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Abstrakt

Chronische Transplantatabstossung - Pathophysiologie - Risikofaktoren -
Therapieoptionen

Chronische Transplantatdysfunktionen kennzeichnen einen progredienten
Funktionsverlust, der Monate bis Jahre nach der Transplantation auftritt. Dieser Vorgang
ist in erster Linie verantwortlich fur die unbefriedigenden Langzeitergebnisse nach
Organtransplantationen. Die Pathophysiologe wird aktuell als multifaktorielles Geschehen
verstanden. Hierbei spielen sowohl Alloantigen-spezifische, als auch Alloantigen-
unspezifische Faktoren eine Rolle. Es kann angenommen werden, dal} ein
Zusammenspiel dieser Faktoren flr den Langzeitschaden verantwortlich ist. Eine
erfolgreiche Therapie ist zur Zeit nicht bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurden experimentelle Untersuchungen durchgefiihrt, die
Zusammenhange verschiedener Risikofaktoren darstellen. Als Risikofaktoren konnten
insbesondere der Ischamie-/Reperfusionsschaden, das Verhaltnis von Organmasse zu
Korpergewicht sowie der Einfluss akuter Abstossungsreaktionen gezeigt werden.
Weiterhin wurden Therapieansatze in experimentellen Modellen untersucht.

Zusammengefasst tragen diese experimentellen Untersuchungen wesentlich zu einem
verbesserten Verstandnis des chronischen Transplantatschadens als multifaktorielles
Geschehen bei.

Abstract

Chronic rejection - pathophysiology - risk factors - therapy

Chronic graft rejection is defined as a progressive functional deterioration occurring
months to years after engraftment. This process is predominantly responsible for the still
unsatisfactory long-term results after organ transplantation. The pathophysiology is
currently hypothesized as a multifactorial process involving both alloantigen-dependent
and -independent events. Currently, there is no established therapy available.

In experimental models we followed various risk factors. Ischemia-/reperfusion injury, ratio
of organ mass to body weight and acute rejection episodes have been shown to play a
major role for the development of chronic graft rejection. In addition, various therapeutical
strategies have been applied to treat this condition.

In summary, those experimental studies contributed to a better understanding of chronic
graft rejection as a multifactorial process.
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1. Einleitung

Mit grosser Geschwindigkeit hat sich die Organtransplantation als Therapie der Wahl fur
den Ersatz irreversibel geschadigter Organe etabliert.

Die moderne Entwicklung der Organtransplantation begann 1954 mit der ersten
erfolgreichen Nierentransplantation, die durch Joseph Murray in Boston, U.S.A. zwischen
identischen Zwillingen durchgeflhrt wurde. Ein Ereignis, das eine Reihe erfolgreicher
klinischer Transplantationsversuche nach sich zog, stimulierend auf eine grosse Anzahl
bedeutender experimenteller Untersuchungen wirkte, und annahernd 30 Jahre spater mit
dem Nobelpreis fur Medizin belohnt wurde. Innerhalb dieser 30 Jahre vollzog sich eine
rasante Entwicklung der modernen Transplantationsmedizin.

Nierenallotransplantate wurden erstmals 1958 erfolgreich zwischen nicht-identischen
Geschwistern unter dem Einsatz einer Ganzkdrperbestrahlung Ubertragen. Nur einer von
zwOlf Patienten Uberlebte das aggressive Therapieschema, dies allerdings 25 Jahre lang.

Die erste erfolgreiche humane Lebertransplantation wurde 1967 durch Thomas Starzl in
Denver durchgefiihrt, wahrend im gleichen Jahr die erste erfolgreiche Herztransplantation
durch Christian Bernard in Kapstadt erfolgte.

Entscheidenden Einfluss fur den weiteren Fortschritt hatten, neben verbesserten
operativen und perioperativen Behandlungskonzepten, besonders das zunehmende
Verstandnis transplantationsimmunologischer Prozesse sowie die Einfuhrung neuer
Immunsuppressiva.

Azathioprin wurde erstmals in den 60er Jahren eingesetzt und mit Kortikosteroiden
kombiniert, deren anti-inflammatorische Eigenschaften bereits in den 50er Jahren entdeckt
wurden. Anfang der 60er Jahre kamen Anti-Lymphozytensera erstmals zur Anwendung. In
den 70er und 80er Jahren folgte dann die klinische Applikation von Cyclosporin A und FK
506 (Tacrolimus). Aktuell befinden sich weitere interessante Immunsuppressiva wie RS
61443 (CellCept), Rapamycin (Sirolimus) sowie eine Reihe monoklonaler Antikdrper in
vielversprechenden experimentellen und klinischen Untersuchungen oder bereits in
klinischer Anwendung.

Alle diese Fortschritte trugen zu einer kontinuierlichen Verbesserung der Transplantat-
funktion in der frihen Phase bei und lenkten gleichzeitig vermehrt das Interesse auf die
noch unbefriedigenden Langzeitergebnisse.

Der zunehmende Verlust von Organtransplantaten nach Monaten bis Jahren, fir den in
erster Linie die chronische Transplantatdysfunktion verantwortlich gemacht wird, stellt
eines der herausragenden aktuellen Probleme der Transplantationsmedizin dar.

Wahrend einerseits die morphologischen und funktionellen Charakteristika dieses
Prozesses sehr wohl bekannt sind, herrscht tber die pathophysiologischen Mechanismen
noch weitestgehend Unklarheit (1-4).



1.1.Merkmale des chronischen Transplantatschadens:

Eine progrediente Funktionseinschrankung, die Monate bis Jahre nach der
Transplantation auftritt und schliesslich zum Funktionsverlust des Transplantates flhrt,
wird Ublicherweise als chronische Abstossung bezeichnet. Hierbei zeigen sich
organubergreifende morphologische Veranderungen im Sinne einer progredienten
Destruktion luminarer Strukturen, die organspezifisch im Bereich von Gefassen, Glomeruli,
Gallengangen oder Bronchiolen dominieren (1-5, Tab.1).

Tab. 1: Morphologische Charakteristika der chronischen Transplantat-dysfunktion

Herz Niere Leber Lunge

Mediaproliferation | Glomerulosklerose | "Vanishing bile duct" -Syndrom | Bronchiolitis
obliterans

Arteriosklerose Arteriosklerose Arteriosklerose

Fibrose Tubulare Atrophie

Hierbei handelt es sich nicht um das Auftreten einer neuen Entitat, vielmehr ist das
chronische Transplantatversagen bereits seit vielen Jahren bekannt.

Bereits 1955 berichtete Hume Uber arteriosklerotische Veranderungen einhergehend mit
einer progredienten Dysfunktion bei einem 6 Monate alten Empfanger eines
Nierentransplantates (6). Zahlreiche Berichte uber vergleichbare morphologische
Veranderungen folgten bei der Langzeitbeobachtung von Nieren- (7-11), Herz- (12-15),
Leber- (16-19) und Lungentransplantaten (20,21).

Morphologisch lassen sich klare Unterscheidungskriterien fur akute und chronische
Transplantatabstossungen definieren: Wahrend ausgepragte zellulare Infilirate sowie
O0dematdése und nekrotische Veranderungen als morphologisches Korrelat akuter
Abstossungsreaktionen charakterisiert werden konnen, lassen sich die morphologischen
Merkmale der chronischen Transplantatabstossung eher als proliferative Veranderungen
beschreiben. Eine persistierende, zunachst gering ausgepragte zellulare Infiltration
verbunden mit einer Expression von Adhasionsmolekilen auf Endothelzellen und der
Bildung chemotaktischer Faktoren fuhrt zu einer zunehmenden zellularen Infiltration. Die
Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren verstarkt die Endothel- und
Fibroblastenaktivierung, die schliesslich zu den organspezifischen Veranderungen fuhrt (1-
4).

Im folgenden werden die charakteristischen Veranderungen sowie Inzidenzen fir die
einzelnen Organe beschrieben.

Niere: Wahrend eine kontinuierliche Verbesserung der 1-Jahresfunktion von Nierenallo-
transplantaten zu beobachten ist, zeigt sich gleichzeitig nur eine geringe Verbesserung der
Langzeitfunktion. Aktuell werden 1-Jahresfunktionen von 87% erreicht (22). Die Halfte der
Nierentransplantate, die im Zeitraum von 1966-1975 durchgeflhrt wurden, stellten nach
ca. 7.5 Jahren ihre Funktion ein (23). Hochrechnungen fur Nierentransplantate, die
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zwischen 1990 - 1993 durchgefuhrt wurden, zeigen eine mittlere Funktionsdauer von 9.4
Jahren (22,24).

Eine Analyse der Ursachen des spaten Transplantatverlustes wahrend der letzten 3
Jahrzehnte scheint von Bedeutung. Wahrend in diesem Zeitraum Infektionen als Ursache
des Transplantatverlustes an Einfluss verloren, nahm das Risiko kardiovaskularer
Komplikationen an Bedeutung zu (25). Diese Entwicklung ist moglicherweise mit einer
besser angepassten Immunsuppression sowie einem veranderten Empfangerkollektiv zu
erklaren. Daruber hinaus steigt das Risiko flr das Auftreten einer chronischen
Transplantatdysfunktion nach einem ausreichend langen Beobachtungszeitraum, wenn
andere Risikofaktoren als Grund fur den Transplantatverlust wegfallen (26).

Definiert wird die chronische Transplantatdysfunktion der Niere anhand funktioneller und
morphologischer Kriterien: Als charakteristische funktionelle Veranderungen werden eine
Abnahme der glomerularen Filtrationsrate sowie des renalen Plasmaflusses neben einem
Anstieg der Nierenretentionswerte und einer zunehmende Proteinurie beschrieben.
Charakteristische morphologische Veranderungen, die in erster Linie neben der
Funktionseinschrankung zur Diagnose herangezogen werden, umfassen konzentrische
Stenosierungen der Nierenarterien unabhangig von der Kalibergrosse, eine progrediente
Glomerulosklerose, tubulare Atrophie sowie interstitielle Fibrose. Nur wenig Informationen
liegen bisher Uber die Wertigkeit der Sonographie, Dopplersonographie sowie
Szintigraphie vor, die im Rahmen der akuten Abstossung zur Diagnose genutzt werden.

Herz: Bis zu 50% der Herztransplantate entwickeln innerhalb von 7 Jahren
charakteristische Zeichen der chronischen Transplantatdysfunktion, einhergehend mit
einer Letalitst von 25%. Wurde das Patientenuberleben nach unterschiedlichen
Zeitraumen ausgewertet, zeigte sich zwar im Zeitraum von 1988-1993 eine signifikante
Verbesserung gegenuber dem Beobachtungszeitraum von 1982-1987, wobei gleichzeitig
jedoch in diesen Zeitraumen ein progredienter Transplantatverlust beobachtet wurde (27).

Histologisches Charakteristikum ist die sogenannte Transplantatvaskulopathie. Hierbei
sind neben den fur die chronische Transplantatdysfunktion klassischen konzentrischen
arteriosklerotischen Veranderungen auch fokale Intima-Plaques im Sinne der typischen
Auspragung der Arteriosklerose zu finden. Als Folge sind sekundare Myokardischamien
oder -infarzierungen, Kardiomegalie, Herzinsuffizienz und ventrikularen Arrhythmien mit
der moglichen Folge eines plotzlichen Herztodes zu beobachten (27,28). Der
pektangindse Schmerz fallt als klinisches Zeichen der Myokardischamie zumeist infolge
der Denervierung des transplantierten Herzens aus. Zur Diagnosestellung steht die
Koronarangiographie im Vordergrund. Endomyokardbiopsien, die im Rahmen der akuten
Abstossung eine hohe diagnostische Wertigkeit haben, kdénnen bei der chronischen
Dysfunktion nur eingeschrankt verwertet werden. Ebenso sind serologische Tests, wie z.B.
die Troponin-T Bestimmung bei der akuten Abstossung, flur die chronische
Transplantatschadigung bisher nicht beschrieben worden.

Leber: Angaben uber die Inzidenz von chronischen Abstossungen nach
Lebertransplantation variieren erheblich, wobei Haufigkeiten zwischen 1.8 und 16.8%
beschrieben werden (29,30). Diese Angaben beruhen nicht nur auf unterschiedlichen
Verlaufen, sondern scheinen sowohl Ausdruck einer nicht ganz eindeutigen Definition, als
auch einer haufig schwierigen morphologischen Zuordnung zu sein. Offenbar ist aber die
Inzidenz chronischer Abstossungsreaktionen bei Lebertransplantaten geringer als bei
Herz- oder Nierentransplantaten. Eine geringere Immunogenitat des Lebertransplantates
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konnte in diesem Zusammenhang neben einem ausgepragtem Regenerationsvermogen
eine Rolle spielen. Als charakteristisches Zeichen findet sich ein progredienter Anstieg der
Cholestase-Parameter sowie der Transaminasen. Morphologisches Korrelat ist neben
arteriosklerotischen Veranderungen das sogenannte 'vanishing bile duct syndrome' oder
die 'duktopenische Form' der Abstossung mit bevorzugter Lokalisation im Bereich der
kleineren interlobularen Gallengange (30).

Lunge, Pankreas, Diinndarm: Uber chronische Transplantatverluste dieser Organe ist
bisher nur wenig bekannt. Bei Lungentransplantaten finden sich unspezifische Zeichen wie
eine progrediente Kurzatmigkeit sowie eine abnehmende Leistungskapazitat. Zur
Beschreibung der morphologischen Veranderungen wurde der Begriff 'Bronchiolitis
obliterans' gepragt, der die charakteristische diffuse Obstruktion der terminalen
Bronchiolen beschreibt (31).

Pankreastransplantate, insbesondere in Kombination mit Nierentransplantaten
zeigen zunehmend verbesserte 1-Jahres Funktionsraten (ca. 75%), jedoch gibt es nur
wenig Informationen bezlglich der Langzeitfunktion (32). Neben einer zunehmenden
Funktionseinschrankung werden als morphologische Kriterien arteriosklerotische
Veranderungen, Infarktareale sowie Fibrosierungen beschrieben (33).

Ebenso liegen bisher nur wenig Informationen Uber den Langzeitverlauf von
Dunndarmtransplantaten vor. In klinischen und experimentellen Untersuchungen wird eine
prolongierte Diarrhoe einhergehend mit einer Anorexie beschrieben. Morphologisch zeigt
sich eine progrediente Zerstorung der Peyer'schen Plaques mit Infiltration und
Arteriosklerose der Mesenterialgefasse (34,35).

1.2. Pathophysiologie

Traditionell wurde die chronische Transplantatabstossung als humoral vermittelter Prozess
verstanden, da insbesondere Immunglobulin-Ablagerungen mit den beobachteten
morphologischen Veranderungen der Arterio-, bzw. Glomerulosklerose assoziiert waren
(1-4). Es bleibt aber unklar, ob es sich dabei um einen spezifischen gegen das Alloantigen
gerichteten Prozess oder aber um eine unspezifische Reaktion handelt, die
modglicherweise nur eine veranderte Gefasspermeabilitat reprasentiert. In einigen
experimentellen Untersuchungen wurde der Einfluss von gegen den Empfanger
gerichteten Antikérpern durch Transfer Experimente gezeigt (36-38). In eigenen
Untersuchungen konnten zum Zeitpunkt der starksten Auspragung funktioneller und
morphologischer Veranderungen keine signifikant erhdhten Antikdrperkonzentrationen
gemessen werden (39).

Es ist davon auszugehen, dass ein multifaktorielles Geschehen der chronischen
Transplantatdysfunktion zu Grunde liegt. Hierbei scheinen Alloantigen-abhangige und eine
Vielzahl Alloantigen-unabhangiger Risikofaktoren eine Rolle zu spielen.

Pathophysiologisch scheint die Aktivierung von Adhasionsmolekilen mit einer Infiltration
zirkulierender Monozyten und Lymphozyten eine Rolle zu spielen. Die Freisetzung
verschiedener Zytokine kdnnte einerseits proliferierend auf die infiltrierenden Zellen wirken
und zum anderen einen mitogenen Einfluss auf Zellen der glatten Muskulatur haben.



1.3.Risikofaktoren

Die Qualitat des Transplantates wird bereits vor der Organentnahme u.a. durch
Spenderkriterien, Intensivtherapie und -dauer sowie noch ungeklarte Vorgange des
Hirntodes beeinflusst. Ein sich der Organexplantation anschliessender Ischamie-
/Reperfusionsschaden und die Dauer der kalten und warmen Ischamie tragen zu einer
weiteren Schadigung bei. Hierbei kann postuliert werden, dass das 'vorgeschadigte' Organ
zum Zeitpunkt der Transplantation bereits immunologisch aktiviert ist. Nach der
Transplantation erlangen insbesondere spezifische Alloantigen-abhangige Faktoren eine
zunehmende Bedeutung, wobei Zusammenhange zwischen immunologisch spezifischen
und unspezifischen Risikofaktoren zu postulieren sind (Abb. 1).
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Abb. 1: Risikofaktoren des chronischen Transplantatversagens
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Im folgenden werden die Einflusse der einzelnen Risikofaktoren insbesondere im Bezug
auf die durchgefuhrten Untersuchungen beschrieben.

1.3.1. Alloantigen-unabhangige Faktoren

Zahlreiche klinische und experimentelle Untersuchungen belegen den Einfluss
Alloantigen-unabhangiger Faktoren, wobei ein akzelerierender, bzw. synergistischer
Zusammenhang mit Alloantigen-abhangigen Faktoren vermutet werden kann.

Das Auftreten charakteristischer Zeichen der chronischen Transplantatabstossung wurde
zuvor in der Situation der humanen Nierentransplantation zwischen identischen Zwillingen
beobachtet (40). Bei klinischen Untersuchungen zeigte sich, dass ca. 40% der
Nierentransplantate zwischen eineiigen Zwillingen nach 10 Jahren ihre Funktion
einstellten. Diese Beobachtungen versuchte man einerseits mit einem Wiederauftreten der
Grunderkrankung, andererseits jedoch auch mit einer nicht naher beschriebenen
Schadigung durch die Transplantation per se zu erklaren (41,42).

Beeinflussung der Qualitat des Spenderorganes

Der Einfluss des Spenderalters auf die Qualitat des Transplantates wurde in zahlreichen
klinischen Untersuchungen belegt (43-51). Die fir die klinische Spenderauswahl
bestehenden Altersgrenzen beruhen hierbei auf empirischen Angaben, wobei
Zusammenhange zwischen Spenderalter und weiteren Risikofaktoren (lschamie-
/Reperfusionsschaden) oder besonderen Spender-/Empfangerkonstellationen unklar
bleiben. Aktuelle Untersuchungen bestatigen die bedeutende Rolle des Spenderalters flr
die Langzeitprognose (52). Als Ursache wird u.a. ein inadaquates Verhaltnis zwischen
Transplantatmasse und Korpergewicht des Empfangers diskutiert. (53,54). Neben dem
Spenderalter spielt das Empfangeralter eine Rolle fir die Langzeitprognose.
Interessanterweise scheinen irreversible akute Abstossungen bei alteren Empfangern eine
geringere Haufigkeit zu haben (55).

Aktuelle klinische Untersuchungen, in denen Organe alterer Spender an altere Empfanger
im lokalen Bereich vermittelt werden, versuchen diesen Analysen Rechnung zu tragen.

Einfluss der Anzahl funktionierender Nephrone

Viele der charakteristischen Zeichen der chronischen Transplantatabstossung werden
auch bei anderen Krankheitsbildern mit einer Reduktion der Organmasse gefunden. So
werden vergleichbare Veranderungen auch bei Patienten mit Diabetes mellitus, Glykogen
Speicher Krankheit (Typ |[), Sichelzell-Anamie und unilateraler renaler Agenesie
beobachtet (56). Nach chirurgischer Resektion von mehr als 50% der Nierenmasse
wurden eine erhohte Proteinurie, eine arterielle Hypertension sowie eine progrediente
Glomerulosklerose beobachtet (57). In einer Langzeituntersuchung von Nierenspendern
mit einer verbliebenen Einzelniere wurde zwar kein progredienter Funktionsverlust
beobachtet, jedoch zeigten einige Spender eine Proteinurie sowie eine arterielle
Hypertonie (58).

Nierentransplantate sehr junger (< 3 Jahre) oder alterer (> 60 Jahre) Spender zeigen
ebenso wie Nieren weiblicher Organspender in einigen, wenn auch nicht in allen,
Untersuchungen schlechtere Langzeitergebnisse (56,59).
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Als pathophysiologische Grundlage des Einflusses der Nierenmasse auf den
Langzeitverlauf des tranplantatierten Organes wird eine progrediente Hyperfiltration der
reduzierten Nephronenzahl postuliert (56). Eine chronische Hyperfiltration konnte dann zu
einer weiteren glomeruldren Schadigung flhren und so einen Circulus virtiosus
unterhalten.

Eine bereits prae-transplantationem bestehende, bzw. post-transplantationem wiederauf-
tretende arterielle Hypertonie konnte als Risikofaktor nachgewiesen werden (59). Es bleibt
in diesem Zusammenhang jedoch unklar, ob es sich hier um ein Wiederauftreten der
Grunderkrankung handelt oder ob eine durch den chronischen Transplantationsschaden
hervorgerufene Arteriosklerose als ursachlich anzusehen ist.

Hirntod

In jiUngster Zeit werden Uber die bereits diskutierten Einflussgrossen hinaus, Auswirkungen
des Hirntodes auf die Transplantatqualitat beschrieben. Die Folgen dieses Ereignisses auf
die Transplantatfunktion sind in einem jiingsten Ubersichtsartikel beschrieben (60).
Insbesondere endokrinologische Veranderungen mit einer Ausschuittung hypophysarer
Hormone sowie einer Reduzierung von Cortisol, Insulin und Schilddrisenhormonen
werden als relevante Einflussgrossen diskutiert. In diesem Zusammenhang scheint
insbesondere die Unterbrechung der Hypothalamus-Hypophysen Achse von Bedeutung
zu sein (61-67). Daneben wurden kardiologische Veranderungen sowie mononukleare
Zellinfiltrationen als Folge des Hirntodes beschrieben (60,68). Erste experimentelle
Untersuchungen zeigen eine erhohte Anzahl akuter Abstossungsreaktionen im Vergleich
zu Lebendspendern sowie eine Aktivierung pro-inflammatorischer Gene als Folgen des
Hirntodes (69,70).

Interessanterweise zeigten Herztransplantate, die von nicht-hirntoten Pavianen
entnommen wurden, nach einer verlangerten Ischamiezeit eine sofortige
Transplantatfunktion, wahrend Herztransplantate in experimentellen und klinischen
Untersuchungen nach Eintreten des Hirntodes bei vergleichbarer Ischamiedauer eine
verzogerte Transplantatfunktion aufwiesen (71-73). In einer experimentellen Untersuchung
zeigten Nierentransplantate hirntoter Ratten eine reduzierte Langzeitfunktion (74). Folgen
des Hirntodes konnten, neben den bereits diskutierten Faktoren, fur eine weitere
Reduzierung der Transplantatqualitat verantwortlich sein.

Ischamie und Reperfusionsschaden

Der Einfluss des Ischamie- und Reperfusionsschadens auf die Transplantatfunktion wurde
in zahlreichen klinischen und experimentellen Arbeiten beschrieben (Ubersicht in: 75).
Pathophysiologisch wird hierbei die Aktivierung einer Kaskade von Adhasionsmolekulen,
Zytokinen/Chemokinen und Wachstumsfaktoren angenommen. Experimentelle Studien
konnten zeigen, dass es in Folge des Ischamie-/Reperfusionsschadens zu einer
verstarkten Expression von Adhasionsmolekilen sowie pro-inflammatorischen Zytokinen
mit der Folge einer Infiltration von Granulozyten, Monozyten/Makrophagen sowie T-
Lymphozyten kommt. Diese Vorgange scheinen sowohl mit der Dauer der ischamischen
Schadigung, als auch mit der zur Verfugung stehenden Organmasse in Zusammenhang
zu stehen (76-79).

Klinisch und experimentell ist der Einfluss einer verlangerten Ischamie auf die initiale
Transplantatfunktion sowie auf die Langzeitfunktion des Transplantates beschrieben
(43,44,49,50,80,81). Die Zusammenhange zwischen einer verlangerten Ischamiezeit und
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weiteren unspezifischen Schadigungen bei Leichennierentransplantaten wurden in einer
klinischen Untersuchung gezeigt. Diese Studie demonstrierte eine verbesserte
Langzeitfunktion von Transplantaten nicht-verwandter Lebendspender gegenuber
Transplantaten hirntoder Spender bei vergleichbarer HLA-Inkompatibilitat (82).

Es ist vorstellbar, dass die Dauer des Ischamie-/Reperfusionsschadens insbesondere bei
vorgeschadigten Transplantaten von Bedeutung ist.

Einfluss der Immunsuppression

Der Einfluss der immunsuppressiven Therapie auf die Entwicklung einer chronischen
Abstossung wird kontrovers diskutiert. Sowohl Cyclosporin A als auch FK 506 haben eine
nephrotoxische Wirkung. Eine zu niedrige, inadaquate Immunsuppression stellt jedoch
andererseits einen Risikofaktor dar und fuhrt moglicherweise zu subklinischen
Abstossungsreaktionen (83). Nieren herztransplantierter Patienten zeigten eine durch
Cyclosporin  induzierte  Schadigung mit nachfolgenden  glomerulosklerotischen
Veranderungen und einer progredienten Funktionseinschrankung (84). Experimentelle und
klinische Untersuchungen legen ebenso den Schluss nahe, dass eine Cyclosporin
Therapie arteriosklerotische Veranderungen bewirken kann (85). Jedoch wurde in der
klinischen  Situation eine  progrediente  Sklerosierung der  Koronararterien
herztransplantierter Patienten unabhangig von einer Immunsuppression mit Cyclosporin
gefunden (28). Welche Mechanismen flur eine potentielle Rolle von Cyclosporin auf die
Entwicklung einer Arteriosklerose verantwortlich sind, bleibt dabei unklar.

Zusatzlich kdnnten Nebenwirkungen der Langzeitgabe von Steroiden, wie die Entstehung
eines Diabetes mellitus, Lipid Anomalien sowie eine Hypercholesterinamie zu den
chronischen Funktionseinschrankungen beitragen.

Einfluss einer Protein- und Lipidrestriktion

Es konnte gezeigt werden, dass eine dietatische Proteinrestriktion zu einer verbesserten
Langzeitfunktion von Nierentranplantaten fihrt (86). Ebenso wurde eine Hyperlipidamie
mit dem Auftreten einer Transplantationsarteriosklerose bei Herztransplantaten in
Zusammenhang gebracht (28). Es ist bekannt, dass eine Hypercholesterinamie zu
Endothelschadigungen, Thrombozytenaggregation und Lipideinlagerungen fuhren kann.
Tierexperimentelle Untersuchungen, bei denen Empfangern von Herztransplantaten eine
cholesterinreiche Nahrung gefuttert wurde, zeigten jedoch keine signifikante Zunahme der
Arteriosklerose (87).

Infektionen

Es ist vorstellbar, dass Abstossungsreaktionen durch bakterielle oder virale Infekte
aktiviert oder beschleunigt werden kénnen.

Cytomegalie-Virus Infektionen sind verantwortlich fur eine nicht unbedeutende Anzahl von
Komplikationen nach der Organtransplantation. Eine mogliche Rolle dieser Infektion wird
auch im Zusammenhang mit der chronischen Transplantatabstossung diskutiert (88,89).
Untersuchungen von Myokardbiopsien herztransplantierter Patienten zeigten eine durch
Cytomegalie-Viren hervorgerufene Immunaktivierung und Entzindung des Endothels, die
einen potentiellen Zusammenhang zum Auftreten einer Transplantationsarteriosklerose
darstellen kdnnten (90). Die Induktion eines Glykoproteins mit Homologie des MHC |
Antigens sowie die Expression des Adhasionsmolekiles VCAM-1 auf Endothelzellen
konnten pathophysiologisch in diesem Zusammenhang von Bedeutung sein (90,91).
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1.3.2. Alloantigen-abhangige Faktoren

Als starkstes Argument fur diese Hypothese spricht das frihere und starkere Auftreten der
charakteristischen Zeichen der chronischen Abstossung bei Allotransplantaten im
Vergleich zu Isotransplantaten. Unter den potentiellen Risikofaktoren scheinen akute
Abstossungsreaktionen eine herausragende Rolle zu spielen (83,92,93). So korrelierte die
Anzahl akuter Abstossungsreaktionen bei nierentransplantierten Patienten mit dem Risiko
einer chronischen Dysfunktion. Diese Korrelation bleibt auch nach scheinbar erfolgreicher
Therapie der akuten Abstossungsperioden bestehen (93).

Es ist denkbar, dass akute Abstossungsreaktionen trotz vermeintlich ausreichender
Immunsuppression auf einem "subklinischen" Niveau persistieren und so eine chronische
Transplantatdysfunktion bewirken.

Ebenso ist es jedoch vorstellbar, dass das funktionierende Nierenparenchym in Folge
wiederholter Abstossungsepisoden derart reduziert wird, dass eine Arbeitsuberlastung im
Sinne eines Alloantigen-unabhangigen Prozesses resultiert.

Der Grad der Ubereinstimmung der HLA-Merkmale scheint einen Einfluss auf die
Langzeitfunktion zu haben. So zeigen Nierentransplantate von verwandten Spendern
weniger haufig chronische Abstossungsreaktionen (94,95). Aktuelle Untersuchungen
zeigen eine  signifikant  verbesserte = Langzeitfunktion bei  HLA-kompatiblen
Spender/Empfangerpaaren (52). Jedoch koénnte in diesem Zusammenhang auch ein
optimiertes perioperatives Management einen Einfluss haben. Nieren mit chronischer
Transplantatschadigung zeigten neben gehauften akuten Abstossungsreaktionen auch
eine verlangerte Ischamiezeit (96).

1.3.3. Zusammenhange zwischen Alloantigen-abhangigen und -
unabhangigen Faktoren

Bei der Analyse der Risikofaktoren der chronischen Transplantatdysfunktion kann davon
ausgegangen werden, dass das Spenderorgan bereits vor der Entnahme einer nicht
unerheblichen Anzahl von Vorschadigungen ausgesetzt ist.

Den verschiedenen Risikofaktoren kann sowohl ein isolierter Einfluss, als auch ein sich
gegenseitig beeinflussender addititiver oder synergistischer Effekt zukommen. Es kann
angenommen werden, dass insbesondere Organe reduzierter Qualitat zum Zeitpunkt der
Transplantation neben einer Funktionseinbusse unspezifisch  aktiviert  sind
(Endothelaktivierung; Aktivierung lokaler Entzindungszellen wie Makrophagen,
Mastzellen; hohe Beanspruchung des Parenchyms). Weitere Alloantigen-unabhangige
Schadigungen wahrend der Organentnahme sowie Alloantigen-abhangige und -
unabhangige Vorgange nach der Transplantation kdnnen dann zu einer Reduzierung der
Langzeitfunktion beitragen (Abb. 2).

So konnte gezeigt werden, dass eine verlangerte Ischamiezeit sowohl mit einer erhéhten
Rate initialer Nicht-Funktionen als auch mit einer erhohten Rate akuter
Abstossungsreaktionen assoziiert war (97-99).
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Abb. 2: Einfluss der Transplantatqualitat
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1.4. Therapie des chronischen Transplantatversagens

Aktuell  steht keine  erfolgreiche, etabliete  Therapie @ des  chronischen
Transplantatversagens zur Verfugung, wenngleich Uber einige interessante experimentelle
Untersuchungen berichtet wurde. Als Konzepte bieten sich eine Reduzierung der durch
Alloantigen-unabhangige Faktoren bedingten unspezifischen Schadigungen, neben einer
erfolgreichen Therapie akuter Abstossungen an. Von Bedeutung erscheint in diesem
Zusammenhang eine Korrelation zwischen der Anzahl akuter und chronischer
Abstossungsreaktionen (83,92,93). Wahrend einerseits diese Korrelation nach scheinbarer
erfolgreicher Therapie bestehen blieb , zeigt eine andere Untersuchung, daf} der Erfolg
der Therapie akuter Abstossungsreaktionen gemessen an der Verbesserung der
Funktionsparameter, zu einer verbesserten Langzeitfunktion fuhrt (100). In diesem
Zusammenhang ist auch die erfolgreiche Therapie spat auftretender akuter
Abstossungsreaktionen, die mit Corticosteroiden und Anti-Thymozyten-Globulin (ATG)
beherrscht werden konnten, zu erwahnen (101).

Weitere theoretische Therapieoptionen bieten die Beeinflussung Alloantigen-unabhangiger
Prozesse, wie eine Behandlung des Ischamie-/Reperfusionsschadens oder eine Therapie
des Spenders zur Reduzierung unspezifischer inflammatorischer Vorgange im
Transplantat vor der Organentnahme.

In experimentellen Modellen konnte mit den Immunsuppressiva Rapamycin und
Mycophenolat Mofetil eine Reduzierung Alloantigen-spezifischer und -unspezifischer
Schadigungen beschrieben werden (102,103).
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Eine symptomlose Cytomegalievirus-Infektion konnte bei nierentransplantierten Patienten
mit spaten akuten Abstossungsreaktionen, die durch Steroide oder ATG nicht zu
beeinflussen waren, erfolgreich mit Ganciclovir behandelt werden (104)

Interessant erscheinen aktuelle experimentelle Untersuchungen mit CTLA4lg, einem
Fusionsprotein, das eine Blockierung der CD28-B7 vermittelten Ko-Stimulation bewirkt.
Hier konnten in Herz- wie in Nierentransplantationsmodellen die Entwicklung einer
chronischen Transplantatdysfunktion, bzw. deren Fortschreiten verhindert werden (105-
107).

Zusammenfassend erscheint nach dem aktuellen Wissensstand eine Optimierung der
Therapie akuter Abstossungen sowie eine Minimierung der Schaden in Folge Alloantigen-
unspezifischer Schadigungen von Bedeutung.

2. Darstellung der eigenen Arbeiten

2.1. Analyse des Modells der chronischen Transplantatabstossung

Hancock WW, Whitley WD, Tullius SG, Heemann UW, Wasowska B, Baldwin WM,
Tilney NL: Cytokines, adhesion molecules, and the pathogenesis of chronic rejection of
rat renal allografts. Transplantation 1993; 56: 643.

Bereits 1969 wurde von White und Hilderman ein  experimentelles
Nierentransplantationsmodell in der Ratte beschrieben, in dem die klinisch relevanten
funktionellen und strukturellen Veranderungen der chronischen Transplantatschadigung zu
beobachten waren. Dieses Modell wurde von uns erneut aufgegriffen und in einer Analyse
der pathophysiologischen Vorgange beschrieben. Die beschriebene Spender-/
Empfangerkombination wird durch sogenannte schwache Histokompatibilitdtsunterschiede
charakterisiert. In diesem Modell ist eine initiale Gabe einer geringen Immunsuppression
notwendig, um frihe akute Abstossungsreaktion zu therapieren. In unserer initialen
Versuchsanordnung wurde Cyclosporin A in einer Dosierung von 5 mg/kg Uber einen
Zeitraum von 10 Tagen verabreicht. Bei diesem Vorgehen entwickeln sich nach einem
Zeitraum von ca. 3-4 Monaten charakteristische funktionelle und morphologische
Veranderungen, die denen in humanen Nierentransplantaten entsprechen. In der Analyse
unseres Modells konnten wir zu diesem Zeitpunkt charakteristische strukturelle
Veranderungen wie Glomerulo- und Arteriosklerose, tubulare Atrophie und interstitielle
Fibrose nachweisen. Flowcytometrische Untersuchungen zeigten eine ausgepragte
humorale Immunantwort in der Frihphase mit hohen IgG und IgM Antikdrper-Spiegeln.
Nach 12 Wochen zeigten immunhistolgische Untersuchungen ausgepragte zellulare
Infiltrate sowie den Nachweis zahlreicher Zytokine. Hierbei spielte insbesondere die
Infiltration CD-4+ T-Lymphozyten sowie ED-1+ Monocyten/Makrophagen eine Rolle.
Doppelfarbungen zeigten eine Aktivierung dieser Zellen durch eine gleichzeitige
Anfarbung des IL-2 Rezeptors. Ebenso zeigte sich eine ausgepragte Expression von
TNF-0, IL-1 und IL-6. Hierbei zeigte sich die Expression von IL-6 vor allen Dingen in den
Glomeruli lokalisiert. Pathophysiologisch kdnnte diese Beobachtung von besonderer
Relevanz sein, da IL-6 einen mitogenen Effekt auf mesangiale Zellen besitzt. Gleichzeitig
zeigte sich parallel zu einer erhdhten zellularen Infiltration eine Zunahme von
Adhasionsmolekulen als moglicher Vermittler der Infiltrate.
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Diese Untersuchung zeigte, dald neben den bereits fruher von anderen Arbeitsgruppen
diskutierten humoralen Einflissen auch zellulare Prozesse, die parallel zu einer
Expression von Zytokinen und Adhasionsmolekulen auftreten, eine Rolle in der
Pathophysiolgie der chronischen Transplantaschadigung spielen.

2.2.Zellmigrations und -adhasionsvorgange in akuten und chronischen
Abstossungsmodellen

Tullius SG, Heemann UW, Zeilinger K, Azuma H, Tamatami T, Miyasaka M, Tilney NL
et al.: Binding of lymphocytes to acutely rejecting rat kidney allografts in vitro is guided
by events in the graft itself rather than by sensitization of host lymphocytes
Transplantation Immunology 1995; 3: 91.

Heemann UW, Tullius SG, Tamatami T, Miyasaka M, Milford E, Tilney NL: Infiltration
patterns of macrophages and lymphocytes in chronically rejecting rat kidney allograft
Transplantation International 1994; 7: 349.

Zelladhasionen und -migrationen spielen auch in der Transplantationsmedizin eine
wichtige Rolle. Eigene Arbeiten sowie die anderer Autoren konnten zeigen, daf
Zellinfiltrationen parallel zu einer Expression von Adhasionsmolekulen zu beobachten
waren. Andere Arbeitsgruppen konnten durch eine Antikdrpergabe gerichtet gegen die
Adhasionsmolekule ICAM-1 und LFA-1 die Entwicklung einer Toleranz im Mausmodell
zeigen.

Wir untersuchten zunachst Zelladhasionen in einer Spender-/Empfangerkombination mit
ausgepragter Histoinkompatibilitat durch ein sogenanntes 'in vitro Bindung Assay'. Dieses
Assay beschreibt eine Methode bei der Zellpopulationen auf einen Organschnitt
aufgetragen werden. Durch Zugabe unterschiedlicher Populationen auf Organschnitte, die
sich sowohl bezuglich ihrer Aktivierung, als auch durch ihren genetischen Hintergrund
unterscheiden, lassen sich Zelladasionen unter unterschiedlichen Bedingungen
betrachten. Gleichzeitig Iasst eine Blockade bestimmter Adhasionsmolekuile Ruckschlisse
auf die Rolle der jeweiligen Adhasionsmolekule zu. In dieser Versuchsanordnung konnten
wir zeigen, dal} die Bindung von T-Lymphozyten an ein Nierentransplantat nicht durch die
Aktivierung der Zellpopulation, sondern durch die Aktivierung des Transplantates bestimmt
war. So wurde eine ausgepragte Adhasion von nativen Zellen auf Allotransplantaten
beobachtet, wahrend aktivierte Zellen eines Organempfangers nur zu einem geringen
Ausmal auf Isotransplanten oder auf syngenen nativen Organen adharierten. Gleichzeitig
zeigte sich eine Dynamik der Zelladhasionen parallel zu einer zunehmenden
Transplantatschadigung. Eine Gabe von Antikorpern gerichtet gegen ICAM-1 und LFA-1
zeigte eine Reduzierung der Zelladhasion in unserem in vitro Assay. Diese
Untersuchungen deuteten auf die besondere Rolle der Transplantataktivierung zur
Initierung einer Zelladhasion hin.

Zelladhasionen wurden ebenso in dem bereits beschrieben in vitro Assay in einem
chronischen  Abstossungsmodell untersucht. Hierbei wurden Praparate von
Nierentransplantaten zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Transplantation mit
Monozyten sowie Lymphozyten in Kontakt gebracht. Es zeigte sich, dal} die in-vitro
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Adhasion von Monozyten ihren Gipfel nach 12 Wochen erreichte und somit dem Gipfel der
immunhistologisch nachgewiesenen Monozyten-/Makrophagen Infiltration sowie der
morphologischen Veranderungen vorausging. Auch in diesem Modell konnte die zellulare
Infiltration durch die Gabe von Antikérpern gegen ICAM-1 und LFA-1 reduziert werde.

Diese Untersuchungen zeigten die bedeutende Rolle von Adhasionsmolekilen bei der
Entstehung der chronischen Transplantatabstossung. Gleichzeitig zeigte die Blockade der
zellularen Bindung durch eine Antikorper Gabe eine mogliche Therapie.

2.3.Zusammenhange Alloantigen-abhangiger und
-unabhangiger Faktoren

Tullius SG, Hancock WW, Heemann UW, Azuma H, Tilney NL.: Reversibility of chronic
renal allograft rejection. Transplantation 1994, 58: 93.

Zum Zeitpunkt der Durchfuhrung dieses Experimentes spielte die Frage, ob der
chronische Transplantationsschaden durch Alloantigen-abhangige Faktoren bestimmt
wird, eine bedeutende Rolle. Mittlerweile hat sich die Ansicht durchgesetzt, dal} die
Pathophysiolgie des chronischen Transplantationsschadens sowohl durch Alloantigen-
abhangige, als auch Alloantigen-unabhangige Faktoren beeinflusst wird.

Der Einfluss Alloantigen-abhangiger Faktoren wurde durch ein Rucktransplantationsmodell
uberprift. Hierbei wurden Nierentransplantate in dem bereits zuvor beschriebenen
Transplantationsmodell der Spender-/ Empfangerkombination von Fischer-344 nach
LEWIS durchgefuhrt. Diese Transplantate wiesen im weiteren Verlauf die
charakteristischen Kriterien der  chronischen Transplantatschadigung auf.
Nierentransplantate wurden anschliel3end zu unterschiedlichen Zeitpunkten in ein Tier des
ursprunglichen Spenderstammes 'ricktransplantiert’. Schliel3lich wurde durch eine
Langzeitbeobachtung gepruft, ob die Zeichen der chronischen Schadigung in einem
syngenen Empfangertier reversibel waren.

Tatsachlich zeigte sich eine komplette Reversibilitat wenn eine Rucktransplantation bis zu
einem kritischen Zeitpunkt durchgefiihrt wurde. RUcktransplantationen nach einem
zeitlichen Intervall von ( 12 Wochen fuhrten zu einer kompletten Reversibilitat der
Schadigungen in syngenen Empfangertieren. Rulcktransplantation zu einem spateren
Zeitpunkt konnten die bereits fortgeschrittenen Veranderungen nicht mehr beeinflussen.
Daruber hinaus zeigten sich bei einer frihen Rlcktransplantation, mit zunachst kompletter
Reversibilitat, zu einem spateren Untersuchungszeitpunkt, gering-gradige Zeichen einer
chronischen Transplantatabstossung.

Die Veranderungen in rucktransplantierten und nicht-riicktransplantierten Organen wurden
ausfuhrlich durch quantifizierende histologische und immunhistologische Untersuchungen
beschrieben und mit einer entsprechenden Versuchsanordnung in Isotransplantaten
verglichen.

Diese, fur die weiteren Untersuchungen richtungsweisenden Beobachtungen, zeigten eine
bedeutende Rolle Alloantigen-abhangiger Faktoren in der Fruhphase, wahrend zu
spateren Zeitpunkten der chronischen Transplantatabstossung der Einfluss Alloantigen-
unabhangiger Faktoren zunahm.
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2.4 Risikofaktoren der chronischen Transplantatabstossung

2.4.1. Einfluss Alloantigen-unabhangiger Faktoren

Tullius SG, Heemann U, Azuma H, Pradham P, Tilney NL: Early ischemic injury leads
to long-term functional and morphologic deterioration of naive rat kidneys and may
contribute to changes of chronic allograft rejection. Transplant Proc 1994, 26: 2041.

Tullius SG, Heemann UW, Azuma H, Hancock WW, Pradham P, Tilney NL: Antigen-
independent events mimic characteristic changes of chronic allograft rejection.
Transplant Proc 1994, 27: 561.

Tullius SG, Heemann UW, Azuma H, Pradham P, Tilney NL: Characteristic signs of
chronic allograft rejection can be observed in mechanically manipulated naive rat
kidneys over the long-term. Transplant Proc 1994, 27: 2131.

Tullius SG, Heemann UW, Hancock WW, Azuma H, Tilney NL: Long-term kidney
isografts develop functional and morphological changes that mimic those of chronic
allograft rejection. Ann Surg 1994; 220: 425.

Mackenzie HS, Tullius SG, Heemann UW, Azuma H, Rennke H, Brenner BM, Tilney
NL: Nephron supply is a major determinant of long-term renal allograft outcome in rats.
J Clin Invest 1994; 94: 2148.

Heemann UW, Azuma H, Tullius SG, Mackenzie H, Brenner BM, Tilney NL: The
contribution of reduced functioning kidney allograft dysfunction in rats. Transplantation
1994, 58: 1317

Azuma H, Tullius SG, Heemann UW, Tilney NL: Non-immune factors may contribute to
chronic rejection of kidney transplantants. Transplant Proc 1994; 26: 2109.

Heemann UW, Tullius SG, Schmid C, Philipp T, Tilney NL: Infection-associated cellular
activation accelerates chronic renal allograft rejection in rats. Transplantation
International 1996; 9: 137.

In unserer friheren Untersuchungen konnten wir zeigen, daf® Alloantigen-unspezifische
Faktoren eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung der chronischen
Transplantationsschadigung spielen.

Gleichzeitig hatten wir die Gelegenheit histologische Praparate der fruhen klinischen
Bostoner Nierentransplantationen zwischen identischen Zwillingen zu evaluieren. Diese
Praparate zeigten die charakteristischen Zeichen der chronischen
Transplantationsschadigung. Diese Beobachtungen wurden von uns anschlieRend in
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einem experimentellen Isotransplantationsmodell im Rattenmodell untersucht. Tatsachlich
zeigten lIsotransplantate funktionelle und strukturelle Veranderungen der chronischen
Transplantatschadigung. Diese Veranderungen entsprachen denen, die wir zuvor in einem
Allotransplantationsmodell beschreiben konnten, wobei die Veranderungen in
Isotransplanataten nach einem spateren Zeitpunkt beobachtet wurden. Ebenso zeigten
immunhistologische Veranderungen zellulare Infiltrate und Zytokinexpressionen, die denen
in Allotransplantaten zu einem friheren Zeitpunkt entsprachen. Ausgehend von diesen
Befunden uberpriften wir verschiedene Risikofaktoren und deren Einfluss auf die
Langzeitfunktion.

Hierbei zeigten experimentelle Arbeiten den bedeutenden Einfluss des initialen Ischamie-/
Reperfuionsschadens. So zeigten sich ebenso nach einer ischamischen Schadigung
nativer Nieren bei einer gleichzeitigen kontralateralen Nephrektomie charakteristische
Langzeitschaden, die mit den Zeichen des chronischen Transplantatschadens
vergleichbar waren. Diese Untersuchung belegte neben der Rolle des Ischamie-
/Reperfusionsschadens auch den Einfluss des Verhaltnisses zwischen Nierenmasse und
Kdrpergewicht.

Die Bedeutung des Verhaltnisses von Nierenmasse/Korpergewicht wurde in weiteren
Untersuchungen uberpruft. Diese Experimente zeigten, dal eine gleichzeitig vorhandenen
kontralaterale Niere des Empfangertieres zu einer wesentlichen Reduzierung der
Langzeitschaden beitrug. Weiterhin zeigten sich bei eine Transplantation von Nieren mit
einer reduzierten Parenchymmasse eine Steigerung der chronischen Schaden sowohl in
Allo-, als auch in Isotransplantaten.

Von Bedeutung erscheint weiterhin, dall T-Zell aktivierende Prozesse nach der
Transplantation zu einer Steigerung der Schaden beitragen. In einem weiteren
experimentellen Modell konnten wir durch die Gabe von Lipopolysacchariden (LPS) eine
Steigerung der chronischen Transplantatabstossung beobachten.

Der  Einfluss Alloantigen-unabhangiger Prozesse auf  den chronischen
Transplantatschaden konnte in allen vorgestellten Modellen durch funktionelle,
morphologische und immunhistologische Kriterien belegt werden.

2.4.2. Einfluss Alloantigen-abhangiger Faktoren
24.21. Rolle akuter Abstossungsreaktionen

Tullius SG, Nieminen-Kelhd M, Bechstein WO, Jonas S, Steinmiiller T, Qun Y,
Pratschke J, Graser E, Sinha P, Volk, HD, Neuhaus P: Contribution of early acute
rejection episodes in a rat kidney retransplantation model. Kidney Int 1998; 53: 465.

Tullius SG, Graser E, Nieminen E,Reutzel-Selke A, Jonas S, Bechstein WO, Volk HD,
Neuhaus P: Complete reversal of acute rejection episodes after syngeneic
retransplantation is associated with a TH1/TH2 shift. Transplant Proc 1999; 31: 340.

Zahlreiche klinische Untersuchungen zeigen den bedeutenden Einfluss akuter
Abstossungsreaktionen auf die chronische Transplantatabstossung. Hierbei gibt es keine
Ubereinstimmung Uber den Einfluss des Zeitpunktes des Auftretens der akuten
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Abstossung sowie bezuglich der histologischen Klassifizierung im Bezug auf die
Langzeitschadigung.

Wir untersuchten die Auswirkungen akuter Abstossungsreaktionen auf den chronischen
Transplantationsschaden in einem Rucktransplantationsmodell. In diesem Modell wurden
Nierentransplantate in einer Spender-/Empfangerkombination mit ausgepragter Histo-
inkompatibilitat durchgefuhrt. In dieser Versuchsanordnung kommt es zu einer frihen
ausgepragten akuten Abstossung mit einem Versterben der Tiere nach 14(2 Tagen.
Nierentransplantate wurden 2zu unterschiedlichen Zeitpunkten in ein Tier des
ursprunglichen Spenderstammes ricktransplantiert. Anschlieliend wurde eine maogliche
Reversibilitat der akuten Abstossung und deren Langzeitfolgen beobachtet. Es zeigte sich,
dall die Schaden einer frihen akuten Abstossungsreaktion durch eine syngene
Rucktransplantation vollstandig umkehrbar waren. Hierbei zeigten 60% der Tiere, die 4
Tage nach der urspringlichen Transplantation ricktransplantiert wurden, eine komplette
Reversibilitat der histologischen Schaden, wahrend bei 40% der zu diesem Zeitpunkt
durchgefuhrten RuUcktransplantationen ein weiteres Fortschreiten der Schaden nicht
verhindert werden konnte. Nach einer erfolgreichen Rucktransplantation konnten keine
gesteigerten Langzeitschaden beobachtet werden. Diese Untersuchungen zeigten, dafl
die Schaden als Folge einer akuten Abstossungsreaktion nach einer kompletten
Reversibilitat nicht zu der Entwicklung einer chronischen Transplantschadigung beitragen.

Weiterfuhrende Experimente in diesem Modell durch RT-PCR Untersuchungen zeigten,
dal® Transplantate, die nach einer Rulcktransplantation eine Reversibilitat der Zeichen
einer akuten Abstossung zeigten, eine THZ2-assoziierte Immunantwort aufwiesen. Im
Vergleich dazu zeigten Transplantate mit einer akuten Abstossungsreaktion zum gleichen
Zeitpunkt ein TH1-assoziiertes Zell-/ Zytokinmuster.

2.5.Therapeutische Ansitze

2.5.1. Pravention der chronischen Transplantatabstossung durch
Toleranzinduktion

Tullius SG, Nieminen M, Bechstein WO, Jonas S, Steinmdiller T, Pratschke J, Zeilinger
K, Graser E, Volk HD, Neuhaus P: Chronically rejected rat kidney allografts induce
donor-specific tolerance. Transplantation 1997; 64: 158.

Tullius SG, Nieminen M, Bechstein WO, Jonas S, Rayes N, Qun Y, Volk HD, Neuhaus
P: Development of tolerance in a chronic rejection model. Transplant Proc 1998; 30:
1075.

Tullius SG, Nieminen M, Qun Y, Egermann F, Reutzel-Selke A, Jonas S, Pratschle J,
Bechstein WO, Volk HD, Neuhaus P: Synergistic mechanisms of alloantigen-
dependent and independent events in chronic graft rejection. Transplant Proc 1998; 30:
2411.

Als Hypothese dieser Experimente postulierten wir initial eine Steigerung der chronischen
Transplantatabstossung nach einem  vorausgegangenem  donor-spezifischen
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Antigenkontakt. In Modellen einer akzelerierten Transplantatabstossung wird eine
gesteigerte Abstossungsrate nach einem initialen Antigenkontakt flr ein folgendes
Organtransplantat beschrieben. In dem Nierentransplantationsmodell der Spender-
/IEmpfangerkombination von F-344 und LEWIS Ratten fuhrten wir Nierentransplantationen
durch. Diese Transplantate wurden anschlieliend nach 2, 4, 8 und 12 Wochen entfernt.
Zum gleichen Zeitpunkt wurde ein zweites Nierentransplant des gleichen Spenders
Ubertragen. Uberraschenderweise zeigte sich in diesem Modell keine gesteigerte
Abstossungsreaktion. Vielmehr zeigten die Zweittransplantate eine Langzeitakzeptanz,
wobei die typischen Kriterien der chronischen Transplantatschadigung ausblieben. Eine
Immunsuppression wurde in diesem Modell nach der Zweittransplantation  nicht
durchgefuhrt. In weiteren Versuchen konnten wir zeigen, dal® zusatzliche donor-
spezifische Herztransplantate in einem Empfangertier eines Zweittransplantates akzeptiert
wurden, wahrend Fremdherztransplantate abgesto3en wurden. Weiterhin zeigte sich, daf
die beobachtete Toleranz durch Milzzellen eines Ersttransplantatempfangers auf ein
natives Tier zu Ubertragen war.

Diese Untersuchungen zeigten eine Allotransplantat-induzierte Ubertragbare Toleranz.
Die Entwicklung chronischer Transplantatschaden in Nierenzweit-transplantaten wurde
nicht beobachtet. In weiterfUhrenden Untersuchungen konnten wir durch RT-PCR
Analysen einen TH1/TH2 ‘'shift' in Nierenzweittransplantaten beobachten. Als
Mechanismus der Toleranzentwicklung postulieren wir die Induktion von Suppressorzellen
durch das Ersttransplantat. Diese Beobachtungen deuten auf eine besondere Rolle
Alloantigen-spezifischer =~ Prozesse  bei der  Entwicklung der  chronischen
Transplantatabstossung sowie auf Zusammenhange zwischen Alloantigen-spezifischen
und -unspezifischen Einflissen hin. Aktuell untersuchen wir die Mechanismen dieser
Allotransplantat-induzierten Toleranz sowohl in einem Modell mit ausgepragter, als auch in
einem Modell mit schwacher Histoinkompatibilitat.

2.5.2. Therapie akuter und chronischer Abstossungen:

Azuma H, Binder J, Heemann UW, Schmid C, Tullius SG, Tilney NL: Effects of RS
61443 on functional and morphological changes in chronically rejecting rat kidney
allografts. Transplantation 1995; 59: 460.

Utku N, Heinemann T, Tullius SG, et al.: Prevention of acute allograft rejection by
antibody targeting of TIRC7, a novel T-cell membrane proteine. Immunity 1998; 9: 509)

Von besonderer klinischer Relevanz ist die Abwesenheit einer etablierten Therapie fur den
chronischen Transplantatschaden. Fur das Immunsuppressivum Mycophenolat Mofetil
konnte in Untersuchungen anderer Autoren zuvor gezeigt werden, dal® diese Substanz
neben Alloantigen-spezifischen Schaden auch Alloantigen-unspezifische Schaden als
Folge einer mechanischen Schadigung beeinflussen kann.

In einer Gruppe unseres Experimentes wurde die Therapie mit Mycophenolat Mofetil
unmittelbar nach der Transplantation begonnen. In einer weiteren Gruppe begann die
Therapie 8 Wochen nach der Transplantation, also zu einem Zeitpunkt zu dem erste
Zeichen des chronischen Transplantatschadens zu beobachten sind. In beiden
Therapiegruppen zeigte sich eine eindrucksvolle Reduzierung der chronischen
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Transplantatschaden. Die Entwicklung einer Proteinurie blieb aus, wahrend sich die
typischen strukturellen Veranderungen erheblich verbesserten. Weiterhin zeigten sich
eingeschrankte Zellinfiltrate bei einer reduzierten Expression von Adhasionsmolekulen.

In einer weiteren Untersuchung konnte durch Differential Display Untersuchungen ein
neues T-Zell Membran Protein gefunden werden, das sich nur auf aktivierten T-Zellen
nachweisen lie3. In-vitro Untersuchungen konnten durch Gabe eines AntikGrpers gegen
TIRCR7 zeigen, dal} eine T-Zell Proliferation und IL-2 Sekretion verhindert wird. Wir
untersuchten diesen Antikorper in einem Nieren-transplantationsmodell mit ausgepragter
Histoinkompatibiltdt. Durch eine Gabe des Antikdrpers von Tag 0 bis Tag 6 konnte eine
signifikante Verlangerung der Transplantatfunktion (7(2 vs. 56(12 Tage) erzielt werden.
Gleichzeitig zeigten histologische Untersuchungen 7 Tagen nach der Transplantation nur
einzelne infiltrierende Zellen, wahrend die unbehandelte Kontrollgruppe ausgepragte
zellulare Infiltrate aufwies.

2.5.3. Beeinflussung des Ischamie/Reperfusionsschadens

Dragun D, Tullius SG, Park JK, Maasch C, Lukitsch I, Lippoldt A, Gro3 V, Luft FC,
Haller H: ICAM-1 antisense oligonucleotides prevent reperfusion injury and enhance
immediate graft function in renal transplantation. Kidney Int 1998; 54: 590.

Dragun D, Lukitsch I, Tullius SG, Qun Y, Park JK, Schneider W, Luft FC, Haller H:
Inhibition of intercellular adhesion molecule-1 with antisense deoxynucleotides
prolongs renal isograft survival in the rat. Kidney Int 1998; 54: 2113.

Die Rolle des Ischamie-/Reperfusionsschadens auf die chronische
Transplantatschadigung wurde sowohl in eigenen, als auch in zahlreichen klinischen und
experimentellen Untersuchungen anderer Autoren gezeigt. Wahrend des Ischamie-
/Reperfuionsschadens kommt es zu einer durch Adhasionsmolekule vermittelten zellularen
Infiltration. In zwei Versuchsanordnungen wurde die Rolle von ICAM-1 durch Antisense
Oligonukleotide beeinflusst. Diesen Versuchen konnte eine signifikante Reduzierung der
ICAM-1 Expression sowie eine Reduzierung der Leukozyten-Infiltration nach Gabe der
Antisense-Oligonukleotide zeigen. Gleichzeitig konnten wir sowohl in dem untersuchten
Autotransplantations- als auch in einem Isotransplantationsmodell eine verbesserte
Uberlebenszeit, Transplantatfunktion sowie reduzierte morphologische Schadigungen
nachweisen.

3. Diskussion

3.1.Analyse des Modells der chronischen Transplantatabstossung

Zur Untersuchung der chronischen Transplantatdysfunktion der Niere wurde ein
Rattenmodell in einer Spender-, Empfangerkombination von Fischer 344 (F-344, RT1v1)
nach LEWIS (LEW, RT1) benutzt. Die mannlichen Tiere waren zum Zeitpunkt der
Operation ca. 3 Monate alt und 200-250 g schwer. In Nierenallotransplanten dieser
Stammkombination finden sich, der humanen Situation vergleichbare, funktionelle und
strukturelle Langzeitschaden. Dieses Modell wurde erstmals 1968 von White und
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Hildemann beschrieben (108). In der initialen Beschreibung wurden die
Histokompatibilitatsdifferenzen als ,schwach' klassifiziert. Es ist mittlerweile bekannt, dass
sich diese Spender-/Empfangerkombination in 2 MHC Klasse | Loci (RT1.C) und
verschiedenen nicht MHC assoziierten Genen (RT6) unterscheidet. Hierbei zeigen sich
Unterschiede der RT1.C Klasse |, die mit chronischen, jedoch nicht akuten
Abstossungsreaktionen assoziiert sind (109). RT6, mit der friher Ublichen Bezeichnung
Ag-F, ist ein Non-MHC Antigen Marker fur die meisten peripheren T-Zellen und entspricht
der Thy-1Klassifizierung in der Maus (110). F-344 Ratten exprimieren RT1, wahrend LEW
RT6.2 exprimieren. Sowohl RT6+ als auch RT6- T-Zellen zeigen eine Alloreaktivitat in
vitro. Sie kdnnen zytotoxische Effektor Aktivitdten zeigen und IL-2 exprimieren, wahrend
RT6+ Zellen eine ausgepragte Graft-versus-Host Antwort demonstrieren. Sowohl RT6+ als
auch RT6- CD4+ T-Zellen, jedoch nicht CD8+ Zellen proliferieren in der gemischten
Lymphozyten Reaktion.

Eine kurzfristige ,low-dose' Immunsuppression ist bei Verwendung dieser Spender/
Empfangerkonstellation zur Unterdrickung einer frihen akuten Abstossungsreaktion
notwendig. Wahrend in frGheren Untersuchungen in diesem Modell Cyclosporin A in einer
Dosis von 5 mg/kg/KG verabreicht wurde, haben wir, wie auch andere Untersucher in
jungsten Untersuchungen eine Dosierung von 1.5 mg/kg/KG verwandt (39,111). Hierbei
zeigt sich bei einer Gabe von CyA in einer Dosierung von 5 mg/kg/KG eine ausgepragte
Manifestation des chronischen Transplantatschadens nach ca. 24 Wochen, wahrend bei
einer Gabe von 1.5 mg/kg/Kg diese Zeichen bereits nach 12-16 Wochen zu beobachten
sind. In einer Untersuchung in Kontrolltieren konnten wir zeigen, dass Tiere dieser
Spender/-Empfangerkombination nach einem Zeitraum von 16 ( 3 Tagen post
transplantationem in der Niereninsuffizenz verstarben, wenn auf eine Immunsuppression
verzichtet wurde. Morphologische Untersuchungen zeigten hierbei die charakteristischen
Kriterien einer akuten Abstossungsreaktion.

In unserem Modell der chronischen Transplantatabstossung zeigten sich innerhalb von 2
Wochen nach der Transplantation eine Deposition von Immunglobulinen, Komplement
sowie Fibrin, insbesondere im Bereich des Gefassendothels. Hierbei blieb es unklar, ob es
sich um eine spezifische Reaktion gegen das Endothel im Sinne einer vaskularen
Abstossung oder um eine unspezifische Reaktion, bedingt durch eine veranderte
Gefasspermeabilitdt handelte. Immunglobulin  Titer waren zum Zeitpunkt der
morphologischen Veranderungen, in unserem Modell nach 12-16 Wochen, nur noch
gering ausgepragt. Schon zu einem frihen Zeitpunkt zeigten sich in unserem Modell, wie
auch in der humanen Situation, ausgepragte Rundzellinfiltrate (41). Ebenso zeigten
Isotransplantate zellulare Infiltrate, wobei in Allotransplantaten zum Zeitpunkt des
Auftretens morphologischer Veranderungen ausgepragt aktivierte
Monozyten/Makrophagen zu beobachten waren. IL-2+ Monozyten/Makrophagen sowie T-
Zellen konnten in anderen Untersuchungen mit einer weiteren Zytokin Expression
assoziiert werden (112). In unserem Modell erschien insbesondere die Expression von IL-
6 mit einer Lokalisation im Bereich mesangialer Zellen von Bedeutung. Es ist bekannt, daf®
IL-6 mit der Entwicklung einer Fibrose sowie der Entwicklung einer mesangialen
proliferativen Glomerulosklerose vergesellschaftet ist (113,114). Andere Untersucher
berichteten von einer Assoziation zwischen einer glomerularen Monozyten/Makrophagen
Infiltration und der Produktion pro-inflammatorischer Mediatoren (115,116). In in-vitro
Versuchen konnte gezeigt werden, dass diese Vorgange eine erhOhte Produktion von
Mesangium-Zellen verursachen kdnnen (117). Weiterhin wurde in unserem Modell eine
Expression von TNF(, IL-1 und IL-6 im Bereich des Gefassendothels, bzw. der Media
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gefunden. Diese Zytokine konnten eine bedeutende Rolle bei der Entstehung einer
Mediaproliferation haben (118).

Zusammenfassend zeigte unsere Untersuchung die Pathogenese der chronischen
Transplantatabstossung in 3 Phasen: Nach einer initialen Phase mit Immunglobulin
Ablagerungen im Bereich von Glomeruli und Gefassen konnte eine Rundzellinfiltration mit
einer nachfolgenden Expression verschiedener Zytokine und Wachstumsfaktoren
beobachtet werden. Nachfolgend waren die charakteristischen morphologischen
Veranderungen zu beobachten.

3.2.Zellmigrations und -adhdsionsvorgange in akuten und chronischen
Abstossungsmodellen

Wie bereits in der vorangehenden Arbeit, zeigte diese Untersuchung die bedeutende Rolle
infiltrierender Monozyten/Makrophagen sowie Lymphozyten in unserem Modell der
chronischen Transplantatabstossung. Die Infiltration dieser Zellpopulationen erreichte
ihren Gipfel kurz vor, bzw. zum Zeitpunkt ausgepragter morphologischer Veranderungen.
In einem in-vitro Assay wurden die Zelladhdsionsvorgange in Allotransplantaten sowie
unbehandelten  Kontrolltieren  verfolgt. Diese  Untersuchungen konnten die
immunhistologischen  Quantitdten der zelluldren Infiltrate zu den jeweiligen
Untersuchungszeitpunkten nicht bestatigen. Jedoch waren die adharenten Zellen in
Schnittpraparaten von Allotransplantaten signifikant im Vergleich zu denen in
Kontrolltieren erhoht. Moglicherweise konnte unser in-vitro Assay nicht die Vorgange in-
vivo wiedergeben oder aber, Zelladhasionen und -migrationen sind nicht in erster Linie fur
die hohen Zellzahlen im Transplantat verantwortlich. Es ist denkbar, dal} lokale
Zellproliferationen fur die immunhistologisch nachgewiesen Quantitaten der zellularen
Infiltrate verantwortlich sind. Diese Mechanismen konnten von Untersuchern in anderen
Modellen gezeigt werden (119,120). Es ist bekannt, da® Adhasionsmolekille eine
entscheidende Rolle bei der Infiltration von Zellen und deren Aktivierung spielen (121). In
einem Maus Modell konnte nach Blockierung der Adhasionsmolekile ICAM-1 und LFA-1
eine Akzeptanz von Herztransplantaten erzielt werden (122). In unserem in-vitro Assay
konnten wir durch monoklonale Antikdrper gerichtet gegen ICAM-1, LFA-1 und L-Selectin
eine signifikante Reduzierung der Adhasion von Lymphozyten an Strukturen der chronisch
abgestossenen Nierentransplantate erzielen. Diese Ergebnisse bestatigen die auch von
anderen Untersuchern beschriebene Bedeutung von Adhasionsmolekulen bei der
Pathogenese der chronischen Transplantatabstossung.

Die Lymphozyten Migration wurde in einer weiteren in-vitro Studie an Nierentransplantaten
im Rahmen der akuten Abstossungsreaktion verfolgt. In dieser Untersuchung wurde die
Adhasion von Lymphozyten eines transplantierten Tieres mit denen eines unbehandelten
Kontrolltieres an Strukturen eines Nierentransplantatpraparates verglichen. Hierbei zeigte
sich die Adharenz unabhangig vom Aktivierungsgrad der Zellen. Schnittpraparate von
Isotransplantaten oder unbehandelten Kontrollen zeigten nur eine geringe Zellbindung
unabhangig davon, ob aktivierte oder unbehandelte Zellen untersucht wurden.
Allotransplantate hingegen zeigten eine dynamische Adhasion der Lymphozyten parallel
zur Progression des akuten Abstossungsprozesses. Diese Beobachtung war unabhangig
vom Aktivierungsgrad der Zellen. Uber vergleichbare Ergebnisse wurde von anderen
Untersuchern in einem Herztransplantationsmodell berichtet (123). Einhergehend mit einer
zunehmenden Zelladhasion war eine steigende Expression von Adhasionsmolekulen mit
einem Fortschreiten des Abstossungsprozesses in unserem Modell zu beobachten.
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Andere Untersucher berichteten von einer zunehmenden Expression von ICAM-1 auf
Endothelzellen nach unspezifischer Aktivierung (124-126) oder im Rahmen akuter
Transplantatabstossungen (127-131). Monoklonale Antikorper gerichtet gegen die
Adhasionsmolekile ICAM-1 und LFA-1 konnten die Adhasion von Lymphozyten 'nur' um
ca. 40 % reduzieren. Diese Beobachtung sprach fur die Rolle verschiedener
Adhasionsmolekiile, die in diesen Prozess involviert sind. In unserer Untersuchung fanden
wir eine initiale Expression von ICAM-1 auf Gefassendothelien. Mit Fortschreiten des
Abstossungsprozesses war eine zunehmende Anfarbung im Bereich der Tubuli und auf
infiltrierenden Zellen zu finden. Diese Dynamik deutet auf die Rolle von ICAM-1 bei einer
initialen Adharenz von Lymphozyten an Gefassen des Transplantates zur Einleitung des
Abstossungsprozesses hin. Die Bedeutung von Adhasionsmolekulen bei der
Transplantatabstossung zeigte sich nach Einsatz von monoklonalen Antikérpern in
Nagermodellen sowie in Untersuchungen an Primaten (122,132). Jedoch konnten die
hohen Erwartungen nach den initialen experimentellen Ergebnissen in klinischen
Untersuchungen nicht ganz erfullt werden (133).

Die Ergebnisse unserer in-vitro Untersuchungen zeigten, dal® die Migration von
Lymphozyten im Rahmen akuter Abstossungen durch die Alloreaktivitat des
Transplantates und weniger durch den Aktivierungsgrad der Zellen bedingt sind.
Adhasionsmolekilile scheinen eine zentrale Rolle bei der Vermittiung der Migration zu
spielen

3.3.Zusammenhange zwischen Alloantigen-abhangigen und -unabhéangigen
Faktoren

Von besonderer Bedeutung bei der Untersuchung der  chronischen
Transplantatabstossung erscheint die Beantwortung der Frage, ob dieser Prozess in erster
Linie durch Alloantigen-abhangige- oder unabhangige Faktoren beeinflusst wird.

Die Madglichkeit einer Reversibilitat der chronischen Transplantatdysfunktion wurde
experimentell durch Rucktransplantationen in ein Tier des Spenderstammes wahrend
fortgeschrittener Stadien des chronischen Schadens untersucht. Hierbei zeigte sich, dass
die chronischen Veranderungen bis zu einem kritischen Zeitpunkt des Prozesses (in
unserem Modell nach einem Zeitintervall < 12 Wochen nach der Transplantation) durch
eine syngene Rucktransplantation komplett reversibel waren. Wurde die
Rucktransplantation nach 12 Wochen oder zu einem spateren Zeitpunkt durchgefuhrt,
waren die bereits fortgeschrittenen Veranderungen nicht mehr reversibel. Eine weitere
Progression des Prozesses konnte in einem Tier des Spenderstammes beobachtet
werden. Gleichzeitig zeigte sich jedoch auch in retransplantierten Iso- und
Allotransplantaten, bei denen zunachst nach syngener Ricktransplantation eine komplette
Reversibilitat beobachtet wurde, eine persistierende zellulare Infiltration mit der Expression
zahlreicher Zytokine und Wachstumsfaktoren sowie eine gering fortschreitende
Glomerulo- und Arteriosklerose nach einem langen Beobachtungszeitraum.

Zu erwahnen ist, dass in unserem experimentellen Modell der Einfluss einer Graft-versus-
Host Reaktion nach syngener Rucktransplantation nicht Uberprift wurde. Jedoch erscheint
die potentielle Rolle sogenannter 'Passenger Leukozyten' nicht von wesentlicher
Bedeutung in diesem Zusammenhang, da die Veranderungen in rucktransplantierten
Allotransplantaten und Isotransplantaten vergleichbar waren.
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Zu Dberlcksichtigen ist weiterhin, dass die RuUcktransplantation in ein unilateral
nephrektomiertes Empfangertier durchgefihrt wurde. Ziel unserer Untersuchungen war es,
die  morphologischen und immunhistologischen Veranderungen nach einer
Rucktransplantation zu analysieren. Es ist mdglich, dass den Rucktransplantaten durch
diese Art des Vorgehens die 'Erholung' durch die Anwesenheit einer kontralateralen
nativen Niere erleichtert wurde. In einer experimentellen Untersuchung in einem
Rattenmodell konnte hingegen gezeigt werden, dass eine bilaterale Nephrektomie des
Empfangertieres die Funktion von Isotransplantaten verbessern konnte (134). Bei gleichen
Bedingungen fur alle Versuchstiere zu jedem Zeitpunkt der Rucktransplantation kann
jedoch nicht davon ausgegangen werden, dass das experimentelle Design die
Reversibilitat der chronischen Schadigung entscheidend beeinflusst hat.

Uber Ricktransplantationen in ein Tier des urspriinglichen Spenderstammes wurde
bereits in friheren Untersuchungen berichtet. Ziel dieser Studien war es, die Reversibilitat
akuter Abstossungsreaktionen durch eine syngene Rucktransplantation zu verfolgen.
Diese Untersuchungen wurden in Hunde- und Rattenmodellen durchgefuhrt und zeigten
eine komplette Reversibilitat der akuten Abstossung, wenn bis zu einem bestimmten
Zeitpunkt nach der initialen Transplantation ricktransplantiert wurde (135-137).
Aussagekraftige Ergebnisse zur Reversibilitat des chronischen Transplantatversagens
lagen zum Zeitpunkt unserer Untersuchung nicht vor.

In  weiteren Rucktransplantationsexperimenten wurde im Anschluss an unsere
Untersuchungen der initiale Alloantigen-abhangige Einfluss auf die chronische Schadigung
bestatigt.

In einem Aorten- und einem Herztransplantationsmodell wurde ein Fortschreiten der
chronischen Transplantatdysfunktion beschrieben, wenn die Ricktransplantation nicht zu
einem fruhen Zeitpunkt durchgefuhrt wurde (138,139). Ein weiteres Fortschreiten der
chronischen Transplantatdysfunktion nach Rdulcktransplantation konnte mit einer
Antikorpergabe gerichtet gegen CD4 und CD8+ T-Zellen erfolgreich therapiert werden
(140).

Zusammengefasst zeigten die eigenen Untersuchungen sowie die weiteren Studien in
vergleichbaren Modellen, dass sowohl Alloantigen-abhangige, als auch -unabhangige
Faktoren eine Rolle bei der Entstehung des chronischen Transplantatschadens spielen. In
der frGhen Phase scheinen reversible, immunologisch spezifische Prozesse eine
Bedeutung zu haben, wahrend zu einem spateren Zeitpunkt irreversible immunologisch
unspezifische Faktoren an Einfluss zunehmen.

Auf der Grundlage dieser Ergebnisse wurde in weiteren Untersuchungen der Einfluss
Alloantigen-abhangiger und -unabhangiger Faktoren betrachtet.

3.4. Alloantigen-unabhangige Einflusse

3.4.1. Beobachtungen in Isotransplantaten

Der Einfluss Alloantigen-unabhangiger Faktoren wurde initial in unseren experimentellen
Untersuchungen in Isotransplantaten untersucht.

Eine kurzfristige, gering dosierte Immunsuppression (CyA 1.5 mg/kg/KG uber 10 Tage)
trug in unserer experimentellen Studie nicht zu einer weiteren Schadigung bei. Wahrend
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die nephrotoxischen Effekte von CyA einschliesslich fibrotischer Langzeitveranderungen
Einflisse auf die Entwicklung einer arteriellen Hypertension, die Entstehung einer
Transplantatvaskulopathie sowie einer Glomerulosklerose bekannt sind (84,141,142), wird
diesen Mechanismen jedoch ein Dosis-abhangiger Effekt zugeschrieben (143,144).

Unsere Untersuchungen in Isotransplantaten zeigten die charakteristischen Kriterien der
chronischen Transplantatdysfunktion in Abwesenheit einer immunologischen Disparitat,
wenngleich die Veranderungen zeitlich verzdgert und in ihrer Auspragung reduziert im
Vergleich zu Allotransplantaten zu beobachten waren.

Neben funktionellen und strukturellen Veranderungen in unserem Modell liess sich ebenso
eine Infiltration von Monozyten/Makrophagen und T-Zellen mit einem Aktivierungsmuster
zahlreicher Zytokine und Wachstumsfaktoren finden, vergleichbar mit Vorgangen in
Allotransplantaten zu einem fruheren Zeitpunkt.

WeiterfUhrende Untersuchungen in diesem Modell zeigten eine ausgepragte Expression
von ICAM-1 nach 24 Wochen und von MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1) nach
einem Beobachtungszeitraum von einem Jahr (145). Die zu diesem Zeitpunkt auftretende
ausgepragte Infiltration von Monozyten/Makrophagen sowie die Expression von IL-6
deutet auf eine entscheidende Rolle dieser Zellen als Vermittler der spaten Schaden in
Isotransplantaten hin.

Auch in der klinischen Situation wurde Uber eine eingeschrankte Langzeitfunktion bei
Isotransplantaten berichtet. Wurden Nierentransplantationen zwischen eineiigen Zwillingen
durchgefuhrt, kam es bei 40% nach einem Zeitraum von 10 Jahren zum
Transplantatversagen. Nach einem Zeitraum von 2 Monaten bis 16 Jahren zeigten diese
Transplantate eine ansteigende Proteinurie mit einer zunehmenden
Funktionseinschrankung. Morphologisch zeigte sich eine fruhe =zellulare Infiltration,
Immunglobulin-Ablagerungen im Bereich der Glomeruli sowie spat auftretende glomerulo-
und arteriosklerotische Veranderungen (40-42).

Unsere experimentellen Ergebnisse zeigen Parallelen zu den klinischen Berichten und
unterstutzen die Hypothese des Einflusses Allantigen-unabhangiger Faktoren.

Verantwortliche Risikofaktoren fur die Beobachtungen in Isotransplantaten wurden in
weiteren Untersuchungen isoliert oder im Zusammenhang mit Alloantigen-abhangigen
Einflissen untersucht.

3.4.2. Einfluss des Ischamie/Reperfusionsschadens

In den eigenen Untersuchungen zeigte eine ischamische Schadigung von Nieren
unbehandelter Kontrolltiere Langzeitveranderungen, die denen in Isotransplantaten
entsprachen. Der Einfluss des Ischamie-/Reperfusionsschadens zeigte sich insbesondere
dann ausgepragt, wenn gleichzeitig die kontralaterale Niere entfernt wurde, d.h. die Masse
des funktionierenden  Nierenparenchyms  reduziert wurde. Der Ischamie-
/Reperfusionsschaden per se sowie die Dauer der ischamischen Schadigung zeigten in
zahlreichen experimentellen und klinischen Untersuchungen einen Einfluss sowohl auf
den Verlauf der frihen wie der spaten Transplantatfunktion (43,49,50,53,80,81,145).

In einer klinischen Untersuchungsserie zeigte sich eine 1-Jahresfunktionsrate von 40% bei
einer warmen Ischamie von > 50 min. Bei einer warmen Ischamiezeit von < 50 min
reduzierte sich die 1-Jahresfunktionsrate um je 1%, wenn die warme Ischamiezeit um je 1
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Minute verlangert wurde. Gleichzeitig zeigte sich eine Korrelation zwischen ischamischer
Schadigung und dem Auftreten akuter reversibler Abstossungsreaktionen (146).

In experimentellen Modellen konnte eine signifikante Reduzierung glomerulo- und
arteriosklerotischer Veranderungen durch eine Verkurzung der kalten Ischamiezeit gezeigt
werden (147).

Zusammenhange zwischen Ischamie, initialer Nicht- oder verzogerter Funktion deuten
darUber hinaus eine Korrelation zwischen Alloantigen-abhangigen und -unabhangigen
Faktoren an (97-99).

In einer eigenen aktuellen Untersuchung konnten wir zeigen, dass insbesondere
vorgeschadigte Organe, wie die von marginalen Spendern, eine erhdhte Sensibilitat fur
eine ischamische Schadigung aufweisen (148).

Pathophysiologisch kommt es in Folge des Ischamie-/Reperfusionsschadens zu einer
verstarkten Expression von Adhasionsmolekilen sowie pro-inflammatorischen Zytokinen
mit der Folge einer Infiltration von Granulozyten, Monozyten/Makrophagen sowie T-
Lymphozyten. An diese Vorgange schliessen sich die Generierung zahlreicher vasoaktiver
und toxischer Metabolite an (75,77,78,149).

Insbesondere den Wachstumsfaktoren PDGF und TGF-3 scheint eine Rolle als Vermittler
durch ihre mitogene bzw. aktivierende Wirkung auf Proteine der extrazellularen Matrix zu
zukommen (150).

In unserer eigenen Studie sowie in Untersuchungen anderer (151) zeigte sich eine erhohte
MHC II Expression als Folge der ischamischen Schadigung. Moéglicherweise kommt es
durch diese Vorgange zu einer Steigerung der Immunogenitat des Transplantates.

Daneben zeigte die erhdhte Expression von ICAM-1, 52 Wochen nach initialer
Schadigung, in einseitig nephrektomierten unbehandelten Kontrolltieren, den Einfluss von
Ischamie und reduzierter Nierenmasse. In weiterfihrenden Untersuchungen in diesem
Modell zeigte sich eine fruhe Expression von ICAM-1, Endothelin und MHC Klasse I
Molekulen. Zu einem spaten Zeitpunkt der Untersuchung (24 Monate) zeigten sich
morphologische Veranderungen einer chronischen Transplantat-dysfunktion sowie eine
erhohte Infiltration von Monozyten/ Makrophagen einschliesslich assoziierter Zytokine wie
IL-1, TNF-( TGF-(, iINOS sowie MCP-1. Diese Veranderungen waren nicht nach einer
ischamischen Schadigung zu beobachten, wenn gleichzeitig eine kontralaterale native
Niere verblieb (77).

Uber verschiedene Therapieoptionen der Folgen des Ischdmieschadens wurde berichtet.

In einer Studie unter Verwendung des von uns untersuchten experimentellen Modells
konnte nach einer Therapie mit Bioflavonoiden (z.B. Cumarin) eine verbesserte
Funktionsrate bei reduzierten strukturellen und zellularen Schaden beobachtet werden
(152). Antikorper gegen ICAM-1 konnten den Ischamieschaden in nicht transplantierten
Nieren reduzieren (153). In eigenen Untersuchungen (siehe dort) konnte die Funktion von
Auto- und Isotransplantaten nach Gabe eines Antisense-Oligonukleotides, gerichtet gegen
ICAM-1, verbessert werden (154,155).

Moglicherweise lasst sich durch eine Reduzierung des Ischamie-/Reperfusionsschadens
eine verbesserte Langzeitfunktion nach Organtransplantation erzielen. In diesem
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Zusammenhang bietet sich als mogliches Therapiekonzept auch eine
Spendervorbehandlung an. Eigene aktuelle Untersuchungen Uberprifen dieses Konzept.

3.4.3. Einfluss des Verhaltnisses Transplantatmasse/Korpergewicht

Neben dem Ischamie-/Reperfusionsschaden scheint vor allen Dingen die Masse des
funktionierenden Nierenparenchyms eine Rolle bei der Betrachtung der Langzeitfunktion
Zu spielen.

Der Einfluss der Anzahl funktionierender Nephrone wurde von uns in zwei experimentellen
Modellen verfolgt. In nativen Tieren wurden die Folgen einer ischamischen Schadigung in
An- und Abwesenheit einer kontralateralen nativen Niere untersucht. Die Folgen auf die
chronische Transplantatdysfunktion wurden in einer weiteren Untersuchung in
Allotransplantaten bi- und unilateral nephrektomierter Empfangertiere verfolgt.

In diesen Untersuchungen zeigte sich eine signifikant verbesserte Transplantatfunktion bei
reduzierten morphologischen Veranderungen, wenn das Allotransplantat durch eine
kontralaterale Niere 'unterstutzt' wurde.

Untersuchungen zum Einfluss der Nierenmasse wurden in einem weiteren Modell
fortgefuhrt. In dieser Untersuchungsreihe wurden Parenchym-reduzierte Allo- oder
Isotransplantate sowie unbehandelte Kontrollen untersucht. Hierbei zeigte sich eine
reduzierte Funktionseinschrankung in Relation zur Grosse des Transplantates und zwar
unabhangig davon, ob es sich um ein Allo- oder Isotransplantat oder eine native
Kontrollniere handelte. Ebenso zeigten sich morphologische Veranderungen und zellulare
Infiltrate abhangig von der Anzahl funktionierender Nephrone.

Umgekehrt konnte bei einer Erhohung der transplantierten Nierenmasse eine
Normalisierung von Funktion und Morphologie bei einer reduzierten Anzahl infiltrierender
Monozyten/Makrophagen sowie T-Zellen und deren Zellprodukte beobachtet werden (76).

Pathophysiologisch von Bedeutung erscheint die Hyperfiltrationstheorie zur Erklarung des
Einflusses der Nierenmasse auf die Transplantatfunktion (156). Nach dieser Theorie flhrt
eine 'Arbeitsuberlastung' als Folge einer reduzierten Nephronenzahl zu einer Adaptation
im Sinne einer eingeschrankten Funktion und der Folge einer fokalen und segmentalen
Glomerulosklerose.

Vor diesem Hintergrund wurde ebenso das Auftreten charakteristischer Veranderungen
des chronischen Transplantatversagens bei Erkrankungen, die mit einer Reduktion der
Organmasse einhergehen, erklart. Spenderalter, -geschlecht und -rasse stellen weitere
Risikofaktoren fur einen reduzierten Langzeitverlauf dar (56,157). Als Konsequenz wurde
neben einer moglichst hohen immunologischen Ubereinstimmung ein 'physiologisches
Matching' gefordert. Dieser Anspruch erscheint bei Schwankungen zwischen 300.000 und
1.200.000 funktionierender Nephrone bei 'normalen Spendern' (158) sowie weiteren
potentiellen additiven Schaden durch Ischamie und Abstossungsreaktionen
nachvollziehbar. Bei einem aktuell ausgepragten Organmangel ist diese Forderung jedoch
nur begrenzt zu erfullen.

Der Einfluss der transplantierten Organmasse scheint auch bei anderen Organen eine
Rolle zu spielen. Wenngleich die Leber auf Grund ihrer hochgradigen
Regenerationsfahigkeit eine ausgepragte Toleranz bei der Betrachtung der Ratio Korper-
/Transplantatgewicht besitzt, zeigt sich auch hier bei einem extremen Missverhaltnis
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(Transplantat < 1% des Empfangergewichtes) eine reduzierte Transplantatfunktion,
mdglicherweise als Folge eines gesteigerten Parenchym-schadens und einer reduzierten
metabolischen Kapazitat (159,160).

Die Langzeitschaden konnen durch eine arterielle Hypertension weiter gesteigert werden.
Wourden die Folgen einer reduzierten Nierenmasse untersucht, so konnte bei gleichzeitig
vorhandener arterieller Hypertension eine Steigerung der morphologischen Schaden
beobachtet werden (161,162).

Problematisch erscheint bei der Betrachtung der Einflussgrosse arterielle Hypertonie
allerdings, ob diese als Folge der chronischen Schadigung anzusehen ist oder selbst zu
den chronischen Veranderungen beitragt. Klinisch wurde eine arterielle Hypertonie, die
bereits vor der Transplantation besteht oder nach der Transplantation wiederauftritt als
Risikofaktor nachgewiesen (59). Experimentell konnte eine Beschleunigung der
chronischen Transplantatdysfunktion nach Nierentransplantation in ein spontan
hypertensives Empfangertier gezeigt werden (163).

In jungster Zeit kommt es als Folge des Organmangels zu einer vermehrten
Transplantation sogenannter 'marginaler Spenderorgane'. Wenn gleich dieser Terminus
nicht ausreichend definiert ist, sind es vor allen Dingen die Risikofaktoren Spenderalter,
Vorerkrankungen und die Ischamiedauer, die in diesem Zusammenhang eine Rolle
spielen und zu einer reduzierten Transplantatfunkion beitragen (43-46,49,50,53,80-82).
Spendervorbehandlungen, eine Erhdéhung der Nierenmasse (Transplantation von 2
Nieren) oder eine Transplantation in altere Empfanger konnten in diesem Zusammenhang
neue Therapiekonzepte darstellen.

Interessant erscheint, dass nach einer klinischen Studie Transplantate alterer Spender in
alteren Empfangern eine bessere Funktion zeigten. Nach einem Beobachtungszeitraum
von 3 Jahren zeigten altere Empfanger nach der Transplantation einer Niere eines alteren
Spenders (> 50 Jahre) eine bessere Funktion im Vergleich zu jungeren Empfangern, die
ein Organ aus dem gleichen Donor-Pool erhielten (43). Eine Erklarung fur diese
Beobachtung gibt es bisher nicht. Moglicherweise ist die immunologische
Reaktionsbereitschaft des alteren Empfangers reduziert. So scheinen altere Empfanger
weniger haufig ein Transplantat als Folge einer irreversiblen Abstossung zu verlieren (55).
Diese Altersgruppe zeigte ebenso eine hohere Sterberate mit funktionierendem
Transplantat (164).

Die Langzeitfunktion von marginalen Spenderorganen ist Inhalt eigener aktueller
Untersuchungen, die nicht Teil dieser Habilitationsschrift sind.

3.4.4. Alloantigen-unabhangige Schadigungen nach der Transplantation

Wahrend der Einfluss der funktionierenden Transplantatmasse sowie des lIschamie-/
Reperfusionsschadens Alloantigen-unabhangige Risikofaktoren darstellen, die bereits vor
oder zum Zeitpunkt der Organentnahme eine Rolle spielen, reprasentieren Infektionen
Alloantigen-unabhangige Einflusse, die nach der Transplantation zu einer moglichen
Akzeleration des chronischen Transplantatschadens fuhren kénnen. Diese Konstellation
wurde von uns experimentell in dem zuvor verwandten, etablierten Nierentransplantations-
modell in der Ratte simuliert, in dem den Versuchstieren 8 Wochen nach der
Transplantation eine nicht lethale Applikation des Endotoxins Lipopolysaccharid (LPS)
verabreicht wurde. Tatsachlich fluhrte diese unspezifische Zellaktivierung zu einer
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beschleunigten chronischen Abstossung. Die morphologischen, funktionellen sowie
zellularen Analysen in Tieren nach LPS Applikation waren 16 Wochen nach der
Transplantation mit denen in nicht weiter geschadigten Tieren nach einem Zeitraum von
24 Wochen vergleichbar.

Es ist bekannt, dass LPS die Aktivierung einer Reihe von Zytokinen wie IL-13, MCP-1 und
TNF-( bewirken kann. Gleichzeitig kann in Folge einer LPS Applikation eine verstarkte
Expression von MHC Klasse | und |l Molekllen beobachtet werden. Weiterhin ist eine
Aktivierung von Monozyten/Makrophagen sowie Endothelzellen bekannt (165). In unserer
eigenen Untersuchung sahen wir diese Vorgange bestatigt. Diese Mechanismen sind
moglicherweise fur die beobachtete Akzeleration der chronischen Transplantatabstossung
nach LPS Gabe verantwortlich. Gleichzeitig zeigte diese Arbeit, dass Alloantigen-
unabhangige Schadigungen auch nach der Transplantation zu den chronischen Schaden
beitragen konnen. In aktuellen Untersuchungen, die nicht Teil der hier vorgestellten
Arbeiten sind, wurde der Einfluss spezifischer und unspezifischer T-Zellaktivierungen nach
der Organtransplantation, simuliert durch Hauttransplantationen oder ischamische
Schadigungen des Transplantates, weiter verfolgt. Vorlaufige Ergebnisse dieser Arbeiten
zeigen eine signifikante Steigerung des chronischen Transplantatversagens durch eine
donor-spezifische T-Zellaktivierung (166).

3.5. Alloantigen-abhangige Einflusse

3.5.1. Die Rolle akuter Abstossungsreaktionen

Alloantigen-unabhangige Faktoren spielen zweifelsfrei eine bedeutende Rolle bei der
Entstehung der chronischen Transplantdysfunktion.

Die charakteristischen Zeichen des chronischen Transplantatschadens sind bei
Allotransplantaten im Vergleich zu Isotransplantaten zu einem friheren Zeitpunkt und in
starkerer Auspragung zu beobachten.

Zahlreiche klinische Untersuchungen zeigen den Einfluss der HLA-Kompatibilitat auf die
Langzeitfunktion nach Nierentransplantation (52,95,167,168). Jedoch koénnte in diesem
Zusammenhang auch ein optimiertes perioperatives Management und eine Reduzierung
der Ischamiezeit eine Rolle spielen (82). In einer anderen Untersuchung wurde jedoch
auch der Einfluss der HLA-Inkompatibilitat in der Situation der Verwandten-
Nierentransplantation gezeigt (169).

Weniger klar ist der Einfluss der HLA-Inkompatibilitat fur Herz- oder
Lebertransplantationen.

Eine prospektive HLA-Typisierung ist im Rahmen der Herztransplantation wegen der
Limitierung der Ischamiezeit aktuell nicht moglich. Retrospektive Analysen zeigten jedoch
einen Einfluss der HLA-Inkompatibilitat auf die Entwicklung akuter und chronischer
Abstossungsreaktionen. So korrelierte eine HLA-B sowie HLA-DR Inkompatibilitat mit dem
Auftreten akuter und chronischer Abstossungen. Ebenso korrelierte der Nachweis von
anti-HLA Antikorpern im Serum von Herz- und Nierentransplantatempfangern mit einer
erhohten Inzidenz chronischer Abstossungen (38,170-174).

Wahrend Patienten mit einer Transplantat-Arteriosklerose eine ausgepragte Expression
HLA-DR+ Endothelzellen aufwiesen, die in-vitro die Proliferation von T-Lymphozyten und
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deren IL-2 Sekretion stimulierte, wiesen die Endothelzellen bei Patienten mit
konventioneller Arteriosklerose nur eine geringe Expression HLA-DR+ Zellen auf (175).

Andere Untersucher konnten jedoch keine verbesserte Langzeitfunktion nach
Herztransplantationen in Abhangigkeit von der HLA-Kompatibilitat beobachten (176).

Ebenso konnten bisher keine Nachweise flr einen Einfluss der HLA-Kompatibilitat auf die
Langzeitfunktion nach Lebertransplantation erbracht werden (177-179).

In der Situation der Nierentransplantation zeigten zahlreiche klinische Studien eine
Korrelation akuter Abstossungsreaktionen mit dem Auftreten eines chronischen
Transplantatversagens (83,180-182). In diesem Zusammenhang scheint jedoch der
spezifischen histologischen Veranderung, dem Zeitpunkt, der Auspragung und dem Erfolg
der Therapie eine besondere Rolle bei der Bewertung dieser Zusammenhange zu
zukommen.

Erstaunlicherweise zeigte sich bei Herztransplantaten in den meisten Berichten keine
Korrelation akuter Abstossungsreaktionen mit einer erhdhten Inzidenz einer
Transplantations-assoziierten Arteriosklerose (15,16,183-185).

Die = Zusammenhange  zwischen  akuten  Abstossungen und  chronischen
Transplantatschaden wurde von uns in einem experimentellen
Nierentransplantationsmodell in der Ratte untersucht.

In dieser Studie wurden Allotransplantate in einer Spender-/Empfangerkombination mit
ausgepragter Histoinkompatibilitdt zu unterschiedlichen Zeitpunkten des akuten
Abstossungsprozesses in ein Tier des ursprunglichen Spenderstammes rucktransplantiert.
Rucktransplantierte Isotransplantate dienten hierbei als Kontrollen zur Uberpriifung des
Einflusses Alloantigen-unabhangiger Schaden. Ziel dieser Untersuchung war es, eine
komplette Reversibilitat der akuten Abstossungsreaktion zu erreichen und anschliessend
eine Langzeitbeobachtung zur Uberprifung der Entwicklung eines chronischen
Transplantatversagens durchzufihren. Hierbei wurde durch die syngenen Rucktransplan-
tationen eine 'optimale Therapie' der akuten Abstossungsreaktion simuliert.

Eine Rucktransplantation zu einem frihen Zeitpunkt (in unserem Modell nach 3 Tagen),
fuhrte bei allen Tieren zu einer kompletten Reversibilitat der akuten Abstossungsreaktion.
Nach einem Beobachtungszeitraum von 6 Monaten waren die funktionellen und
morphologischen Schaden nicht von rucktransplantierten Isotransplantaten zu
unterscheiden und zeigten bei einer geringen Glomeruloskleroserate (ca. 15%) keine
Charakteristika eines chronischen Transplantatschadens. Vergleichbare Ergebnisse
wurden bei ca. der Halfte der Allotransplantate, die nach 4 Tagen rucktransplantiert
wurden, beobachtet. Die Ubrigen Tiere, die zu diesem oder einem spateren Zeitpunkt
rucktransplantiet  wurden, zeigten entweder keine Funktionsaufnahme des
Nierentransplantates nach Rucktransplantation oder verstarben nach ca. 2-3 Wochen mit
ausgepragten Zeichen einer akuten Abstossungsreaktion.

Diese Ergebnisse zeigten, dass frlhe akute Abstossungsreaktionen nach einer syngenen
Rucktransplantation komplett reversibel waren und nach dieser 'optimalen Therapie' nicht
zu den chronischen Langzeitschaden beitrugen.

Die Ergebnisse bestatigten klinische Beobachtungen, die den Einfluss von akuten
Abstossungsreaktionen auf chronische Schaden mit dem Erfolg der Therapie, gemessen
durch die Verbesserung der Nierenfunktionsparameter, assoziierten (100).
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Im Gegensatz zur klinischen Situation wurde weder zum Zeitpunkt der Allotransplantation,
noch zum Zeitpunkt der Rulcktransplantation eine Immunsuppression verwandt. Das Ziel
unseres Modells war vielmehr die bereits erwahnte 'optimale Therapie' der akuten
Abstossungsreaktion durch Ruckfuhrung in ein syngenes Wirtstier.

Wie bereits in unserem friheren RuUcktransplantationsversuch, wurde auch in diesem
Modell nicht die Auswirkung einer Graft-versus-Host Reaktion Uberpruft. Gleichzeitig
wurden jedoch ricktransplantierte Isotransplantate als Kontrollen mitgefihrt. Die
Beobachtungen in diesen Gruppen unterschieden sich nicht von denen in ‘erfolgreich’
rucktransplantierten Allotransplantaten.

In friheren Rulcktransplantationsexperimenten anderer Autoren hatte die Beantwortung
der Frage nach einer Reversibilitat akuter Abstossungsreaktionen Prioritat vor einer
Langzeitbeobachtung (135-137). Eines dieser fruhen Experimente beschreibt das
Auftreten einer Arteriosklerose nach syngener Ricktransplantation in einem Hundemodell
(136). Die Frage nach Zusammenhangen zwischen akuten Abstossungsreaktionen und
chronischen Transplantatschaden wurde in weiteren aktuellen experimentellen Studien
anderer Untersucher verfolgt.

In einem Aortentransplantationsmodell wurde eine komplette Reversibilitat akuter
Abstossungsreaktionen bei Rucktransplantationen zu einem frihen, jedoch nicht zu einem
spaten Zeitpunkt beschrieben (186). In einem Herztransplantionsmodell waren nur sehr
frihe akute Abstossungsreaktionen nach RuUcktransplantation reversibel, wahrend bei
Rucktransplantationen zu einem spateren Zeitpunkt Uber das Auftreten einer
Transplantatvaskulopathie berichtet wurde (139).

Die Unterschiede der Beobachtungen in anderen Modellen, im Vergleich zu den eigenen
Untersuchungen, lassen sich moglicherweise durch die Verwendung differenter
Rattenstamme oder die verabreichte Immunsuppression in diesen Systemen erklaren.

Ebenso konnten organspezifische Unterschiede eine Erklarung fur die unterschiedlichen
experimentellen und klinischen Berichte bei der Betrachtung der Zusammenhange
zwischen akuten Abstossungsreaktionen und chronischen Transplantatschaden liefern.

Insgesamt  erscheint eine  frUhzeitige und erfolgreiche  Therapie  akuter
Abstossungsreaktionen von Bedeutung zur Verbesserung der Langzeitfunktion.

Die Immunantwort nach Reversibilitdt akuter Abstossungsreaktionen wurde in einem
weiteren Untersuchungsschritt von uns untersucht.

Hierbei wurde die Gen-Expression in Allotransplantaten, zum Zeitpunkt der akuten
Abstossung, mit der nach syngener Rucktransplantation und kompletter Reversibilitat der
akuten Abstossungsreaktion, durch RT-PCR Analysen verglichen.

Wahrend ein zunehmender Anstieg der cDNA CD3+ T-Zellen in Allotransplantaten mit
einer Progression der akuten Abstossungsreaktion assoziiert war, zeigte sich nach
Rucktransplantation nur ein geringer Nachweis der cDNA Expression fur CD3+ T-Zellen.

Gleichzeitig kam es zu einem Anstieg der Expression von IL-1, IFN-y und IL-2R mit einem
Fortschreiten der akuten Abstossung, wahrend die cDNA Expression fur diese TH1
assoziierten Zytokine nach erfolgreicher Rucktransplantation gering war. Ein umgekehrter
Verlauf zeigte sich fur das TH2 assoziierte Zytokin IL-4. Hier war ein cDNA Abfall parallel
zu einer Progression der akuten Abstossungsreaktion nachweisbar, wahrend



35

rucktransplantierte Allotransplantate nach einem Beobachtunsgzeitraum von 32 Wochen
einen ausgepragten cDNA Anstieg fur IL-4 zeigten.

Der erfolgreiche Langzeitverlauf nach Rucktransplantation und Reversibilitat der akuten
Abstossungsreaktion lasst sich moglicherweise durch eine reduzierte Immunaktivierung
erklaren.

Obwonhl Allotransplantate bereits zu einem frihen Zeitpunkt einen ausgepragten Nachweis
zellularer Infiltrate und Aktivierungsmarker zeigten, waren diese Vorgange nicht
ausreichend, um den Abstossungsprozess nach syngener Rucktransplantation aufrecht zu
erhalten. Fur diesen Prozess scheint eine weitere Aktivierung durch den Wirt, zumindest
zu einem fruhen Zeitpunkt, notwendig.

Unklar bleibt das Schicksal der aktivierten Zellen nach Rucktransplantation. Eine Migration
dieser Zellen aus dem Transplantat oder der Verlust durch Apoptose sind mdgliche
Erklarungen. Wahrend ein drastischer Ruckgang infiltrierender T-Zellen in ricktrans-
plantierten  Allotransplantaten  beobachtet wurde, zeigten rucktransplantierte
Isotransplantate eine gering ansteigende cDNA Expression fur CD3+ T-Zellen. Diese
Vorgange lassen eine Aktivations-induzierte Apoptose als wahrscheinlichere Erklarung zu.

Parallel zu den beobachteten Veranderungen der Zellinfiltration zeigte sich eine
Immundeviation im Sinne eines TH1/TH2 'Shiftes' bei der Betrachtung der untersuchten
Zytokine. Dieses Phanomen wird in der Literatur kontrovers diskutiert.

Nach akuten Abstossungsreaktionen, die mit einer spontanen Funktionsverbesserung
einhergingen, liess sich in Lebertransplantaten eine hohe IL-4, jedoch keine [L-2
Expression nachweisen (187). Gleichzeitig zeigte eine erfolgreiche Therapie akuter
Abstossungs-reaktionen nach OKT3 Gabe in Nierentransplantaten einen TH1/TH2 Shift
(188,189). Es ist bekannt, dass THZ2 assoziierte T-Zellen eine hohere Resistenz
gegenuber einer Aktivations-assoziierten Apoptose haben. So ist es auch vorstellbar, dass
TH2 assoziierte T-Zellen nach einer Riicktransplantation einen Uberlebensvorteil haben.
Andere Untersucher lehnen jedoch eine direkte Assoziation von TH1 oder TH2
assoziierten Zytokinen mit der Entwicklung einer Toleranz oder Abstossung ab (190).
Wahrend Pankreasinselzellen mit einer konstitutiven Expression von IL-10, einem TH2
assoziierten Zytokin, akut abgestossen wurden, zeigte sich ebenso eine akute Abstossung

in IL-2, bzw. IFN-y knock-out Mausen (191,192).

Wenige Berichte liegen bisher Uber den Einfluss TH1 oder TH2 assoziierter Zytokine auf

die Entwicklung eines chronischen Transplantatschadens vor. Wahrend eine frihe IFN-y
Produktion einen Beitrag zu der Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie liefern soll
(193), gibt es Berichte, die eine hohe IL-4 Expression mit einem chronischen
Transplantatschaden assoziieren (194). In unserem Modell war ein hoher IL-4 Nachweis
mit dem Ausbleiben einer chronischen Schadigung verbunden.

Zusammengefasst zeigen sich jedoch Evidenzen, die dafur sprechen, dass ein
kontinuierlicher TH1/TH2 'Shift' einen Beitrag zu einem gunstigen Langzeitverlauf liefern
kann.
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3.6. Therapeutische Interventionen

3.6.1. Pravention der chronischen Transplantatabstossung durch Toleranz-
Induktion

Einen weiteren Ansatz zur Untersuchung der Mechanismen sowie der Therapie des
chronischen Transplantschadens bieten Toleranzmodelle. Darlberhinaus ist in diesen
Modellen eine Unterscheidung des Einflusses Alloantigen-abhangiger und -unabhangiger
Faktoren mdglich.

Durch eine Therapie mit einer einmaligen Gabe von CTLA4lg, einem Fusionsprotein, das
die CD28-B7 vermittelte Ko-Stimulation Antigen-prasentierender Zellen blockiert, konnte in
einem Rattenmodell die Ausbildung einer chronischen Transplantatdysfunktion verhindert
werden (105). Diese Ergebnisse zeigen die bedeutende Rolle der Antigenerkennung zur
Entwicklung der chronischen Schaden. Im gleichen Modell konnte durch eine spate Gabe
von CTLA4lg ein weiteres Fortschreiten des chronischen Transplantatschadens verhindert
werden (107). Uber vergleichbare Ergebnisse nach experimentellen Herztransplantationen
im Rattenmodell wurde berichtet (106). Nach Induktion einer donor-spezifischen Toleranz
durch einen hamatopoetischen Chimerismus zeigten Herztransplantate in einem
Rattenmodell weder Anzeichen einer akuten Abstossungsreaktion noch eines chronischen
Transplantatschadens (195). Eine intrathymale Injektion von Knochenmarkszellen im F-
344 nach LEW Modell konnte eine uneingeschrankte Langzeitfunktion von
Nierentransplantaten bei einem Chimerismus < 0.1% bewirken (196). Eine anti-CD4
Therapie mit einem nicht depletierenden Antikorper konnte akute Abstossungsreaktionen
verhindern, wahrend ein chronischer Transplantschaden reduziert werden konnte (197).

Diese Untersuchungen zeigen einmal mehr die Rolle Alloantigen-abhangiger Prozesse bei
der Entstehung der chronischen Schaden. Unklar bleibt hierbei, ob diese Faktoren nur in
der initialen Phase eine Rolle spielen.

In einer eigenen Untersuchung konnten wir in einem Rattenmodell, unter Verwendung der
Spender-/Empfangerkombination von F-344 und LEW Tieren, durch eine erste
Nierentransplantation eine Langzeitakzeptanz fir ein zweites donor-spezifisches
Nierentransplantat erzielen. Dieser Vorgang war unabhangig von einer Immunsuppression
wahrend der Zweittransplantation und konnte nach einem zeitlichen Intervall von 2
Wochen nach der Ersttransplantation beobachtet werden. Wahrend die ersten
Nierentransplantate nach einem Zeitraum von 12 Wochen die charakteristischen Zeichen
einer chronischen Transplantatdysfunktion zeigten, war in Nierenzweittransplantaten nur
ein geringer Anstieg der Proteinurie zu beobachten. Morphologisch zeigte sich nur eine
geringgradige Glomerulosklerose (< 10%) bei reduzierten Zellinfiltraten und sonst
unauffalliger Histologie. Weitere Untersuchungen in diesem Modell zeigten die
Entwicklung einer durch das initiale Nierentransplantat induzierten donor-spezifischen,
Ubertragbaren Toleranz.

Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu den Ergebnisse in Modellen einer
gesteigerten Abstossung nach vorangehender Sensibilisierung. Jedoch ist bei diesen
Modellen zu berlcksichtigen, dass die Organtransplantation zu einem Zeitpunkt einer
ausgepragten humoralen Antwort durchgefuhrt wird (198). In anderen Untersuchungen
konnte durch ein sogenanntes Enhancement, d.h. durch einen der Transplantation
vorangehenden donor-spezifischen Serum-Transfer, eine verlangerte Funktion des
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Allotransplantates erzielt werden (199,200,201). Zahlreiche klinische und experimentelle
Untersuchungen beschreiben die gunstigen Effekte einer der Transplantation
vorausgehenden donor-spezifischen oder Fremdbluttransfusion, wenn gleich diese
Einflisse nach wie vor kontrovers diskutiert werden (202-204).

Nach einer initialen Lebertransplantation zeigten nachfolgende donor-spezifische
Aortentransplantate eine selbst-limitierende zellulare Infiltration bei Ausbleiben einer
Arteriosklerose (205). Die Eigenschaften eines Lebertransplantates bezuglich seiner
reduzierten Immunogenitat, bzw. immunsupprimierenden Eigenschaft sind aus klinischen
und experimentellen Untersuchungen bekannt, wenn auch nicht komplett verstanden.

In einem weiteren experimentellen Modell konnte nach einer initialen Herztransplantation
ebenso eine reduzierte Schadigung in Aortentransplantaten beobachtet werden (206).
Gleichzeitig wurde eine reduzierte Anzahl apoptotischer Zellen bei reduzierter Fas/FasL
Expression gefunden.

Diese Untersuchungen zeigen gemeinsam mit unseren eigenen Arbeiten, dass
Alloantigen-spezifische Faktoren eine bedeutende Rolle fur die Entstehung von
Langzeitschaden spielen.

Die Mechanismen der Toleranz-Induktion in unserem Modell sind bisher noch unklar.
Erste noch unveroffentlichte Ergebnisse deuten auf eine Rolle regulatorischer T-Zellen hin.
Alternative Erklarungen einer Allotransplant-induzierten Toleranz favorisieren einen
Mechanismus einer T-Zelldeletion/-erschdpfung (207).

Untersuchungen der Mechanismen einer Allotransplantat-induzierten Toleranz werden in
aktuellen experimentellen Projekten fortgefuhrt.

3.6.2. Therapie akuter und chronischer Abstossungsreaktion / Therapie des
Ischamie-/ Reperfusionsschadens

Die hohe Inzidenz des chronischen Transplantatversagens trotz Therapie der aktuell zur
Verfligung stehenden Immunsuppressiva zeigt, dass zur Zeit keine erfolgreiche
Prophylaxe oder Behandlungsmoglichkeit zur Verfugung steht. Aktuell erscheint ein
Konzept sinnvoll, welches die Auswirkungen der bisher bekannten Risikofaktoren
reduzieren kann. Dieses Konzept schlielt eine Reduzierung der Ischamiezeit sowie ein
physiologisches Matching zur Verminderung der Schaden als Folge einer
Arbeitsuberlastung des zur Verfugung stehenden Transplantatparenchyms ein.
Experimentelle Toleranzprotokolle stellen alternative, wenn gleich zum jetzigen Zeitpunkt
nicht klinisch applizierbare Optionen dar.

In Kooperation mit anderen Arbeitsgruppen wurden Maoglichkeiten zur Therapie des
chronischen Transplantatversagens, akuter Abstossungsreaktionen sowie der Schaden
als Folge von Ischamie-/Reperfusion untersucht.

In dem von uns verwandten chronischen Abstossungsmodell in der Ratte wurde eine
Therapie mit Mycophenolat Mofetil (RS 61443/CellCept) zur Prophylaxe sowie zur
Therapie des chronischen Transplantatschadens durchgeflhrt. Beide Therapiegruppen
zeigten eine normale Funktion des Transplantates bei nur geringen morphologischen
Schaden. Als immunsuppressiver Wirkungsmechanismus von Mycophenolat Mofetil ist die
reversible Blockade der de-novo DNA Synthese beschrieben. Weiterhin erscheint eine
Reduzierung der Expression von Adhasionsmolekilen sowie der Antikérperproduktion
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insbesondere fur die Vorgange des chronischen Transplantatversagens von Bedeutung
(208-211). Fur Mycophenolat Mofetii wurde sowohl die Beeinflusung Alloantigen-
abhangiger, als auch Alloantigen-unabhangiger Faktoren beschrieben. So konnte bei einer
bereits vor der Transplantation beginnenden Therapie des Empfangers eine Reduzierung
arteriosklerotischer Veranderungen sowohl als Folge des Abstossungsprozesses, als auch
einer mechanischen Schadigung beobachtet werden. Bei der Analyse der Mechanismen
der chronischen Transplantatdysfunktion in unserem Modell (siehe dort) wurde bereits auf
die bedeutende Rolle der Antikorper und Komplement vermittelten Schaden der
chronischen Transplantatabstossung hingewiesen. Nach einer Therapie mit Mycophenolat
Mofetil zeigte sich eine signifikant reduzierte Deposition von Immunglobulinen und
Komplement in unserem Modell.

Klinische Studien zeigen sowohl nach einem, aber auch nach drei Jahren, eine signifikant
reduzierte Anzahl akuter Abstossungsreaktionen unter einer Triple-Immunsuppression mit
Cyclosporin A, Cortison und MMF. Maoglicherweise spielt die Behandlung (subklinischer)
akuter Abstossungsreaktionen auch in unserem Modell eine Rolle und beeinflusst die
verbesserte Langzeitfunktion (212-214).

Diese Ergebnisse zeigten, zumindest in einem experimentellen Modell in der Ratte, die
erfolgreiche Therapie chronischer Transplantatschaden.

Die erfolgreiche Therapie akuter Abstossungsreaktionen bietet eine weitere Moglickeit
chronische Schaden zu beeinflussen.

Durch Differential Display RT-PCR Analysen wurde von Kooperationspartnern ein neues
T-Zell Membran Protein (TIRC7) gefunden. Dieses Protein zeigte sich in der fruhen Phase
nach Antigenstimulation exprimiert. In-vitro Untersuchungen belegten eine Beeinflussung
der TH1 assoziierten Immunantwort, wahrend die TH2 assoziierte Immunantwort
unbeeinflusst blieb. Akute Abstossungsreaktionen wurden von uns durch eine Antikdrper-
Therapie gegen dieses T-Zell Membran Protein behandelt. Hierbei zeigte sich eine
signifikant verlangerte Transplantatfunktion bei einer weitestgehend normalen Morphologie
nach einem fruhen Beobachtungszeitraum. Neben einer Reduzierung der Schaden
Alloantigen-unabhangiger Mechanismen koénnten neue Therapiekonzepte der akuten
Abstossungsreaktion zu einer verbesserten Langzeitfunktion beitragen.

Auf die bedeutende Rolle des Ischamie-/Reperfusionsschadens fur die Entwicklung der
chronischen Schaden wurde bereits hingewiesen. Eine erhohte Anzahl verzogerter
Transplantatfunktionen wurde als Folge dieser initialen Schaden beschrieben. Als Folge
scheint es ebenso zu einer erhdhten Anzahl akuter Abstossungsreaktionen zu kommen
(97). Schaden, die als Folge des Ischamie-/Reperfusionsschadens entstehen, scheinen
zumindest teilweise durch Adhasionsmolekule vermittelt zu sein (215,216). Eine
Antikdrpertherapie gerichtet gegen Adhasionsmoleklle konnte eine Reduzierung des
Ischamie-/ Reperfusionsschadens belegen (153,217,218). In Kooperation fuhrten wir eine
Spenderbehandlung mit einer Anti-Sense Therapie, gerichtet gegen ICAM-1, durch. Der
Einfluss dieser Therapie wurde in Auto- bzw. Isotransplanten verfolgt. In beiden
Untersuchungen zeigte sich eine Reduzierung der Alloantigen-unabhangigen Schaden.
Dieses Therapiekonzept bietet die Mdglichkeit einer klinischen Anwendung durch eine
Spendervorbehandlung.

In eigenen aktuellen Untersuchungen verfolgen wir ein Konzept einer immun-suppressiven
Spendervorbehandlung bei der Verwendung von sogenannten marginalen
Spenderorganen.
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4. Zusammenfassung

In einer rasanten Entwicklung ist die Organtransplantation von einem experimentellen
Verfahren zu einem etablierten Behandlungskonzept gereift. Wahrend kontinuierlich
verbesserte 1-Jahresfunktionsraten erzielt werden konnten, ruckte gleichzeitig die
unbefriedigende Langzeitfunktion in den Vordergrund. Verantwortlich flr diesen Prozess
ist in erster Linie ein Vorgang, der als chronische Transplantatabstossung oder
chronisches Transplantatversagen beschrieben wird und fir die einzelnen Organsysteme
auf Grund funktioneller und morpholgischer Kriterien charakterisiert wird. Eine Vielzahl von
experimentellen und klinischen Untersuchungen in jlungster Zeit haben zu einem
verbesserten, jedoch nach wie vor unvollstandigen Verstandnis dieser Vorgange
beigetragen. Pathophysiologisch zeichnet sich ein Geschehen ab, das durch eine Reihe
Alloantigen-abhangiger und -unabhangiger Faktoren gepragt ist, wobei die kausalen
Zusammenhange der einzelnen Faktoren unklar bleiben. Dieses Dilemma spiegelt sich
nicht zuletzt auch in einer nicht klar definierten Terminologie wider. Wahrend die
Protagonisten eines Geschehens, das durch Alloantigen-unabhangige Faktoren bestimmt
ist, die Begriffe ~ chronische  Transplantat-dysfunktion oder  chronisches
Transplantatversagen favorisieren, wird der Begriff 'Chronische Transplantatabstossung'
als Terminologie eines durch Alloantigen-abhangige Faktoren bedingten Prozesses
bevorzugt. In der vorgelegten Arbeit wurden die Begriffe parallel verwandt, da es sowohl
Evidenzen fur ein durch Alloantigen-abhangige, als auch fur ein durch Alloantigen-
unabhangige Faktoren bestimmtes Geschehen gibt.

Klinisch ist der chronische Transplantatverlust von erheblicher Bedeutung. Eine
erfolgreiche Therapie ist aktuell nicht in Sicht. Gleichzeitig zeigt sich eine ausgepragte
Diskrepanz zwischen einer zunehmenden Anzahl von Patienten auf den Wartelisten und
zur Verfugung stehenden Organen, nicht zuletzt auch als Folge des Transplantatverlustes
durch chronische Abstossung. Das Ziel einer lebenslangen Therapie eines irreversibel
geschadigten Organs durch die Transplantation ist bisher nicht erreicht.

In einer Serie experimenteller Arbeiten wurden die Mechanismen, Risikofaktoren sowie
Therapieoptionen der chronischen Transplantatabstossung untersucht. Diese Studien
trugen wesentlich zu einem verbesserten Verstandnis des Prozesses als multifaktorielles
Geschehen bei.

In einer initialen Untersuchung wurden die Mechanismen in einem experimentellen Modell
analysiert. In diesem System lieRen sich der humanen Situation vergleichbare
Schadigungen beobachten. Pathophysiologisch konnte ein Prozess postuliert werden, bei
dem nach einer initialen humoralen Reaktion, eine zellulare Infiltration mit der Expression
zahlreicher Zytokine und Wachstumsfaktoren parallel zu den charakteristischen
morphologischen Veranderungen beobachtet werden konnte.

Die Analyse von Zellmigrationsvorgangen im Rahmen akuter und chronischer
Abstosssungsvorgange zeigte die bedeutende Rolle von Adhasionsmolekilen in diesem
Zusammenhang. In-vitro Versuche zeigten, dass die grosse Anzahl von Lymphozyten und
Makrophagen/Monozyten im Transplantat zum Zeitpunkt der morphologischen
Veranderungen eher durch eine lokale Proliferation, als durch eine Migration zu erklaren
sind. Fur die akute Abstossungsreaktion zeigte sich insbesondere die Alloreaktivitat des
Transplantates fur die Zelladhasion von Bedeutung und weniger eine Aktivierung
infiltrierender Zellen.
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Zentraler Aspekt der eigenen Untersuchungen war die Analyse des Einflusses Alloantigen-
abhangiger und -unabhangiger Faktoren auf die Langzeitfunktion.

Durch eine Rucktransplantation chronisch abgestossener Nierentransplantate in ein Tier
des ursprunglichen Spenderstammes gelang es zwischen Alloantigen-abhangigen und -
unabhangigen Einflissen zu unterscheiden. Dieses immunologisch reizvolle Modell zeigte
eine Reversibilitat der chronischen Schaden nach einer Aufhebung der immunologischen
Herausforderung durch eine syngene Rulcktransplantation bis zu einem bestimmten
Zeitpunkt. Wurde die immunologische Herausforderung durch eine Rucktransplantation
erst zu einem spateren Zeitpunkt 'unterbrochen', waren die chronischen Schaden nicht
mehr reversibel. Gleichzeitig zeigte sich bei einer Langzeitbeobachtung von
Transplantaten, bei denen zunachst eine Reversibilitit der chronischen
Transplantatabstossung erzielt werden konnte, ein spates Auftreten gering-gradiger
chronischer Schaden. Diese Untersuchungen zeigten eine initiale Phase des chronischen
Transplantatschadens, die durch Alloantigen-abhangige Einflisse bestimmt war, und eine
spate Phase, in der Alloantigen-unabhangige Einflusse an Bedeutung zunahmen.

Der Einfluss Alloantigen-unabhangiger Vorgange wurde in weiteren Untersuchungen
isoliert und im Zusammenhang mit weiteren Risikofaktoren verfolgt.

Hierbei zeigten charakteristische Veranderungen der chronischen Transplantatdysfunktion
in Isotransplantaten nach einem langen Beobachtungs-zeitraum den Einfluss Alloantigen-
unspezifischer Faktoren. Diese Veranderungen lielen sich in Isotransplantaten 1 Jahr
nach der Transplantation beobachten und entsprachen den Veranderungen in
Allotransplanaten zu einem friheren Zeitpunkt (in unserem Modell nach 12-16 Wochen).

Als Grundlage dieser Vorgange konnte in mehreren Arbeiten der Einfluss des Ischamie-/
Reperfusionsschadens sowie das Verhaltnis von Transplantatmasse zu Koérpergewicht
gezeigt werden. Nach einer ischamischen Schadigung konnte bei gleichzeitiger
Reduzierung der Nierenmasse durch eine kontralaterale Nephrektomie eine
Langzeitschadigung, vergleichbar mit den Befunden in Isotransplantaten, beobachtet
werden.

In einem Allotransplantationsmodell konnte bei gleichzeitig vorhandener kontralateraler
Niere eine Reduzierung der chronischen Schaden im Vergleich zu Einzeltransplantaten
gefunden werden. Die bedeutende Rolle des funktionierenden Nierenparenchyms wurde
in weiteren Untersuchungen beobachtet, bei denen massenreduzierte Nierenallo-
lisotransplantate oder native Nieren untersucht wurden. Hier zeigte sich eine Abhangigkeit
der Schadigungen von der Masse des Transplantates bzw. eine Abhangigkeit von der
Nierenmasse bei Kontrolltieren. Dabei war die Tatsache, ob es sich um ein Allo- oder
Isotransplanatat handelte von geringer Bedeutung.

In einem Prozess eines multifaktoriellen Geschehens sind Zusammenhange von
Alloantigen-abhangigen und -unabhangigen Faktoren von Bedeutung. Als Alloantigen-
abhangiger Einfluss spielen insbesondere akute Abstossungen fur den Langzeitverlauf
eine bedeutende Rolle.

In einem Konzept zur Erklarung der Pathophysiologie ist es denkbar, dass
Langzeitschaden die Folge einer insuffizienten Therapie akuter Abstossungsreaktionen
sind. In diesem Zusammenhang konnte eine subklinische, kontinuierliche, spezifische
immunologische  Auseinandersetzung als Folge einer nicht ausreichenden
Immunsuppression, ebenso wie eine graduelle Abnahme funktionierenden
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Organparenchyms nach suffizienter Therapie akuter Abstossungsperioden, einflussreich
sein.

Experimentell wurde diese Frage durch Riucktransplantationen nach akuten
Abstossungsreaktionen und einer anschliessenden Langzeitbeobachtung in einem
syngenen Wirtstier Uberprift. Hierbei zeigten sich akute Abstossungsreaktionen durch
Rucktransplantationen zu einem friuhen Zeitpunkt komplett reversibel. Spatschaden
wurden in dieser Konstellation nicht beobachtet. Fortgeschrittene akute
Abstossungsreaktionen hingegen waren durch eine RuUcktransplantation nicht zu
beeinflussen. Die komplette Reversibilitat des akuten Abstossungsprozesses ging mit
einem TH2-assoziierten Zell-/Zytokinmuster einher.

Diese Untersuchungen zeigen, dass eine frihzeitige, suffiziente Therapie akuter
Abstossungsreaktionen zu einer verbesserten Langzeitfunktion beitragen konnte.

Klinisch kommt aktuell eine zwar erfolgreiche, jedoch unspezifische Immunsuppression mit
einer Reihe von Nebenwirkungen zur Anwendung. Die Suche nach alternativen Wegen
einer spezifischen Immunsuppression ist somit ein offensichtliches Ziel der
Transplantations-medizin.

Zusammenhange zwischen Toleranz-Induktion und chronischem Transplantatversagen
wurden in eigenen Untersuchungen in einem Modell einer Allotransplantat-induzierten
Toleranz untersucht. In diesem Modell konnten wir eine donor-spezifische, Ubertragbare
Toleranz mit einem Ausbleiben von Langzeitschaden nach einer initialen Transplantation,
fur ein donor-spezifisches Zweittransplantat, beschreiben. In diesem experimentellen
Ansatz ist neben einer Untersuchung der Mechanismen der Toleranz-Induktion einmal
mehr der Zusammenhang zwischen Alloantigen-abhangigen und -unabhangigen Faktoren
von Interesse.

Neben Untersuchungen zur Erklarung der Pathophysiologie scheinen Therapiekonzepte
zur Verbesserung der Langzeitfunktion von dringender Bedeutung.

In  Kooperation wurden neue Therapiekonzepte akuter Abstossungsreaktionen,
chronischer Schadigungen sowie die Behandlung des Ischamie-/ Reperfusionsschadens
untersucht.

Zusammengefasst trugen unsere Untersuchungen wesentlich zu einem verbesserten
Verstandnis des chronischen Transplantatschadens als multifaktorielles Geschehen bei.

Wege einer klinisch anwendbaren Verbesserung der chronischen Transplantatschadigung
sind aktuell vordergrindig. Neue Therapiekonzepte zur Verbesserung der Organqualitat,
eine fruhzeitige und erfolgreiche Therapie akuter Abstossungen sind neben der
Minimierung Alloantigen-unabhangiger Prozesse von Bedeutung.

Aktuell werden weitere DFG-geforderte experimentelle Untersuchungen, die nicht Teil
dieser Habilitationsschrift sind, durchgefuhrt. Im Mittelpunkt stehen hierbei Strategien zur
Verbesserung der Transplantatqualitdt von Organen marginaler Spender sowie die
Mechanismen einer Allotransplantat-induzierten Toleranz.
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5. Terminologie

Wahrend die Kiriterien der chronischen Transplantatabstossung fur die einzelnen
Organsysteme anhand funktioneller und morphologischer Kriterien klar definiert sind, gibt
es zur Zeit keinen einheitlichen Terminus, der die eingeschrankte Langzeitfunktion
beschreibt. Diese Situation kann als Ausdruck einer nicht eindeutigen Zuordnung dieses
Prozesses im Bezug auf die nur inkomplett verstandene Pathophysiologie gewertet
werden. Die Termini 'Chronische Transplantatabstossung', 'Chronisches
Transplantatversagen', 'Chronische Transplantatdysfunktion', 'Chronische Nephropathie',
'Chronische Transplanatat-vaskulopathie', bzw. 'duktopenische Form der Abstossung'
werden nebeneinander verwandt und spiegeln letztlich die Beteiligung Alloantigen-
abhangiger und -unabhangiger Faktoren wider. In dieser Arbeit wurden die Begriffe
'‘Chronische  Transplantatdysfunktion',  'Chronisches  Transplantatversagen' bzw.
'Chronische Transplantatabstossung' nebeneineander verwandt, um den Ereignissen
eines multifaktorellen Geschehens Rechnung zu tragen.

Die verschiedenen Abstossungsreaktionen werden abschliessend nochmals definiert.

5.1. Akute Abstossungen

Akute Transplantatabstossungen werden immunologisch als in erster Linie T-Zell vermittelt
angesehen. Die Transplantation eines Organes oder eines Gewebes eines genetisch
differenten Spenders hat eine komplexe Immunantwort innerhalb eines Zeitraumes
weniger Tage zur Folge. In diesem Zusammenhang spielen eine Reihe von Faktoren, wie
eine initiale Aktivierung von Adhasionsmolekilen, die Aktivierung verschiedener
Zellpopulationen, von diesen Zellen exprimierte Zytokine und Wachstumsfaktoren sowie
der Einfluss einer Antikorperreaktion eine Rolle (219-221). Nach Gowans et al. kann die
Immunantwort im Sinne eines neurologischen Regelkreises mit einer sensiblen und einer
Effektorschiene verglichen werden (222). Hierbei ist die akute Transplantatabstossung mit
der Expression der Zytokine IL-2, TNF-(sowie Interferon-assoziiert (223).

Eine Zunahme von IL-2 Rezeptoren sowie eine erhohte Expression von MHC Klasse Il
Proteinen bewirkt eine weitere Produktion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren mit einer
folgenden Aktivierung von Effektorzellen und einer Destruktion des Transplantates
(221,224,225).

Als morphologisches Korrelat lassen sich ausgepragte zellulare Infiltrate, in erster Linie T-
Zellen und Makrophagen sowie ddematdse und nekrotische Veranderungen nachweisen.

Prognostischen Einfluss haben hierbei der Grad der genetischen Ubereinstimmung, die
initiale Transplantatfunktion, die Organspezifitdt sowie eine Sensibilisierung des
Empfangers (226). Neben Alloantigen-abhangigen Faktoren scheinen fur das Auftreten
der akuten Abstossung auch Alloantigen-unabhangige Einfllisse von Bedeutung.

5.2.Beschleunigte/Akzelerierte Abstossungen

Das Problem der akzelierten oder beschleunigten Transplantatabstossung ist seit vielen
Jahren bekannt. Bereits 1946 berichtete Medawar Uber eine beschleunigte
Transplantatabstossung nach vorangegangener Bluttransfusion (227). Simenson
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berichtete 1953 uUber eine beschleunigte Abstossung eines Nierentransplantates in
prasensibilisierten Empfangern in einem Hundemodell (228). Diese Form der
Abstossungsreaktion beruht auf induzierten oder bereits existierenden Antikorpern gegen
donor-spezifische Zellen (229-231). Durch ein verbessertes Cross-Match hat die
akzelerierte Abstossung an Bedeutung verloren (232,233). Gleichzeitig findet sich jedoch
nach wie vor eine grosse Anzahl sensibilisierter Patienten auf den Wartelisten.
Risikofaktoren fur eine Sensibilisierung stellen in erster Linie der Transplantation
vorangehende Bluttransfusionen, Schwangerschaften, bzw. ein frlheres
Organtransplantat dar. Daneben gibt es jedoch eine kleine Anzahl von Patienten (ca. 1%),
die eine erhdhte Sensibilisierung ohne vorangehende Risikofaktoren aufweist (234,235).

Als Mass der Sensibilisierung wird hierbei das Niveau des Antikdrpersuchtestes (PRA)
angegeben (236,237), wenn gleich der Wert dieses Parameters durch das Auftreten
akzelerierter Abstossungsreaktionen bei Patienten mit negativem Cross-match und
Antikdrpersuchtest in Frage gestellt wurde (238,239).

Als charakteristische histologische Veranderungen werden endotheliale Ablagerungen von
Immunglobulinen, C3, Fibrin sowie einer ausgepragten Infiltration mit neutrophilen
Granulozyten und aktivierten mononuklearen Zellen beobachtet.

5.3.Hyperakute Abstossungsreaktionen

Der Vorgang einer hyperakuten Transplantatabstossung im Rahmen einer
Xenotransplantation gleicht im wesentlichen den Vorgangen einer Allotransplantation unter
Vernachlassigung einer Blutgruppenkompatibilitat. Pathophysiologisch kommt es hierbei
zu einer Reaktion zwischen Xenoantikdrpern und Xenoendothel mit einer anschliessenden
Aktivierung der Komplement-Kaskade Uber den klassischen und alternativen Weg. Dieser
Vorgang ist mit einem Verlust der natlrlichen Antikoagulationseigenschaften des
Endothels vergesellschaftet. Auf diesem Boden resultiert eine intravaskulare Koagulation
mit einer nachfolgenden ischamischen Nekrose (240,241). Als naturlicher Antikdrper liess
sich ein humanes IgG, der sogenannte anti-Gal Antikorper, nachweisen, der sich gegen
das Galactose-anti-1,3 Galactose Epitop des Xenoendothels richtet (242).

Wichtig in diesem Zusammenhang ist die Unterscheidung zwischen konkordanten und
diskordanten Spender-/Empfangerkonstellationen. Hierbei bezeichnet eine konkordante
Beziehung einen phylogenetisch engeren Verwandtschaftsgrad, wahrend der Begriff
diskordant ein entferntes Verwandtschaftsverhaltnis beschreibt (243). Wahrend initial von
einer Abwesenheit naturlicher Antikdrper in konkordanten Systemen ausgegangen wurde,
zeigen neuere Untersuchungen eher eine quantitative Unterscheidung (244).

5.4.Chronische Abstossungen/Chronische Transplantatdysfunktion

Als chronische Transplantatabstossung, bzw. chronische Transplantatdysfunktion wird
eine graduelle, langsam fortschreitende Einschrankung der Transplantatfunktion
beschrieben. Obwohl dieser Prozess seit vielen Jahren bekannt ist (42), stieg das
Interesse an der Langzeitfunktion nach Organtransplantation erst mit einem besseren
immunologischen Verstandnis sowie verbesserter Behandlungs-moglichkeiten akuter
Abstossungsreaktionen, verbesserter Perfusions- und Konservierungsmethoden,
operativer Techniken sowie reduzierter Infektionsraten.
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Die klinische Bedeutung einer eingeschrankten Langzeitfunktion ist evident. Interessant
erscheint eine organspezifische Inzidenz der chronischen Transplantatdysfunktion.

Charakteristisch ist das zeitlich verzégerte Auftreten, eine Vielzahl Alloantigen-abhangiger
und -unabhangiger Einflussgrossen und die morphologischen Kriterien, die einerseits ein
organspezifisches Muster, andererseits als gemeinsames Merkmal eine progrediente
Destruktion luminarer Strukturen zeigen.



6. Abkurzungen

BN Brown Norway-Ratten

CD Cluster of Differentiation

CD3 CD3 positive T-Zellen

CD4 CD4 positive T-Zellen

CD8 CD8 positive T-Zellen

cDNA Zyklische Desoxyribonukleinsaure (Cyclic Desoxyribonuclein Acid)
CyA Cyclosporin A

C3 Komplementfaktor C3

ED1 ED1 positive Monozyten/Makrophagen
F-344 Fischer 344-Ratten

FasL Fas-Ligand

ICAM-1 Intercellular Adhesionmolecule 1
IFN-y Interferon-gamma

lgG Immunglobulin G

IL-1 Interleukin-1

IL-2R Interleukin-2-Rezeptor

IL-4 Interleukin-4

IL-6 Interleukin-6

IL-7 Interleukin-7

IL-8 Interleukin-8

iINOS inducible Nitric Oxide Synthetase
LEW LEWIS-Ratten

LEWxBNF1 Lewis x Brown Norway F1-Generation

LFA-1 Lymphocyte Function Associated Antigen-1 alpha
MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1

MHC I Major Histokompatibility Complex Il

MMF Mycophenolat Mofetil

PCR Polymerase Chain Reaction

PRA Panel Reactive Antibodies

TGF-B Transforming Growth Factor beta

TNF-o Tumornekrose Faktor alpha
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