Aus dem Institut fir Medizinische Immunologie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Charakterisierung der Reaktivitat von Natirlichen Killerzellen
gegenuber allogenen MHC | modulierten Endothelzell-

Transplantaten — in vitro und in vivo

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Bernhard Fleischer

aus Berlin



Gutachter/in: 1. PD Dr. rer nat M.Seifert
2. Prof. Dr. med. U. Stock

3. PD Dr. med. N. Khalad]

Datum der Promotion: 07.09.2012



Inhaltsverzeichnis

1 ] ] T (] o TR SUPPP 1
1.1 ADStORUNGSIEAKLIONEN .....cceeeeeiiiie e e e e e e e e e e s e e e e e e eeennnnn 2
1.1.1 Hyperakute TransplantatabStoRUNG ........coceeeeeiiiiiiiiiiie e 2
1.1.2 Akute AbsStoRBUNGSIeaktioNeNn ............ouuuiiiiiiiiiiiieiiie e 3
1.1.3 Chronische AbstoBUNGSIEaktioN ............cooiiiiiiiiiiiiiiiii e 3
1.2 Natdirliche Killerzellen (NK-Zellen) ........ooouuiiiiiii e e e e 4
1.3 ArterieNaUfDAU ..........eeiiiiiiiiiiieee e 5
I 0 A [ 011 = TSRS SUPPPPPPRPRRN 5
IR 2 /=T o[- TSP SUPPPPPPRPRRN 6
1.3.3  ACQVENTITIAL ..ttt 7
1.4 GefalRersatZmMateriali@N.............ueueeieiiiiiieiiiiiee ettt e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeees 8
1.4.1 SynthetiSChe BYPEASSE .....uuuuuiiiiiieiiieiiiiie et eeeeeeeees 10
1.4.2 Gefaliersatz durch Tissue ENQINEEIING .......ccoovviiiiiiiiiiiiieieeeiiiiiiee e 11
2 =] £ (= | (1] o o U 15
3 Material UNd MEtNOTEN .......uuuiiiiiiiiiiii s 17
3.1 Verwendete Materialien ...........coooiiiiiiiiiiiii et 17
T N A 1T - | (PRSPPI 17
3.1.2 Verbrauchsmaterialien...........cooooiiiiiiiiii 18
3.1.3 Chemikalien........coooiiiiii 19
3.1.4 Puffer und Medien fur die ZellKUItUr ..., 20
TN T Y o1 1] (o] 1 0= (PP 20
3.1.6 Sonstige Puffer und Medi€n ..........ccooiiiiiiiiiiiiciie e 21
3.1.7 Verwendete Zellen.........oooooiiiiiiiii 23
3.1.8 OperatioNSMALEIIAL ........ccoiiiiiiiiiiiii e 24
3.1.9 VEISUCNSTIEIE ...ttt e et e e e e e e e eaaa s 25
3.2 METNOEN ... 26
3.2.1 NK-Zell-Isolation aus RattenmMilz ..., 26
3.2.2 Zellkultur der RAEC (Ratten-Aorten-Endothelzellen)...........cccooevvvivviiinnnnnnn. 30
3.2.3 Fluorescence activated cell sorting (FACS)......cooviiiiiiiiiiiiiiiiie e 30
3.2.4 FACS-ANAIYSE ... 31
3.2.5 ZytotOXIiZItAIS-TESE (CTX) .iieeeeieeeiiiiiiee e e eee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaan s 32



3.2.6 Azellularisierung und Besiedlung von nativen Rattenaorten mit RAEC........ 33
3.2.7 Transplantation von Ratt€NaO0reN .........ccooevvuiiiiiiiieieeeeeeeiie e 34
3.2.8 Kryofixierung von Gewebeproben und Herstellung von Gewebeschnitten...39

3.2.9 Hamatoxylin-EoSsin FArDUNG .........oviiiiiiiiiee e 40
3.2.10 Immunhistochemische Farbung von Gewebeschnitten.............cccccevvvvnnnnnnn. 40
.2 L1 PCR-ANAIYSE ...ttt e et ra s 42
3.2.12 Bildmorphometrie der immunhistochemischen Praparate .............cccccvvunnnnn. 44
3213 StALISTIK ...ttt a e e e e e ananees 45

4 o T=T o] 1 ES = P 46
4.1 Reaktivitdt von NKRP1-(+) Zellen gegeniiber RAEC in VItro.........ccccvvvvviinneeennne. 46
4.1.1 Isolation und Charakterisierung NKRP1(+) Zellen aus Rattenmilzen ........... 46
4.2 Transplantation von Gefal3ersatzstiicken aus azellularer Matrix und RAEC....... 63
4.2.1 Quantitative Betrachtung der Transplantationsversuche..............ccccceeeeeenn... 63
4.2.2 Immunhistochemische Untersuchungen der Gefal3ersatzstiicke ................. 64

4.2.3 Nachweis von Inflammations- und AbstoRungsmarkern auf mRNA-

EXPreSSIONSEDENE ... 78

5 DISKUSSION ...t 81
5.1 Isolation und Charakterisierung von NK-Zellen ..., 81
5.2 Immunogenitat MHC-I-armer RAEC IN VIO ........uuvuiiiiieiieiceeiicee e 82
5.3 Immunogenitat MHC-I-armer RAEC iN VIVO .........cuuiiiiiieiiiiieeiciee e e e 84

6 AUSDIICK. ...ttt ettt et et et e e e e eee e 90
7 LIteratUrVerZEICNNIS ... ... e 92
8 BIlAVEIZEICNNIS ... 96
9 D= 1 7= T 11 | Lo P 97
10 EigenstandigkeitSerkIArung ...........eeiiii i 98
11 LEDENSIAUT ... e 99






Abkurzungsverzeichnis

a-
AK
Allo
APC

- anti
— Antikdrper
- allogen

— antigenprasentierende Zelle

Aqua dest. — destilliertes Wasser (latein: Aqua destillata)

bzw.
CD

CO;
d. h.
dest.

engl.

ePTFE

EZM
FACS
FITC
FSC
GFP
HE
IFNy
ITAM

ITIM

KLR

KIR

MACS
MAPC

MHC |

— beziehungsweise

—engl.: cluster of differentiation

— Kohlenstoffdioxid

— das heif3t

- destilliert

— englisch

— expanded Polytetrafluorethylen

— extrazellulare Matrix

- fluorescence activated cell sorting (deutsch: Durchflusszytometrie)

— Fluoresceinisothiocyanat

— engl.: Forwardscatter (deutsch: Vorwartsstreulicht)

- grines Fluoreszenz-Protein

— Hamatoxilin / Eosin

- Interferon gamma

-engl.: immunoreceptor tyrosine-based activation motifs deutsch: tyrosin-
basierte Immunrezeptor Aktivierungseinheit

-engl.: immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs, deutsch: tyrosin-
basierte Immunrezeptor Inhibierungseinheit

-Lektin-ahnliche Killerzell-Rezeptoren, engl.. killer-cell lectin-like
receptors

-Immunglobulin-&hnliche Killerzell-Rezeptoren, engl.: killer-cell
immunoglobulin-like receptors

- Magnetic Cell Separation (deutsch: magnetassoziierte Zelltrennung)
—multipotente adulte Progenitorzelle (engl.: multipotent adult progenitor
cell)

- Hauptgewebevertraglichkeitskomplex der Klasse I, bei Ratten RT1a
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1 Einleitung

Die in der kardiovaskularen Chirurgie haufig verwendeten GefalRRersatzmaterialien,
wie z. B. autologes, d.h., patienteneigenes GefalRersatzmaterial oder kinstliche
GefalRersatzsticke unterliegen aufgrund ihrer Verfigbarkeit bzw. ihrer
Materialeigenschaften bestimmten Anwendungsbeschrdnkungen. Im Falle der
autologen Gefalie sind arteriosklerotische bzw. atherosklerotische Vorschadigungen
nicht selten. Bei synthetischem GefaRRersatzmaterial stehen die Problematik der
zwangslaufig erforderlichen, dauerhaften medikamentdésen Thromboseprophylaxe
und die mangelnde Anpassungsfahigkeit an physiologische GefalRwandregulationen
im Vordergrund. Aus diesem Grund werden verschiedene GefalR3ersatzkonstrukte aus
vollstandig biologischen Komponenten entwickelt, die bezlglich ihrer Verwendbarkeit
unter physiologischen Bedingungen erprobt werden muissen. Eine mdgliche
Alternative zu den herkdbmmlichen Materialien stellen mit Endothelzellen besiedelte
bindegewebige GefalRgrundgeriste dar. Um eine Uber MHC I
(Hauptgewebevertraglichkeitskomplex der Klasse |, englisch: major histocompatibility
complex, class 1) vermittelte Transplantat-abstoBung zu verhindern, kann die
Expression dieses immunologischen Schlisselmolekils in allogenen Ratten-Aorten-
Endothelzellen (RAEC) erfolgreich unterdrickt werden. Dies geschieht mit Hilfe der
Expression eines intrazellularen Antikdrperfragments, eines sog. Intrabodies, durch
lentiviralen Gentransfer. Durch die Transduktion mit dem Intrabody-Gen und dessen
Expression, werden intrazellular die MHC-I-Molekille (bei Ratten OX18 oder RT1A
genannt) gebunden und somit die Oberflachenexpression des Molekils stark
verringert. Die Reduktion der MHC-I-Oberflachenexpression fiuhrt in der Folge zu
einer signifikanten Hemmung zellularer und humoraler Immunantworten [20].
Aufgrund der vielversprechenden Daten aus den in vitro Versuchen wurde eine
Fortsetzung der Versuche in vivo mdglich und erforderlich, da in vitro wahrscheinlich
nicht alle immunologisch relevanten Wechselwirkungen simuliert werden kénnen. Da
eine verringerte MHC-I-Oberflachenexpression ein mdglicher Stimulus zur
Aktivierung von zytotoxischen Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) darstellt, ist es von
besonderem Interesse, zu analysieren, ob diese MHC-I-defizienten Endothelzellen

ein bevorzugtes Angriffsziel von NK-Zellen darstellen. Diese Fragestellung ist Thema



der vorliegenden Arbeit und wurde im Rattenmodell sowohl in vitro als auch in vivo

bearbeitet.

1.1 Abstol3ungsreaktionen

AbstolRungsreaktionen nach Transplantationen kdénnen nach dem Zeitpunkt ihres
Auftretens bzw. ihres Schweregrades in drei verschiedene Arten unterteilt werden -
die hyperakuten, die akuten und die chronischen AbstofRungsreaktionen. |hnen
liegen verschiedene Immunmechanismen zugrunde, die auf zellularer Ebene vor
allem durch T-Zellen, auf humoraler Ebene vor allem durch Antikérper-Komplement-
Reaktionen verursacht werden. Auf der Antigenseite sind, je nach Abstol3ungstyp,
MHC der Klassen | und Il sowie Nebengewebevertraglichkeitskomplexe (englisch:
minor histocompatibility complexes) und allogene Peptide beteiligt.

Je nach genetischer Herkunft der Gewebe unterscheidet man xenogene (d.h.
Transplantation von Geweben aus Organismen unterschiedlicher Spezies), allogene
(wenn es sich um Transplantationen zwischen genetisch unterschiedlichen
Organismen der gleichen Spezies handelt, sog. Allo-Reaktionen) und syngene
Transplantationen (wenn es sich um Transplantationen zwischen genetisch

identischen Organismen der gleichen Spezies handelt).

1.1.1 Hyperakute Transplantatabstol3ung

Die hyperakute TransplantatabstoRung ist gepragt durch Antikérper-vermittelte
Reaktionen, z.B. gegen ABO-Blutgruppenantigene, die schon vor der Transplantation
im Blut des Empfangers vorhanden sind. Durch die rasche Verfluigbarkeit dieser
Antikorper und deren Fahigkeit die Komplement- und Gerinnungskaskade
auszuldsen, ergibt sich eine Transplantatabstof3ung, die innerhalb von Minuten bis
Stunden nach der  Transplantation  beginnt. Hierbei  werden  die
transplantatversorgenden Gefalde verstopft und das Transplantat stirbt ab und zeigt
dabei eine rasch eintretende violette Verfarbung. Das Risiko einer hyperakuten
AbstolRungsreaktion kann durch Kompatibilititstests, eine sog. ,Kreuz-Probe",
erheblich  verringert werden. Da bei xenogenen Transplantationen die

gewebeschitzenden Komplement-Regulator-Proteine, wie z.B. CD59, CD55 und
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CD46, besonders schlecht funktionieren, ist bei diesen Transplantationen der Schutz

des Transplantates am geringsten und die hyperakuten Abstol3ungen am starksten.

1.1.2 Akute Abstol3ungsreaktionen

Sie werden hauptséachlich durch Wechselwirkungen zwischen
antigenprasentierenden Zellen (APC) und T-Zellen verursacht. Die APC kdnnen
sowohl aus dem Spenderorgan stammen (direkte Antigenerkennung) als auch aus
dem Empfanger (indirekte Antigenerkennung). Im Falle der direkten Aktivierung
treffen die mit spendereigenen Peptiden beladenen APC in den sekundaren
lymphatischen Organen auf die passenden T-Zell-Rezeptor (TCR) tragenden
Empfanger-T-Zellen. Im Falle der indirekten Aktivierung werden Spenderpeptide (wie
z. B auch die MHC-Molekile) durch APC des Empfangers aufgenommen und tber
MHC der Klasse Il (bei Ratten RT1B genannt) an Empfanger-T-Zellen prasentiert.
Eine zytotoxische Antwort, die das transplantierte Organ vernichten kann, ist die
Folge. Sie tritt Tage bis Wochen nach Transplantation auf. Immunsuppressiva, wie
z.B. Cyclosporin A, ermdéglichen eine Unterdriickung dieser T-Zell-Antworten.
Allerdings ist das immer mit einer erhéhten Anfalligkeit fur Infektionskrankheiten und
einer potentiellen Reaktivierung latenter Viren und z.T. nicht unerheblichen

Nebenwirkungen der Immunsuppressiva verbunden.

1.1.3 Chronische Abstol3ungsreaktion

In der Regel weisen die transplantierten Organe aufgrund der vorangegangenen
MHC-Kompatibilitits-Tests eine hohe Ubereinstimmung der MHC-Strukturen auf.
Jedoch sind Unterschiede bei anderen  Oberflachenproteinen  (minor
histocompatibility antigens) unvermeidbar. Da eine vollstindige genetische
Ubereinstimmung zwischen Spender und Empfanger nur bei eineiigen Zwillingen
vorkommt, sorgen geringe Unterschiede der tber MHC prasentierten Peptide immer
fur eine Immunantwort, vor allem von T-Zellen. In der Folge resultiert eine
Schadigung des Endothels der transplantatversorgenden Blutgefal3e. Diese

Immunantwort &hnelt sehr einer Reaktion des Organismus auf virusbefallene Zellen.
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AuBBerdem verhalt sich die Schwere der chronischen Transplantatabsto3ung
proportional zum Ausmald sog. Ischamie-Reperfusions-Schaden (englisch: ischemia-
reperfusion injury), d.h. Schaden, die ein Transplantat dadurch erleidet, dass es
wahrend der Transplantation vom Kreislaufsystem abgekoppelt ist. Histologisch zeigt
sich die chronische Abstol3ung von Blutgefal3stiicken vor allem durch konzentrische
Arteriosklerose (Intimafibrose). Insbesondere CD4+ Thl-Zellen durchdringen das
Endothel und sorgen im Interstitium fir die Sekretion von Chemokinen, wie z. B.
CCL5. Die daraus resultierende Makrophagenaktivierung sorgt fr eine Sekretion
inflammatorischer Zytokine, wie z. B. TNF-a, CCL2 und IL-1. Dadurch kommt es zur
Entzindung im Interstitium und in der Folge zur Sklerosierung und Vernarbung der
transplantatversorgenden Blutgefal3e, die eine ausreichende Blutversorgung
zunehmend erschweren. Die chronische Absto3ung nach Transplantationen wird oft
erst Monate bis Jahre spater erkennbar. Sie ist nach wie vor medikamentos schlecht
behandelbar. Auf lange Zeit macht sie durch fortschreitende Organzerstorung eine

erneute Transplantation unumganglich.

1.2 Natdrliche Killerzellen (NK-Zellen)

Zu den Aufgaben von NK-Zellen gehort die Zerstérung virusbefallener Zellen, die
Zerstorung von Tumorzellen, sowie die Zerstérung von Zellen mit fehlender MHC-
Oberflachenexpression. Auch im Zusammenhang mit Transplantatabstof3ung finden
sich in der Literatur Hinweise flr eine Beteiligung von NK-Zellen, sowohl als Teil der
AbstolRungsreaktion, aber auch als Vermittler von Toleranz gegeniber bestimmten
Transplantaten [0, 27]. NK-Zellen exprimieren daftir viele verschiedene Oberflachen-
rezeptoren, die sich in zwei Gruppen einteilen lassen. Zum einen die KLR (Lektin-
ahnlichen Killerzell-Rezeptoren, engl.: Killer-cell lectin-like receptors) und zum
anderen die KIR (Immunglobulin-dhnlichen Killerzell-Rezeptoren, engl.: killer-cell
immunoglobulin-like receptors). Diese Zuordnung erfolgt aufgrund biochemischer
Eigenschaften der extrazellularen Rezeptordomane. Beide Gruppen beinhalten
sowohl aktivierende als auch inhibierende Rezeptoren. Die Transmembrandomé&nen
aktivierender Rezeptoren enthalten sog. ITAM (engl.: immunoreceptor tyrosine-based
activation motifs, die inhibierenden Rezeptoren dementsprechend ITIM (engl.:

4



immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs). Diese tyrosinabhéngigen
aktivierenden- (ITAM) bzw. inhibierenden (ITAM) Rezeptorbestandteile dienen der
Signaltransduktion in das Zellinnere [1]. Ob eine NK-Zelle aktiviert wird oder inaktiv
bleibt, hangt davon ab, wie das Gleichgewicht zwischen Signalen der aktivierenden
und der inaktivierenden Rezeptoren beschaffen ist. Nur wenn aktivierende Reize
Uberwiegen kommt es zur Aktivierung der NK-Zelle und zu einem Angriff auf die
Zielzelle, z.B. in Form von Zerstorung der Zellmembran durch Lyseprozesse [2]. Ein
Rezeptortyp ist fur die Erkennung von NK-Zellen besonders geeignet. Der NKRP1-
Rezeptor, welcher wiederum in mehrere Subtypen unterteilt werden kann, diente,
durch Antikorper-vermittelte Markierung, vielen Arbeitsgruppen als Molekidl zur
phanotypischen Charakterisierung von Ratten-NK-Zellen (NKRP1'CD3’). Der
NKRP1-Rezeptor wird allerdings auch von einem Subtyp der CD3" T-Zellen, den
sog. NKT-Zellen, exprimiert und ist daher alleine genutzt ein unpraziser NK-Zell-
Marker [3]. Nur durch eine Ko-Farbung mit CD3, kann ein Ausschluss der doppelt
positiv markierten NKT-Subpopulation erfolgen.

1.3 Arterienaufbau

Arterienwande werden histologisch in drei Schichten unterteilt. Sie werden, von innen
nach aufen betrachtet, als Intima, Media und Adventitia bezeichnet und weisen
unterschiedliche Zellkomponenten und Funktionen auf. Je nach Aufbau der Media
werden zwei verschiedene Typen von Arterien unterschieden, elastische und
muskulare. Arterien vom elastischen Typ findet man im herznahen Bereich; Arterien
vom muskuléaren Typ bilden die restlichen arteriellen Gefal3strukturen und damit den

Hauptanteil.

1.3.1 Intima

Der Intima werden eine Endothelzellschicht und die darunter liegende
subendotheliale Schicht zugerechnet. Das Endothel ist eine einschichtige, lickenlose
Auskleidung der BlutgefaRe wund trennt den Intravasalraum von tieferen

Wandschichten. Die polygonalen Zellen sind parallel zum Blutstrom ausgerichtet und
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sitzen auf einer Basallamina. Endothelzellen sind sowohl durch sog. gap junctions
als auch durch tight junctions miteinander verbunden und kommunizieren dartber
untereinander sowie mit Zellen der subendothelialen Schichten. Als
Diffusionsbarriere verhindern sie das Austreten makromolekularer Blutbestandteile.
Nach entsprechender Stimulation kommt es auf Endothelzelloberflachen zur
Expression von Selektinen und anderen Zelladhasions-molekilen, welche einen
wichtigen Regulator zur Leukozytenemigration (Leukodiapedese) darstellen und
somit entziindliche Reaktionen fordern. Das Endothel sezerniert diverse Proteine,
Proteoglykane und Gerinnungsfaktoren, wie z.B. von-Willebrand-Faktor (VWF), die
eine intravasale Gerinnung intakter Gefal3e verhindern und die Thrombenbildung in
defekten GefaRen fordern. Uber die Produktion und Sekretion von Stickstoffmonoxid
(NO) tragen Endothelzellen zur Regulation der GefaRBweite und damit zur
Blutdruckregulation bei. Die subendotheliale Schicht wird vor allem von
Proteoglykanen, kollagenen und elastischen Fasern, sowie Mikrofibrillen gebildet.
Produziert werden diese Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM) in den
ersten zwei Lebensdekaden tUberwiegend von Endothelzellen und spater dann von
aus der Media eingewanderten glatten Muskelzellen. Die Produktion dieser EZM in
der Intima durch die glatten Muskelzellen steht hier gegenuber der Kontraktion im
Vordergrund. Mit steigendem Alter nimmt die Dicke dieser Gefa3wandschicht zu und

wird fur die Entstehung atherosklerotischer Verdnderungen verantwortlich gemacht.

1.3.2 Media

Die Media wird v.a. von glatten Muskelzellen und EZM (elastische und kollagene
Fasern, sowie Proteoglykanen) gebildet. Die EZM wird ausschlie3lich von glatten
Muskelzellen produziert; Fibroblasten kommen in der Media nicht vor. Die Media
bildet die dickste Schicht der GefalRwand. Je hdher der Blutdruck in der Arterie ist,
desto dicker ist die Media. Uber die Muskelzellen der Media wird in Arterien vom
muskuldren Typ die Wandspannung reguliert und damit der Blutdruck beeinflusst.
Die Muskelzellen sind spiralférmig angeordnet und funktionell durch gap junctions
miteinander gekoppelt. In Arterien vom elastischen Typ wechseln sich die Schichten
der Muskelzellen von innen nach aul3en mit Bindegewebsschichten ab. Die

elastischen Fasern sammeln die kinetische Energie der stoRweise ausgeworfenen
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Blutmenge und geben diese zeitversetzt zur Auswurfphase des Herzens an den
Blutstrom zuriick. Auf diese Weise wird der kontinuierliche Blutpuls in eine
gleichmaliigere Stromung umgewandelt (Windkesselfunktion). Arterielle Gefal3e mit
nur 1-2 Muskelschichten sind definitionsgemald Arteriolen. Die Grenzschicht
zwischen Intima und Media bildet eine Schicht elastischer Fasern, die sog.
Membrana elastica interna. Sie ist durchlassig fir bestimmte Makromolekile und
Fortsatze von Endothelzellen, die mit glatten Muskelzellen der Media kommunizieren.
In grol3en Arterien gibt es diese ,Grenzmembran® auch zwischen Media und

Adventitia, die Membrana elastica externa.

1.3.3 Adventitia

Die Adventitia ist eine Bindegewebsschicht, die das Gefald in seiner Umgebung
verankert. Sie enthalt Fibroblasten, Proteoglykane, langs orientierte elastische
Fasern, sowie langs und zirkular orientierte Kollagenfasern. Durch die Adventitia
koénnen gefaldversorgende Blutgefafie (vasa vasorum) die aul3eren Schichten der
Media erreichen, wéhrend die inneren Schichten durch Diffusion vom Lumen aus
ernahrt werden Auch Nerven (v.a. vegetative Fasern zur Tonusregulation) und
Lymphgefal3e gelangen uber die Adventitia zu den Gefal3wanden. Die Nervenfasern
dienen der efferenten Tonusregulation und stammen hauptsachlich vom
Sympathikus. Die Fasern bilden Geflechte, die den Gefallwanden aufliegen und die
auBeren Muskelzellen beeinflussen. Diese geben die Signale Uber Kanalproteine

(sog. gap junctions) an die tiefer gelegenen Muskelzellschichten weiter.



Tunica intima: luminale
Endothelauskleidung

Membrana elastica
interna

Tunica media

glatte Muskelzellen

Membrana elastica
externa

Tunica adventitia:
GefalRbindegewebe

Abbildung 1: Querschnitt einer Arterie,

HE-Farbung, 195 x VergroRerung, Quelle: Geneser Farbatlas der Histologie, Deutscher Arzteverlag
1987

1.4 GefalRersatzmaterialien

Arteriosklerose bzw. Atherosklerose sowie Erkrankungen der Herzkranzgefal3e sind
die haufigsten Todesursachen der westlichen Industriestaaten [4]. Die Erkrankungen
und ihre Begleiterscheinungen erfordern oft eine operative Verbesserung der
Durchblutungsverhaltnisse in den erkrankten Korperregionen. Goldstandard ist dabei
der Ersatz durch korpereigene Blutgefal3en, v.a. V. saphena, A. thoracica interna
oder A. radialis. Oft sind jedoch die korpereigenen GeféalRe ungeeignet oder nicht in
ausreichendem Mal} verfugbar, da die krankheitsbedingte Schadigung der Gefal3e
den gesamten Gefal3apparat eines Patienten in Mitleidenschaft zieht. Arterielles
Gewebe ist vendsem Gewebe vorzuziehen, wenn eine Arterie ersetzt werden soll, da
die Vene als Anpassung an den gestiegenen Druck mit einer Intimahyperplasie
reagiert, was Fibrosierung, Atherosklerose (Inzidenz 20-25% nach 8 bis 15 Jahren)
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und Aneurismenbildung (Inzidenz 10-20% nach 8 bis 15 Jahren) zur Folge hat.
Venen sind somit kein ideales Material zum Ersatz geschadigter Arterien und
ebenfalls haufig nicht verfligbar [5].

Dann muss aus verschiedenen Alternativen zur Verbesserung der
Durchblutungsverhéltnisse gewahlt werden. Das kann oft nur mit Durchfiihrung von
rekonstruktiven Gefal3plastiken unter Verwendung von synthetischem Gefal3ersatz-
material erreicht werden

Dabei stehen verschiedene Materialien zur Verfigung, die je nach Einsatzgebiet
mehr oder weniger geeignet sind. Ein wesentliches Kriterium ist dabei der
Durchmesser des zu ersetzenden Gefalles. Grof3lumige Gefal3e (Durchmesser >
6mm) konnen mit synthetischen Gefaliersatzmaterialien versorgt werden. Jedoch
sind autologe arterielle und ventse Gefalle den synthetischen Ersatzstiicken
qualitativ Uberlegen. Bei kleinlumigen GefalBen hat sich die Implantation
synthetischer Bypasse als wenig nutzbringend herausgestellt [6].

Daher ist vor allem fir kleinlumige GefalRersatzpraparate die Suche nach geeigneten
Materialien von besonderem wissenschaftlichem Interesse [7].

Es gibt viele verschiedene Ansatze zur Gewinnung solcher Materialien, wobei auf
folgende Anforderungen besondere Rucksicht genommen werden muss. Die
Materialien durfen nicht gerinnungsfordernd (thrombogen) sein und missen so
lange, wie madglich durchgangig bleiben. Sie dirfen keine Entzindungsreaktionen
hervorrufen und sollten im Akutfall sofort verfiigbar sein. Des Weiteren mussten sie
folgenden mechanischen Ansprichen gentigen. Die Gefalie sollten sich im Rahmen
der Leistungsanpassung an Veranderungen des Blutdrucks durch Verdnderung der
Wandspannung anpassen kénnen. Bei Verwendung im kindlichen Organismus
sollten die Gefal3e idealerweise mit dem Korper in physiologischem Ausmalf
mitwachsen.

Das Einndhen durch den Chirurgen sollte auf3erdem leicht und stabil erfolgen
konnen. Verschiedene GefélRersatzkonstruktionen wurden bereits hinsichtlich ihrer

Vor- und Nachteile in Studien untersucht.



1.4.1 Synthetische Bypéasse

Sie dienen ausschlief3lich dem Ersatz gro3lumiger Gefalle (> 6mm Durchmesser),
z.B. als Dialyse-Shunt, wenn kein patienteneigenes Arteriengewebe verflgbar ist.
Fur die Herstellung synthetischer Bypésse haben sich vor allem ePTFE (expanded
Polytetrafluorethylen, GoreTex) und Dacron (Polyester) durchgesetzt. Diese
Materialien haben den Vorteil, dass sie auf Vorrat produziert werden kénnen und
sofort einsatzbereit sind. Die Haltbarkeit rein synthetischer Bypésse ist allerdings,
verglichen mit anderen Materialien, gering [8]. Das liegt vor allem am Fehlen der vor
AbstolRung schiitzenden Endothelzellschicht. Trotz ihrer zellfreien Oberflache werden
solche Bypéasse als Fremdkorper erkannt und werden durch unspezifische
Entziindungsreaktionen angegriffen. Die Bildung einer fibrindsen Pseudointima fuhrt
letztendlich zum vorzeitigen Verschluss des Transplantates. Dies ist der
Schlusselmechanismus eines thrombotischen Verschlusses [9]. Je kleiner der
Durchmesser eines solchen Kunststoffschlauches ist, desto schneller ist die
Durchlassigkeit des Implantates beendet.

Herring et al. postulierten, dass der thrombotische Verschluss durch Besiedlung der
Innenoberflache der Kunststoffschlauche mit Endothelzellen signifikant verzdgert
werden kann [10]. Fischlein et al. konnten die Verlangerung der
Durchgangigkeitsdauer synthetischer Bypasse durch in vitro-Bedeckung der inneren
Oberflache mit Zellen bestétigen. Seitdem werden viele verschiedene Zellarten, z.B.
Endothelzellen, pluripotente Knochenmarkzellen u.v.m, hinsichtlich ihrer Eignung
verglichen. Eine einmalige intraoperative Injektion solcher Zellen in das eingenahte
Transplantat zeigte jedoch eher enttauschende Resultate [11].

Dabei wurde ein Kunststoffschlauch mit Zellen, z. B. Endothelzellen, besiedelt, die
dem spateren Empfanger entnommen wurden. Das Uberwachsen der inneren
Oberflache mit einer dichten Zellschicht ist in vitro erfolgreich umsetzbar, dauert
allerdings Wochen bis Monate und ist sehr aufwandig. Spezielle Aufbereitungen der
Kunststoffoberflachen, wie z.B. ein Fibronectin- oder ein Aminoséuretberzug mit sog.
RGD-Peptiden zur Verbesserung der Haftung der Zellen wurden bereits erprobt und
zeigten widerspruchliche Ergebnisse. Aus der langen Vorbereitungszeit ergibt sich
allerdings der Nachteil, dass solche Konstrukte in Notfallsituationen nicht schnell
genug zur Verfugung gestellt werden kdnnen [12].
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Des Weiteren bieten solche kinstlichen Materialien Angriffsflache fur Bakterien, was
zu einer Kolonialisierung mit Keimen und daraus folgenden geféhrlichen
Entzindungen fuhren kann. Nicht selten sind Amputationen und sogar todliche

Verlaufe die Folge.

Obwohl es im klinischen Alltag grof3en Bedarf an sofort verfiigbaren, kleinlumigen
Gefallersatzpraparaten gibt, ist derzeit kein geeignetes synthetisches Material
verfugbar. Die durchschnittliche Durchlassigkeitsdauer synthetischer Bypasse ist

kleiner als die von autologen biologischen Bypassen [13].

1.4.2 Gefal3ersatz durch Tissue Engineering

Aufgrund der problematischen Heilungs- und Thrombosierungseigenschaften
synthetischer Materialien im mikrovaskularen Bereich, wurde versucht mit Hilfe des
.Tissue Engineering“ geeignete Materialien zu entwickeln bzw. gewonnene
Einzelkomponenten zu verwendbaren Gefal3ersatzpraparaten zu formen. Schon
1986 gelang es ein vollstandig ex-vivo generiertes biologisches Gefaliersatzkonstrukt
herzustellen [14]. Seitdem sind immer mehr Komponenten und Gerate zur
Herstellung solcher kinstlichen GefalRe entwickelt worden. Die Ansatze sind dabei
sehr verschieden. Die Arbeitsgruppe um Nicolas L'Heureux et al. hat durch
Uberschichten einzelner Lagen von Geweben auf einer Schablone die natiirlichen
Gefallwandschichten rekonstruiert und dem Konstrukt auf diesem Wege sehr
naturnahe physiologische Eigenschaften einer Arterie verliehen. Dies ist verglichen
mit anderen Geféal3ersatzkonstrukten ein sehr erfolgreicher, aber auch technisch
aufwandiger Weg, der zudem eine lange Herstellungszeit erfordert [15].

Andere Arbeitsgruppen nutzen vom Korper gebildete Grundstrukturen und
kombinieren diese mit kinstlichen Komponenten [16]. Das ist vor folgendem
Hintergrund besonders interessant.

Die von Zellen befreiten bindegewebigen Stutzstrukturen von GefalRwanden wurden
hinsichtlich ihrer Immunogenitat untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass
von diesen sog. azellularen Matrices kaum Reize zur Auslésung einer Immunantwort
ausgehen. Gleichzeitig besitzen sie als natirlich gewachsene Struktur gute

physiologische Anpassungseigenschaften und erfullen daher als Grundgertst eines
11



kunstlichen GefalRes wesentliche physiologische Qualitatskriterien, die von keinem
bisher verwendeten Material so einfach erreicht werden [17]. Allerdings konnten
Walles et al. nachweisen, dass die zellfreien Matrizes nach Implantation einem
degenerativen Prozess unterliegen, der mit einer Kalkeinlagerung rund um die
elastischen Fasern einhergeht. Diese Degenerationsvorgédnge koénnen auch bei
biologischen Herzklappen beobachtet werden [18]. Daher scheint eine luminale
Besiedlung mit einer Zellschicht sinnvoll und notwendig.

Eine innere Auskleidung mit Zellen, wie z.B. Endothelzellen; ist auch bei diesen
Matrizes in vitro erfolgreich durchfihrbar und sinnvoll, da es die physiologischen
Eigenschaften verbessern kann. Es konnte nachgewiesen werden, dass einige Zeit
nach Implantation solcher azellularer Matrizes empfangereigene Glattmuskelzellen
(SMC) in die bindegewebige Grundstruktur einwachsen. Fir einige Zellarten, die als
luminale Auskleidung verwendet werden kdnnen, ist bekannt, dass diese Transmitter,
wie z.B. Stickstoffmonoxid (NO) freisetzen konnen. Dieser Transmitter wirkt auf
SMCs und ist fur die Regulation der Gefallweite und somit fur die Druckanpassung
wichtig. Durch die Verwendung der mit Zellen ausgekleideten Matrizes und dem
anschlieBenden Einwachsen von SMCs nach der Implantation kann dem
GefalRersatzstiick die Fahigkeit eines physiologischen Regulationsmechanismus der
Blutdruckverhaltnisse verliehen werden, was durch die Verwendung synthetischer

Materialien nicht erreicht wird.

1.4.2.1 RAEC mit verminderter MHC-I Oberflachenexpr ession

Die Immunogenitat hangt vor allem von den zellularen Komponenten der Bypasse
aus biologischem Material ab. Mit der Absicht humorale und zellulare Abstol3ung
allogener Endothelzellen im Rattenmodell zu unterdricken und eine universelle
Transplantierbarkeit zwischen Ratten verschiedener Stamme zu ermdglichen,
wurden Endothelzellen entwickelt, die mit Hilfe eines sog. Intrabodies die
Oberflachenexpression des RT1A-Komplexes, einem immunologischen
Schlusselmolekil  fur die  Antigenerkennung, vermindern. Intrabodies sind
intrazellulare Antikorper, die aufgrund einer angefiigten KDEL-Retentions-Sequenz
im  Endoplasmatischen Retikulum einer Zelle verbleiben wund je nach

antikorperspezifischer Bindungsdomane verschiedenste Moleklle binden kénnen.
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Auf diese Weise werden die jeweiligen Zielmolekiile Gber den Intrabody innerhalb der
Zelle gebunden und so an ihrer Oberflachenexpression gehindert. Beschrieben
wurden intrazellulare Antikérper erstmals durch die Gruppe um Cattaneo et al. [19].
Die verwendeten primaren Ratten-Aorten-Endothel-Zellen (RAEC) wurden durch
lentiviralen Gentransfer transduziert. Die Ratten-Aorten-Endothel-Zellen mit der
Bezeichnung DA-LE OX18 IRES hrGFP RAEC (nachfolgend OX18-RAEC genannt)
sind in ihrer Fahigkeit RT1A- Molekile zu exprimieren eingeschrénkt, da sie einen
Genkomplex enthalten, der fur die Expression eines a-RT1A-Intrabodys codiert. Der
Intrabody bindet die RT1A-Molekile intrazellular und verhindert deren
Oberflachenexpression. Um die verfriihte Dissoziation des Ribosoms von der DNA
zu verhindern sind die Zellen zusatzlich mit einer IRES-Sequenz ausgestattet,
welche die ribosomale Bindungsfahigkeit verstarkt. Mit Hilfe des letzten Teils der
eingebrachten  Gensequenz fir ein  humanes rekombinantes griines
Fluoreszenzprotein (hrGFP) wurden die erfolgreich transduzierten Zellen markiert.
RAEC mit der Bezeichnung DA LE IRES hrGFP (nachfolgend GFP-RAEC genannt)
dienen als Kontrollzellen zur Ermittlung evtl. unspezifischen Effekte der Transduktion
mit der IRES- und der hrGFP-Sequenz.

Die parallel zu den transduzierten Zellen verwendeten Wildtypzellen (nachfolgend
WT-RAEC genannt) dienen als Kontrollzellen zur Ermittlung evtl. unspezifischer
Effekte des FACS-Sortierungs-Prozesses (FACS: Fluorescence Activated Cell
Sorting). Die Zellen sind nicht transduziert, waren aber im gleichen Umfang, wie die
transduzierten Zellen, den mechanischen Belastungen der FACS-Sortierung
ausgesetzt.

Es konnte in vitro nachgewiesen werden, dass im Rattensystem durch einen anti-
OX18-Intrabody die Oberflachenexpression von RT1A-Molekilen erfolgreich
unterdrickt werden kann. Sowohl humorale als auch zellulare AbstoRungsreaktionen
werden dadurch signifikant verringert und bis auf ein basales Niveau herabreguliert
[20].

Die Verwendbarkeit der OX18-defizienten RAEC als zellularer Komponente des
biologischen GefalRersatzes ist Hauptgegenstand der vorliegenden Arbeit und von
besonderem Interesse, weil das Fehlen von MHC | Oberflachenexpression, z.B. bei
Virusinfektionen, im humanen Organismus ein potenter Ausloser von NK-Zell-
Reaktivitat ist [21].
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Die Frage, in welchem Umfang das Fehlen vergleichbarer Molekile bei gentechnisch
veranderten RAEC Ausloser einer NK-Zell-Aktivierung ist, sollen die nachfolgend
beschriebenen Versuche beantworten.
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2 Zielstellung

Aufgrund der zahlreichen unginstigen Nebenwirkungen synthetischer Materialen,
wie z.B. die Notwendigkeit dauerhafter Antikoagulation, = mangelnder
Anpassungsfahigkeit an physiologische Parameter wie z.B. Blutdruck, wird nach
alternativen Materialien biologischen Ursprungs gesucht, die dem GefalR3ersatzstiick
maoglichst viele der oben genannten physiologischen Eigenschaften verleihen.

Durch die Verwendung biologischer Materialien erlangt das Problem der
immunologischen Vertraglichkeit besondere Bedeutung. Um eine dauerhafte
Haltbarkeit und Funktion des Gefal3ersatzstiickes zu gewahrleisten darf der
Empfangerorganismus das nicht-kérpereigene Material nicht als bedrohliches
Fremdmaterial erkennen. Daher werden neue experimentelle Ansatze verfolgt, die
verwendeten Materialien der immunologischen Erkennung zu entziehen.

Um die immunologische Vertraglichkeit der Materialien zu prufen, muissen die
Reaktionen immunkompetenter Zellen auf diese Materialien charakterisiert werden.
Dabei mussen sowohl in vitro, als auch in vivo Untersuchungen durchgefuhrt werden,
die Aussagen Uber Quantitit und Qualitdt von AbstoRungsreaktionen im
Transplantationsmodell ermdglichen.

Mit dem Konzept der Besiedlung azellularisierter GefaRgrundgertste (bestehend aus
Bindegewebe, die sog. Bindegewebsmatrix) mit MHC-Klasse-I-defizienten
Endothelzellen erhofft man sich die Beibehaltung vieler physiologischer
Eigenschaften, die ein korpereigenes Blutgefal? aufweist, bei gleichzeitiger
Vermeidung von AbstoBungsreaktionen. Durch die MHC-I-Defizienz der

Endothelzellen kdnnten jedoch AbstoRungsprozesse durch NK-Zellen initiiert werden.
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Demnach ergeben sich folgende Zielstellungen:

- Entwicklung eines Protokolls zur Isolation von NK-Zellen mit hoher Reinheit
und Ausbeute

- Charakterisierung der isolierten NK-Zellen hinsichtlich  spezifischer
Oberflachenexpressionsmuster

- Analyse der Sensitivitat MHC-I-defizienter Endothelzellen gegeniber einer
zellvermittelten Lyse im Vergleich zu Wildtyp-Endothelzellen

- Transplantation azellularisierter Gefa3matrices nach Besiedlung mit MHC-I-
defizienten Endothelzellen im Ratten-Aorten-Transplantationsmodell

- Charakterisierung von Inflammations- und Rejektionsprozesse in
GefalRersatzsticken mit MHC-I-defizienten Endothelzellen unter besonderer

Berucksichtigung einer NK-Zell-Beteiligung
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Materialien

3.1.1 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Autoklav

Gossner, Hamburg G

Dako-Pen

Dako, Glostrup Danemark

Durchflusszytometer FACSDIVADO

Becton Dickinson

Einfrierbox (NALGENE™)

Nunc, Roskilde Danemark

Eismaschine AF-10

Scotsman, Mailand Italien

Flowzytometer (FACS Calibur®)

Becton Dickinson

Fotoausrustung (AxioCam + Axio Vision
3.0)

Zeiss, Jena

Gefrierschrénke

Bosch, Stuttgart

Glaswaren

Schott, Mainz

Kuhlschranke

Liebherr, Oberhausen

Kryostat

SLEE, Mainz

Fluoreszenzmikroskop

Nikon, Tokio

Lichtmikroskop

Leica, Braunschweig

Objekttrager

R. Langenbrinck, Emmendingen

Operationsmikroskop

Leica, Braunschweig

Pipettierhilfe

Hirschmann, Stuttgart

Schiittler (Vortex MS2 Minishaker)

IKA-Werke, Staufen

Spektrofluorimeter

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Sterilwerkbank

Heraeus, Hanau

Waagen

Sartorius, Gottingen

Warmeschrank, Heracell 240

Heraeus, Hanau

Wasserbad

GFL, Burgwedel

Zentrifuge, Megafuge 1.0 R

Heraeus, Hanau

Zentrifuge, Centrifuge 5410 Eppendorf

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge, Biofuge fresco

Heraeus, Hanau

Tabelle 1: Gerate
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller / Ort

Einmalkanilen pink

Braun Melsungen AG, Melsungen

Einmalkantilen blau

Braun Melsungen AG, Melsungen

Einmalspritze 10 ml zweiteilig

Braun Melsungen AG, Melsungen

Einmalspritze 20 ml zweiteilig

Braun Melsungen AG, Melsungen

Eppendorf-Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hanau

FACS-R6hrchen

Becton Dickinson

Falconréhrchen 15 ml (steril)

Sarstedt, Nimbrecht

Falconréhrchen 50 ml (steril)

Sarstedt, NUmbrecht

Kryoréhrchen Nunc

Nunc, Roskilde Danemark

Microtest Plate 24-Well

Nunc, Roskilde Danemark

Microtest Plate 96-Well

Nunc Roskilde Danemark

MACS-Saulen

Miltenyi, Bergisch Gladbach

MACS-Magnet

Miltenyi, Bergisch Gladbach

MACS-Magnethalter

Miltenyi, Bergisch Gladbach

Spritzenverschlusskappe

Gerresheimer, Dusseldorf

Microtest Plate 96-Well schwarz

Nunc, Roskilde Danemark

Pasteurpipetten

Roth, Karlsruhe

Petrischale verschiedene Groéf3en

Becton Dickinson

Pipettenspitzen farblos 0,1-10 pl (Typ
Eppendorf)

Roth, Karlsruhe

Pipettenspitzen gelb 10-100 pl (Typ
Eppendorf)

Roth, Karlsruhe

Pipettenspitzen blau 100-1000 pl (Typ
Eppendorf)

Roth, Karlsruhe

Sterilfilter (0,2 pm)

Whatman, USA

Einmalskalpell (steril)

Feather, Osaka, Japan

Stripetten (5ml, 10ml, 25ml)

Corning Inc., USA

Zellkulturflasche Easy Flask 25 cm? / 75

cm?/ 175 cm®mit Filterkappen (steril)

Nunc, Roskilde Danemark

Zellsieb 40 uym (Falcon®-Cellstrainer)

Becton Dickinson

Separationswolle

Polysciences Inc., USA

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien
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3.1.3 Chemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Albumin Fraktion V, bovine

Sigma Aldrich, USA

Aceton

J.T. Baker, USA

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma Aldrich, USA

Calcein-AM

MoBiTec, Gottingen

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Serva, Heidelberg

EDTA

Sigma Aldrich, USA

Einfriermedium

Jung / Leica, Nussloch

Entellan

Merck, Darmstadt

Ethanol

JT Baker, USA

FCS (Fetales Kélberserum)

PAA, Pasching, Osterreich

Formalin

Sigma Aldrich, USA

Gelatine Typ A: aus Schweinehaut

Sigma Aldrich, USA

Gentamicin Sigma Aldrich, USA
Glutamin Sigma Aldrich, USA
HEPES Sigma Aldrich, USA

Harris-Hamatoxylinldsung (Papanicolaou)

Merck, Darmstadt

Natriumazid

Sigma Aldrich, USA

phosphatgepufferte Salzlosung, (PBS)

PAA, Pasching, Osterreich

Paraformaldehyd 1%

SigmaAldrich, USA

Penicillin

Life Technologies, USA

Pferdeserum

Sigma Aldrich, USA

Salzsaure (HCI)

Herbeta, Berlin

Streptomycin

Life Technologies, USA

Streptavidin/HRP

Dako, Glostrup, Danemark

Tissue Tech

Sakura Finetek, USA

Trishydroxymethylaminomethan

Merck, Darmstadt

Triton-X Serva, Heidelberg
Trypanblau Sigma Aldrich, USA
Trypsin/EDTA Life Technologies, USA
Tween-20° Serva, Heidelberg

Tabelle 3: Chemikalien
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3.1.4 Puffer und Medien fur die Zellkultur

Bezeichnung

Hersteller

Endothel Basal Medium (EBM)

PAA Pasching, Osterreich

RPMI 1640

PAA Pasching, Osterreich

Tabelle 4: Puffer und Medien fur die Zellkultur

3.1.5 Antikorper

Bezeichnung Hersteller $tammlésung  Arbeitslosung
NKRP1A (CD161a) FITC Becton Dickinson | 0,5mg/ml 5ug/ml
NKRP1A Becton Dickinson | 0,5mg/ml Spg/mi
CD11b Becton Dickinson | 0,5mg/ml S5ug/mi
mouse-anti-Rat CD31 Becton Dickinson | 0,5mg/ml Sug/mi
mouse lgG; isotype control (MOPC) Becton Dickinson | 0,5mg/ml 5ug/ml
mouse-anti-rat RT1A (Ox 18) Becton Dickinson | 0,5mg/ml 5ug/ml
mouse-anti-rat RT1B (Ox 6) Becton Dickinson | 0,5mg/ml 5ug/ml

AbD Serotec, | 0,5mg/ml 5ug/ml
CD 45 RA

Dusseldorf
IgG1 FITC Isotyp-Kontrolle Beckman, USA 0,5mg/ml 5ug/ml
IgG1 PE Isotyp-Kontrolle Beckman, USA 0,5mg/ml 5ug/ml
CD 3 Biotin Becton Dickinson | 0,5mg/ml 5ug/ml
CD3 FITC Becton Dickinson | 0,5mg/ml S5ug/ml

AbD Serotec,
CD4

Dusseldorf

AbD Serotec,
CD8

Dusseldorf
TCR PE Becton Dickinson | 0,2mg/ml 10pg/ml

Jackson 0,5mg/ml 5ug/ml
anti-mouse-lgG F(ab")2 -PE Immunoresearch,

GB

AbD Serotec, | 1mg/mi 10pg/ml
ED1 (CD68)

Dusseldorf
anti-Maus IgG (H+L)-Biotin Vector, USA

Tabelle 5: Antikorper
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3.1.6 Sonstige Puffer und Medien

FACS-Puffer: PBS
1% FCS
0,5 g/l Natriumazid

MACS-Puffer: PBS

2mM EDTA

+0,5% BSA
Einfriermedium: 10 % DMSO

90% FCS
Azellularisierungslésung: 0,25 % Na-Desoxycholat

0,25% Triton-X

99,5% PBS
Beschichtungslésung: Gelatine 0,2 %, in PBS
Kulturmedium fur RAEC: EBM

2mM L-Glutamin
50 pg/ml Gentamicin

10 % FKS

MLC-Medium: RPMI1640 ca. 87%
10% FKS ca. 10%
2mM Glutamin ca. 1%

100 U/ml Penicillin + 100pug/ml Streptomycin
5mM HEPES ca. 0,5%
50uM R3-Mercaptoe-Ethanol(1M)

Ratten IL-2 (NatuTec) 250U / ml

Medium fir YAC-1-Zellen: RPMI 1640
10% FKS

2mM Glutamin
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100U/ml Penicillin + 100pug/ml Streptomycin

Dichtezentrifugationsmedium Rat Pancoll (PANBiotech, Aidenbach)
Immunhistochemie: Stammldsung 1 aus:

0,5M Tris-HCI-Puffer, pH 7,6

60,55 g/l Tris

90 % H,O dest
6% HCI 25%
4% H,O dest.

Stammldsung 2 aus:
1,5M NacCl

87,66 g NaCl /I H,O dest.

TBS: 0,05M Tris-gepufferte Kochsalzlésung, pH 7,6,

aus:
Stammldsung 1 10%
Stammldsung 2 10%
H,O dest. 80%

TBS-Tween: 0,05M TBS, pH 7,6 mit 0,1% Tween 20
ABC-Komplex (DAKO, Danemark) gelést in:

5ml TBS

50ul Reagenz A

50ul Reagenz B

30 min vor Verwendung ansetzen

H,0O,-Blockldsung (DAKO, Danemark)
Streptavidin/HRP (DAKO, Danemark) 1:500 in TBS

AEC-Fertiglésung (DAKO, Danemark)

Aquatex (Merck, Darmstadt)
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3.1.7 Verwendete Zellen

3.1.7.1 Priméare Endothelzellen

Bezeichnung

Herkunft

Lewis (Lew)-RAEC

Isolation durch AG M. Seifert, Inst. f.

Med. Immunologie, Charité Berlin

Dark Agouti (DA)-RAEC

Isolation durch AG M. Seifert, Inst. f.

Med. Immunologie, Charité Berlin

Tabelle 6: primare Endothelzelen

3.1.7.2 Zelllinien

Bezeichnung

Herkunft

DA*! LE OX18 IRES hrGFP

Isolation und Transduktion durch AG M.
Seifert, Institut fir Medizinische

Immunologie, Charité Berlin

DA*? LE IRES hrGFP

Isolation und Transduktion durch AG M.
Seifert, Institut fir Medizinische

Immunologie, Charité Berlin

Isolation und Transduktion durch AG M.

DA*WT Seifert, Institut fir Medizinische
Immunologie, Charité Berlin
YAC-1 DSMZ, Braunschweig, D

Tabelle 7: Primarzellen und Zelllinien
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3.1.8 Operationsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

Einmalrasierer

Wilkinson, Solingen

Klebeband

NeolLab, Heidelberg

Sterile Kompressen 10x10cm

Fuhrmann, Much

Spritze 1ml/ 0,01ml

Becton Dickinson

Mikrochirurgische Pinzette, gerade, Gr. 1

WPI, USA

Mikrochirurgische Pinzette, gerade, Gr. 2

WPI, USA

Mikrochirurgische Schere

VeriMed, Bad Oyenhausen

Mikrochirurgischer Nadelhalter

VeriMed, Bad Oyenhausen

Spritze 10 ml/ 0,1 ml

Becton Dickinson

Sterile Wattetupfer

Hartmann, Heidenheim

Chirurgischer Nadelhalter

VeriMed, Bad Oyenhausen

Chirurgische Schere

VeriMed, Bad Oyenhausen

Venose Verweilkanule

Braun Melsungen AG

Gelita Tampon

Braun Melsungen AG

Isotone Kochsalzlésung, steril

Fresenius, Bad Homburg

Nahtmaterial Ethilon 8-0

Johnson & Johnson, Norderstedt

Nahtmaterial Vicryl 3-0

Johnson & Johnson, Norderstedt

Ketavet (Ketaminhydrochlorid 10%)

Pfizer, Berlin

Rompun (Xylazinhydrochlorid 2%)

Bayer, Leverkusen

Heparin Rotexmedica, Trittau
Kantle 27 G Becton Dickinson
Kantle 18 G Becton Dickinson

Desinfektionsmittel Descosept

Dr. Schuhmacher, Melsungen

Operationsmikroskop M651

Leica, Braunschweig

Latexhandschuhe

Emerson & Co., Genua, Italien

Wattestabchen, steril

Rauscher, Neuwied

Tabelle 8: Operationsmaterial
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3.1.9 Versuchstiere

Alle Tierversuche zur sterilen Entnahme der Gewebe und zur Gefaldtransplantation
wurden nach 88 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes BGB 1. IS. 01484 vom Landesamt
fur Gesundheit und Soziales genehmigt (Projekthummer GO0023/06). Auf die
Einhaltung der Empfehlung des National Institut of Health (USA) zum Umgang mit
Versuchstieren wurde geachtet (,guide for the care and use of laboratory animals®,
1996). Die Haltung und Pflege der Versuchstiere erfolgte freundlicherweise durch die
Angestellten der Abteilung fur Versuchstierhaltung der Charité, Campus Mitte,
TucholskystraRe, 10117 Berlin. Die Tiere, bis zu sechs pro Kafig, wurden in
vollklimatisierten Ra&umen mit freiem Zugang zu Futter und Trinkwasser bei
zirkadianem Tag-/Nachtrhytmus gehalten. Futter und Wasseraufnahme wurden
regelmanig kontrolliert. Das Anfangsgewicht der Tiere betrug 150-180g.

Dark Agouti (DA), Haplotyp: RT-12" Harlan Winkelmann, Borchen

Lewis (Lew), Haplotyp: RT-1' Harlan Winkelmann, Borchen
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3.2 Methoden

3.2.1 NK-Zell-Isolation aus Rattenmilz

Rattenmilzen sind eine ergiebige Quelle fir die Gewinnung von Natirlichen-
Killerzellen. Da keine NK-Zell-Isolations-Kits fur das Rattenmodell kommerziell
erhaltlich sind, musste eine Isolationsmethode etabliert werden. Die folgenden vier
Arbeitsschritte haben sich als ein erfolgreiches und reproduzierbares Protokoll zur

Isolation aus Ratten bewahrt.

3.2.1.1 Dichtegradient

Zunachst wurden pro Isolation 2 Ratten (LEW) getétet, die Milzen entnommen und in
kaltem PBS (phosphatgepufferte Salzlésung, engl.: phosphate buffered saline)
aufgenommen. Anschlie3end erfolgte die Homogenisierung der Milzen mit Hilfe eines
sterilen Spritzenstempels und eines 100um Siebes. Das so entstandene Zell-
Homogenisat wurde in kaltem PBS aufgenommen und nochmals durch ein 40um
Sieb in ein 50ml Falcon filtriert. Die Zellsuspension wurde auf ein
Dichtezentrifugations-Medium (Ratten Pancoll) aufgeschichtet und bei 400g fur 40
Minuten ohne Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Leukozytenschicht
wurde mit Hilfe einer Transfer-pipette in ein leeres 50er Falcon Uberfuhrt. Das
Waschen der Zellen durch zentrifugieren (bei 300g fur 10 min. bei 4C) erfolgte in
einem bis zur 50ml Marke mit kaltem PBS gefullten Falcon.

3.2.1.2 Separation mit Nylonwolle

Am Tag vor der NK-Zell Isolation wurden sterile Spritzenzylinder mit 0,7g Nylonwolle

gefullt und die Wolle mit PBS durchtrankt. Eine Spritzenkappe wurde aufgeschraubt,

so dass die eingeflllte Flussigkeit nicht herausflieRen konnte. Anschliel3end erfolgte

die Autoklavierung der so beflllten Saulen fur 45 Min. bei 37T und 5% CO ..

Am Separationstag wurden die Saulen mit YAC-1-Medium gewaschen, um die PBS-

Losung zu entfernen, dann bis zur Oberkante der Wattefiillung mit YAC-1 Medium
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gefullt und mit den Spritzenkappen verschlossen. Eine sterile Pipettenspitze diente
zur Entfernung von Luftblasen. Die mit YAC-1-Medium beflllten S&ulen inkubierten
anschlieRend fur 40 Minuten bei 37C und 5% CO ».

Wahrend der Inkubationsphase wurden die durch Dichtegradientenzentrifugation
separierten Zellen in YAC-1-Medium aufgenommen und auf eine Konzentration von 1

x 10° Zellen pro ml Medium eingestellt.

Nach der Inkubationsphase mit Medium wurden die Saulen mit je 1ml Zellsuspension
beflllt. AnschlieRend wurde 1ml YAC-1 Medium dazugegeben und die Flissigkeit
durch l6sen der Spritzenkappe einsickern gelassen. Nach Einfullen von weiteren 3-
aml

YAC-1-Medium bei verschlossener Spritzenkappe wurden die gefillten
Spritzenzylinder mit desinfizierter (Ethanol 70%) Aluminiumfolie verschlossen und
aufrecht im Inkubator bei 37C und 5% CO, fur 45-60 min. gelagert. In dieser Zeit
sollen die in der Zellsuspension enthaltenen adhéarenten (B-Zellen, Monozyten)
Zellen an die Nylonwolle binden und auf diese Weise abgetrennt werden. Die nicht-
adharenten Zellen konnten mit 20 ml YAC-1-Medium aus dem Spritzenzylinder
herausgespiilt und anschlie3end 3 mal bei 300g fur 5 min. zentrifugiert und in kaltem
PBS gewaschen werden.

3.2.1.3 Magnetic Cell Separation (MACS)

Die Magnetic Cell Separation (MACS) ist eine von der Firma Miltenyi Biotec
entwickelte Zelltrennungstechnik, die auf der Markierung von Zellen mit
antikorpergekoppelten  Magnetpartikeln  basiert. Die aus der Nylonwolle
herausgespiilten und in PBS gewaschenen Zellen wurden gezahlt und jeweils 1 x 108
in ein 50er Falcon uberfuhrt. Es folgten zwei Waschungen in MACS-Puffer, die
Aufnahme des Zellpellet in 700ul MACS-Puffer und die Zugabe von 70ul der
Stammlosung des a-NKRP1-Antikorpers hinzugefigt. Nach kurzem Vortexen
inkubierte die Zellsuspension fur 20 Minuten auf Eis und musste einige Male leicht
geschuttelt werden um eine gute Durchmischung zu gewahrleisten.

Nach der Inkubation wurden die Zellen zwei Mal in 1-2 ml MACS-Puffer / 10” Zellen,

d.h., maximal 10 ml MACS-Puffer, gewaschen (Zentrifugieren bei 300g, 4C, 10 min).
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Das Zellpellet wurde in 80pl MACS-Puffer / 1 x 10’ Zellen resuspendiert, d.h.,
maximal 800ul, und 30ul- rat anti-mouse IgG1l Micro-Beads hinzugefligt. Nach
kurzem vortexen inkubierte die Suspension fur 15 min. bei 4C. Es erfolgte ein
erneuter Waschschritt und das Zellpellet wurde in 500ul MACS-Puffer resuspendiert.
Wahrend des Waschens wurden die MACS-Saulen vorbereitet, d.h., in den

Magnethalter eingespannt und mit 500ul MACS-Puffer angefeuchtet.

Die 500ul Zellsuspension wurden anschlieRend auf die MACS-Saule aufgetragen
und einsickern gelassen. Anschliel3end erfolgte eine dreimalige Spulung mit je 500ul
pro Sé&ule. Die durchsickernde Flussigkeit wurde in einem 2ml Eppendorf-
Reaktionsgefald aufgefangen und enthélt Zellen, an die keine magnetassoziierten a-
NKRP1-Antikorper (a-NKRP1-AK) gebunden haben und somit nicht vom Magnetfeld
gebunden werden konnten. Die auf diese Weise abgetrennte Zellfraktion wird im
weiteren Verlauf NKRP1(-)-Fraktion genannt, da sie grof3tenteils nur NKRP1(-) Zellen
enthielt.

Nachdem die NKRP1(-)-Fraktion vollstandig ausgewaschen worden war, wurde die
MACS-Saule aus dem Magneten entfernt, 1ml MACS-Puffer aufgetragen und sofort
mit Hilfe des Stempels die Flussigkeit durch die MACS-Saule gepresst und in einem
neuen Reaktionsgefald aufgefangen. Diese Fraktion enthielt Uberwiegend die
NKRP1(+) Zellen und wurde daher im weiteren Verlauf NKRP1(+)-Fraktion genannt.

\

NKRP1+
Zelle

I

aNKRP1- algG1-magnet-
AntikSrper, assoziiertes
lgG Microbead

Abbildung 2: Prinzip der Isolation NKRP1(+)-Zellen mittels MACS-Separation
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3.2.1.4 NK-Zell-Kultur

Die NKRP1(+)-Fraktion der MACS-Separation wurde zentrifugiert und die Zellzahl
bestimmt. Die Zellen wurden dann fiir ca. 12 h mit 1-2 x 10° Zellen pro ml in MLC-
Medium mit 250Units/pl Ratten-IL-2 bei 37T, 5% CO , inkubiert, je nach Ausbeute in
12 well oder 24 well Zellkulturplatten. Die NKRP1(-)-Fraktion wurde fir ca. 16 h bei
4<C bis zur Reinheitsanalyse aufbewahrt.

Beide Zellfraktionen konnten erst am Tag nach der Isolation per FACS-Analyse
phanotypisch charakterisiert werden. Am selben Tag ist eine FACS-Farbung nicht
maoglich, da die Oberflache der Zellen noch mit NKRP1-Antikérper-Bead-Komplexen
besetzt ist und somit eine vollstandige Markierung der Epitope unmaglich ist.
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Abbildung 3: Isolationsschritte fiir die Gewinnung v on NKRP1 (+) und NKRP1(-) Zellen und ihre

weitere Kultivierung in vitro
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3.2.2 Zellkultur der RAEC (Ratten-Aorten-Endothelze llen)

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter der Sicherheitswerkbank durchgefihrt um
Kontaminationen zu verhindern.

Zur Erhaltung der Zelllinien war ein regelméRiges Umsetzen in neue Kulturgefal3e
erforderlich, in der Regel alle 2-3 Tage. Dazu wurde zunachst das verbrauchte
Medium aus der Kulturflasche abgezogen und der Zellrasen zweimal mit PBS + P/S
gewaschen. Dann wurde mit auf 37C erwarmtem Trypsi n/EDTA inkubiert, bis sich
die Zellen durch leichtes Klopfen vom Flaschenboden losten. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von FCS-haltigem Kulturmedium abgestoppt und die Suspension bei
300g zentrifugiert. Vom entstandenen Zellpellet wurde der Uberstand abgesaugt, das
Pellet selbst in frischem Kulturmedium im Verhaltnis 1.5 resuspendiert und in eine
neue Kulturflasche dinn ausgesat. Die Zeit von der Aussaht bis zum erneuten
Splitten wird als Passage (P) bezeichnet.

Um eine optimale Zelladh&sion und stabile Haftung der Endothelzellen auf den
Kulturflaschen zu gewahrleisten, wurden diese vor ihrer Verwendung beschichtet.
Dazu wurden je 25 cm? Kulturflasche 2 ml einer 0,2 % igen Gelatinelésung
verwendet. Nach mindestens 30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die

Gelatinelésung wieder abgesaugt und die Flaschen mit PBS gespdilt.

3.2.3 Fluorescence activated cell sorting (FACS)

Der Anteil erfolgreich transduzierter Ratten-Aorten-Endothel-Zellen wurde in
regelmanigen Abstanden mittels FACS-Analyse bestimmt. Fir den Fall, dass der
Anteil der untransduzierten Zellen zu grof3 wurde, erfolgte die Entfernung von nicht
transduzierten Zellen mittels Flowzytometrie, dem sog. Fluorescence activated cell
sorting (FACS). Experimentelle Verwendung fanden nur Zellfraktionen, deren Anteil
hrGFP (human recombinant Green Fluorescence Protein) exprimierender Zellen
maximiert wurde, d.h., einen Anteil von mindestens 50% aufwiesen. Dazu wurde die
gesamte Population aus der Kulturflasche gel6st, in 300ul Medium aufgenommen

und durch ein 40um Zellsieb in ein steriles, verschlieBbares FACS-R6hrchen
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Uberfuihrt. Der Sort-Prozess wurde am Deutschen Rheumaforschungszentrum in der

entsprechenden Serviceabteilung durchgefuhrt.

3.2.4 FACS-Analyse

Um die Zellen phanotypisch charakterisieren zu kénnen, wurden per FACS-Analyse
spezifische Oberflachenmarker nachgewiesen. Alle aus den Rattenmilzen
gewonnenen Zellen wurden hinsichtlich des Vergleichs der verschiedenen
Subpopulationen vor und nach Separation mit zellspezifischen Antikdrpern (AK)
markiert (siehe Tab. 5) und analysiert. Vorrangig dienten die Messungen dazu, den
Anteil vorhandener NK-Zellen im gesamten Milzhomogenisat sowohl vor, als auch
nach der Separation zu bestimmen, um die Effektivitat der Anreicherung zu
kontrollieren. Um fehlerhafte Messungen zu verhindern, erfolgte die Antikérper-
Markierung am Tag nach der Isolation (siehe NK-Zellkultur).

Bei der phanotypischen Charakterisierung der RAEC ging es darum zu kontrollieren,
wie hoch der Anteil der erfolgreich transduzierten Zellen war, um entscheiden zu
kénnen, ob eine Sortierung im FACS erforderlich ist. Dabei wurde nach folgendem

Protokoll vorgegangen:

3.2.4.1 Probenaufarbeitung fir FACS-Analyse

Die Zellen wurden aus ihren Kulturschalen geerntet, bei RAEC mit Hilfe von Trypsin,
und pro FACS-Rohrchen auf 2:10° Zellen eingestellt. Nach Auffilllen mit 1000 pl
kaltem FACS-Puffer wurden die Zellen fiir 5 min bei 300g gewaschen. Der Uberstand
wurde abgesaugt und das Pellet in 40 pl kaltem FACS-Puffer aufgenommen. Es
folgte die Zugabe von 2 ul Primarantikérper (100ug/ml) (siehe Tabelle 5) und eine
anschlielRende Inkubation von 30 min bei 4C. Wieder holt wurde mit 1000 pl kaltem
FACS-Puffer fiir 5 min bei 300g gewaschen und der Uberstand abgesaugt. Danach
wurden ggf. Sekundarantikorper (siehe Tabelle 6) dazugegeben, inkubiert (30 min
bei 4C), gewaschen, der Uberstand abgenommen und fir sofortige Messungen
erfolgte die Aufnahme des Pellets in 200 ul FACS-Puffer. Fur Fixierung der Proben
wurden die Pellets in 200ul 1%igen Paraformaldehyd aufgenommen. Die Messungen
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erfolgten alle unter Verwendung eines Gerates vom Typ FACSCalibur mit der

Software Cell-Quest.

3.2.5 Zytotoxizitats-Test (CTX)

Dieser Test dient dazu, die Reaktivitat der isolierten Ratten-NK-Zellen gegenuber
unveranderten und verdnderten RAEC zu bestimmen und zu vergleichen. Der auf
Freisetzung des Fluoreszensfarbstoffs Calcein basierende Test musste zunéachst flr
die Anwendbarkeit auf RAEC und YAC-1 Zellen getestet werden. Optimale
Parameter fir Calceinkonzentration und Anzahl der Zielzellen wurden ermittelt. Als
Positivkontrolle dienten YAC-1-Zellen, eine leukdmische murine Tumorzelllinie. Die
CTX wurden nach folgendem Protokoll am zweiten Tag nach der NK-Zell-Isolation

durchgefuhrt:

Zunachst wurden die Zielzellen geerntet, zwei Mal in PBS gewaschen und
anschlieBend mit einer Zelldichte von 1 x 10° / ml in serumfreiem RPMI
aufgenommen. Durch Zugabe von 20ul/ml Calcein und einer 30-minutigen Inkubation
bei 37C, 5% CO, werden die Zielzellen gefarbt. Nach der Inkubation wurden die
Zielzellen drei Mal in komplettem (serumhaltigen) MLC Medium gewaschen. Nach
erneuter Zellzahlung wurde die Zelldichte auf 1 x 10° / ml MLC-Medium eingestellt.

Wahrend der Inkubation der Zielzellen mit Calcein erfolgte die Ernte der
Effektorzellen (NKRP1(+)TCR(-)Zellen) und deren Uberfiihrung in ein 50ml Falcon.
Nach dem Waschen in komplettem MLC-Medium und dem einstellen auf 1 x 10° NK-
Zellen / ml MLC-Medium wurde eine Verdunnungsreihe (Faktor 1:2) hergestellit.

1x10 ® Zellen/ml (Ausgangslésung) 10:1*
5x10 ° Zellen/m | 5:1*
2,5x10 ° Zellen/ml 2,5:1*
1,25 x 10 ° Zellen/ml 1,25:1*

*entspr. nach Beflllen der wells einer Effektor:Zielzell-Ratio von
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Von der Zielzellsuspension wurden 100ul pro well in 96 well Flachbodenplatten
(NUNC) vorgelegt und 100ul der Effektorzellsuspension hinzugegeben. Fir jede
Verdunnungs-stufe wurden mehrere wells (3-5) beflllt, um spater eine mittlere
spezifische Lyse berechnen zu kdnnen. Zusatzlich wurden pro Zielzelltyp mehrere
wells anstatt mit Effektorsuspension mit 100ul MLC-Medium sowie einige wells mit
100ul Triton-X (1,8%ig) befillt. Die Zugabe von MLC-Medium diente der Ermittlung
der Spontan-freisetzung, der von Zelllyse unabhangigen Calcein-Freisetzung durch
die Zielzellen. Die Zugabe von Triton-X diente der Ermittlung der maximalen Calcein-

Freisetzung.

Nach dem vollstandigen Beflllen der Platten wurden diese kurz (30 sek., 3009)
zentrifugiert und fur vier Stunden bei 37C, 5% CO , inkubiert.
Danach werden die Platten erneut zentrifugiert und 100pl der Uberstande jedes

Wells vorsichtig in eine schwarze 96well Flachbodenplatte tberfuhrt.

Calcein fluoresziert bei Anregung durch Licht mit einer Wellenlange von 495nm. Nun
wurde die Fluoreszenz in den abgenommenen Uberstanden mit dem TECAN-
Fluorimeter gemessen. Fur jeden Zielzelltyp wurden Mittelwerte der experimentell
erzielten Calceinfreisetzung und anschlielBend mit Hilfe der folgenden Formel die

spezifische Zelllyse berechnet:

spezifischeZel llyse = experim Freisetzung - Spontan freisstzung yq (y(

Maximalfreisetzung—Spontan freisetzung

3.2.6 Azellularisierung und Besiedlung von nativen Rattenaorten mit
RAEC

Nach Entnahme des GeféalRes am narkotisierten Tier, mehrfachem Spilen mit PBS
und Lagerung in PBS auf Eis erfolgte die Uberfiihrung in Azellularisierungs-Lésung,
wobei das Gefal3 auch grundlich mit der Losung gespult wurde). Es folgte die
Inkubation bei 37<C in 10ml Azellularisierungslésun g (in 100ml Glaskolben, Schiittler
fir 48 h bzw. ca. 64h). Nach dem Uberfiihren in PBS mit 0,1 % Na-Azid, kurzem
Durchspulen mit einer Spritze und 24 h bei 37C Inkubation auf einem Schuttler
wurde das Gefald in reinem PBS mit einer Spritze gespult. Danach erfolgte eine 24
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stiindige Inkubation bei 4C auf einem Schiittler (T2 5er Flasche ohne Filterdeckel
verwenden) in ca. 7 ml PBS. AnschlieRend wurde das PBS durch serumfreies EBM
ersetzt und weitere 24 h inkubiert. Danach erfolgte eine Besiedlung mit
Endothelzellen. Dazu wurden 1 x 10e6 Zellen /ml von einer Seite in komplettem EBM
injiziert. Nach anschlielRender Inkubation fur ca. 3-4 h wurde das Gefal3 gedreht und
eine gleich groRe Portion Zellen von der anderen Seite in das Lumen geben. Das
Gefal3stuck inkubierte danach bei 37T und 5% CO ».

3.2.7 Transplantation von Rattenaorten

Ein Teil der abdominalen Aorta, caudal der Abgange der Arteria renalis und cranial
der Aufzweigung in die Aa. llliacae wurde aus Spendertieren vom Stamm Lewis
entnommen, welche zuvor durch CO,-Inhalation getétet wurden. Die Aorten wurden
von ihren physiologischen Zellschichten befreit, so dass nur das bindegewebige
Grundgerust Ubrig blieb, siehe 1.2.9.). Diese sog. azellulare Matrix wurde entweder
zellfrei implantiert oder zuvor mit den zuvor beschriebenen Endothelzellen aus
unserer Zellkultur besiedelt (siehe 3.2.10.1) und in die Aorta abdominalis von
Empfangertieren implantiert.

Die Empfangertiere waren alle vom Stamm LEWIS und am Zeitpunkt der
Transplantation zwischen 200g und 300g schwer. Die gesamte Transplantation
wurde unter einem Operationsmikroskop bei 16- bis 40-facher Vergrof3erung
durchgefihrt.

Die Empfangertiere wurden 2 bzw. 4 Wochen nach Transplantation getotet, die
Aorten entnommen und nach fest definierten Regeln untersucht. Die Transplantate
und der Naht-nahe Bereich der tiereigenen Aorta wurden vollstandig entnommen und
in drei Teile geteilt. Das mittlere Stiick, nur aus Transplantat bestehend, wurde zur
PCR-Messung benutzt, das herznahe Stick fur immunhistochemische Farbungen
und das herzferne Stuck in Formalin eingelegt um Paraffinschnitte anfertigen zu
lassen. Zuséatzlich wurde den Tieren Blut zur Serumgewinnung sowie die Milzen zur

Herstellung von Milzzellsuspensionen entnommen.
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3.2.7.1 Ablauf der Transplantation

3.2.7.1.1 Narkose

Fur eine Empfangerratte vom Stamm LEWIS wurde ein Narkosegemisch aus 0,6ml
Ketavet 10% (Ketaminhydrochlorid) und 0,12 ml Rompun 2% (Xylazinhydrochlorid)
angesetzt. Je nach Gewicht, wurden den Tieren zwischen 200g und 250g
Korpergewicht initial 0,25ml und fur Tiere zwischen 250g und 300g Kdrpergewicht
initial 0,3 ml Narkosegemisch intraperitoneal ins caudale Bauchdrittel verabreicht.
Wahrend der OP muss bei zunehmendem Erwachen des Tieres, erkennbar an
erhohter Atemfrequenz und Zucken der Schnurrhaare, 0,05 bis 0,1 ml

Narkosegemisch intramuskular nachdosiert werden.

3.2.7.1.2 Freipraparieren der Aorta

Dem narkotisierten Tier wurde mit einem Einmalrasierer das Fell im Bauchbereich
entfernt. AnschlieRend wurde das Tier mit Klebeband an allen vier Extremitaten
fixiert. Der rasierte Bereich wurde mit einer Ethanollésung desinfiziert. Dadurch war
gleichzeitig erkennbar, ob die Narkosetiefe ausreichend ist. War das der Fall, wurde
mit einer Schere und einer chirurgischen Pinzette das Abdomen vom Beckenring bis
zum Sternum per Medianlaparatomie erdffnet. Der mobilisierbare Teil des Darms
wurde mit Hilfe von Wattestdbchen aus der Abdominalhdhle herausgeholt und in eine
10 x 10 cm grolRRe sterile Kompresse eingehdllt, ohne die Blutversorgung des Darms
zu gefahrden. Die Kompresse wurde mit physiologischer Kochsalzldsung getrankt
und kontinuierlich feucht gehalten. Die Aorta wurde vom umliegenden Binde- und
Fettgewebe mit Wattestabchen stumpf frei prapariert. Die Abgange caudal der A.
renalis und cranial der Aa. llliacae wurden mit doppelten Ligaturen versehen und
dazwischen durchtrennt (siehe Tabelle 9, Bild 1). Das Bindegewebe, das Aorta und
Vena cava inferior miteinander fest verbindet, musste mit feinen Pinzetten ebenfalls
durchtrennt werden, so dass die Aorta im Operationsbereich frei beweglich war. Eine
passende Gummimembran wurde als Schutz vor Verletzungen der Vena cava inf.
zwischen die Vene und die Aorta gelegt (siehe Tabelle 9, Bild 3). Nun wurden am
kranialen und am caudalen Ende des frei praparierten Aortenteils Gefal3klemmen
angelegt, um den Blutstrom in der Aorta zu unterbinden (siehe Tabelle9, Bild 4).
Zwischen den Gefallklemmen erfolgte die Durchtrennung der Aorta (siehe Tabelle 9,

Bild 5) und die Gefal3stumpfe mussten mit Hilfe einer sterilen Kunststoffnadel,
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entnommen aus einer vendsen Verweilkanile, durch Injektion von Heparinldsung

(0,1%ig) von Blutresten befreit werden.

Die Aorta (mit Pfeil markiert) muss caudal der Aa.
mesentericae bis zur Aufteilung in die Aa.illiacae
vorsichtig aus dem Bindegewebe herausprapariert
werden. Dabei darf die daneben liegende Vena cava
inferior nicht verletzt werden.

Bild 1:

Im Bereich der Markierung werden alle abgehenden
GefalRe doppelt abgebunden und dazwischen
durchtrennt um Blutaustritt zu verhindern.
Kollateralgefalie verhindern eine Ischamie der

Bild 2: unteren Extremitaten.

Nach dem voélligen Heraustrennen der Aorta aus der
bindegewebigen Umgebung und dem Abbinden der
Abgénge wird eine Schutzmembran aus Gummi
(Zuschnitt aus Gummihandschuh) hinter der Aorta
positioniert, um eine Verletzung der Vene und
umliegender Strukturen zu verhindern.

Bild 3

Die Aorta wird im Praparationsbereich mit Hilfe der

Bild 4: Geféalclips vom Blutstrom abgetrennt.

Aus dem blutstillen Teil der Aorta wird ein Stiick
native Aorta herausgetrennt und durch ein in der
Lange angepasstes Transplantatstiick ersetzt. Vom
Transplantatstiick wurde vor dem Einnahen ein
Stick fir immunhistochemische Farbungen
abgetrennt

Bild 5:

Tabelle 9: OP-Ablauf — Freipraparieren der Aorta
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3.2.7.1.3 Einnahen des Transplantats

Das bis wenige Minuten vor dem Einnahen im Brutschrank (bei 37C, 5% CO )
gelagerte Transplantat musste den Langenverhaltnissen angepasst werden, so dass
es durch die Dehnung im blutdurchstromten Zustand nicht zu einem gebogenen
Verlauf kommen konnte, der die Entstehung von Stenosen und Thromben begiinstigt
hatte. Die abgeschnittenen Transplantatsticke wurden nach der OP zu
immunhistochemischen Kontrollfarbungen genutzt, um festzustellen, ob das Lumen
mit Endothelzellen bedeckt war. Dann wurde das Transplantat an jedem Ende mit
zwei gegeniberliegenden Fixierndhten (mit Faden der Starke 8.0, Ethilon, monofil,
nicht-resorbierbar) befestigt und ohne den Fixierfaden abzutrennen mit einer
fortlaufenden Naht bis zum gegeniberliegenden Fixierknoten End-zu-End
anastomosiert, ca. 3-5 Stiche pro halben GefalRumfang (siehe Tabelle 10, Bild 6 bzw.
7). Die Nahtstellen wurden mit blutungsstillendem Material umwickelt und die
Gefallklemmen geoffnet (siehe Tabelle 10, Bild 8), zuerst die caudale, dann die
craniale, um einen Blutstau im Transplantatbereich zu vermeiden. Der Darm wurde
unter Vermeidung von Verschlingungen wieder reponiert, etwas physiologische
Kochsalzlésung in das Abdomen getropft und mit einer fortlaufenden Naht (mit Faden
der Starke 3.0, Vicryl, polyfil, nicht resorbierbar) die Bauchmuskulatur sowie im
Anschluss mit einer Einzelknopfnaht die Haut zugenaht. Gegebenenfalls wurde dem
Tier 2-4 ml physiologische Kochsalzlésung subkutan in die Nackenfalte gespritzt, um

intraoperative Volumenverluste auszugleichen.
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Zwei halbkreisférmig verlaufende Wandnéhte
verbinden die gegenuberliegenden
Aortenstimpfe nach Heparininjektion zu einer
End-zu-End-Anastomose.

Bild 6:

Das Transplantat wurde der Lange nach
eingepasst und faltenfrei cranial und caudal
anastomosiert. Die Anpassung des
GefalRdurchmessers lasst sich durch
Verwendung von ungefahr gleich alten Spender-
und Empféangertieren regulieren.

Leichte Undichtigkeiten der Anastomosen lassen
sich durch blutungsstillende Materialien
kompensieren. Sowohl im Transplantat als auch
distal davon muss nach Entfernung der
Geféalclips ein Pulsieren des Blutes sichtbar sein,
um nahtbedingte Stenosen auszuschlie3en.

3.2.7.1.4  Nachuntersuchung

In der ersten Stunde nach der Operation wurde das Tier in regelmafdigen Abstanden
mehrmals untersucht. An den ersten auf die OP folgenden Tagen erfolgte
mindestens eine Untersuchung. Es wurde z.B. die Atmung sowie die Hautfarbe an
den Extremitaten auf eine evtl. Zyanose kontrolliert, auf LA&hmungserscheinungen
geachtet, versucht durch Kneifen in das Schwanzende bzw. zwischen den Zehen
Schmerzreflexe auszulésen, wobei ein Fehlen bzw. eine Seitendifferenz auf eine evtl.
Mangeldurchblutung der unteren Extremitaten hinweisen sollte. Uber mehrere Tage
wurden Fressverhalten und Ausscheidung kontrolliert. Nur die Tiere, bei denen keine
Zeichen auf Durchblutungsstdérungen vorlagen, wurden fir die weitere Auswertung

der Versuche genutzt.
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3.2.7.1.5 Organentnahme

Fur die Organentnahme wurde das Tier in Narkose versetzt und das implantierte
Gefallersatzstuck freiprapariert (zur Narkose siehe Kap. 3.2.12.1.1.). Der Narkose-
mittelbedarf war bei den meisten Explantationen sehr viel hdher, als bei den
Implantationen. Die Tiere waren altersbedingt schwerer und evil. an das
Narkosemittel ,gewohnt®. Die individuell erforderlichen Mengen variierten stark.
Transplantat-nahe Lymphknoten wurden entnommen und in flissigem Stickstoff
tiefgefroren. Das Gefal3transplantat wurde mit Gefal3-Clips vom Blutkreislauf
abgetrennt. Aus der Mitte des Gefal3ersatzstickes wurde etwa ein Dirittel
herausgeschnitten, mit Kochsalzlésung gespilt und in flussigem Stickstoff
tiefgefroren. Das herznahe Dirittel, inklusive des Nahtbereiches und eines kleinen
Stuckes Eigengewebe, wurden in eine Petrischale mit isotoner Kochsalzlésung fur
immunhistochemische Farbungen udberfihrt. Das herzferne Drittel, ebenfalls mit
Nahtbereich und einem Stlick angrenzendem Eigengewebe, wurden in Formalin in
einer Petrischale gelagert.

Nach der Entfernung des Aortentransplantats wurde das Tier durch Herzpunktion
und Entnahme der maximal aspirierbaren Blutmenge getdtet, was durch einen
Herzkammer-schnitt zusatzlich gesichert wurde. Das Blut wurde auf Eis gelagert und
fur Untersuchungen aufbewahrt. So schnell wie mdglich, nach der todlichen
Blutentnahme, wurden ein Stiick Thymus und ein Stick Milz entnommen und
ebenfalls in Flussigstickstoff eingefroren. Der verbliebene Kadaver wurde den

Vorschriften entsprechend entsorgt.

3.2.8 Kryofixierung von Gewebeproben und Herstellun g von

Gewebeschnitten

Fur die Beurteilung der EC-Besiedlung auf dem Lumen des GefalRes wurde das
Gewebe nach jedem Versuch mittig geteilt und durch Einbettung in Formalin oder N,
fixiert. Die in Formalin gelagerten Proben wurden extern in Paraffin eingebettet,
geschnitten und HE gefarbt. Die zweite Halfte des Gefalles wurde in Tissue Tec
eingebettet. Dazu wurde es direkt nach der Entnahme aus dem GefalRreaktor mit

PBS gespult und fur 25min in 4% Paraformaldehyd fixiert. Anschliel3end wurde das
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Innere des Gefalles mit Tissue Tech geflllt, dann das komplette Gefal} in flissiges
Tissue Tech gelegt und in flissigem Stickstoff schockgefrostet. Bis zur Herstellung
der Gewebeschnitte wurde das so praparierte Gewebe bei -70C aufbewahrt.

Die Gewebeschnitte wurden mit Hilfe eines Kryostaten hergestellt. Die Schnitte
wurden bei -13T mit einer Dicke von 5um angefertigt. Dazu wurde das gefrorene
Gewebe mit Tissue Tech auf einem Objekthalter fixiert und in die
Schneidevorrichtung eingespannt. Der entstandene Schnitt wurde direkt auf einen
beschichteten, bei Raumtemperatur aufbewahrten Objekttrager aufgezogen. Nach
einer Trocknungszeit von etwa 1h konnten die Schnitte fir die immunhistochemische

Farbung verwendet werden oder wurden bei -70C gela gert.

3.2.9 Hamatoxylin-Eosin Farbung

Durch die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) lassen sich Zellkerne deutlich anfarben,
da sie als einzige den Farbstoff Hamatoxylin (blau) aufnehmen. Durch die
Gegenfarbung mit Eosin erscheint das Zytoplasma rot und bildet einen guten

Kontrast zu den dunklen Zellkernen.

Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt: Nachdem die Schnitte 10
min in eiskaltem Aceton fixiert wurden, liel3 man diese trocknen und farbte sie fur 3-4
min mit Papanicolaou. Danach spullte man die Schnitte mit Aqua dest. und féarbte
anschlieend flr 3 min. mit Eosin gegen. Es folgten drei Spulschritte, der Erste mit
Aqua dest., der Zweite fur 5 min. mit 96% Alkohol und der Dritte fir 5 min. mit 200%
Alkohol. Die so praparierten Schnitte wurden mit Entellan, einem Eindeckmedium auf
Alkoholbasis, eingebettet.

3.2.10 Immunhistochemische Farbung von Gewebeschnit  ten

Zur Beurteilung des Besiedlungsgrades der GefalRe wurden diese wie im vorher-
gehenden Abschnitt beschrieben eingebettet und 5um dicke Schnitte hergestellt. Als
spezifische Marker fur Endothelzellen fanden CD31, als Lymphozyten- bzw. NK-

Zellmarker TCR, CD45, CD68 (ED1) und NKRP1 und als Isotyp-Kontrollantikorper
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MOPC-1 Verwendung. Es wurde eine ABC-Farbung durchgefiihrt. Diese basiert auf
einer Immunenzym Reaktion zur Lokalisierung von Antikdrpern. Bei dieser Reaktion
bindet ein Komplex aus Biotin, Peroxidase und Avidin an einen biotinylierten
Sekundarantikdrper. Der Komplex setzt das Substrat DAB (Diaminobenzidin),
welches als Nachweissubstanz dient, durch Vernetzung zu Polymeren um, welche
als dunkelvioletter bis brauner Niederschlag ausfallen. Der Vorteil der ABC-Methode
liegt in ihrer hohen Sensitivitat, da Avidin und Biotin eine sehr hohe Bindungsaffinitat
aufweisen. Des Weiteren kdnnen auch sehr schwache Immunreaktionen
nachgewiesen werden, da durch die verschiedenen Amplifikationsschritte wahrend
der Farbung (Bindung von Priméar- und Sekundarantikorper, ABC-Komplexbildung,
Komplexbildung am Sekundarantikdrper) eine hohe Spezifitat erreicht wird. Die bei -
70T gelagerten acetonfixierten Schnitte wurden auf getaut und das Gewebe mit Hilfe
eines Imedge-Stifts lickenlos umrandet, unter Vermeidung des Austrocknens. Es
folgten zwei Waschgénge in TBS/Tween. Danach wurde das Praparat mit einem
Gemisch aus TBS, Tween und 5%Pferdeserum blockiert (ca.50ul/Schnitt) und eine
Stunde bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Uberschiissiger
Blockpuffer wurde mit Zellstofftichern entfernt. Entsprechende Mengen von in
Blockpuffer verdinnten Antikoérperlosungen (Tabelle 5) wurden aufgetragen und tber
Nacht bei 4C bzw. 1,5h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.
Dabei wurde auch eine Negativkontrolle erstellt, welche anstatt der Antikérperlésung
mit Blockpuffer inkubiert wurde. Im Anschluss wurden zwei Waschgange mit
TBS/Tween durchgefuhrt. Dann folgte eine einstindige Inkubation mit einem
biotinylierten Sekundarantikérper (anti-Maus-IgG), sowie ein erster Waschschritt in
TBS/Tween-Losung und eine zweiter Waschschritt in TBS fur jeweils 5 Minuten.
Nach vorsichtigem Trockenwischen der Objekttrager mit einem Zellstofftuch wurde
ein Tropfen (ca. 50ul) H,O2-Blocklésung aufgetragen. Nach 20minttiger Inkubation
wurde der Objekttrager erneut mit einem Zellstofftuch von Flussigkeitsresten befreit
und for 2 mal 5 Minuten in TBS gewaschen. Nach dem Auftragen eines kurz zuvor
angesetzten ABC-Peroxidase-Komplexes und 30minttiger Inkubation bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer wurde der Objekttrdger erneut von
Flussigkeit befreit und zwei Mal in TBS gewaschen. AnschlieRend wurde auf den
getrockneten Objekttrager AEC-Fertigldsung aufgebracht und bei Raumtemperatur

fur 6 Minuten belassen. Mit einer Pipette wurde die Farbeldsung abgesaugt und der
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Objekttrager erneut zwei Mal gewaschen. Nach erneutem Trocknen folgte ein letzter
Farbeschritt mit Hamatoxillin/Eosin Uber 2 Minuten und nach dem Absaugen der
Flussigkeit mit einer Pipette zwei Waschschritte in TBS und ein letzter in Aqua dest

fur jeweils 5 Minuten. Die trockenen Objekttrager wurden mit Aquatex eingedeckt.

3.2.11 PCR-Analyse

TagMan-Real-time RT PCR

Die RNA-Extraktion, die cDNA-Synthese und TagMan-Real-time RT PCR wurden
nach der "Arbeitsanleitung zur molekularbiologischen Bestimmung der
Genexpression* durchgefiihrt. *

RNA-Extraktion

Die Gesamt-RNA wurde aus dem Aortensegment mittels TRIzol®-Reagent
(Invitrogen, Karlsruhe) isoliert. Das Aortensegment wurde in 1 ml TRIzol®
homogenisiert ( 1ml TRIzol® pro 50 mg Gewebe). Nach 5 Minuten Inkubation bei RT
wurde 200 pl Chloroform hinzugegeben. Das Reaktionsgefal wurde fir 15 Sekunden
geschuttelt und die Probe, nach kurzer Inkubation, fur 15 Minuten bei 11200 rpm und
4T zentrifugiert. Der RNA enthaltene Uberstand wurde in ein RNAse-freies
Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Nach Zugabe von 10 ug Glycogen wurde das Gemisch bei
-80° Uber Nacht inkubiert. Ins Reaktionsgefal3 mit d er RNA-Losung wurden 500 pl
Isopropanol hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde vorsichtig geschittelt und
fur 10 min bei RT inkubiert. Anschliel3end wurde erneut fir 15 min. bei 12000 rpm
und 4 T zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene RNA-
enthaltende Pellet mit 1 ml 75%-igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde
anschlieRend 5 Minuten bei 7500 rpm und 4T zentrif ugiert. Der Uberstand wurde
wieder verworfen. Das Pellet wurde 5 Minuten luftgetrocknet, in 35 yl DEPC-Wasser

resuspendiert und 10 Minuten bei 55 inkubiert. 2

1 freundlicherweise durchgefihrt von Sabine Brésel, Institut fir Medizinische Immunologie, Charité Berlin

2 Erstellt durch Katrin Vogt, Institut fir Medizinische Immunologie, Charité Berlin

42



Reverse Transkription

Die isolierte RNA wurde zunachst durch eine reverse Transkriptase in cDNA
umgeschrieben. Fir die Herstellung einer cDNA-Probe wurde 2 ug RNA eingesetzt.
Nach Zugabe von 16 pyl DEPC-H,O und 2 ul odT-Primer wurde das Gemisch kurz
abzentrifugiert und 10 Minuten bei 75° zur Losung d er Sekundéarstrukturen inkubiert.
Anschliel3end wurde ein Mixansatz vorbereitet:

8 ul first Strand Buffer (FSB)

4 ul Dithiothreitol (DTT/0,1M)
4 pl dNTP (2,5mM)

2 ul DNase (2U/ul)

0,5 ul RNase-Inhibitor (40U/pl)

18,5 pl Mix wurde pro Ansatz pipettiert. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37C wurden
die Proben zur DNase-Inaktivierung 5 Minuten auf 75T erhitzt. Nach Zugabe von
reverser Transkriptase und RNase-Inhibitor wurden die Proben in einem
Thermozykler 60 Minuten bei 42 inkubiert. Anschliel3end wurde die Inkubation
durch Erhitzen auf 94<C fir 5 Minuten gestoppt. Dur ch reverse Transkription aus

extrahiertem RNA entstandene cDNA wurde mittels PCR amplifiziert.

Real-time RT PCR

In dieser Arbeit wurde die Expression von CD3, IFNy, IP10, Tissue factor, eNOS und
als Referenzgen (engl.: housekeeping gene) B-Aktin der Ratte quantitativ mittels real-
time RT PCR durch GeneAmp®5700 Sequence Detection System (TagMan, Perkin-
Elmer Biosystems, Weiterstadt, Germany) ermittelt. Alle Primer wurden mit der
Primer express®Software (Perkin-Elmer Biosystems) hergestellt. Die Expression von
B-Aktin diente bei allen Analysen als Bezugspunkt fur jede einzelne Probe. Fir jede
Probe wurde ein CT-Wert (threshold cycle) ermittelt. Als CT-Wert wird der Zeitpunkt
bezeichnet, bei dem die exponentiell zunehmende Signalintensitat einen
Schwellenwert erreicht. Dieser Schwellenwert wird als erster Wendepunkt auf der

Fluoreszenzkurve definiert.
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Die Ausgangskonzentration (X) der Zielsequenz wird durch die Formel berechnet:
X=(1+E)-ACT
Hierbei ist: ACT = CT (Zielsequenz) — CT (B-Aktin) und E=Effizienz der Reaktion.

3.2.12 Bildmorphometrie der immunhistochemischen Pr aparate

Teile der Gefalditransplantate wurden wie unter 3.2.8 beschrieben flr
immunhistochemische Untersuchungen aufgearbeitet. Mittels Probeschnitten
bekannter Infiltrationsstarken wurde die Morphometriesoftware kalibriert und fur
jeden Marker bestimmte Grundeinstellungen der Erkennungsempfindlichkeit, sog.
Makros, definiert. Diese Makros dienten als Messgrundlage fur alle Praparate eines
Markers, so dass eine Vergleichbarkeit der Messergebnisse zwischen verschiedenen
Versuchsgruppen ermdoglicht wurde*. Die Objekttrager wurden unter einem
computerunterstiitzten Mikroskop (Leica DMRD™, Leica Bensheim, Deutschland) bei
200-facher VergrofRerung analysiert. Die Gefal3schnitte wurden dabei abschnittweise
fotografiert. Die zu analysierenden Gefal3schichten (Intima und Media) wurden
markiert und die Infiltration in Form von Signalen pro Flache computergestitzt mit
Hilfe der auf Microsoft Windows 98® basierten digitalen Morphometriesoftware Lucia
G, (Version 3.52b, Imaging Laboratories, Prag, Tschechien) nach automatischer
Optimierung von Schérfe und Kontrast ausgezahlt. Zunachst wurde die Intima,
anschlieBend die Media getrennt voneinander auf Infiltrationsstarke vermessen. Die
Messwerte wurden computergestitzt in das Format einer Microsoft Excel®-Datei
konvertiert und dort in tabellarischer Form dargestellt. Aus den Werten der Infiltration
von Intima und Media berechnete die Erkennungssoftware die durchschnittliche
Gesamtinfiltration innerhalb der gesamten analysierten Flache. Die tabellarisch
aufgeflihrten Werte wurden nach Gruppen sortiert und mit Hilfe von Microsoft Excel®

in Diagrammform dargestellt.

*Bereitstellung der Messinstrumente und Optimierung der Grundeinstellung erfolgte freundlicherweise durch Kerstin Puhl und

Dirk Westermann aus der Klinik fur Kardiologie und Pulmologie, Charité - Universitatsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin
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3.2.13 Statistik

Mann-Whitney U-Tests fir ungepaarte Daten wurden mit Hilfe des Computer-
programms KyPlot 5.0 zur Signifikanzbestimmung durchgefihrt, (* - signifikant, p-
Wert <0,05; **- hoch-signifikant, p-Wert <0,01)
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4 Ergebnisse

4.1 Reaktivitat von NKRP1-(+) Zellen gegeniber RAEC  in vitro

4.1.1 Isolation und Charakterisierung NKRP1(+) Zell en aus

Rattenmilzen

Die phanotypische Charakterisierung der NK-Zellfraktionen erfolgte per
Durchflusszytometrie mit Hilfe eines monoklonalen FITC-markierten a-NKRP1-
Antikorpers, sowie eines PE-markierten a-TCR-Antikorpers. Durch eine
Doppelmarkierung konnten sowohl ausschliel3lich NKRP1(+) NK-Zellen als auch
NKRP1(+) TCR(+) NKT-Zellen detektiert werden. Fur die Isolation bzw. FACS-
Farbung wurden Zellen verwendet, die zuvor als Interphase per Dichtezentrifugation
aus dem Gesamtzellhomogenisat abgetrennt wurden. Das fur die Isolation
entwickelte Vier-Stufen-Protokoll flhrte zu einer effektiven Anreicherung der
NKRP1(+)TCR(-) Zellen. Durch eine Kombination der verschiedenen Separations-
methoden konnte der Anteil der NKRP1(+)TCR(-) Zellen mit jedem Schritt des
Protokolls erhoéht werden bis eine deutliche Anreicherung gegentber der
Ausgangskonzentration erreicht wurde, (Abbildung 4). In den isolierten Zellen wurden
hohe Anteile an NKRPL1(+)TCR(-) Zellen nachgewiesen, welche Natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) entsprechen, (Abbildung 6). Fir den Zytotoxizitatstest sollten
nur Isolate mit einem willkirlich festgesetzten Anteil von mindestens 50%
NKRP1(+)TCR(-) Zellen genutzt werden. Abbildung 4 zeigt die Ergebnisse der
Anreicherung durch den Anteil NKRP1(+) Zellen vor und nach dem
Anreicherungsprozess. Der prozentuale Anteil der NK-Zell-Population an der
Gesamtzellpopulation aus allen fur Zytotoxizitatstests genutzten Isolationen lag bei
durchschnittlich 74% + 9,6%. Die absolute Zellzahl der mit NK-Zellen angereicherten
Isolate variierte zwischen 2,2 x 10° bis 10 x 10° mit einem Mittelwert von 5,1 x 10°, +
Standardabweichung (StAbw) 3,2 x 10°, Anzahl der Versuche (n) = 6. Die fir die
Isolationen eingesetzten Ausgangszellzahlen lagen zwischen 1x10e8 und 3x 10e8.
Vor der Isolation betrug der Anteil NKRP1(+)-TCR(-) Zellen durchschnittlich ca. 12%,
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+/- 1,3%, n=3, (siehe Abbildung 4). In der (-)-Fraktion waren durchschnittlich noch
4,71% +/-2,73% NKRP1(+) Zellen enthalten, n=17.
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Abbildung 4: Effektive Anreicherung NKRP1(+)TCR(-)  Zellen durch etablierte Protokolle:

Dargestellt ist der Vergleich des prozentualen Anteils der NKRPL1(+)TCR(-) Zellen an der
Gesamtzellmenge. ,Vor Separation“ bedeutet, dass unmittelbar nach der Dichtezentrifugation der
Anteil NKRP1(+)TCR(-) Zellen ermittelt wurde. ,Nach Separation* bedeutet nach MACS-Separation.
Es sind die Mittelwerte +/- StAbw nach Separation (n=6) und vor Separation (n=3) dargestellt. Es

konnte eine signifikante Anreicherung der NKRP1(+) Zellen erreicht werden (p<0,05*).
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Die verschiedenen Zellpopulationen wurden zum Zeitpunkt vor und nach der
Anreicherung mittels Magnetseparation durch die spezifische Anfarbung mit NK- und
T-Zell-Markern charakterisiert. Dabei erfolgte zunachst im FACS die Eingrenzung
vitaler Zellen mit Hilfe des Vorwarts- und Seitwarts-Scatter, wie in Abbildung 5a und
6a dargestellt. Die Doppelfarbung der Zellen vor der Magnetseparation ergab einen
deutlichen Anteil ausschliel3lich NKRP1(+) Zellen. In der als reprasentativem Beispiel
dienenden Dot-Plot-Darstellung (Abbildung 5b) zeigte sich ein Anteil von 13,49%
ausschlie3lich NKRP1(+)-Zellen und ein entsprechend hoher Anteil an TCR(+) T-
Zellen von 40,09%. Der Anteil von doppeltmarkierten NKRP1(+)TCR(+) NKT-Zellen
in der analysierten Population ist mit 3,58% vernachlassigbar klein.

Im Gegensatz dazu konnte durch FACS-Analyse die deutliche Anreicherung
NKRP1(+) Zellen nachgewiesen werden. Abbildung 6b zeigt ein reprasentatives
Ergebnis einer Doppelfarbung mit einem Anteil von 78,3 % NKRP1(+) Zellen, einem
T-Zell-Anteil von nur noch 45% und einem Anteil doppelt markierter
NKRP1(+)TCR(+) NKT-Zellen von 10,59%.

Der NK-Zell-Anteil im Isolat sollte definitionsgemald tUber 50% liegen, um eine
ausreichend reine Population im Zytotoxizitatstest einsetzen zu kénnen. Zellen, die
das NK-Zell-reiche Isolat verunreinigen kénnten, fanden sich in den Zellen der NK-
Zell-armen (-)-Fraktion nach der MACS-Separation (siehe Abbildung 3).
Dementsprechend galt es die Verunreinigung mit anderen Zellen zu quantifizieren
um eine Optimierung des Isolationsprotokolls zu erméglichen, sowie evtl.
Storeinflisse auf die Testergebnisse beurteilen zu kdénnen. Daher wurden auch
Zellen der (-)-Fraktion mit Hilfe der Marker NKRP1 und TCR untersucht. Die in
Abbildung 9a untersuchte Population im Bereich R1 stellt vitale und homogene
Zellen dar. Die Abnahme des relativen Anteils von NK-Zellen von 13,49% vor der
Separation (Abbildung 5b) auf 5,23% in der (-)Fraktion, (Abbildung 7b), deutete auf
eine erfolgreiche Anreicherung der NK-Zellen in der NK-Zell-reichen (+)-Fraktion
durch die MACS-Separation hin. Mit 83,3% stellen T-Zellen den grol3ten Anteil der (-
)-Fraktion dar. Doppelt positive NKT-Zellen sind mit einem Anteil von 3,36%

vernachlassigbar.
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Abbildung 5: Phanotypische Charakterisierung der Mi Izzellisolate vor MACS-Separation

a) Die in R1 dargestellte Zellpopulation zeigte eine hinsichtlich der GréRe (FSC) und Granularitat
(SSC) ahnliche Beschaffenheit und wurde als Population vitaler Zellen definiert.

b) Vor dem Isolationsprozess stellen T-Zellen mit 40% den gréRten Anteil dar. Im rechten unteren
Quadranten zeigt sich ein Anteil von 13,49% potentiell isolierbarer NK-Zellen. Die im rechten oberen
Quadranten dargestellten NKT-Zellen spielen vor der Separation mit einem Anteil von 3,58% in Bezug
auf ihre Menge eine untergeordnete Rolle.
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Abbildung 6: Anteil NKRP1(+)TCR(-) Zellen im (+)-Is  olat nach MACS-Separation

a) Nach der Isolation ist der Anteil der enthaltenen, vitalen Zellen homogener geworden. Die in R2
dargestellten Zellen stellten den Grof3teil der isolierten Zellen dar. In dieser Population wurde ein
hoher Anteil an NKRP1(+) Zellen vermutet. Da die Reinheit der NK-Zellen tiber 50% lag, konnte solch
ein Isolat definitionsgemalf fur die Durchfuihrung eine Zytotoxizitatstests genutzt werden.

b) NK-Zellen stellen nach der Isolation mit 78,32% die grof3te Subpopulation dar. Der Anteil der
doppelt positiven NKT-Zellen ist auf 10,59% angestiegen. Eine Verunreinigung mit T-Zellen von 4,5%
kann vernachlassigt werden.
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Abbildung 7: Anteil NKRP1(+)TCR(-) Zellen im (-)-Is  olat nach MACS-Separation

a) Die im Bereich R1 liegende Population vitaler Zellen stellte einen Grof3teil der (-)-Fraktion dar und
war in Bezug auf GréRRe und Granularitéat von @hnlicher Beschaffenheit.

b) Es zeigte sich, dass es sich bei 83,3% der Zellen aus R1 um T-Zellen und bei 3,36% der Zellen um
NKT-Zellen handelte. Ein Anteil von 5,23% NK-Zellen zeigt, dass die (-)-Fraktion nach der MACS-

Separation, gegeniber dem Gehalt vor Separation von 13,49%, NK-Zell-arm ist.
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4.1.1.1 Reaktivitat von Ratten-NK-Zellen gegenuber RAEC in

Zytotoxizitatstests

Im Hinblick auf die Verwendung von MHC-I defizienten RAEC als zellularer
Komponente von Geféalditransplantaten ist von besonderem Interesse, die Reaktivitat
Naturlicher Killerzellen auf die verminderte MHC-I-Oberflachenexpression zu
charakterisieren und mit der Reaktivitdt gegeniber nativen RAEC zu vergleichen.
Eine evil. zytotoxische Reaktion kann mit Hilfe des Zytotoxizitatstest in vitro
ausgelost und analysiert werden. Das Ausmald einer solchen Reaktion kann mit
diesem Test quantifiziert werden und soll somit wertvolle Hinweise geben, ob in vivo
mit einer Immunreaktion und daraus resultierender Transplantatschadigung zu
rechnen ist.

Zunachst stand die Bestimmung optimaler Bedingungen eines Zytotoxizitatstests mit
NKRP1(+) Zellen als Effektorzellen und RAEC als Zielzellen im Vordergrund. Neben
der Ermittlung der optimalen Zell- und Calcein-Konzentration musste untersucht
werden, ob YAC-1 Zellen als Kontrollzellen im Rattenmodell verwendet werden
kénnen, da es sich um Zellen murinen Ursprungs handelt. YAC-1-Zellen sollten im
Folgenden in den Zytotoxizitatstests als Positivkontrolle benutzt werden, da diese auf
Grund ihrer fehlenden MHC-Klasse | Expression nur durch NK-Zellen lysiert werden.
Das sollte, zusatzlich zur FACS-Messung, den Erfolg der NK-Zell-Anreicherung
bestatigen. Die FACS-Analysen mussten zuséatzlich durchgefthrt werden, da eine
phanotypische Charakterisierung der isolierten Zellen vor Beginn des Zytotoxizitats-
Tests gewahrleistet sein musste, um vorab Auskunft Gber die Verwendbarkeit der
Zellisolate Auskunft geben zu konnen. Der Anteil NKRP1(+)TCR(-) Zellen sollte, per

definitionem, nicht unter 50% liegen.
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4.1.1.2 Etablierung des Zytotoxizitatstests

Zunachst wurden optimale Testbedingungen fir den Zytotoxizitatstest unter
Verwendung angereicherter NK-Zellen ermittelt. Zunachst wurden die optimale
Zellzahl sowie die optimale Calcein-Konzentration zur Markierung der Zielzellen
bestimmt. Ziel war, die bestmdgliche Diskriminierung zwischen der maximalen
Zellyse (MR, engl.: Maximal Release) und einer spontan vorhandenen Lyse in
Kulturen mit Zellkulturmedium allein (SR, engl.: Spontan Release) zu erzielen. Dafur
musste die Zellzahl bestimmt werden, bei der die Differenz zwischen MR und SR der
Zelllyse maximal ist. Je grol3er diese Differenz, desto feiner die Abstufung der
ermittelten Werte.

Im Falle der Verwendung von YAC-1 lag die optimale Zellzahl bei 2 x 10* Zellen pro
well. Um zu verdeutlichen, bei welcher eingesetzten Zielzellzahl die Differenz
zwischen MR und SR am ginstigsten ist, wurde deren prozentualer Anteil bezogen
auf die maximale Zelllyse (in Abbildung 8b) grafisch dargestellt. Hierbei bestatigte
sich, dass bei 2 x 10* und 4 x 10* der prozentuale Anteil am héchsten war. Bei 4 x
10* Zellen war zwar der absolute Abstand noch gréRer, (Abbildung 8a), aber die Zahl
der benotigten NKRP1(+) Zellen ware so grol3 gewesen, das eine Isolation aus zwei
Rattenmilzen nicht die erforderliche Zahl an NK-Zellen erbracht hatte. Die Lyse der
YAC-1-Zellen erfolgte im Rahmen der Etablierung jedoch nicht durch NK-Zellen,
sondern durch eine 4- stiindige Inkubation mit 100l Triton X pro well; (n=3).

Analog zur Maximierung der Differenz zwischen MR und SR durch die Ermittlung der
optimalen Zellzahl wurde die optimale Calcein-Konzentration ermittelt, mit der die
YAC-1-Zellen geféarbt wurden. Dazu wurde eine vierstufige Verdinnungsreihe mit
Calcein erstellt, mit der die Zielzellen inkubiert wurden. Bei einer Konzentration von
20uM erreichte die Differenz zwischen MR und SR die héchsten Werte (siehe
Abbildung 9). Bei niedrigen und hohen Konzentrationen (5uM bzw. 40uM) war die

Differenz zu gering.

53



60000

50000

40000 -

BMaximalfreisetzung (MR)
O Spontanfreisetzung (SR)

30000 -

20000 -

10000 -

. b m-

4*10e4 2*10e4 1*10e4 5%10e3
a) YAC-1-Zellen/ Well

Relative Flourezcenz-Einheiten
(RFU)

60

50

40

30

20

Anteil MR-SR/MR [%]

10

4*10e4 2*10e4 1"10e4 5*10e3
b) YAC-1-Zellen pro Well

Abbildung 8: Etablierung des calceinbasierten Zytot oxizitats-Tests — Bestimmung der
optimalen Zellzahl

a) Die Differenz zwischen Maximal- und Spontanrelease stieg mit zunehmender Zielzellzahl an,
erreichte aber bei 2 x 10* eine ausreichend diskriminierbare GroRe.

b) Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Differenz zwischen MR und SR am MR. Hier wurde
bestatigt, dass 2 x 10e4 Zellen die geeignetste Zellzahl darstellte, da hierbei die Diskriminierung

maximal und der Bedarf an Effektorzellen klein genug war.
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Abbildung 9: Etablierung des calceinbasierten Zytot oxizitats-Tests — Bestimmung der
optimalen Calcein-Konzentration

Der Abstand zwischen MR und SR erreicht bei einer Konzentration von 20mM Calcein sein Maximum.

Die Lyse der YAC-1-Zellen erfolgte hierbei durch eine vierstiindige Inkubation mit 100ul Triton X pro
well. (n=3)

55



4.1.1.3 NK-Zell-Reaktivitat gegeniber Wildtyp-RAEC  und YAC-1-Zellen

In mehreren Versuchen wurden YAC-1-Zellen unter den gleichen Bedingungen, wie
die RAEC, mit den aus Rattenmilzen isolierten NKRP1(+) Zellen inkubiert. Es konnte
im Rahmen dieser Zytotoxizitatstests demonstriert werden, dass YAC-1 Zellen eine
zur (NK-Zell:YAC-1-Zell)-Ratio proportionale Lyse zeigen, die bei einem (NK:YAC-1)-
Verhaltnis von 5:1, zu einer rechnerischen Lyse mit einem Mittelwert von 112,3% +
29,9% fuhrte (Abbildung 10). Das ermdglicht den Einsatz von YAC-1-Zellen als
Positivkontrolle, die somit im Zytotoxizitatstest als Indikator fur die Verwendung
vitaler NK-Zellen nutzbar sind. In den Auswertungen wurden nur die
Zytotoxizitatstests berlcksichtigt, bei denen in den Effektorzellsuspensionen
mindestens 50% NKRP1(+)TCR(-) enthalten waren und bei denen die YAC-1-Zellen
in der hochsten Effektor:Zielzell-Ratio vollstandig lysiert wurden.

Bei der Analyse der Endothelzellen zeigte sich sowohl bei den syngenen LEW-RAEC
als auch bei den allogenen DA-RAEC eine ebenfalls dosisabhangige Zelllyse, jedoch
auf einem basalen Niveau. In der Tendenz weisen jedoch die allogenen DA-RAEC
eine geringe spezifische Lyse (9,8% +/- 20,5% bei einer Effektor-Zielzell-Ratio von
5:1) im Vergleich zu den syngenen LEW-RAEC (40,2% +/- 29,1% bei einer Effektor-
Zielzell-Ratio von 5:1) auf. Die Unterschiede zwischen den Lysewerten beider RAEC-

Typen sind jedoch bei keiner Effektor:Zielzell-Ratio signifikant (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Zytolytischer Effekt der NK-Zellena  uf syngene und allogene Wildtyp-RAEC

Dargestellt ist die spezifische Lyse der (syngenen) LEW-RAEC, der (allogenen) DA-RAEC, sowie der
NK-sensitiven murinen Zelllinie YAC-1 (Positivkontrolle) durch NKRP1(+) Zellen bei verschiedenen
Effektor:Zielzell-Ratios. Alle verwendeten Zelltypen zeigten eine dosisabhangige Lyse. Die
Unterschiede zwischen den spezifischen Lysen der LEW-RAEC und der YAC-1-Zellen sind signifikant
(*; p<0,05). YAC-1 n=3, L-RAEC n=3, DA-RAEC n=2
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4.1.1.4 NK-Zell-Reaktivitat gegenuber RAEC mit verr ingerter MHC-I-

Oberflachenexpression

Potentiell inhibierende Signale auf die zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen werden u.
a. durch die Gegenwart von MHC | Molekllen auf der Zielzelloberflache ausgeldst.
Die entscheidende Frage war, wie weit diese inhibierenden Signale durch
herabgesetzte MHC | Oberflachenexpression verringert werden kdnnen, ohne das
Signalgleichgewicht so weit in Richtung Aktivierung zu verschieben, dass eine
Zytolyse erfolgt. Ein Teil der RAEC wurden durch die unter 2.1.7.2 beschriebene
Expression eines Intrabodies in ihrer MHC | - Oberflachenexpression gehemmit.
Tabelle 11 vergleicht die MHC-I-Oberflachenexpression der verschiedenen RAEC-
Kulturen mit Hilfe der Durchflusszytometrie nach Anfarbung mit einem OX18-AK und
einem PE-markierten Sekundarantikbrper. Die in der mit ,Wildtyp (WT)*
gekennzeichneten Zeile der Tabelle 11 dargestellten Zellen wurden nicht
transduziert, haben aber als Kontrollfraktion den mechanischen Sortierprozess zum
Aufreinigen der Kulturen durchlaufen. lhre MHC-I-Expression entspricht dem
physiologischen Ausmal? und wird als Referenzwert genutzt.

36,4% der in der zweiten Zeile (Tabelle 11) mit (nur GFP) bezeichneten RAEC
konnten erfolgreich mit dem Konstrukt fir eine GFP-Expression transduziert werden.
Die MHC-I-Oberflachenexpression von 95,1% dieser Kultur entspricht dem Niveau
der Wildtypzellen. Sie dienen als Indikator fir immunologische Veranderungen durch
den Transduktionsvorgang. Die in der unteren Zeile (Tabelle 11) mit (OX18)
gekennzeichneten RAEC wiesen nach der Transduktion mit dem Intrabody und dem
GFP-Gen zu 55% eine herunterregulierte MHC-I-Oberflachenexpression auf. Das
MHC-I-Expressionslevel dieser Kultur lag somit deutlich unter dem physiologischen
Ausmal3. Somit standen drei verschiedene RAEC-Kulturen flr Zytotoxizitatstest zur
Verfiigung mit deren Hilfe die aus der verminderten MHC-I-Expression resultierenden

Veranderungen der Immunogenitat analysiert werden konnten.

58



a) b)
WT a0X18+3lgGPE 001 WT a0X18+algGPE 001
7854 003
o &
: ol o 8
Wildtyp-RAEC (WT) JE: :
8
©
o 200 409, S0 800 1000 w e
FSC S50
GFPKo 20X18+31gGPE 003
- " E
_ ‘ iy 3
transduzierte RAEC (nur 2| u] g RIS
é’
GFP)
"0 200 400 00 800 1000
FSCH
FSC oFP
1 _OX18RAEC aOX18+algGPE 005 OXIBRIEC 20K 18+2lgGPE.005
1054| 32.27]
w 222 | 5486
[
: 2 -
transduzierte, MHC-I- 2| R
.. 3
defiziente RAEC (OX18) ®
To a0 obapsc_a'oo 300 1000 B A
Fsc GFP

Tabelle 11: Vergleich der MHC-I-Oberflachenexpressi  on transduzierter und nicht-transduzierter
DA-RAEC

Spalte a): Die hier gezeigten FSC/SSC-Abbildungen zeigen in den mit R1 bis R3 markierten
Bereichen die auf ihre MHC-I-Oberflaichenexpression zu untersuchenden, vitalen Zellpopulationen
(oben: Wildtyp-RAEC, Mitte: kontrolltransduzierte, GFP(+)-RAEC, unten: transduzierte GFP(+) -MHC-
I-defiziente RAEC)

Spalte b): Auf den oben gezeigten Wildtypzellen lieBen sich in 78,7% MHC-I-Molekiile anfarben
(obere Quadranten. Dieses MHC-I-Expressionniveau wird als physiologisch gewertet und als
Referenzwert zu Grunde gelegt. Da die Zellen untransduziert, also GFP(-) waren, wurde als zweites
Merkmal die Granularitat (SSC) gewéhlt. Die in der Mitte gezeigten kontrolltransduzierten RAEC
exprimierten in 36,4% GFP und zeigen eine physiologische MHC-I-Oberfachenexpression (rechter,
oberer Quadrant). Diese Zellen wurden erfolgreich transduziert und dienten als Indikator fir
immunologische Veranderungen durch den Transduktionsvorgang. Die unten gezeigten RAEC

zeigten in 55% eine herabgesetzte MHC-I-Oberflachenexpression bei gleichzeitiger Expression von
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GFP. Diese Zellpopulation war ausreichend rein um in spateren Zytotoxizitatstests und

Transplantationsversuchen mit den Kontrollzellen verglichen werden zu kdnnen; (n=1).

Abbildung 11 zeigt die zytolytische Wirkung der mit NK-Zellen angereicherten
Zellsuspensionen auf verschiedene allogene Zielzellen in Abhangigkeit von
unterschiedlichen Effektor:Zielzell-Ratios. Die hohe Lyserate der YAC-1-Zellen
(ca.95%) ist signifikant héher als bei den allogenen DA-RAEC und zeigt, dass es sich
bei den Effektorzellen um NK-Zellen handelte (pos. Kontrolle). Bezuglich der Lyse
von RAEC-Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen

Populationen festgestellt werden.
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Abbildung 11: Vergleich der Sensitivitdt von Wildty p-Endothelzellen und MHC-I-defizienten
allogenen RAEC gegenuliber der zytolytischen Aktivitda  t von NK-Zellen

Dargestellt ist die spezifische Lyse von YAC-1-Zellen sowie aller drei untersuchten RAEC-Typen: DA-
Wildtyp-RAEC, Intrabody-transduzierten-DA-RAEC (LE OX18 IRES hrGFP) und kontroll-
transduzierten DA-RAEC (LE IRES hrGFP) in Abhangigkeit von der Effektor- und Zielzell-Ratio. Alle
Zelltypen zeigten eine dosisabhangige Lyse. Es konnten keine signifikanten Unterschiede der
spezifischen Lysen zwischen den gezeigten RAEC-Typen detektiert werden. Bei allen abgebildeten
Effektor:Zielzell-Ratios sind die spezifischen Lysen der YAC-1-Zellen gegeniber den spezifischen
Lysen der RAEC signifikant hdéher, * p<0,05. YAC-1: n=4, OX18:n=5, GFP: n=5, DA: n=4



4.1.1.5 Reaktivitat NKRP1(-) Zellen gegeniber RAEC

Die Zellen, die wéhrend der MACS-Separation von der (+)-Fraktion getrennt wurden,
werden als (-)-Fraktion bezeichnet, da die meisten Zellen einen NKRP1(-) Phanotyp
aufweisen. Der durchschnittliche Anteil NKRP1(+) Zellen nach allen Separations-
schritten betrug 74,59 % (n=6). Da die Anreicherung der (+)-Fraktion auf
durchschnittlich 74% NKRP1(+) Zellen noch eine Kontamination von mindestens
26% NKRP1(-) Zellen beinhaltet, war es wichtig herauszufinden, ob durch die
Kontamination eine Verfalschung der Ergebnisse entsteht. Die Isolate wurden
aulBerdem mit einem a-T-Zell-Rezeptor (TCR) Antikorper gefarbt um
Lverunreinigungen®, z. B. durch NKT-Zellen quantifizieren zu kénnen. Um den
Einfluss der verunreinigenden Zellen auf die Testergebnisse zu prifen, wurden
Zellen der NKRP1(-)-Fraktion in Zytotoxizitats-Tests unter gleichen Bedingungen
eingesetzt, wie die Zellen der NKRP1(+)-Fraktion.

Abbildung 12 zeigt die zytolytische Wirkung der NK-Zell-armen Zellsuspension, deren
Zellen in den ,Verunreinigungen® der NKRP1(+)-Fraktion zu finden sind. Bei allen
Effektor:Zielzell-Ratios kann die spezifische Lyse der Zielzellen als ,basal”
bezeichnet werden. Eventuelle ,Verunreinigungen“ der NKRP1(+) Zellen mit Zellen
der NKRP1(-) Fraktion haben somit keinen verfalschenden Einfluss auf das Ergebnis
der Zytotoxizitatstests mit Zellen der (+)-Fraktion.

Es muss aber bertcksichtigt werden, dass die ,Verunreinigungen® der (+)-Fraktion
und die Zellen der (-)-Fraktion Unterschiede aufweisen kénnten. Durch die Isolation
mit Hilfe eines a-NKRP1-Antikdrpers konnen in der (+)-Fraktion NKT-Zellen

enthalten sein, welche in der (-)-Fraktion nur in geringerem Mal3 zu finden sind.
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Abbildung 12: Zytolytischer Effekt der NKRP1(-)-Fra  ktion syngene und allogene Wildtyp-RAEC
sowie YAC-1-Zellen

NKRP1(-) Zellen verursachen bei allen eingesetzten Effektor:Zielzell-Ratios eine als basal zu
bezeichnende Lyse aller verwendeter Zielzellen. Somit kann eine Verfalschung der Zytotoxizitatstest
durch Zellen der NKRP1(-) Fraktion ausgeschlossen werden. Die Unterschiede der spezifischen
Lysen sind nicht signifikant, p>0,05. YAC-1 n=3, L-RAEC n=3, DA-RAEC n=2
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4.2 Transplantation von GefalRersatzsticken aus azel Ilularer Matrix
und RAEC

4.2.1 Quantitative Betrachtung der Transplantations  versuche

Es konnten fur diese Arbeit insgesamt 43 Tiere operiert werden. Bei 41 Tieren
erfolgte die Organentnahme 4 Wochen +/- 2 Tage nach der Implantation. Insgesamt
wurden 13 mit LEW-RAEC besiedelte, 7 mit DA-RAEC besiedelte, 8 mit OX18-RAEC
besiedelte, 9 mit GFP-RAEC besiedelte und 6 zellfreie Matrices transplantiert. In den
43 Transplantationen sind auch die vorzeitig beendeten (n=5) und die flr
nachfolgende Untersuchungen nicht genutzten Versuche enthalten (n=5). Die flnf
Transplantationsversuche, die vorzeitig abgebrochen werden mussten, betrafen
folgende Gefaltransplantate: 1 x mit LEW-RAEC besiedelt am 3.Tag post-OP, 1 x
mit DA-RAEC besiedelt am 1. Tag post-OP, 2 x mit GFP-RAEC besiedelt am 1. bzw.
2.Tag post-OP und 1 x mit OX18-RAEC besiedelt am 16. Tag post-OP. Bei
Versuchsabbruch wurde das jeweilige Tier sofort obduziert. Meistens waren
nahtbedingte Stenosen mit daraus folgendem Gefal3verschluss die wahrscheinlichste
Todes- bzw. Abbruchursache.

Zwei mit sygenen RAEC besiedelte Explantate waren 4 Wochen nach OP
zugewachsen und vollstdndig undurchlassig. Die Tiere Uberlebten trotzdem
scheinbar gesund bis zum geplanten Explantationstermin nach 4 Wochen. Deren
Explantate wurden jedoch nicht fir PCR-Untersuchungen genutzt. Ein mit GFP-
RAEC besiedeltes Gefaliersatzstiick war bei Explantation vereitert. Auch dieses
Explantat wurde bei den anschlieenden PCR-Untersuchungen nicht berlcksichtigt.
Bei einem Tier erfolgte die Entnahme bereits nach 2 Wochen. Bei der Entnahme
erschien das Gewebe noch nicht frei von der, durch die Implantation verursachten,
Wundheilung. Die Gewebeentnahme gestaltete sich hierbei, wahrscheinlich aufgrund
von Verwachsungen, schwierig. Diese Transplantation wurde in den anschlieBenden
PCR-Untersuchungen ebenfalls nicht bericksichtigt. Ein Tier wurde wegen des
Verdachts auf eine Oxyuren-Infektion nicht in die Analysen einbezogen.

Es wurden 5 Gruppen erfolgreich transplantiert und die Explantate anschlie3end
sowohl immunhistochemisch, als auch mittels quantitativer RT-PCR (LEW-RAEC:
n=6, DA-RAEC: n=6, OX18-RAEC: n=6, GFP-RAEC: n=6, Matrix: n=6) untersucht.
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4.2.2 Immunhistochemische Untersuchungen der Gefal3e  rsatzstiicke

4.2.2.1 Expression des endothelspezifischen Markers CD31

Betrachtet man zunéchst die Expression des Endothelzellmarkers CD31, so lie3en
sich in den Gefaliersatzstiicken relevante Charakteristika nachweisen. Die vor der
Implantation mit Endothelzellen besiedelten Gefal3ersatzstiicke zeigten in der Intima
grof3e und in der Media kleine CD 31(+) Zellpopulationen. Auch in den unbesiedelt
implantierten Matrixstrukturen zeigten sich nach vierwdchigem Verbleib im
Transplantatempféanger relativ hohe Werte in der Intima und kleine Werte in der
Media-aquivalenten Schicht, da vermutlich Endothelzellen des
Transplantatempféngers aus den angrenzenden Aortenbereichen eingewachsen
waren (Abbildung 13). Hinsichtlich der CD 31 Expression in den mit RAEC
besiedelten Gefaliersatzstlicken zeigten sich keine signifikanten Unterschiede (p >
0,05).
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Abbildung 13: Computergstitzte Quantifizierung CD31 (+) Zellen in den Gefal3ersatzstiicken

vier Wochen nach Implantation

In den unbesiedelten Matrixsticke sind vier Wochen nach Implantation CD31(+) Zellen nachweisbar.
Matrices, syngen -, allogen - und mit transduzierten RAEC besiedelte Gefal3stiicke weisen keine
signifikant unterschiedlichen CD31 Expressionen in den Intimae auf, p>0,05. In allen
Gefalersatzstiicken stammt der grofdte Anteil der gesamten CD31-Expression aus Zellen der Intima.
Matrix n=6, LEW n=6, DA n=5, OX18 n=4, GFP n=5
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Da die Endothelzellen Haupttrager der antigenen Eigenschaften sind, muss davon
ausgegangen werden, dass eine Vergleichbarkeit der Immunogenitat verschiedener
Gefallersatzsticke nur dann moglich ist, wenn man von gleichen Mengen an
Endothelzellen im Gefal3ersatzstiick ausgehen kann. Geht man von gleicher Dichte
der CD31-Oberflachenexpression auf den verschiedenen Zelltypen aus, so kénnten
unterschiedlich starke Immunreaktionen auf unterschiedliche Endothelzelldichten in
den Gefal3ersatzstiicken zuriickzufiihren sein. Um eine quantitative Vergleichbarkeit
zu schaffen, wurde das CD31-Signal der mit LEW-Endothelzellen besiedelten
Gefallersatzstiicke als Referenzwert genommen, da diese Gefalle am ehesten der
physiologischen Gefalsituation entsprechen. Alle anderen spezifischen Marker-
Signale wurden dazu relativ in Bezug gesetzt und ein Korrekturfaktor ermittelt, der
angab um das Wievielfache sich die Zellzahlen im Transplantat unterschieden.
Dieser Korrekturfaktor wurde auf alle anderen gemessenen Parameter angewandt,
um eine Standardisierbarkeit zu gewahrleisten. Gemessen wurde allerdings nicht die
absolute Zellzahl, sondern eine Anzahl gemessener Farbstoffsignale. Es wird davon
ausgegangen, dass die Intensitat dieser Farbstoffsignale (Ereignisse) proportional
zur Zahl der detektierten Molekiile ist.

In entsprechenden Isotyp-Kontrollen (MOPC-Antikorper) zeigten sich in allen
Praparaten nach der Explantation vernachlassigbar geringe Signalstarken im Bereich
der Intima und Media (Daten nicht gezeigt). Das gilt fir alle immunhistochemisch
aufgearbeiteten Gewebeschnitte. Somit kann davon ausgegangen werden, dass bei
allen Transplantatgruppen und allen Farbungen mit den Sekundarantikdrpern
guantitativ kaum falsch erhdhte Signale durch unspezifische Bindungen entstanden.
Eine Verfalschung der Messergebnisse durch unspezifische Bindungen konnte somit
ausgeschlossen werden. Das lieR sich auch mit Hilfe der computerassistierten

Bildmorphometrie bestatigen (Daten nicht abgebildet).
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4.2.2.2 Nachweis der MHC Klasse |

Als  weiteres phanotypisches Merkmal der Zellpopulationen in den

Gefallersatzstiicken wurde die Expression des MHC-I-Proteins quantifiziert.
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Abbildung 14: Computergestitzte Quantifizierung der MHC-I-Expression in den

Gefalersatzstiicken vier Wochen nach Implantation

Unter Beriicksichtigung des oben genannten Korrekturfaktors zeigten sich bei allen besiedelten
GefalRen tendenziell hthere Werte als bei den Matriximplantaten. Ein signifikanter Unterschied
(p<0,05) der MHC-I-Expressionsdichte zeigte sich in Matrices gegeniiber allogen (DA) besiedelten
Gefalersatzstiicken, sowohl im Bereich der Intima, als auch hinsichtlich der Gesamtsignaldichte aus
Intima und Media.

Aus ungeklarter Ursache zeigten die OX18-Zellen vier Wochen nach Implantation keine verringerte
MHC-I-Oberflachenexpression mehr. Lediglich GFP-Zellen wiesen, aus allen Wandschichten
summiert, ein signifikant reduziertes Expressionslevel gegeniber den syngen (LEW) besiedelten
GefalRersatzstiicken auf, (p = 0,031). Matrix n=6, LEW n=6, DA n=6, OX18 n=4, GFP n=5
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4.2.2.3 Nachweis der Leukozyteninfiltration durch N achweis von CD45

Abbildung 15 stellt die durchschnittliche Starke der CD45-Expression in den
verschiedenen Transplantatgruppen dar. Da es sich bei CD45 um einen Marker
handelt, der auf allen Leukozyten exprimiert ist, lasst sich somit ein guter Uberblick
gewinnen, wie ausgepragt die Infiltration mit potentiell immunogenen Zellen innerhalb
der verschiedenen Transplantatgruppen ist. Die Zusammensetzungen der Infiltrate
bezuglich der einzelnen Leukozytensubtypen werden in den folgenden Abbildungen
dargestellt. Die fur eine leukozytare Infiltration sprechende CD45 Signaldichte in
Transplantaten mit transduzierten RAEC und in unbesiedelt transplantierten Matrices
war mit der Signaldichte in syngen (LEW-RAEC) besiedelten Transplantaten
vergleichbar. Eine geringere CD45-Signaldichte zeigte sich tUberraschenderweise in
allogen (DA) besiedelten Transplantatstiicken. Diese weist sowohl zu Transplantaten
mit transduzierten RAEC als auch zu unbesiedelt transplantierten Matrices einige

signifikante bis hoch-signifikante Unterschiede auf.
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Abbildung 15: Computergestiitzte Quantifizierung der CD45-Expression in den GefaRersatz-
stucken vier Wochen nach Implantation

Die mit transduzierten RAEC besiedelten GefaRexplantate und die unbesiedelt transplantierten
Matrices wiesen in den Intimae signifikant hohere CD45 Signaldichten auf als die Intimae der mit
allogenen RAEC (DA) besiedelten Gefal3stiicke. Die Gesamtsignaldichte in Intimae und Mediae der
Matrices war hochsignifikant starker als in allogen besiedelten Transplantaten, p<0.01**. Zwischen
syngen (LEW) und allogen (DA) besiedelten Explantaten gab es zum Zeitpunkt der Explantation keine

signifikanten Unterschiede beziglich der CD45-Signaldichte. Ein niedriges CD45-Expressionsniveau
67



zeigte sich in den Schichten der allogen besiedelten GefalRexplantate. Die hdchste Dichte CD45(+)
Zellen wurde in der Tunica-Media-&quivalenten Schicht der Matrices gemessen.Diese war signifikant
hoher, als in den Mediae syngen besiedelter GeféaRe. Gefaliersatzstiicke mit transduzierten RAEC
wiesen gegenuber mit syngenen RAEC besiedelten Transplantaten vergleichbare CD45-Signaldichten

auf. Matrix n=6, LEW n=6, DA n=4, OX18 n=4, GFP n=5.

4.2.2.4 Nachweis des NK-Zell-spezifischen Markers N KRP1

Im Hinblick auf die Immunogenitat der in ihrer MHC-I-Oberflachenexpression
veranderten Zellen sind NKRP1(+) Zellen von besonderer Bedeutung. Den grof3ten
Anteil NKRP1(+) Zellen machen NK-Zellen aus. Erniedrigte MHC-I-Expressionlevel
sind ein moglicher Aktivierungsreiz, der NK-Zellen zur Lyse der MHC-I- armen Zellen
anregt. Transplantatstiicke mit transduzierten Zellen, mit syngenen Zellen und
unbesiedelte Matrices zeigten 4 Wochen nach Implantation eine vergleichbare,
basale Infiltration mit NKRP1(+)-Zellen. Zwischen den gezeigten Gruppen liel3en sich

keine signifikanten Unterschiede der NKRP1-Expression feststellen (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Computergestiitzte Quantifizierung der NKRP1-Expression in den GefalRersatz-
stiicken vier Wochen nach Implantation

Transplantate mit transduzierten RAEC wiesen keine signifikant starkere NK-Zell-Infiltration
gegeniiber Matrices bzw. den mit syngenen LEW-RAEC besiedelten GefalRersatzsticken auf

(p>0,05). Matrix n=6, LEW n=6, DA n=6, OX18 n=4, GFP n=5
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4.2.2.5 Nachweis der TCR-Expression im Gefal3transpl antat

Das vom OX18-Antikérper detektierte Molekil in Ratten (=RT1A) entspricht beim
Menschen dem MHC-I-Molekil. Die Reduktion der RT1A-Oberflachenexpression
sollte vor allem der Verminderung der Erkennung fremder Peptide durch Empfanger-
T-Zellen dienen. Da T-Zellen eine Schlisselrolle bei AbstoRungsreaktionen haben,
ist die Bestimmung der T-Zell-Infiltration von entscheidender Bedeutung. Geringe T-
Zell-Infiltration kbnnte  ein Zeichen  verringerter Immunogenitat  und
AbstolRungstendenz gegeniber den Gefal3konstrukten sein. Die Bestimmung des T-
Zell-Rezeptor-Signals (TCR-Signal) wird als proportional zur T-Zell-Infiltration
gewertet und gibt somit Hinweise auf die immunologische Vertraglichkeit der
Implantate gegentber der zellularen Abwehrkomponente des Empfangerorganismus.
Die allogenen DA-RAEC riefen die starkste T-Zell-Infiltration hervor. Obwohl nach der
Explantation fur die OX18-RAEC keine Verringerung der RT1A-Oberflachen-
expression mehr nachweisbar war, zeigten die GefalRe mit diesen Zellen zusammen
mit den zellarmen Matrixstiicken die durchschnittlich niedrigste T-Zell-Infiltration. In
der Intima der GFP-Gefal3e, der Schicht mit der hdchsten CD31-Signaldichte
(Abbildung 13), zeigten sich geringere T-Zell-Infiltrate als bei den GefalRen mit
syngenen LEW-RAEC. Fur die unterschiedlichen TCR-Signaldichten aller
Transplantatgruppen lieBen sich keine signifikanten Unterschiede nachweisen
(p>0,05) (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Computergestitzte  Quantifizierung der TCR-Expression in  den

GefalRersatzstiicken vier Wochen nach Implantation

Obwohl die Reduktion der MHC-I-Oberflachenexpression der transduzierten RAEC unmittelbar nach
der Explantation nicht mehr nachweisbar war (Abbildung 14), schienen die GefaRsticke mit
transduzierten RAEC (OX18 u. GFP) gegenuber syngen (LEW) besiedelten Transplantaten und
gegenuber unbesiedelt transplantierten Matrices hinsichtlich der Reaktion TCR(+) Zellen vier Wochen

nach Transplantation vergleichbar immunogen zu sein. Matrix n=5, LEW n=6, DA n=6, OX18 n=4,

GFP n=4
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4.2.2.6 Nachweis von APC-Infiltraten durch Bestimmu  ng der ED-1-Expression

Analog zu den vorher beschriebenen Leukozytentypen sollte mit diesem Marker die
Infiltration durch Makrophagen und Monozyten beschrieben werden um
unspezifische Immunreaktionen des angeborenen Immunsystems charakterisieren
zu koénnen. Die Infiltration durch Makrophagen und Monozyten betraf fur alle
Gefaldtypen die Media starker als die Intima (Abbildung 18). Fir diesen Marker
zeigten sich innerhalb aller Gruppen vergleichbare Expressionsniveaus. Nur im
Vergleich zwischen Matrices und GFP-besiedelten Gefal3stiicken liel3en sich
signifikant unterschiedliche ED1-Expressionen feststellen, was vor allem die Tunicae
mediae betraf. In den mit transduzierten RAEC besiedelten Intimae zeigten sich im
Vergleich mit allogen besiedelten Transplantaten (DA-RAEC) keine signifikanten

Unterschiede der ED1-Expressionen, (p > 0,3).
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Abbildung  18: Computergestiitzte  Quantifizierung  der ED1-Expression in den

Gefalersatzsticken vier Wochen nach Implantation

Auch hier zeigten sich in Gefa3stiicken mit transduzierten RAEC APC-spezifische Signaldichten, die
guantitativ mit denen vergleichbar waren, die in Gefa3stiicken mit untransduzierten RAEC gefunden
wurden. Die APC-spezifischen Signale in der Media-aquivalenten Schicht der Matrices waren
tendenziell hoher als die in besiedelten Gefal3ersatzstiicken. Matrix n=5, LEW n=6, DA n=6, OX18
n=4, GFP n=5
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4.2.2.7 Immunhistochemische Auswertungen in Fotofor mat

Anhand der folgenden Bildtabellen mit reprasentativen Aufnahmen sollen die
immunologischen Reaktionen aller untersuchten Transplantatgruppen visualisiert
werden. Beurteilt wurden bei den immunhistochemisch aufgearbeiteten
Gewebeschnitten nur die Intima und die Media, da innerhalb der Adventitia durch
mechanische Manipulation wahrend der Implantation Stérsignale unklarer Quantitat
zur Infiltration immunkompetenter Zellen und somit moglicherweise zu falsch
positiven Signalen gefuhrt hatten. Mit Hilfe computergestitzter Bildmorphometrie
wurde zunachst ermittelt, wie stark das endothelzellspezifische CD31-Signal
innerhalb der Transplantate mit verschiedenen zellularen Komponenten war. Diese
Werte geben Auskunft Uber die Menge der im Transplantat enthaltenen
Endothelzellen, der hinsichtlich immunologischer Reaktionen relevantesten
Komponente der Gefal3ersatzstiicke. In Gefal3ersatzstiicken, die aus einer zellfrei
implantierten Bindegewebsmatrix bestanden, zeigte sich, dass 4 Wochen nach
Implantation in dem Bereich der histologischen Schnittebene eine Intima aus
Endothelzellen nachgewachsen war. Die Lymphozytensignale (CD45 und TCR), das
NK-Zell-Signal (NKRP1) sowie das Monozyten-/Makrophagen-Signal (ED1) zeigen in
den explantierten Matrices im Vergleich zum Eigengewebe lichtmikroskopisch

vergleichbare Signalstarken (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: Immunhistochemischer Bildvergleich Matr

Die repréasentativen Farbungen zeigen in der Gegenuberstellung von Matrix und Eigengewebe
vergleichbar starke Infiltrate aller spezifischen Marker. Auch in der unbesiedelten Matrix lief3 sich nach

Explantation eingewachsenes Endothel nachweisen. In der Abbildung fir die MOPC-Kontroll-Farbung

Tix vs Eigengewebe

des Matrixfotos ist beispielhaft die Schichtenanordnung benannt. I: Intima, M: Media, A: Adventitia
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In Tabelle 13 werden immunhistochemische Bilder von Gefal3transplantaten
besiedelt mit syngenen Endothelzellen und allogenen RAEC verglichen. Die
Bezeichnung LEW und DA bezieht sich in der Tabelle auf die Herkunft der in den
Gefaldtransplantaten enthaltenen RAEC. Im verwendeten Transplantationsmodell
waren alle Empfangertiere vom Stamm Lewis (LEW). Die LEW-Préparate zeigten
somit den Zustand der Praparate 4 Wochen nach syngener Transplantation. Die DA-
Praparate zeigten den Zustand allogener Transplantate nach vierwdchigem Verbleib
im Empfangertier. Betrachtet man zunachst wieder die CD31-Farbung zum Nachweis
von Endothelzellen, so fallt auf, dass im gezeigten LEW-Gefald eine deutlich
ausgepragte und dichtere Intimaauskleidung besteht. Bezogen auf Intima und Media
zeigten sich in allogenen DA-Gefal3en bei TCR-Farbungen geringfiigig starkere
Immunreaktionen und bei ED1-Farbungen deutlich starkere Immunreaktionen, im
Vergleich zu den syngenen LEW-Transplantaten. Die CD45- und die NKRP1-
Farbungen zeigen deutliche Signale in den LEW-Praparaten, jedoch tberwiegend im

Bereich der Adventitia.
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Tabelle 13: Immunhistochemischer Bildvergleich: LEW -RAEC vs. DA-RAEC

Trotz einer weniger dichten Endothelzellschicht in der Intima allogen besiedelter Transplantate, zeigte
sich hier ein starkeres Infiltrat mit ED1(+) Zellen, bei ansonsten &hnlicher Morphologie.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der Bildmorphometrie (Abbildung 16) zeigt sich im Vergleich
syngener und allogener RAEC keine signifikant unterschiedliche NKRP1-Infiltration. Trotz fehlender
Signifikanz bei den bildmorphometrischen Messungen der TCR- und ED1-Infiltration (Abbildungen 17
und 18) erscheinen die Infiltrate in den Intimae der abgebildeten Préaparate fir beide Marker in allogen

besiedelten Gewebeschnitten (DA-RAEC) stérker, als in den syngen besiedelten (LEW-RAEC).
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Tabelle 14 vergleicht Transplantate mit den zuvor beschriebenen gentechnisch
veranderten DA-Zellen. Die CD31-Farbung wies in beiden Gefal3praparaten
konfluente Intimaauskleidungen mit Endothelzellen nach. In allen gezeigten
Praparaten wird deutlich, dass der vierwochige Verbleib im Empfangertier zur
deutlichen Auspragung einer Neointima mit luminaler Einengung gefihrt hat. Nach
der TCR-Farbung zeigten sich im GFP-Préparat schwachere Signale in der Intima
und Media. In OX18-Transplantaten zeigte sich kein wesentliches TCR-Signal. Der
Monozyten- und Makrophagen-Marker ED1 war in beiden Praparaten deutlich in der
Media nachweisbar. In der Intima der GFP-Gefalistiicke war ED1 deutlich, in OX18-
Transplantaten nur in geringem Mald nachweisbar.

Ahnliche Verhaltnisse zeigten sich beim Leukozytenmarker CD45. NKRP1-Signale
waren in beiden Préparaten in Intima und Media kaum nachweisbar. Gleiches galt,

wie schon zuvor, fur die Isotypkontrolle MOPC.
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Tabelle 14: Immunhistochemischer Bild;/ergleich: GFP -RAEC vs. OX18-RAEC
Vier Wochen nach Explantation zeigte sich in Gefalschnitten der GFP-Gruppe eine deutliche
Neointima (NI: Neointima, siehe TCR-Farbung), in der OX18-Gruppe war diese deutlich geringer
ausgepragt, (siehe ED1-Farbung). Die inflammatorischen Infiltrate waren in Intima und Media beider

Transplantatgruppen nur schwach ausgepragt.
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4.2.3 Nachweis von Inflammations- und AbstoBungsmar  kern auf

MRNA-Expressionsebene

Die besiedelten GefaRe wurden vier Wochen nach Implantation aus dem
Transplantat-empfanger entfernt und Teile der GefalRersatzstiicke mittels PCR-
Analyse auf die folgenden Parameter untersucht. CD3, IFNy und IP 10 dienten der
Bestimmung von Entzindungsreaktionen. Tissue factor und eNOS wurden zur
Charakterisierung des Funktionszustands des Endothels in den GefalRersatzstiicken
herangezogen. Anders als bei den immunhistochemischen Untersuchungen zeigten
sich besonders hohe T-Zell-spezifische Infiltrationen bei den transduzierten Zellen
(sieche Abbildung 19a) . Diese lagen sogar uber den Werten allogener
untransduzierter RAEC. IFNy ist ein wichtiges proinflammatorisches Zytokin und gibt
Auskunft Uber den Umfang der Inflammation zum Zeitpunkt der Explantation. Die
Werte der transduzierten Zellen und die der allogenen RAEC lagen deutlich Uber
denen syngener RAEC (Abbildung 19b). Das Chemokin IP 10 (CXCL10) ist Ligand
eines Chemokinrezeptors (CXCR3), der v.a. auf aktivierten NK-Zellen, Thl-
Helferzellen und Endothelzellen zu finden ist und eine Rolle bei zellularen
Immunreaktionen spielt. Dieser Marker sollte somit Auskunft Gber die Stimulation der
genannten immunkompetenten Zellen in den Geféal3stiicken geben. Hier zeigten die
Gefalde, die transduzierte Zellen enthielten, ein Expressionsniveau, dass mit denen,
die syngene Zellen enthalten, vergleichbar war. Die allogen besiedelten Gefal3stiicke
zeigten in der Tendenz hoéhere Werte, jedoch nicht statistisch signifikant (Abbildung
19c¢).

Die Bestimmung der Marker fur funktionsrelevante Gene der RAEC zeigten &hnliche
Ergebnisse. Die eNOS ist in gesundem Endothel konstitutiv exprimiert und dient der
Produktion von vasodilatatorisch wirksamem Stickstoffmonoxid. Die Bestimmung
dieses Parameters gibt demnach Auskunft Uber die Funktionsfahigkeit des Endothels
hinsichtlich der Gefal3weiteregulation. Hier fielen wieder die transduzierten Zellen
durch erhéhte Werte gegeniiber syngenen und allogenen Zellen auf (Abbildung 20a).
Tissue factor spielt eine Rolle bei der Blutgerinnung, sowie bei der Zytokin-
vermittelten Angiogenese und Apoptose von RAEC. Dieser Parameter sollte
Auskunft tGber den immunologisch bedingten Reizzustand geben, dem die RAEC

durch leokozytare Zytokinsekretion unterlagen. Das Ergebnis entspricht dem der
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eNOS Werte. Die Werte transduzierter Zellen lagen tUber dem Niveau allogener

RAEC. In Transplantaten mit OX-18-RAEC zeigten sich die hoéchsten Werte
(Abbildung 20b).
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Abbildung 19: Nachweis inflammatorischer Marker auf mRNA-Ebene in den

Gefalersatzstiicken vier Wochen nach Implantation mi  ttels PCR
Dargestellt ist die relative Genexpression inflammationsabhangiger Indikatorgene gegeniber der
Expression des ,housekeeping genes"” ([3-actin). Syngene RAEC zeigten die geringste Expression der
untersuchten Gene.
b) Die entziindungsabhéngigen Signale allogener RAEC waren deutlich starker und signifikant héher
als in unbesiedelten Matrices. Die relativen Genexpressionen in transduzierten RAEC sind mit denen
allogener Zellen vergleichbar.
a und c) Sowohl bei der CD3-Expression als auch bei der IP-10-Expression gab es zum
Messzeitpunkt keine signikanten Unterschiede innerhalb der verschiedenen Transplantatgruppen.
(CD3: DA n=5, GFP: n=6, OX18: n=6, LEW: n=4, IFN y (Interferon gamma): DA: n=5, GFP: n=6,
OX18: n=6, LEW: n=4, IP 10: DA: n=5, GFP: n=6, 0X18: n=6, LEW: n=4)
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Abbildung 20: Quantifizierung der mRNA-Expression f

Gefalersatzstiicken vier Wochen nach Implantation mi

des ,housekeeping genes” (3-actin).

a) OX18(+) RAEC zeigen ein signifikant héheres Genexpressionsniveau als untransduzierte RAEC.
Syngene RAEC zeigen eine als basal zu bewertende Expression.

b) Die Genexpression von tissue factor ist in transduzierten RAEC vergleichbar mit der in Matrices und

liegt (nicht signifikant) hdher als in nicht-transduzierten RAEC.

(eNOS: DA: n=5, GFP: n=6, OX18: n=6, LEW: n=4, tissue factor:

LEW: n=4)
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5 Diskussion

5.1 Isolation und Charakterisierung von NK-Zellen

In der Literatur sind verschiedene Organe mit besonders hoher NK-Zell-
Konzentration beschrieben. Mit speziesabhangigen Unterschieden werden vor allem
Leber, Knochenmark, Milz und Lymphknoten als NK-Zell-reiche Organe benannt und
sind damit potentiell als besonders geeignet fur Isolationen anzusehen [24]. Milzen
stellen im Vergleich zu anderen Organen, wie z.B. Lymphknoten eine gute Quelle zur
Isolation von NKRP1L1(+)-Zellen aus Ratten dar. Wie die durchschnittliche
Versechsfachung der NKRP1(+)-Zell-Konzentration, von ca. 12% Ausgangswert auf
ca. 74% nach der Isolation zeigt, konnte ein Protokoll im Rattenmodell erfolgreich
etabliert werden. Die Qualitdt und Quantitdt der isolierten Zellen machte die
Durchftihrung von Zytotoxizitatstest moéglich. Die absolute Zellzahl der isolierten NK-
Zellen schwankte zwischen 2,2 x 10° und 10 x 10° aus jeweils 2 Milzen pro Isolation.
Andere Arbeitsgruppen berichten von NK-Zell-Isolationen aus Knochenmark mit
>98% NKR-P1" Zellen [25], benennen aber weder den jeweiligen
durchflusszytometrisch bestimmten Anteil NKR-P1'TCR® NKT-Zellen noch die
absoluten Zahlen der isolierten Zellen. Per Verweis auf Smeltz et al., 1999 wird der
NKT-Zell-Anteil mit 1-2% beziffert. Die Arbeitsgruppe um Gao et al. beschreibt den
Anteil von aus Rattenlebern isolierten NKRP1A'CD3™ Zellen mit 25-35% und den
Anteil NKRP1A'CD3" Zellen mit <10% der isolierten Lymphozyten [26]. Bei den in
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Isolationen aus Rattenmilzen betrug dieser
ca. 10% (Abbildung 6).

Aufgrund der gewonnenen Daten der Durchflusszytometrie, sowie den Ergebnissen
der Zytotoxizitatstests mit der Tumorzelllinie YAC-1, kann davon ausgegangen
werden, dass es sich bei den isolierten Zellen um lysefahige Natirliche Killerzellen
(NK-Zellen) handelt. Die YAC-1-Zellen sollten als Positivkontrolle dienen, da sie nur
durch NK-Zellen lysiert werden und mit Hilfe der Durchflusszytometrie eine
Verunreinigung der NKRP1(+) Isolate mit NKRP1*TCR™ NKT-Zellen gezeigt werden
konnte (Abbildung 6). Nur bei vollstandiger Lyse der YAC-1-Zellen bei einer
NK:RAEC-Ratio von 10:1 wurden die Isolate fir ausreichend rein befunden und die

Resultate statistisch verwertet.
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5.2 Immunogenitat MHC-I-armer RAEC in vitro

Das Bild von der Rolle der NK-Zellen bei Abstofungsreaktionen hat sich im Laufe der
letzten Jahre gewandelt. Heidecke et al. fanden in den Achtziger Jahren keine
Hinweise einer Beteiligung von NK-Zellen bei der Absto3ung allogener Transplantate
[41]. In der aktuellen Fachliteratur wird gegenteiliges beschrieben. Kurz nach Nieren-
und Herztransplantationen konnte eine verstarkte NK-Zell-Infiltration der
Transplantate nachgewiesen werden [27-29]. Watson et al. beschreiben eine
verstarkte IFNy Freisetzung durch NK-Zellen nach Interaktion mit allogenen
Endothelzellen. Diese bewirkt eine verstarkte MHC |- und MHC II-Expression und
macht das Spenderorgan somit anfalliger fur Angriffe CD8 positiver T-Zellen [30-32].
Des Weiteren fordern NK-Zellen die Proliferation und die Effektor-Funktionen
alloreaktiver T-Zellen nach Herztransplantationen [33]. Kim et al. gelang es eine Uber
den aktivierenden NK-Zell-Rezeptor NKG2D vermittelte Beteiligung von NK-Zellen
bei der Absto3ung allogener Herztransplantate nachzuweisen [34]. Auch Petersson
et al. schreiben NK-Zellen eine aktive Rolle bei der Abstof3ung allogener Organe zu
[29]. Somit stehen valide Daten zur Verfligung, die belegen, dass NK-Zellen sowohl
durch Sekretion von Zytokinen, z.B. IP10 (CXCL10) [35], als auch durch Ilhre
Fahigkeit zur Zelllyse zur AbstolRung allogener Organtransplantate beitragen kénnen
[29]. NK-Zellen erkennen u.a., entsprechend der ,Missing self‘-Hypothese von Klas
Karre, veranderte oder fehlende MHC-I-Molekiile (entsprechend RT1A-Molekilen in
Ratten).

Im Vergleich mit den YAC-1-Zellen zeigte sich in Zytotoxizitatstests, dass
untransduzierte Ratten-Aorten-Endothelzellen (RAEC) einer zur NK:RAEC-Ratio
proportionalen Lyse ausgesetzt waren, welche im Ausmal als basal bezeichnet
werden kann (Abbildung 4). Es zeigten sich basale Lyseraten bei syngenen und
allogenen Wildtyp-RAEC, wobei syngene LEW-RAEC eine starkere spezifische Lyse
als allogene DA-RAEC aufwiesen (Abbildung 10). Diese unterschiedlichen Lyseraten

sind jedoch nicht signifikant.

In der Positivkontrolle der in vitro Versuche zeigte sich eine vollstandige Lyse der
YAC-1-Zellen, weshalb von der Verwendung intakter NK-Zell-Isolate ausgegangen

werden konnte.
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Obwohl die verwendeten untransduzierten DA-RAEC allogen zu den NK-Zellen
waren, aber keine quantitativ veranderte MHC-I-Expression besalien, zeigte sich,
dass sie in den 0.g. in vitro-Versuchen keine NK-Zell-Aktivierung provozierten. Zu der
in der Literatur beschriebenen Erkennung von allogenen Transplantaten [27-32] sind
maoglicherweise weitere zellulare bzw. humorale Faktoren erforderlich. Die zuvor
beschriebenen Zytotoxizitatstests basieren ausschlie3lich auf der direkten Interaktion
von NK-Zellen und RAEC ohne die Einflisse eines kompletten Immunsystems.

Die transduzierten RAEC wirden, laut Missing-Self-Hypothese, eine NK-Zell-
Aktivierung provozieren. Allerdings zeigten sich sowohl gegenuber untransduzierten
als auch transduzierten RAEC nur basale Lyseraten. Es zeigte sich im in vitro-
Versuch keine durch Transduktion und daraus resultierende Verringerung der MHC-I-
Oberflachenexpression signifikant erhdhte Aktivierung von NK-Zellen. Eine mdgliche
Erklarung koénnte sein, dass es nicht zu einer dauerhaften, kompletten MHC-I-
Defizienz kam, sondern nur zur voribergehend verringerten Oberflachenexpression.
Da trotz Transduktion einige MHC-I-Molekiile zur Zelloberflache gelangten, kdnnte
deren Interaktion mit inhibierenden NK-Zell-Rezeptoren ausreichend gewesen sein,
um eine NK-Zell-Aktivierung zu verhindern. Des Weiteren konnten an der
Abstol3ungsreaktion in vivo evtl. weitere, vielleicht noch unbekannte, Faktoren an der
Auslésung einer Abstol3ungsreaktion beteiligt sein, die mit Zytotoxizitatstests nicht
ausreichend simuliert werden kdnnen.

Die Erkennung allogener Zellen durch zellulare Immunkomponenten ist eine
wesentliche Aufgabe von CD8-T-Zellen, die in den verwendeten Effektorzell-Isolaten
nicht enthalten sind. Deren Verhalten gegentiber den verwendeten RAEC sollten zur
umfassenden Charakterisierung einer Abstol3ungsreaktion ebenfalls betrachtet
werden.

Somit eigneten sich die durch Transduktion veranderten RAEC fir ein
Transplantationsmodell in Ratten, mit dem untersucht werden konnte, ob sich die
verminderte MHC-I-Oberflachenexpression gunstig, im Sinne einer geringeren

Fremderkennung und daraus resultierenden AbstofRung, auswirkt.
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5.3 Immunogenitat MHC-I-armer RAEC in vivo

Nach der isolierten Betrachtung der NK-Zell-RAEC-Interaktion in vitro sollte die
Immunogenitat kompletter Gefal3ersatzstiicke nach mehrwdchigem Verbleib in einem
Empfangerorganismus beurteilt werden. Die transduzierten und untransduzierten
RAEC konnten erfolgreich auf die luminale Seite der Matrices aufgebracht werden
und bildeten dort eine konfluente und gegenitber mechanischen Belastungen, wie
z.B. Scherkraften bei Durchspilung mit Flussigkeit, stabile Gefal3auskleidung, die
mikroskopisch als intakte einschichtige Endothelzellschicht erschien. Die
Gefallersatzstiicke liel3en sich bei subjektiv guter chirurgischer Handhabbarkeit in
Ratten implantieren, so dass ein Vergleich zwischen den verschiedenen
endothelialen Auskleidungen moglich wurde. Bei diesem Versuchsaufbau war, im
Gegensatz zu den in vitro-Vorversuchen, nicht nur die NK-Zell-Interaktion mit den
RAEC, sondern die Reaktionen des gesamten Immunsystems gegenuber allen
Komponenten der Gefaliersatzstiicke Gegenstand der Betrachtung. Zum einen sollte
die Immunogenitat transduzierter und nicht-transduzierter RAEC verglichen werden,
um beurteilen zu kdnnen, ob eine MHC-I-Reduktion einen Vorteil, in Form von
geringerer Transplantatbstol3ung, bedeutet. Des Weiteren sollte der Effekt der MHC-
I-Oberflachenreduktion als Trigger fur die potentielle Aktivierung von NK-Zellen
genauer spezifiziert werden. Dafir wurden sowohl molekulare als auch
immunbhistologische Untersuchungsmethoden herangezogen, die
zusammengenommen Aussagen Uber bestimmte immunogene Eigenschaften

solcher Transplantate ermdglichen sollten.

Berlcksichtigt man den immunmorphometrischen Vergleich der MHC-I-
Oberflachenexpression (Abbildung 14), sowie die FACS-Daten (Tabelle 11), muss an
der Nachhaltigkeit der RAEC mit verminderter MHC-I-Oberflachenexpression
gezweifelt werden. Es zeigten sich in den durchgefiihrten in vivo Versuchen nach
vierwdchigem Verbleib der GefalRersatzstiicke im Empfangertier
immunmorphometrisch beziglich der NK-Zell-Infiltration keine immunogenen
Eigenschaften der Gefal3ersatzsticke mit allogenen, transduzierten RAEC
gegenuber denen mit syngenen, untransduzierten RAEC. Bei nach Explantation

vergleichbar hoher MHC-I-Expression zeigten sich immunmorphometrisch in beiden
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Transplantatgruppen vergleichbar starke NK-Zell-Infiltrate in allen Wandschichten
(Abbildung 16). Auch die immunmorphometrische Quantifizierung der TCR(+) Zell-
Infiltration zeigte in den Explantaten mit transduzierten OX18(+)hrGFP(+) Zellen eine
mit syngen besiedelten Transplantaten vergleichbare Signalstarke (Abbildung 17).
Auch im Vergleich der Infiltrationen mit Monozyten bzw. Makrophagen (Abbildung
18), zeigten sich fur die Intimae innerhalb der luminal besiedelten Transplantate
keine signifikanten Unterschiede. Da die MHC-I-Oberflachenexpression aller RAEC
vier Wochen nach Implantation vergleichbar hoch war, darf die Frage gestellt
werden, ob ein evtl. protektiver Effekt auf die Transduktion des hrGFP-Gens und
daraus resultierende Exprimierung des griinen Fluoreszenzproteins eine gegenuber
syngenen RAEC verstarkte Infiltration mit T-Zellen und NK-Zellen verhindert hat.
Sollte es einen immunprotektiven Effekt durch hrGFP gegentber den untersuchten
Zellen gegeben haben, ist jedoch nicht auszuschlie3en, dass hrGFP als
Fremdprotein Uber das verbliebene MHC-I von CD8-T-Zellen, oder tber MHC-II,
welches von aktivierten Endothelzellen exprimiert wurde, von CD4-T-Zellen (Thl
und Th2) oder B-Zellen erkannt wurde und auf nicht erfasstem Weg eine
entsprechende Rejektionskaskade in Gang setzte. Vergleicht man die Explantate mit
transduzierten RAEC mit denen mit untransduzierten RAEC makroskopisch bzw.
nach immunhistochemischer Pr&paration unter dem Mikroskop, so fallt, trotz
immunmorphometrisch gleicher NK- und T-Zell-Infiltrate, vor allem bei erstgenannten
Transplantaten die Tendenz zur verstarkten Bildung einer Neo-Intima sowie zur
Auspragung von Wandverdickung mit luminaler Einengung auf (Tabellen 13 und 14).
Daraus ergibt sich ein erhdhter Stromungswiderstand, ein hdheres Thromboserisiko
und eine verringerte Gefallweitenregulation.

Um Aussagen Uber Genexpressionsmuster der Zellen in den GefaRRersatzsticken
treffen zu kénnen, wurden RT-PCR-Messungen durchgefihrt. Da immunhistologisch
sowohl leukozytare Infiltrate, als auch Endothelzellen in den Gefal3ersatzstiicken
nachgewiesen werden konnten, ist eine Zuordnung der genassoziierten Signale zu
bestimmten Zelltypen im Gesamtkonstrukt nicht mdoglich. Es zeigten sich im
Vergleich der einzelnen RAEC-Gruppen funktions- und inflammationsrelevante
Genexpressionmuster.

In Explantaten mit Intrabody-haltigen Zellen wurde gegeniiber Explantaten mit nicht-

transduzierten RAEC eine signifikant erhohte Expression des fir die
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GefalRweitenregulation relevanten eNOS-Gens nachgewiesen. Dies kénnte eine
Stressreaktion, z.B. auf die luminale Einengung durch inflammationsbedingte Neo-
Intima-Formation sein (Abbildung 20a). Sowohl in Explantaten mit OX-
18(+)hrGFP(+)-RAEC als auch in Explantaten mit hrGFP(+)-RAEC zeigte sich eine
gegenuber Matrices und Explantaten mit nicht-transduzierten, allogenen RAEC (nicht
signifikant) erhdhte Genexpression von Regulatoren der Gerinnung (tissue factor)
(Abbildung 20b). Die Werte fur das proinflammatorische Zytokin Interferon gamma
lagen in den Gefal3stiicken, die untransduzierte, aber allogene RAEC enthielten,
signifikant hoher als in den unbesiedelten Matrices (Abbildung 19b). Alle
Gefaldtransplantate wiesen bezuglich der T-Zell-spezifischen CD3-Expression und
der Genexpression des proinflammatorischen Chemokins IP10 (CXCL 10) vier
Wochen nach Implantation vergleichbare Werte auf (Abbildungen 22a und c). Zum
Messzeitpunkt gab es auf Genexpressionsebene somit durch diese Marker keinen
Hinweis auf eine akute, und durch T-Zell/-NK-Zell-Interaktionen aufrecht erhaltene,
AbstolRungsreaktion. Die immunmorphometrisch gezeigte vergleichbare T-Zell-und
NK-Zell-Infiltration in Gefal3en mit transduzierten RAEC und mit nicht-transduzierten
RAEC wurde auf molekularer Ebene eher bestétigt als widerlegt. Die RT-PCR-Daten
deuten aber beztglich der Interferon gamma-Genexpression darauf hin, dass es im
Vergleich zwischen Geféal3sticken mit transduzierten und Gefal3stiicken mit nicht-
transduzierten RAEC eine starkere immunologische Reaktion auf die transduzierten
RAEC gab, welche gegentber den syngenen RAEC mit veranderter Gerinnungs- und
GefaBweitenregulation reagierten. Das kann im Sinne einer akuten
AbstoBungsreaktion gegentber transduzierten RAEC interpretiert werden.
Moglichweise wird die Rejektion durch die Expression bisher noch nicht néher
definierter Oberflachenmolekile auf Grund der viralen Transduktion getriggert. Auch
eine Aktivierung der Endothelzellen nach Gentransfer und die erhfhte Expression
von Adhasionsmolekilen , wie z.B. VCAM-1, kann nicht ausgeschlossen werden.
Hierzu waren weiterfihrende Experimente notwendig.

Dieses Ergebnis molekulargenetischer Untersuchungen wird durch die erhobenen
histologische Befunde erganzt. Vor allem in den Gefal3stlicken, die transduzierte
RAEC enthalten, zeigte sich eine verstarkte Neo-Intima-Formation und somit
deutliche Hinweise auf eine akute Abstof3ungsreaktion. Dennoch gab es sowohl in
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vitro als auch in vivo keine Beweise fur eine Beteiligung von NK-Zellen an diesem

Abwehrprozess.

Es muss bertcksichtigt werden, dass in vivo nach vierwdchigem Verbleib der GefalRe
im Empfangertier immunmorphometrisch auf den transduzierten RAEC keine
verringerte MHC-I-Oberflachenexpression mehr nachweisbar war (Abbildung 14).
Somit wurde den NK-Zellen des Transplantatempfangers durch die transduzierten
RAEC auch kein aktivierender Reiz im Sinne der Missing-Self-Hypothese geboten.

Die transduzierten RAEC und die nicht-transduzierten RAEC schienen zwar in den
immunmorphometrischen und molekulargenetischen Untersuchungen in Bezug auf
die NK-Zell- und T-Zell-Aktivitaten vergleichbar immunogen zu sein, es sollte aber
bedacht werden, dass es sich bei den Untersuchungen um Momentaufnahmen
handelte, die lediglich den Zustand nach vierwdchigem Verbleib im
Empfangerorganismus zeigten. Spekulativ konnten folgende immunologische
Prozesse eine Rolle bei der erhdhten Abstof3ung der transduzierten RAEC gefuhrt
haben: Die transduzierten RAEC kodnnten eine geringere Proliferationsfahigkeit
aufweisen. Evtl. lagen die transduzierten RAEC trotz des Reinigungsprozesses nicht
in ausreichender Reinheit vor und wurden, unter gleichen Wachstumsbedingungen,
im Wirtsorganismus von den nicht erfolgreich transduzierten RAEC Uberwuchert.
Somit wirde die luminale Endothelzellschicht einem allogenen Transplantat
entsprechen. Die Folge wére eine entsprechende akuter AbstoRungsreaktion, die
bereits vor der Explantation und der folgenden phanotypischen und genotypischen
Charakterisierung der Abstof3ungsreaktion nahezu beendet gewesen sein kénnte.
Das wurde sowohl die beobachtete Neointima-Formation als auch die vergleichbar
hohe MHC-I-Expression transduzierter und nicht-transduzierter RAEC erklaren. Bei
normaler MHC-I-Oberflachenexpression ist auch die zuvor beschriebene
Alloreaktivitdt durch NK-Zell/-T-Zell-Interaktion [27-32], die weitestgehend im
Zeitraum zwischen Implantation und Explantation abgelaufen sein kénnte, nicht
ausschlie3bar. Eine andere Mdglichkeit ware, dass die in vitro nachgewiesene MHC-
I-Oberflachenverringerung nicht dauerhaft anhielt und es auf unbekanntem Weg zu
einer verstarkten MHC-I-Oberflachenexpression, z.B. durch gesteigerte MHC-I-
Genexpression oder Freisetzung von intrazellular akkumuliertem MHC |, kam und

dies dann, ebenfalls zur Provokation einer akuten AbstoRung flihrte. Andere
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AbstolRungsreaktion, z.B. Uber RT1B-vermittelte (RT1B entspricht dem humanen
MHC-II) Signalwege sowie antikdrpervermittelte Reaktionen von Phagozyten und
Granulozyten Uber Fc-Rezeptor-Aktivierung, z.B. gegenuber eingebrachten
Fremdproteinen, waren mit den durchgefiihrten Untersuchungen nicht genau
erfassbar, waren jedoch maoglicherweise beteiligt.

Auch kénnte zum Beispiel eine antikbrperabhangige Opsonierung der transduzierten
Zellen nach Fremderkennung eine NK-Zell, Granulozyten- oder Phagozyten-
vermittelte Lyse Uber eine Fc-Rezeptor-Aktivierung in Gang gesetzt haben, die zum
Zeitpunkt der immunhistochemischen Untersuchung eventuell bereits abgeklungen
waren. Dagegen sprechen jedoch Daten aus einer Arbeit von C. Doebis et al.,
welche in vitro eine verringerte humorale Immunreaktion gegentber den hier
verwendeten transduzierten RAEC beschrieb [20]. Jedoch scheint eine in vitro stabile
Reduktion der MHC-I-Oberflachenexpression in vivo aus noch unklarer Ursache an
Stabilitat zu verlieren.

Somit erlauben die immunhistochemischen Praparate nur eine Beurteilung der
immunologischen AbstoRungsmechanismen zum Zeitpunkt der Explantation. Die
AbstoRungsmechanismen im Zeitraum zwischen Implantation und Explantation

bleiben weitestgehend unklar.

Untersuchungen mit Organentnahmen zu anderen Zeitpunkten wéren fir eine
Aussage zur Kinetik der AbstoRungsreaktionen unter Bericksichtigung der
guantitativen und qualitativen Beitrage der einzelnen Leukozytenarten sinnvoll,

waren jedoch nicht vorrangig Gegenstand dieser Arbeit.

Das Endergebnis einer akuten AbstoRungsreaktion, Neo-Intima-Formation und somit
gestorten Fluss-, Gerinnungs- und Kontraktionsfahigkeit lasst die Verwendung der
hier gezeigten transduzierten RAEC im Rahmen des Tissue Engineering von

kleinkalibrigen Gefal3ersatzstiicken als ungeeignet erscheinen.
Die technische Durchfuhrbarkeit der Herstellung von Gefalen aus Endothelzell-

besiedelten Matrices konnte jedoch gezeigt werden. Die so gewonnenen kinstlichen
GefalRe haben subjektiv beim Operateur den Eindruck hinterlassen, eine mit
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naturlichen Gefal3en vergleichbare Materialeigenschaft, in Bezug auf die chirurgische
Handhabbarkeit, aufzuweisen.

Ob die bisher nicht therapeutisch angewandte Methode der Expression eines a-
MHC-I-Intrabodies je klinische Bedeutung gewinnen wird, ist bisher nicht absehbar.
Es ware jedoch interessant auch gegen andere immunologische Schliisselmolekile
Intrabodies zu entwickeln, z.B. RT1A (MHC-II) oder Zytokinrezeptoren (z.B. IFNy-
Rezeptor) um diese hinsichtlich ihres Beitrags zur Verhinderung von

AbstolRungsreaktionen zu untersuchen.
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6 Ausblick

Bei der Gewinnung von GefaRersatzsticken durch Iluminale Besiedlung von
Bindegewebsmatrices mit Zellen, stellen die RAEC, ob gentechnisch verandert oder
unverandert, nur eine mogliche Komponente dar.

Die in der Literatur beschriebenen immunologisch ginstigen Eigenschaften von
endothelialen Progenitorzellen und Stammzellen er6ffnen neue Perspektiven im
Rahmen des Tissue Engineering von GefalRersatzstiicken [22]. Daher beschéaftigen
sich viele Arbeitsgruppen mit der Gewinnung und Evaluation verschiedener
Stammzellpopulationen. Mesenchymale Stammzellen stellen eine mogliche Variante
dar. Eine aus Blutgefal3en gewonnene Stammzelle aus mesenchymartigem Gewebe
wurde von Tintut et al. isoliert und hinsichtlich der Verwendbarkeit bei der
Konstruktion von Gefal3ersatzstiicken untersucht. Die Gruppe zeigte eine
Differenzierung entlang osteoblastischer Zelllinien und die Expression von
Oberflachenantigen, die auf mesenchymalen Stammzellen zu finden sind, z.B. CD 29
und CD 44 [36]. Auch Nabelschnurblut und daraus gewonnene Stammzellen, sowie
das Aspirat aus humanem Unterhautfett werden in der Literatur zur Gewinnung
mesenchymaler  Stammzellen  beschrieben [37, 38]. Die Verwendung
unterschiedlichster Schablonen, entlang derer mesenchymale Stammzellen wachsen
und in deren Grenzschicht sich adaquate Zell-Polymer Adhésion ausbildet sind
ebenfalls Gegenstand zahlreicher Untersuchungen [39].

Multipotente adulte Progenitorzellen (engl.: multipotent adult progenitor cells, MAPC)
stellen eine weitere, vielversprechende alternative Zellquelle dar, vor allem aufgrund
ihrer Differenzierbarkeit in Endothelzellen [40]. Auch hdmatopoetische Stammzellen
sind Gegenstand zahlreicher, &hnlicher Studien. Genetisch modifizierte Stammzellen
und embryonale Stammzellen werden in Zukunft auch bei den o.g. Fragestellungen

zunehmend in den Fokus der kardiovaskularen Forschung gelangen.

In der derzeit verfiigbaren Fachliteratur bleiben einige Fragen unbeantwortet, z.B. ob
die auf Gefaliersatzstiicke aufgebrachten Zellschichten tatséchlich so fest haften,
dass kein Abreien und Fortspilen mit dem Blutfluss erfolgt, was wiederum das

Risiko der Entstehung von Thrombosen und Embolien steigern kénnte. Erste
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Untersuchungen mit fluoreszenzmarkierten Endothelzellen zeigten, dass einige Zeit
nach Implantation von endothelbesiedelten Aortenersatzstiicken in Rattenmilzen
offenbar mit dem Blutstrom transportierte Zellen nachweisbar waren (Daten nicht
gezeigt).

Somit missten vor einem evtl. klinischen Einsatz zunachst noch wichtige, z.T.
sicherheitsrelevante Daten, z.B. zur Frage der mechanischen Stabilitat gegeniber
Scherkraften durch Blutstromungen, zum Potential der malignen Entartung, zur
immunologischen Vertraglichkeit und zur kostenoptimierten Herstellung, gewonnen

werden.
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