrigdosierten Mono- und Kombinatlerapien nur eine geringe

Reduktion der Infiltration erzielt werden.

Abb. 15 VergroRerter Auschnitt aus dem Xenotransplantatdbehandelten Gruppe 2 (A) und der FK778
LD-Gruppe (B). H.E.-Farbung.

Im Vergleich hierzu préasentierten sich die Transglte in den hochdosierten
Therapien, hauptsachlich in der Tacrolimus-Monatper und in Kombination mit
FK778, ahnlich denen der syngenen Gruppe mit eigertngeren Anzahl von
mononuklearen Zellen in der Adventitia (Abb. 17 AduB). Hier konnte ein fast

normaler Gefal3status nachgewiesen werden (Abb. 16dB).

o~ 3

Abb. 16 Geringfugige Infiltration der Adventitia in der T&D- (A) und der syngenen Gruppe (B).
H.E.-Farbung, 50x vergrof3ert.
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Abb. 17 Vergroéerter Ausschnitt aus dem XenotransplantalTdeHD- (A) und der syngenen Gruppe

(B). H.E.-Farbung.
Diese ausgepragte Infiltration in den unbehandelfeansplantaten der Gruppe 2
erweiterte den durchschnittlichen Adventitia-Dur@sser, im Vergleich zur syngenen
Gruppe, von 143 £ 9@m auf 809 + 20um (p < 0,01).
In der Media von unbehandelten Transplantaten sain msbesondere in den inneren
Schichten, also dem Lumen des GefaRes zugewandpfadls eine ausgepragte
Infiltration von mononukle&ren Zellen. Hier konraiech eine starkere Destruktion als in
den &aufReren Schichten der Media festgestellt werdeamal besonders hier die
elastischen Lamellen stark aufgelockert erschiamahkeine typischen Zellkerne von
glatten Muskelzellen mehr abgrenzbar waren (AbBL®iese Beobachtung spiegelte
sich auch in den Alpha-Actin-gefarbten Praparaterselben Gruppe wider, da
hauptséachlich in den inneren Schichten keine glahtiskelzellen mehr auffindbar
waren (Abb. 18 C). In den niedrigdosierten Monod dgombinationstherapien zeigten
sich ahnliche Veranderungen mit starkerer Infiltnatund Destruktion in den inneren
Schichten als in den &ul3eren Schichten der GefdBmed hochgradiger Auflockerung
der elastischen Lamellen. Auch dies manifestieide s den Alpha-Actin-Farbungen
dieser Transplantate als fast vollstandiges Feplatier Muskelzellen in den inneren
Mediaschichten, wéhrend die &auf3eren Schichten st &len Praparaten intakt

erschienen.
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Abb. 18 Im Vergleich zu der syngenen Gruppe (A; H.E.-Fadju zeigten die unbehandelten
Transplantate aufgelockerte elastische Lamelleer$tund eine Infiltration von mononukleéaren Zellen
(weiBer Pfeil) in den inneren Schichten der MedBa Kl.E.-Farbung); Alpha-Actin-Farbung desselben
Transplantats mit fehlenden glatten Muskelzelleahsarzer Pfeil) in den inneren Mediaschichten (C).
200x vergroRert.

In den hochdosierten Mono- und Kombinationstherapieonnten nur leichte
Veranderungen der GefalBmedia festgestellt werdemch Ahier stellte sich die
Medikation mit Tacrolimus als wirksamste Therapezdus. Es zeigten sich eine milde
Auflockerung der elastischen Lamellen und veretezehononukleare Zellen an der
Gefallintima und der obersten Schicht der Media (Ah A). Die Alpha-Actin-
Farbung dieser Praparate bestatigte diese Wahrmehmi nahezu vollstandig intakten
glatten Muskelzellen in der gesamten Media (AbbB)L9

Es wurde in keinem Xenotransplantat eine VerengilgrgGefalllumina vorgefunden,
und es konnte ebenfalls keine Ausbildung einerittgoa festgestellt werden. Sehr
stark destruierte Transplantate mit nur noch veedtan glatten Muskelzellen in der
Media tendierten zu einer breiteren GefalBmedia miitem groReren Media-
Durchmesser als Praparate mit intakteren Mediastgnic
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Abb. 19 Die hochdosierten Gruppen zeigten ein fast gededrigild der elastischen Lamellen und nahezu
keine mononukleare Infiltration der Media (A; Ta®HH.E.-Farbung); Intakte Muskelschicht in der
hochdosierten Tacrolimus-Gruppe (B; Alpha-Actiniting). 200x vergrof3ert.

Durch die Trichromfarbung werden kollagenes Bindegjfgee griin und glatte
Muskelzellen orange-rot dargestellt. Dadurch komnés in den Xenotransplantaten der
Gruppe 2 zwischen den elastischen Lamellen der &/daesonders in den starker
destruierten Arealen, eine Bindegewebsproliferatbenbachten, die sich als grunlich
gefarbte Bezirke abzeichnete (Abb. 20). Diese Biegeebsproliferation wurde
maoglicherweise durch die eingewanderten Makrophagdueiert. Die niedrigdosierten

Gruppen zeigten ahnliche Umwandlungen der Gefafamedi

Mal W, ? A5 e

Abb.20 Bindegewebsproliferation (griin) in der GefalBmedideén unbehandelten Xenotransplantaten
(schwarze Pfeile). Trichromféarbung, 50x vergrofiert.
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In  den hochdosierten Therapiegruppen, besonders dar Tacrolimus-
Monotherapiegruppe und in Kombination mit FK778nkten derartige Veranderungen
im geschilderten Umfang nicht bestétigt werden wlel Transplantate zeigten im

Vergleich zur syngenen Gruppe 1 eine nahezu noriatia (Abb. 21 A und B).

AR P

Abb. 21 Eine intakte Mediaschicht zeigte sich in den hadieiten Gruppen (A; FK778+Tac HD) und in
der syngenen Gruppe (B). Trichrom-Farbung, 50x ngrt.

3.5 Immunhistochemie

3.5.1 Mononukleéares Zellinfiltrat

Die immunhistochemischen Farbungen der CD4- und-Gaxtiven Lymphozyten und
ED1-positiven Makrophagen dienten zur weiteren é@dhzierung des Infiltrates.
Dadurch kann nicht nur das Ausmald der Infiltrati®urteilt werden, sondern auch
Aussagen uber die Zusammensetzung gemacht werden.

Die autolog transplantierten Aorten zeigten nureegeringe Anzahl von Immunzellen
in der Adventitia, wahrend in den unbehandeltem3péantaten dagegen eine heftige
Immunreaktion mit einem ausgepragten mononukle&eltinfiltrat nachgewiesen
werden konnte.

Wie in Abbildung 22 ersichtlich, konnte man in all&herapie-Gruppen, aul3er in der

Gruppe mit niedrigdosiertem FK778, eine signifikkaderminderung von CD4- und
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CD8-positiven Lymphozyten und ED1-positiven Makraghn, im Vergleich zu der
unbehandelten Gruppe, festgestellt werden (p <0&ruppe 2).

1600

1400

ED1
B CD8
B CD4

1200

1000

800 -

Zellen/mm2

600 -

400 -

200

syngen
no medication
FK778 LD
FK778 HD
FK778 + Sir LD
FK778 + Sir HD

FK778 + Tac LD
FK778 + Tac HD

Abb. 22 Mononukleéares Zellinfiltrat in der Adventitia unteilt in die unterschiedlichen Subtypen
(CD4- oder CD8-positive Lymphozyten und ED1-positMakrophagen).

Betrachtet man nur die Gruppen mit einer Monotheragiellt sich die Behandlung mit
hochdosiertem Tacrolimus am wirksamsten heraus, themunreaktion zu
unterdriicken. Die Anzahl der CD4-positiven Zellearwier signifikant geringer als in
Gruppe 8, in der mit Sirolimus HD behandelt wurge(,008). Die Infiltration der
CD8-positiven Zellen, verglichen mit FK778 HD unotdBmus HD, konnte wesentlich
besser supprimiert werden (p=0,015 vs. Gruppe 9,085 vs. Gruppe 8). Auch die
Einwanderung von ED1-markierten Makrophagen wumldglath besser unterdrtickt als
in den anderen beiden hochdosierten Monotherapre® @01 vs. Gruppe 4 und 8).
Aufgrund der ausgepragten Wirkung von Tacrolimusrike keine weitere Suppression
der infiltrierenden Zellen in Kombination mit FK778stgestellt werden. Die
Kombination von FK778 und Sirolimus in hochdoserForm fihrte allerdings zu

einer signifikanten Unterdriickung von CD8- (p=0,08& Gruppe 4, p=0,014 vs.
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Gruppe 8) und ED1-positiven Zellen (p=0,040 vs. gpe1 4, p=0,036 vs. Gruppe 8),
verglichen mit ihren korrespondierenden hochdosnelMonotherapien.
Ein signifikanter Unterschied in der Verteilung ded1-positiven sowie der CD4- und

CD8-positiven Zellen in den jeweiligen Infiltrat&onnte nicht nachgewiesen werden.

In der GefalBmedia zeigte sich eine geringere fafiin von Immunzellen als in der
Adventitia. Auch hier erwies sich Tacrolimus, insbeders in hochdosierter Form, als
effektivste Therapie gegen die Ausbildung diesegliMefiltrats. Im Gegensatz zur
gleichmafigen Verteilung der einzelnen SubtypenAdventitiainfiltrat Uberwog die
Anzahl der ED1-positiven Makrophagen im Infiltrardedia.

3.5.2 Medianekrose

Um glatte Muskelzellen in der Media gut darstellen kdnnen, wurde eine
immunhistochemische Alpha-Actin-Farbung verwendet.

3_

Medianekrose

syngen
no medication
FK778 LD
FK778 HD

Tac LD

Tac HD

Sir LD

Sir HD

FK778 + Tac LD
FK778 + Tac HD
FK778 + Sir LD
FK778 + Sir HD

Abb. 23 Semiquantitative Auswertung der Medianekrose mvrschiedenen Gruppen.
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Zur Auswertung der Medianekrose diente die semitaéine Gradeinteilung (siehe
2.8.1). In Abbildung 23 sind die Ergebnisse grdfidargestellt.

Die Resultate der niedrigdosierten Monotherapieigtge im Vergleich zu den stark
destruierten Xenotransplanaten der nicht-theramertGruppe nur eine milde
Reduzierung der Medianekrose. In den Kombinatie@rsiiien FK778 + Sir LD und

FK778 + Tac LD konnte ebenfalls keine wesentlicheeriWhderung der

Mediadestruktion erzielt werden. Unter den hocheldsh Monotherapien erwies sich
Tacrolimus als wirksamste Therapie. Hier wurde andkombination mit FK778 keine

Verbesserung erzielt. Nur die hochdosierte Komimnavvon FK778 und Sirolimus

zeigte eine hohere Wirksamkeit als ihre jeweiligomotherapien (Abb. 23).

Es konnte aul3erdem eine signifikante Korrelatiomselen der verstarkten Infiltration

von Makrophagen und dem Medianekrosegrad festifestaden.
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4. Diskussion

Fur die Versorgung von Patienten mit Organerkragkanim Endstadium stellt der
weltweite Organmangel ein grof3es Problem fur dan3plantationsmedizin dar (Evans
1992). Die Transplantation von Tierorganen in denenbthen, also die

Xenotransplantation, kdnnte eine passende Losurdjédes Problem sein.

Im Gegensatz zu den allogenen Abstol3ungsreaktiotreten in xenogenen

Transplantationsmodellen generell vier verschied&ébstoRungsmechanismen auf: 1.
die hyperakute, 2. die akute vaskulare, 3. die ealadilulare und 4. die chronische
Abstol3ung (Ahn 2004). Da die hyperakute Abstol3uagtén nicht mehr die grofte
Hurde in der Xenotransplantation darstellt (Tanlgut996, Kobayashi 1997, Phelps
2003), wurde in dieser Studie die akute zellularbstAlung im konkordanten
Kleintiermodell untersucht. Hier kbnnen keine préigerten Antikérper nachgewiesen
werden (Chaline 1994) und somit ist dieses Modall Erforschung dieser Art der

AbstoBung am besten geeignet. Die orthotope Adgdesplantation, in der

Kombination Hamster auf Lewis-Ratte ist ein etaldie Modell zur Untersuchung der
xenogenen AbstoRung (Briffa 2004, Allaire 1996h&mga 1996). Die vaskulare
Thrombosierung ist in diesem Modell weniger wichtig die zellulare Absto3ung im
histologischen Bild dominierend ist (Allaire 1996)bwohl es zu Verletzungen der
GefaBwand im AbstoRungsprozess kommt, kdnnen dmezitaren Funktionen der
arteriellen GefalBwand aufrechterhalten werden, randks in komplexeren Organen
(Plissonnier 1995). Vielleicht ist dies auf die Ged oder die hohe

Blutflussgeschwindigkeit dieser Transplantate zkraéiihren. Dieses Modell erlaubt
somit, mit seiner einfach organisierten Strukturdnei unterschiedliche Zellschichten
(Adventitia, Media und Intima), die genaue Untersuty der zellularen

AbstoRRungreaktion in arteriellen Gefal3en (Plissenh995).

Zusatzlich wurde die Wirkung der Immunsuppressivacrdlimus, Sirolimus und

FK778 auf diese spezielle Phase analysiert. Diesdidmente haben sich bereits in
der Klinik (Tacrolimus und Sirolimus) und in expaentellen Studien (FK778) in der
Allotransplantation bewahrt (First 2004, Yakupo@@04, Jin 2002). Daher wurde in
dieser Studie ihre Wirksamkeit im xenogenen Versoadell untersucht. Alle drei

Substanzen konnen Uber unterschiedliche Wirkmeshmn das Immunsystem
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supprimieren, deshalb ist es wichtig zu ermittetly eine Kombination dieser
Medikamente eine Verbesserung der Wirksamkeit aifAtbwendung der xenogenen
akuten zellularen AbstoRung bewirken kann.

Nach 14 Tagen wurde das Xenotransplantat explantarzu diesem Zeitpunkt das
Infiltrat im histologischen Bild am ausgepragtestmscheinen soll (Briffa 2004). In
dieser Forschungsarbeit zeigte sich ein massiiégdhin der unbehandelten Gruppe,
insbesondere in der Adventitia, bestehend auswa ejfleichen Anteilen von ED1-
positiven Makrophagen sowie CD4-positiven und C@8Hiven T-Lymphozyten. Eine
dominierende Zellart konnte im Infiltrat nicht fgestellt werden. Im Gegensatz dazu
fand in der syngenen Gruppe keine relevante lafiin von Immunzellen statt, sodass
man nicht-immunologische Faktoren ausschlieRen teoridie niedrigdosierte FK778
Gruppe erwies sich als ineffektiv, um die Infilicat zu reduzieren. Allerdings steht
dies im Einklang mit anderen Studien, in denen llnganen Transplantionsmodell
keine wirkungsvolle Abstol3ungsprophylaxe erzielrde®m konnte (Deuse 2004 [A],
Bilolo 2003). Sirolimus zeigte in der geringeren d@wung eine leichte
antiinflammatorische Wirkung. Im Hochdosisbereiclonkte keine signifikante
Wirkungssteigerung erzielt werden. Die Wirksamidigser Gruppe war vergleichbar
mit der hochdosierten FK778 Gruppe. Am effektivsteailte sich Tacrolimus in beiden
Dosierungen heraus. Die Kombination von FK778 Tiadrolimus erbrachte allerdings
keine signifikante = Verbesserung. Demgegeniber leonninan mit  der
Kombinationstherapie FK778 und Sirolimus in hochedsr Form eine bessere
Unterdrickung der Immunantwort erzielen als in detsprechenden Monotherapien.

In einer Studie von Briffa et al. wurde ebenfalle dkute xenogene Abstol3ung eines
Aortentransplantates im konkordanten Kleintiermbdglamster auf Lewis-Ratte)
untersucht und zeigte ganz ahnliche Ergebnisseeru@ auf die immunologischen
Vorgéange im Xenotransplantat. Hier wurden die Imsuppressiva Cyclosporin A und
Leflunomide, auch in Kombination, verwendet. In detbehandelten Gruppe zeigte
sich ein leichtes mononukleares Zellinfiltrat zumétcam 7. Tag in der Adventitia.
Dieses erreichte sein Maximum am 14. Tag. Dastiafilbestand hauptsachlich aus
Makrophagen und T-Zellen, letztere waren aus géicAnteilen von CD4-positiven
und CD8-positiven Zellen zusammengesetzt. Wéhreied Behandlung mit einer

Monotherapie mit Cyclosporin A nur zu einer gerimdefiltration von mononukleéren
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Zellen fuhrte, zeigten die allein mit Leflunomideetapierten Transplantate eine starke
Infiltration von Immunzellen. Die Transplantate d@mbinationstherapie waren nicht
unterscheidbar von der syngenen Gruppe und diegelter hiermit die beste
Wirksamkeit gegen die xenogene AbstoRung. Eineenesiftudie zeigte ebenfalls eine
starke Migration von T-Lymphozyten und Makrophagen die Adventitia des
xenogenen Aortentransplantats (Scheringa 1996). gélegentlich konnten B-Zellen
nachgewiesen werden. Die T-Zellen waren auch HeclgnéaRig in CD4-positive und
CD8-positive Zellen aufgeteilt. Die Anzahl der Itferenden Zellen erreichte am 14.
Tag nach Transplantation ihr Maximum und nahm damaeder ab.

Brouard et al. haben eine kinetische Studie Ubé#ul@ee Infiltration und Zytokin-
Transkription mit dem Transplantationsmodell Symexc Hamster auf Lewis-Ratte
durchgefuhrt (Brouard 1998). Mit einer immunsuppresn Therapie, bestehend aus
Cyclosporin A und CVF, wurde ein Langzeit-Uberlelmiar heterotop transplantierten
Herzen von 60% erreicht. Die Transplantate mit elidsombinationstherapie zeigten
ein geringes mononukleares Zellinfiltrat (7 % dezs@mtoberflache), welches seinen
Hohepunkt am 15. Tag erreichte und danach wiedeatah. Das Infiltrat bestand im
wesentlichem aus Makrophagen (60 %), T-Zellen (32€éigen B-Zellen (14 %) und
wenigen naturlichen Killerzellen (12 %). Allerdingsvurden in allogenen
Kombinationen mit derselben Medikation ebenfallslihe Anteile der Leukozyten
gefunden (T-Zellen:12%; Makrophagen: > 50%), une diedrige T-Zell-Infiltration
war wahrscheinlich auf die Cyclosporin A-Therapigikzufiihren (Brouard 1998).
Offensichtlich wird ein Maximum des mononuklearenellihfiltrates in der
Xenotransplantation nach ungefahr 14 Tagen erreidat es auch in anderen
Transplantationsmodellen (Tracheentransplantatzonyliesem Zeitpunkt vorgefunden
wird (Reichenspurner 1997). Auch in dieser Forsgsarbeit fand sich ein
ausgepragtes Infiltrat am 14. Tag nach TransplamtatHier waren die zu
untersuchenden Zellpopulationen gleichmaR3ig auf Id&Kkrat verteilt, sodass es zu
keiner Dominanz einzelner Zellarten kam. Im Vergtehierzu wurde in allogenen
Aortentransplantaten ebenfalls um den 18. Tag Aaahsplantation ein Maximum des
intensiven Infiltrates in der Adventitia festgeltelnd damit ahnelt diese Phase der
xenogenen Abstof3ung zunachst der allogenen AbsgoRBhssonnier 1995). Das
Infiltrat bestand hier jedoch hauptsachlich aus @S8itiven (60 %) und CD4-

41



positiven T-Zellen (40 %), und es konnten weder Mpkagen noch B-Zellen
detektiert werden.

Welche der einzelnen Zellpopulationen im mononuldeélinfiltrat hauptsachlich
verantwortlich sind fir die akute zellulare xenogerbstol3ung, ist weiterhin
umstritten. Lin et al. fanden heraus, dass Makrgphan der zellularen xenogenen
AbstoRung eine entscheidende Rolle spielen (Lin7L98 dieser Studie wurden T-
Zell-defiziente Ratten mit Leflunomiden, welche & A-Bildung verhindern (Lin
1997), und ASGM-1 (anti-Ratten naturliche KilledleaelKaninchenserum) behandelt.
Dies fihrte jedoch immer noch zu einer rapiden éBshg (6,3+0,8 Tage) der
xenogenen Herztransplantate, begleitet von eindmr starken Infiltration von
Makrophagen. Offenbar konnen Makrophagen in Abwesiénvon T-Zellen, XNAs
und natirlichen Killerzellen ein Xenotransplantaticta direkt zerstéren. Diese
Vermutung, dass nicht T-Lymphozyten hauptsachlighAbstof3ung des Transplantates
fuhren, sondern dies vielleicht auch durch andes#ei verursacht werden kann, wird
durch die Forschungsarbeit von Van den Bogaerdé enterstitzt (Van den Bogaerde
1990). Hier wurde ein xenogenes Herztransplantatmmdell in der Kombination
Hamster und Ratte verwendet. Es wurde gezeigt, dlasthjektion von anti-CD4- und
anti-CD8-Antikdrpern in den Transplantatempfangeimk signifikante Verlangerung
des Transplantatiberlebens bewirkte, obwohl dieslan entsprechenden allogenen
Kombinationen méglich war.

Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass die T-Lympkezyzumindest indirekt eine
wichtige Rolle spielen. Durch die gezielte Verabneing von CD4-positiven oder CD8-
positiven Zellen in T-Zell-defizienten Ratten mkkamodierten Hamsterherzen wurde
herausgefunden, dass besonders die CD4-positivdanZeurch die Induktion von
XNAs zur akuten Abstol3ung fiihrten (Lin 1999 [B])eBe Ergebnisse werden auch von
Zhu et al. unterstttzt. In dieser Studie wurdené€ll-defizienten Mausen, die zuvor
Hamsterherzen transplantiert bekamen, Splenozy&gnTsZellen, injiziert. Daraufhin
wurde eine beschleunigte AbstoRung beobachtet, llbwveo der Injektion ein Langzeit-
Uberleben (>100 Tage) des Transplantates erreiendem konnte (Zhu 2001). Sebille
et al. gingen noch einen Schritt weiter und injitga bestrahlten Ratten mit einem
akkommodierten Xenograft CD4-positive T-Zellen, wozh es innerhalb von wenigen
Tagen (5,5 + 0,6) zur Rejektion kam (Sebille 20@gmit konnte gezeigt werden, dass
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diese Zellpopulation schon ausreicht, eine akuttulazee xenogene Absto3ung zu
bewirken, sogar in Abwesenheit von induzierten -&amster Antikérpern, und
dadurch ebenfalls eine direkte Zytotoxizitat veremutasst (Sebille 2001). In unserer
Studie konnte man sowohl in der Adventitia als amctler Media ED1-positive, CD4-
positive und CD8- positive Zellen nachweisen. Dul@hgleichmaliige Verteilung aller
drei Zellpopulationen in der Adventitia kodnnte marermuten, dass sowohl
Makrophagen als auch T-Lymphozyten fur die akutdulZee xenogene Abstol3ung
verantwortlich sein kénnen.

Die massive Infiltration der Adventitia in der umiaadelten Gruppe bewirkte eine
erhebliche VergroRerung des Durchmessers der Adieer(B09 + 209 um) im
Vergleich zu der syngenen Gruppe (143 #®3). Scheringa et al. haben im gleichen
Transplantationsmodell ebenfalls die Dicke der ¢f@edenen Wandschichten der Aorta
ausgemessen (Scheringa 1994). Die Adventitia zéigtelen unbehandelten Tieren ein
Maximum am 14. Tag nach Transplantation (1,154mn®,3¥58mm), &ahnlich den
Ergebnissen dieser Studie.

Obwohl der Hauptteil des Infiltrats in der Adverailokalisiert war, zeigte sich eine
leichte Anhaufung von infiltrierenden Immunzellensbesondere in den inneren, dem
Lumen zugewandten Schichten der Media, bei dert-thenapierten Transplantaten. Je
starker die zellulare Abstofung, desto mehr beeiteich diese Destruktion der
GefalRmedia in den aulR3eren Schichten aus. Es zaigtestark aufgelockerte elastische
Lamellen und fehlende Muskelzellkerne. Dort, wo Media besonders zerstort und
keine glatten Muskelzellen mehr abgrenzbar waream lkes zu einer verstarkten
Kollagenablagerung mit gesteigerter proliferatiddtivitat. Die Zusammensetzung der
infiltrierenden Zellen unterschied sich hier jedoan der in der Adventitia. Wahrend
die ED1-positiven und CD4-positiven und CD8-positivZellen gleichmaRig in der
Adventitia verteilt waren, stellten ED1-positive Maphagen die dominierende Zellart
in der Media dar. Je massiver die Infiltration \Makrophagen, desto ausgepragter war
die Medianekrose und desto destruierter die GefdimmEs kam zu einer signifikanten
Korrelation zwischen der verstarkten Infiltrationorv Makrophagen und dem
Medianekrosegrad. Im Vergleich hierzu fuhrten diedrigdosierten Mono- und
Kombinationstherapien nur zu einer geringen Reduaggder Medianekrose. Auch die

hochdosierte Behandlung mit FK778 oder Sirolimusnrite diese nur maRig
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beeinflussen, aber starker als ihre entsprecheftienapien im Niedrigdosisbereich.
Allerdings erwies sich ebenso hier die Kombinatidieser beiden Substanzen als
wesentlich wirkungsvoller, um die Medianekrose ab#&dten. Schliel3lich zeigte
Tacrolimus als hochdosierte Monotherapie die h@&®Wirksamkeit, und es konnte
auch keine weitere Wirkungverstarkung durch die Komation mit FK778 erzielt
werden.

In der Forschungsarbeit von Briffa et al. wurde reébks festgestellt, dass die
infiltrierenden Zellen zunachst Gber die luminaleit® der Media am 7. Tag
einwanderten und am 14. Tag in der gesamten Mexdteeten waren (Briffa 2004). Am
28. Tag nach Transplantation befanden sich garek&allen mehr in der GefalRmedia
und es kam bis zum 56. Tag zur Bildung einer Néwoiat bestehend aus
mononukledren Zellen und glatten Muskelzellen. Bi@&sobachtung wurde von der
Studie von Allaire et al. mit dem gleichen Transpddionsmodell bestatigt (Allaire
1996). Am 15. Tag nach Transplantation penetriedienImmunzellen die gesamte
GefalBmedia, allerdings gingen sie hier anscheinemd der Adventitia aus. Das
Mediainfiltrat bestand Uberwiegend aus Makrophad®0 %) und einigen T-
Lymphozyten (10 %), wobei mehr CD8-positive Zelleartreten waren als CDA4-
positive Zellen (CD4/CD8 = 0,75). Das Uberwiegem Bakrophagen im Zellinfiltrat
der Media scheint ein charakteristisches Merkmaldanxenogenen Abstof3ung zu sein
und wurde noch in weiteren Studien beobachtet (Sujee 1996). Hier waren die T-
Zellen nur in geringer Anzahl in der Media vertreteind keine B-Zellen konnten
nachgewiesen werden (Scheringa 1996). Wie in dieseschungsarbeit waren also
auch dort die ED1-positiven Zellen die dominierertidlpopulation im Infiltrat der
Mediaschicht.

Allaire et al. hatten auch bemerkt, dass mit derasion der Makrophagen eine
zunehmende Zerstorung der elastischen Lamellerd&ilimedia auftrat, wodurch es
spater zu einer dichten kollagenen Fibrose in dieBereichen kam (Allaire 1996).
Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissaeran Arbeit, da auch hier eine
vermehrte Kollagenablagerung in den destruiertereiBeen der Media festgestellt
worden ist. Zuséatzlich wurde in dieser konkordarKembination bemerkt, dass mit der
zunehmenden Infiltration von monozytaren Zelleneeierminderung an glatten
Muskelzellen in der GefalBmedia einher ging (AlldiB®96). Zwischen dem 15. und 30.
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Tag nach Transplantation verschwanden die glatteskilzellen vollstandig aus der
Media. In einer anderen Forschungsarbeit zeigte die Destruktion der elastischen
Lamellen am markantesten am 28. Tag nach Transpiamt und ab dem 21. Tag
verschwanden zunehmend die glatten Muskelzellemaudedia (Scheringa 1996).

Die Infiltration von Immunzellen in die Gefalimedieheint eine spezielle Eigenschaft
der arteriellen xenogenen Abstol3ung zu sein, deedei den entsprechenden allogenen
Aortentransplantationsmodellen in Ratten nicht ratiftobwohl es ebenfalls zu einer
Medianekrose kommt (Plissonnier 1995). Zuséatzlichrite in diesem allogenen Modell
eine signifikante Korrelation zwischen chronischdiitration von Immunzellen in der
Adventitia und der Medianekrose festgestellt wer@@issonnier 1993).

In dieser Forschungsarbeit tendierte die GefaRmaeadsark zerstérten Transplantaten
der unbehandelten Gruppe zu einem groR3eren Durdemegsdoch kam es nicht zu
einem signifikanten Unterschied zu den Préparatrsyngenen Gruppe. Scheringa et
al. haben ebenfalls im gleichen Transplantationsthotir eine leichte Zunahme des
Media-Durchmessers, ohne signifikante Bedeutungs kum 56. Tag nach
Transplantation festgestellt, begleitet von einesgtrdchtlichen Verlust an glatten
Muskelzellen (Scheringa 1994). Eine Verdickung tlgrma war erst am 21. Tag
ersichtlich und fihrte am 56. Tag zum Verschluss @efal3es durch die Bildung einer
Neointima (Scheringa 1994). Da diese Doktorarbeich s nur mit den
GefalRverdnderungen bis zum 14. Tag nach Transptantam konkordanten
Xenotransplantationsmodell beschéftigt hat, wurder kine derartige Bildung einer
Neointima nicht festgestellt, da diese sich anseh@ nach diesem Zeitraum ausbildet,
wie auch andere Studien bestatigen (Briffa 2004girs 1996).

Es lasst sich also sagen, dass die akute zellyEmegene Abstol3ung der allogenen
zellularen Reaktion &hnelt und sich hauptsachliahchl die Zusammensetzung des
entstandenen Infiltrats in der Adventitia und dndiliration von Immunzellen in die
Media von dieser unterscheidet (Plissonnier 1995).

Abschlie3end lasst sich sagen, dass in diesem Merspiantationsmodell alle drei
Immunsuppressiva die akute zellulare xenogene AMRostg beeinflussen konnten.
Allerdings erwies sich Tacrolimus sowohl in nie@nigDosierung als auch im
Hochdosisbereich als effektivste Substanz, um didsese der xenogenen AbstolRung

abzuwenden, im Vergleich zu FK778 und Sirolimus.inke der anderen beiden
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Medikamente zeigte eine so starke Wirkung gegenzdirilare Immunreaktion und
auch die Gefalistruktur war in diesen Transplantatenbesten erhalten. In anderen
Forschungsarbeiten wurde gezeigt, dass eine wikdaeeinflussung der xenogenen
AbstoBung mit Tacrolimus erreicht werden kann, rdifllgs wurde meist nur in
Kombination mit anderen Substanzen ein Langzeitében erzielt (Murase 1993).
Sogar im Niedrigdosisbereich in Verbindung mit prdliferativen Medikamenten
konnte, im Vergleich zu anderen Substanzen, emiféignt verlangertes Uberleben der
xenogenen Herztransplantate bewirkt werden (Gir&3@2). In einer Forschungsarbeit
von Krook et al., in der xenogene Inselzelltranstdte von fetalen Schweinen in
Lewis-Ratten transplantiert wurden, konnte Tacrabknallein in einer Dosierung von
0,5 mg/kg und 1 mg/kg die xenogene AbstoRung vddrm und zeigte in diesem
Modell die beste Wirksamkeit im Vergleich zu Cygosn A in verschiedenen
Kombinationstherapien (Krook 2002). Hier wurde awdreigt, dass der protektive
Effekt von Tacrolimus durch die Hinzugabe von Pisdion teilweise aufgehoben
werden konnte.

Obwohl die MNAs eine priviligierte Rolle in der Xetmransplantation spielen sollen
(Waer 2001, Schorlemmer 1998 [A]), konnte in dieBektorarbeit nur eine malige
Kontrolle der akuten zellularen xenogenen AbstolRdumgh FK778 als Monotherapie
im Vergleich zu Tacrolimus erzielt werden. MNAs iesn jedoch synergistische
Effekte mit mehreren Substanzen. In Kombination mméffektiven Dosen von
Cyclosporin A zeigte sich ein signifikant verlantgsr Transplantatiiberleben
(Schorlemmer 1998 [A]). Ahnliches gilt auch fur di@mbination von FK778 und
Mykophenolat Mofetil im Niedrigdosisbereich, beil®m Dosierungen zeigte sich ein
antagonistischer Effekt mit einem erhdhten Aufineteon Nebenwirkungen (Deuse
2003). Bei der Verwendung von Tacrolimus mit FK&&v. MNAs wurde weiterhin
ein dosisabhangiger Synergismus bestatigt (Deud4é [A], Bilolo 2003, Schorlemmer
1998 [B]). In dieser Studie konnte jedoch keine Rlfingssteigerung in der Abwendung
der zellularen Reaktion durch die Kombination voaciblimus und FK778 erreicht
werden. Anscheinend waren die Ergebnisse mit Tiacusl allein schon so ausgepragt,
dass keine weitere Verbesserung in diesem Modéil méglich war.

Sirolimus als Monotherapie zeigt in konkordantenrsdehsreihen nur eine geringe

Verlangerung des Xenotransplantatiberlebens (Bmazdl997, Alexander 1994, Chen
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1992), es erscheint allerdings wirksamer als Cydda A (Hale 1997). Die

Kombinationstherapie von Sirolimus und CyclospoAn erweist sich jedoch als
wesentlich effektiver, um die xenogene Absto3ungvethindern (Alexander 1994).
Durch die Kombinationstherapie von Sirolimus und7FR in dieser Doktorarbeit
konnte ebenfalls die Wirkung, zumindest in hocheidsr Form, auf die zellulare
Reaktion der xenogenen Absto3ung verbessert werdenVergleich zu ihren

Monotherapien.

Diese Arbeit liefert einen wichtigen Beitrag zur Méamkeit der Immunsuppressiva
Tacrolimus, Sirolimus und FK778 und deren Kombimasbenefit in der Phase der
akuten zellularen xenogenen AbstoRung. Wahrend oliamrs sich als potenteste
Substanz erwies, um diese Art der Abstol3ung zudgern, zeigte FK778 eine

vergleichbare Wirksamkeit wie Sirolimus.
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5. Zusammenfassung

Die Transplantation von Organen dient als geeigiétrapieoption flr Patienten mit
terminalen Organversagen (Furukawa 2004, Piers@#,2@/ynn 2004). Durch die

Xenotransplantation besteht die Hoffnung, den walen Organmangel flr

Organtransplantationen zu beseitigen.

Diese Doktorarbeit beschaftigt sich mit einer spidan Phase der xenogenen
Abstol3ung, der akuten zellularen Abstofung. Hievaude das etablierte konkordante
Xenotransplantationsmodell in der Kombination Hansind Lewis-Ratte verwendet
(Briffa 2004, Allaire 1996, Scheringa 1996), une diellularen Vorgange und die
Veranderungen in der Gefal3struktur besser verstenenkoénnen. In diesem

Versuchsmodell sind keine praformierten Antikorpesrhanden (Chaline 1994).
Anscheinend erreicht die zellulare Reaktion im landianten Modell um den 14. Tag
nach Transplantation sein Maximum (Briffa 2004 olard 1998, Reichenspurner
1997).

Die H.E.-Farbung diente als Ubersichtsfarbung. Uas éntstandene Infiltrat nach
diesem Zeitraum genauer untersuchen zu konnen, ewurdspezielle

immunhistochemische Farbungen angefertigt. Dadukohnte man ED1-positive

Makrophagen und CD4-positive (T-Helferzellen) un®83positive T-Lymphozyten

(Suppressor und zytotoxische Lymphozyten) voneieandinterscheiden. Die

GefalRstruktur wurde mit Hilfe der alpha-Actin- urfidichrom-Farbung analysiert.

Zusatzlich wurde die Wirkung der Immunsuppressivk7F8, Sirolimus und

Tacrolimus auf diese Art der xenogenen AbstoRurnigraacht.

Es zeigte sich in der nicht-therapierten Gruppeagisgepragtes Infiltrat, hauptséchlich
in der Adventitia, welches zu einer extremen Veligning des Adventitia-

Durchmessers im Vergleich zur syngenen Gruppe dulmtder Media waren ebenfalls
einige Immunzellen vorhanden, die anscheinend veminal in diese Schicht

eingewandert sind. Wahrend diese in der Advengleachmalig in ED1-, CD4- und

CD8-positive Zellen aufgeteilt waren, tberwogemlén Media die Makrophagen. In der
Media kam es zu einem ausgiebigen Verlust an glatheskelzellen, zur Auflockerung

der elastischen Lamellen und zur verstarkten Keltadplagerung mit gesteigerter

proliferativer Aktivitat. Diese Ergebnisse stehem Einklang mit den Beobachtungen
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anderer Studien mit ahnlichen xenogenen Transpgiantanodellen (Briffa 2004,
Allaire 1996, Scheringa 1994).

FK778 und Sirolimus konnten als hochdosierte Moerhie und besonders in
Kombination die akute zellulare xenogene Abstoffuegjnflussen. Im Vergleich hierzu
wurde jedoch durch Tacrolimus die zellulare Reakam effektivsten unterdrtickt, und
die Gefal3struktur war in diesen Transplantaten asteln erhalten. Es konnte gezeigt
werden, dass die zellulare Reaktion in dieser Plaszheinend durch die hohe
Effektivitat von Tacrolimus beeinflussbar ist.

Diese gewonnenen Erkenntnisse liefern einen wiehteitrag fur das Verstandnis der
akuten zellularen xenogenen Abstol3ung und derenikareéntose Beeinflussung.
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