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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Geschichte

Bedingt durch die gestiegene Lebenserwartung, nehmen Gefafleiden in der Bevolkerung ste-
tig zu. Nach Schétzungen liegt die Priavalenz kardiovaskulidrer Erkrankungen (inzwischen) bei
25% der Bevolkerung'. Nach Angaben des statistischen Bundesamtes war im Jahr 2003 die
Todesursache bei mehr als 40% der Verstorbenen eine lokale oder generalisierte kardiovas-
kuldre Erkrankung. Das Durchschnittsalter der Patienten mit relevanten Erkrankungen des
Gefilsystems betragt 68-71 Jahre. Im Jahr 2002 wurden in der Bundesrepublik Deutschland
ca. 208.000 perkutane transluminale Angioplastien (PTCA) und 40.000 Bypass-Operationen
durchgefiihrt. Die Gefdakinterposition gehort hiermit zu den haufigsten geféfchirurgischen Ein-
griffen [1].

Die wissenschaftliche Arbeit auf diesem Gebiet begann erst im letzten Drittel des 19. Jahrhun-
derts in Deutschland und Frankreich. Auf dem XI. Kongress der Deutschen Gesellschaft fiir
Chirurgie im Jahre 1882 in Berlin wurde von ersten Venenndhten (durch GRAUN, GCHEDE
und GLUCK) berichtet. T.H.GLUCK entwickelte die Patch-Plastik an der A.carotis von Hun-
den. Er war auch der erste, dem eine direkte venése Thrombektomie gelang. Bereits zur Zeit der
vorletzten Jahrhundertwende existierte die Idee, einen Geféfsverschluss durch ein Interponat zu
beseitigen.

Im Jahre 1903 gelang HOPFNER zum ersten Mal eine tierexperimentelle Implantation von auto-
logen Gefakinterponaten. 1906 {iberbriickten CARREL und GUTHRIE bei Hunden die A. carotis
communis durch ein Segment der V. jugularis. Die erste Bypass-Operation wird ERNST JEGER
zugeschrieben. Er hatte 1913 in seinem Buch ,Die Chirurgie der Blutgefifse und des Herzens®
die Technik der Bypass-Operation und Organtransplantation beschrieben. Im Laufe der Zeit
beschiftigte sich die Forschung mit der Untersuchung heterologer, xenogener und alloplastischer
Gefiktransplantate. Das Auftreten von Komplikationen zeigte jedoch immer wieder, dass die
Transplantate die notwendigen Anforderungen nicht erfiillen konnten; die Langzeitergebnisse
der Untersuchungen vermochten nicht zufrieden zu stellen.

Ein Verbesserungsversuch bestand darin, autologe Venenimplantate mit einem Dacron-Netz zu
unterstiitzen. Die von EITKEN und NORDEN im Jahre 1963 entwickelte externe Ummantelung

'PANKNIN HT, ScHWEMMLE K (2004) Operative Eingriffe bei alten Menschen
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von Bypassvenen hatte zum Ziel, die Wandspannung zu verringern und durch eine Anpas-
sung des Durchmessers die Flussverhiltnisse zu optimieren. Eine neue Methode der Revasku-
larisierung mit Biocompound-Prothesen wurde vom ZURBRUGG und HETZER entwickelt. Sie
ermoglicht die Verwendung von varikos-ektatisch verdnderten autologen Venen in einer Bio-
compound-Prothese bei Patienten, bei denen kein eigenes geeignetes venoses oder arterielles
Ersatzmaterial fiir eine Bypass-Operation zur Verfiigung steht.

1.2 Gefalersatzmaterialien

Die Einteilung der Gefiafersatzmaterialien erfolgt entsprechend deren Ursprung (Tabelle 1.1).
Als optimaler Gefifersatz gilt das autologe Transplantat, also korpereigene Venen oder Arte-
rien, die zur Uberbriickung der Gefiflision verwendet werden. Meist kommen hier V.saphena
magna und A.thoracica zur Anwendung. Als homologe Transplantate werden meist Leichen-
gefifse verwendet, wihrend als xenogene Transplantate Arterien von Rindern und Schweinen
Verwendung finden. Homologe und xenogene Transplantate bilden die Gruppe der Bioprothe-
sen, zu der auch die aus Nabelschnurvenen gefertigte Dardik-Prothese gehort.

Angesichts des Gefahrenpotenzials von viralen Kontaminationen treten Xenotransplantate im-
mer mehr in den Hintergrund. Trotzdem wird auf diesem Gebiet weiterhin Forschung betrieben.
Aktuelle tierexperimentelle Untersuchungen zeigten, dass die Vorbehandlung des Spenders mit
sallochimaren® Antikdrpern gegen das MHC-I des Endothels neben der chronischen Abstos-
sungsreaktion auch die Intimaproliferation reduzieren kann [2].

Im Gegensatz zu den Bioprothesen werden die alloplastische Gefafstransplantate aus nichtorga-
nischem Material, wie beispielsweise Teflon oder Polytetrafluoroethylen, hergestellt. Ausserdem
werden derzeit tierexperimentelle Untersuchungen mit einem neuartigen Material, Bakterien-

cellulose BASYC®| durchgefiihrt [3].

Gefalersatzmaterialien

autolog homolog heterolog alloplastisch
venos Arterie bovine Prothese Dacron
—V.Saphena magna Vene porcine Prothese ePTFE
—V .cephalica Dardik-Prothese
arteriell (V.umbilicalis)
—A thoracica int.
—A radialis

Tabelle 1.1: Ubersicht der am hiufigsten verwendeten Gefiifersatzmaterialien
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1.3 Tissue Engineering

Tissue Engineering ist ein interdisziplindrer Forschungsbereich, dessen Ziel es ist, Organ- und
Gewebefunktion durch Herstellung von hybriden bioartifiziellen Konstrukten aufrecht zu er-
halten oder zu ersetzen. Durch Verwendung autologer sowie genmodifizierter allogener Zellen
besteht die Moglichkeit, durch Reduktion oder Wegfall der lebenslangen Immunsuppression die
Lebensqualitit des Patienten zu steigern. Beim Grundkonzept der Gewebeziichtung handelt es
sich um eine Kombination biologischer oder artifizieller Matrices mit extrakorporal geziichteten
Zellen. In einigen Fachbereichen hat sich das Tissue Engineering einen festen Platz im klini-
schen Alltag erobert. Dieses Verfahren wird vor allem zur Herstellung von Herzklappen in der
kardio-vaskuléren Chirurgie, bei der Transplantation von Inselzellen bei Diabetes mellitus aber
auch zur Herstellung dermaler Transplantate und zur Ziichtung Knochen- oder Knorpelgewebe
in der plastischen Chirurgie angewendet. Im Korper werden die artifiziellen Organe verschiede-
nen physiologischen und mechanischen Einfliissen ausgesetzt. Fiir kardiovaskuldre Implantate
gelten besondere Anforderungen, weil sie im Blutkreislauf dem Perfusionsdruck und den Scher-
kriften standhalten sollen. Unter in vitro Bedingungen werden solche spezifischen Eigenschaften
unvollstindig ausgebildet. Die geziichteten Zellen miissen in einer organtypischen Umgebung
entsprechend konditioniert werden, damit sie nach der Implantation den organspezifischen An-
forderungen gerecht werden kénnen.

1.4 Tissue Engineering in der kardio-vaskuldren Chirurgie

Vaskuldre Stenosen und daraus resultierende Minderperfusion der betroffenen Organe fiih-
ren zu funktionellen und morphologischen degenerativen Verdnderungen. Bei einer langsamen
Progression des ischdmischen Prozesses sind die betroffenen Strukturen in der Lage, durch ent-
sprechende Adaptationsmechanismen eine Funktion- und Strukturintegritit aufrechtzuerhal-
ten. Wenn die Perfusion einen kritischen Punkt erreicht, kénnen die Organe einen irreparablen
ischdmischen Schaden erleiden, was bei Beteiligung lebenswichtiger Organe sogar zum Tode
fiihren kann. Um eine addquate Blutversorgung wieder herzustellen, wird die Stenosestelle
durch ein Gefifiinterponat iiberbriickt. Wie bereits erwdhnt wurde, sind autologe A.thoracica
int. und V.saphena magna der optimale Gefifersatz. Allerdings ist bei ca. 20% der Patienten
aufgrund einer fortgeschrittenen generalisierten Vaskulopathie kein geeignetes Eigenmaterial
fiir eine autologe Gefafktransplantation vorhanden. Das gleiche Problem ergibt sich bei Patien-
ten mit mehrfachen autologen Gefifstransplantationen.

Als Alternative zur autologen Gefiaftransplantation wurden eine Reihe unterschiedlicher Ge-
fikersatzmaterialien (Tab. 1.1) entwickelt. Der Einsatz der Alternativmethoden wird jedoch
durch bestimmte materialspezifische Eigenschaften eingeschrinkt. So gehdrt ein allogener
Gefédkersatz in die Kategorie ,Organtransplantation und muss - wie dies bei jeder Trans-
plantation notwendig ist - mit allen Konsequenzen durch eine antiproliferative, thrombo-
zythenaggregations- und gerinnungshemmende Therapie unterstiitzt werden. Der Einsatz von
kiinstlichen Geféfprothesen (alloplastischer Geféfiersatz) ist eine weitere interessante Alterna-
tive. Das Prothesenmaterial enthélt keine Antigenen, was eine klassische Alloantigenerkennung
ausschliefft. Durch die ausgeloste Fremdkorperreaktion kommt es jedoch zur Degeneration der
Materialstruktur. Auf der luminalen Seite entwickelt sich eine Neoendothelhyperplasie, die zur
Storung der Blutperfusion bis hin zur Okklusion der Gefifsprothese fithren kann. Durch die
Kultivierung von Endothelzellen auf der luminalen Oberflache mittels tissue engineering kann
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man alloplastische Gefiafsprothesen generieren, die mit einem Endothel ausgekleidet sind, was
die Langzeitergebnisse der Implantation einer solchen Prothese erheblich verbessert.

1.4.1 Kiinstliche Gefafiprothesen

In der Geféfchirurgie werden bei einem Fehlen von geeigneten autologen Gefafen aufgrund
schlechten Venen- und Arterienmaterials (Varikosis, Atherosklerose, Zustand nach Thrombo-
phlebitis oder Venenstripping) vaskulére Prothesen aus Kunststoff zur arteriellen Revaskula-
risierung bei pAVK und KHK eingesetzt. Die erste routineméfbige klinische Anwendung der
kiinstlichen Vinyon-N-Geféfiprothesen erfolgte durch VOORHEES et al. in den 50-er Jahren.
Es wurde weiter nach geeigneten Materialien fiir Gefafiprothesen geforscht. DEBAKEY publi-
zierte bereits 1958 die Ergebnisse seiner umfangreichen Experimente auf der Suche nach ei-
nem optimalen Material. Er kam zu dem Schluss, dass Dacron die Voraussetzungen fiir eine
dauerhafte Prothese am besten erfiillt. Als Material fiir kleinlumige Gefafprothesen erwies sich
spéter Polytetrafluoroethylen, ePTFE (Abb. 1.1), auch unter dem Namen Teflon bekannt, als
zweckdienlicher.

Abbildung 1.1: vaskulire ePTFE-Prothese?

Der alloplastische Geféaflersatz hat sich im groklumigen Bereich bewdhrt. Der klinische Ein-
satz kleinlumiger alloplastischer Gefife ist jedoch mit hohen Komplikationsraten behaftet.
Trotz beachtlicher Vorteile im Vergleich zu anderen synthetischen Materialien stimmt auch
ePTFE nicht in jeder Beziehung mit der Beschaffenheit eines korpereigenen Blutgefifes iiber-
ein. Die Oberflachenthrombogenitét, eine im Anastomosenbereich entstehende turbulente Stro-
mung und eine sich langsam entwickelnde Intimahyperplasie begiinstigen thrombotische Kom-
plikationen, welche schlieflich zu einem Gefafsverschluss fiihren konnen.

2FlowLine Bipore®, Foto von ePTFE Vascular Grafts, JOTEC® GmbH, Deutschland,

www.jotec.net
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Die primére Durchgangigkeitsrate von Bypéssen aus ePTFE beim Verschluss der Unterschen-
kelarterie 5 Jahren postoperativ liegt zwischen 30% und 40%, im Vergleich zu 60-80% bei ve-
nosen Bypissen®, d.h. ein Grofiteil der Patienten muss sich innerhalb dieser Zeit einer erneuten
Operation unterziehen.

1.4.2 Neointima beim alloplastischen Gefiliersatz

Die innere Schicht zwischen ePTFE-Innenflache und Lumen der implantierten Geféfiprothese
wird als Neointima bezeichnet (Abb. 1.2). Die einlagige Endothelzellschicht, welche die Neoin-
tima auskleidet und dem Geféifendothel entspricht, wird als Neoendothel bezeichnet, wobei die
Neointima selbst noch keine Voraussetzung fiir das Vorhandensein eines Neoendothels ist.

Die Neointima weist betridchtliche Schwankungen in der Dicke auf. Durch einen fliefsenden
Ubergang zwischen transmural eingewachsenem Bindegewebe und Neointima ist letztere fest
mit der Prothesenwand verankert. Die Neointima bildet in unterschiedlicher Dicke die innere

(a) 3 Monate (b) 6 Monate

Abbildung 1.2: Bildung der Neointima in unbehandelten ePTFE-Prothesen 3 und 6 Monate nach
der Transplantation in die A.abdominalis der Ratte.

NI —Neointima

P —Prothesenwand

PG-perivaskulidres Gewebe

Prothesenauskleidung. Sie besteht aus zellarmem Bindegewebe mit konzentrisch angeordneten
Kollagenfasern. Ein zusammenhéngendes neointimales Endothel zeigt sich lediglich in anasto-
mosenahen Bereichen. Hier finden sich konzentrisch angeordnete glatte Muskelzellen (SMC), die
von einer singuléren Schicht von poligonalen Neoendothelzellen bedeckt sind [4]. Das Neoendo-
thel dhnelt zwar dem Endothel origindrer Gefife, zeigt allerdings betrdchtliche Variationen
nicht nur beziiglich der Zellform und der Zellgrofse, sondern auch beziiglich der Integration
in die Zellverbdnde und in die bindegewebige Strukturen. Einige tierexperimentelle Untersu-
chungen mit hochporésem ePTFE zeigten, dass zwischen der ersten und der zweiten Woche
nach dem Einsetzen der Prothese die Endothelzellen der eingewachsenen Kapillaren die lumi-
nale Prothesenfldche erreichen. Eine erhéhte Proliferationsaktivitiat der Endothelzellen und der
darunter liegenden SMC wurde sogar mehrere Monate nach der Transplantation beobachtet [5].

3Quelle: Leitlinien zu Stenosen und Verschliissen der Unterschenkelarterien, 2004
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Wichtige Faktoren fiir die Neointimabildung sind neben der intakten Blutperfusion auch die auf
die Innenfliche wirkenden Scherkréfte, welche sowohl vom Durchmesser der ePTFE-Prothesen
als auch von der Flussgeschwindigkeit abhédngen. Untersuchungen mit unterschiedlichen Prothe-
senmodellen und Perfusionsgeschwindigkeiten zeigten, dass es bei niedrigen Scherkriften meist
zu einer ausgeprigten Neointimabildung kommt, wihrend grofe Scherkrifte in kleinkalibrigen
Prothesen in Assoziation mit ungeniigender Neointimabildung und haufig auch mit parietalen
Thromben auftreten [4]. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass hoher Scherstress sogar bei bereits
entwickelter Neointima zu deren Atrophie fiihrt [6].

1.4.3 Problematik des alloplastischen Gefafiersatzes

Alloplastische Materialien weisen eine Reihe von Schwachpunkten auf, welche zu Funktions-
einschrankungen des Transplantates fiihren kdnnen. So fiihrt beispielweise das Fehlen einer ge-
schlossenen Endothelschicht und eine anhaltende mitotische Aktivitdt der SMC zu einer Stenose
der Prothese und zu damit verbundenen thrombotischen und thromboembolischen Ereignissen.
Ein Flexibilitétsverlust der Prothese (infolge der bindegewebigen Inkorporation) sowie die De-
generation und Dissektion der Neointima fordern die pathophysiologischen Prozesse, welche
schlielich zum Funktionsverlust des Allotransplantates fiihren.

Um die Stenosierungsrate und die thrombotischen Komplikationen zu senken und dadurch die
Langzeitergebnisse zu verbessern, wurde schon sehr frith versucht, die synthetische Prothe-
seninnenfliache, die im unmittelbaren Kontakt mit dem Gerinnungs- und Immunsystem steht,
antithrombotisch zu modifizieren, indem man die Oberflichenspannung des prothetischen Ma-
terials dndert oder sie mit Heparin beschichtet.

1.4.4 Besiedlung der ePTFE-Prothesen mit Endothelzellen

Weitere biomedizinische Ansétze, wie die Besiedlung der ePTFE-Prothesen mit Endothelzellen
(ECs), konnten bereits in den 80-er Jahren Vorteile beziiglich Himodynamik und Thrombogeni-
tit gegeniiber unbehandelten Kunstgefifen nachweisen [7]. Die Strategie der Tissue Ingeneering
in der kardio-vaskuldren Chirurgie besteht darin, vaskulére Prothesen zu entwickeln, die in der
anatomischen Struktur und in den physiologischen Parametern den nativen Gefifien moglichst
dhnlich sind.

Ein Blutgeféf besteht aus drei Schichten: Intima, Media und Adventitia (Abb. 1.3). Die innere
Schicht (Intima) besteht in einem gesunden Geféf aus einem einschichtigen Endothel und ei-
nem subendothelialen lockeren Bindegewebe, welches durch eine Basalmembran vom Endothel
getrennt ist. Das Endothel dient hauptsichlich dem Gas- und Stoffaustausch, spielt aber auch
eine wichtige Rolle bei der Regulation der Gerinnungshomoostase und der addquaten Perfusion.
Die mittlere Schicht (Media) besteht aus konzentrisch angeordneten elastischen Lamellen, glat-
ten Muskelzellen (SMC) und dazwischen liegenden Kollagenfasern. Auf der inneren Seite wird
die Media durch Lamina elastica interna von der Intima abgegrenzt und auf der duferen Seite
durch die Lamina elastica externa von der Adventitia. Die Adventitia besteht aus lockerem
Bindegewebe mit schraubenartig angeordneten Kollagenfasern. Die in ihr verlaufenden Blut-
und Lymphgefafe, aber auch die Nerven gewihrleisten die Blutversorgung und die Innervation
der Gefdaliwand.
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Intima
Adventitia

Lamina elastica int.

< Lamina elastica ext.

Endothelzellen

Media

Abbildung 1.3: Schematischer Aufbau eines Blutgefifses. Ein wichtiges Merkmal eines
Blutgefafies ist seine Dreischichtung, die bei Arterien vom muskuléren Typ besonders ausgeprégt
ist.

Physiologische ,Maskierung“ des Kunststoffes mit Endothelzellen (Endothelial Cell Seeding,
ECS) konnte das hohe thrombotische Risiko tatséchlich senken. Aus einer Reihe von in wi-
vo Untersuchungen und klinischen Studien aus den letzten 30 Jahren geht hervor, dass eine
endotheliale Schicht auf der luminalen Seite der synthetischen Gefafprothesen die Entwicklung
einer inflammatorischen Reaktion mit folgender Neointimahyperplasie und thromboemboli-
schen Komplikationen senkt. Es wurde nachgewiesen, dass endothelialisierte ePTFE-Prothesen
das antikoagulatorische Protein C aktivieren und die Konversion von Prothrombin in Thrombin
verhindern [8]. Das Verfahren der Besiedlung der ePTFE-Prothesen mit Endothelzellen wurde
bereits im Jahr 1978 von HERRING, GARDNER und GLOVER im Hundemodell entwickelt. Die
fiir die Besiedlung verwendeten ECs werden aus einer peripheren Vene oder Arterie gewonnen.
Unter Einsatz von mechanischen und enzymatischen Ansétzen erfolgt zunéchst die Isolierung,
Praparation und Kultivierung der Primérzellen. Anschliefend wird die Geféfiprothese in einem
speziell fiir diesen Prozess konstruierten Bioreaktor mit geziichteten ECs besiedelt. Es wurden
eine Vielzahl von Verfahren entwickelt, um die Ausbeute an ECs und deren Haftung auf der
Prothesenoberflache zu verbessern und ein konfluentes Zellwachstum zu erreichen. Erfolgreiche
Untersuchungen im Hundemodell liefen sich allerdings auf den Menschen nicht {ibertragen.
Klinische Untersuchungen mit autologen ECs besiedelten ePTFE-Prothesen als Femoropopli-
tealbypass zeigten 14 Wochen postoperativ kein konfluentes Endothelwachstum [9]. Die erste
prospektive 1-jahrige klinische Studie mit durch ECs besiedelten kiinstlichen Femoropopliteal-
interponaten zeigte gegeniiber der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied beziiglich
thromboembolischen Ereignissen und Perfusionsparametern [10]. Bereits 1985 hatte ROSEN-
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MAN in tierexperimentellen Untersuchungen die schwache Adhérenz der Endothelzellen auf den
ePTFE-Prothesen festgestellt. 24 Stunden nach der Implantation der Gefiafsprothese wiesen
lediglich 5% der vorher iiber 6 Wochen in wvitro auf der Prothese geziichteten Endothelzellen
eine addquate Haftung auf [11].

1.4.5 Forderung der Ansiedlung von Neoendothel

Schwache Zelladhirenz ist bei in vivo Untersuchungen ein limitierender Faktor bei der Besied-
lung vaskularer ePTFE-Prothesen mit ECs. Die Beschichtung der Protheseninnenfliche kann
dazu beitragen, dass die ECs besser anhaften und sich ansiedeln. Verschiedene Versuche wur-
den unternommen, um die Ausbreitung und Adhérenz der Neoendothelzellen zu férdern. Eine
Vielzahl von Beschichtungsverfahren wurden seit 25 Jahren untersucht. Die verwendeten Sub-
stanzen reichen von Gelatine, Albumin iiber Extrazellularmatrix, Kollagen und Fibronektin bis
hin zu verschiedenen Wachstumsfaktoren, Fibrinkleber, Salicylaten, um nur einige zu nennen.
Viele wurden in Kombination mit dem Endothelial Cell Seeding getestet. Besonders wirkungs-
voll fiir die Verbesserung des ECS scheinen Fibrin und Fibronektin zu sein [12][13].

Ahnliche Ergebnisse zeigte LINDBLAD bei der Inkubation der ePTFE-Gefiike in ECs-enthalten-
dem Blut [14]. ZILLA zeigte 1989 eine signifikante Verbesserung des Adhérenzverhaltens der
humanen ECs in mit Fibrinkleber vorbehandelten ePTFE-Prothesen [15]. Manche Arbeits-
gruppen favorisieren eine Kombination von verschiedenen Matrixsubstanzen wie beispielweise
Fibrinogen, Fibronektin und Elastin fiir die Forderung der Endothelialisierung von ePTFE-
Prothesen [16|. Eine niedrige Konzentration der cross-linked RGD-Peptiden im Fibrin fordert
ebenfalls die ECs-Ansiedlung und -Adhésion auf der ePTFE-Prothese [17].

1.5 Studien mit endothelialisierten ePTFE-Prothesen

In den ersten klinischen Studien iiber die Verwendung von endothelialisierten ePTFE-Prothesen
bei kardiovaskuldren Eingriffen konnte eine Senkung der Restenosierungsrate bei denjenigen
Patienten festgestellt werden, bei denen endothelialisierte ePTFE-Prothesen eingesetzt worden
waren. Weit hoher war die Restenosierungsrate bei der Kontrollgruppe, also bei denjenigen Pati-
enten, die einen unbesiedelten ePTFE-Bypass erhalten hatten [18]. Im Deutschen Herzzentrum
zu Berlin wurden prospektiv Patienten beobachtet, die einen mit autologen ECs beschichteten
aortokoronaren ePTFE-Bypass eingesetzt bekommen hatten [19].

Bei dieser Studie wurden den jeweiligen Patienten etwa 2 Monate vor dem geplanten Ope-
rationstermin Segmente einer kleinen Hautvene entnommen und anschliefsend Endothelzellen
aus dem Zellverband enzymatisch herausgelost. Unter Verzicht auf alle nicht humanen Zusitze
zum Zellkultur-Medium, einer Minimierung des Serumeinsatzes und der Optimierung der Pro-
liferationsstimulation wurde eine Endothelzelllinie geziichtet, die anschlieffend im Lumen einer
ePTFE-Prothese kultiviert wurde. Innerhalb von ca. 10 Tagen wurde eine mit Endothelzellen
beschichtete Prothese an ein den Blutkreislauf imitierendes System angeschlossen. Unter diesen,
beinahe physiologischen Bedingungen, die eine scherkraftresistente Zellanheftung ermdéglichen,
bildeten die ECs auf der Prothesenoberfléche eine konfluente Schicht [9].
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Wie oben schon erldutert wurde, ist eine autologe Vene oder Arterie der ideale Gefifersatz.
Die Patienten mit einer weit fortgeschrittenen KHK oder pAVK verfiigen aber meistens quali-
tativ und quantitativ nicht iiber ausreichend autologes Ersatzmaterial zur Uberbriickung von
Gefékldsionen. Die oben erwdhnten Methoden, bei denen arterielle Interponate zur Anwendung
kommen, sind zeitaufwindig, so dass sie nur fiir eine im Voraus geplante Bypass-Operation in
Frage kommen. Bei manchen Patienten verlangt jedoch ein vaskulopathologischer Prozess eine
dringende operative Intervention. Hier braucht es eine Gefafiprothese, die einerseits eine niedrige
Thrombogenitéit aufweist und andererseits binnen kiirzester Zeit einsatzbereit sein kann.

1.6 Transplantatabstossung

Adaptive Immunreaktionen gegen das fremde Gewebe sind das grofte Hindernis fiir eine er-
folgreiche Organtransplantation. Man unterscheidet verschiedene Formen der Transplantatab-
stossung, die sich beziiglich des bevorzugten zeitlichen Auftretens, der Pathogenese und der
Morphologie voneinander unterscheiden: die hyperakute, akute oder akzelerierte akute und die
chronische Abstossung. Eine hyperakute Abstossung wird vor allem in vaskularisierten Trans-
plantaten durch praformierte zytotoxische Alloantikérper verursacht. Durch ihre Bindung an die
HLA-Oberflachenmolekiile der Spender-EC kommt es zur Komplementaktivierung, Fibrinah-
lagerung und schlieflich zur thrombotischen Okklusion kleiner Gefafe. Eine akute Abstossung
erfolgt im Regelfall in den ersten ein bis fiinf Wochen. Bei der vaskulidren Allotransplantation
werden die Intima und die Adventitia des Transplantates von CD471-, CD8'-Lymphozyten sowie
von Makrophagen infiltriert. Die Zytokinfreisetzung von CD4"-Lymphozyten und Makropha-
gen stimuliert die klonale T-Zell-Proliferation und rekrutiert zytotoxische CD8*-Lymphozyten
und natiirliche Killerzellen. Dies fiihrt zur Zerstérung des Endothels mit konsekutiver Akti-

vierung des Gerinnungssystems, Thrombenbildung und schlieflich zur Perfusionsstérung oder
Geféafokklusion.

Hyperakute Abstossung, welche durch priaformierte anti-ABO- oder anti-HLA-Antikérper aus-
gelost wird, kann durch Ausschluss der Anti-Spender-Antikorper mittels Krueztestung weitge-
hend verhindert werden. Akute Abstossungsreaktionen lassen sich unter Beriicksichtigung der
polymorphen HLA-Antigene und unter der immunsuppressiven Pharmakotherapie reduzieren.
Bei der chronischen Abstossungsreaktion eines vaskuldren Allotransplantates handelt es sich
um iiber Monate und Jahre fortschreitende morphologische Strukturverdnderungen der Ge-
fakwand, die mit einer progredienten Funktionseinschrinkung einhergehen und schliefslich zu
einem Funktionsverlust durch Okklusion fiithren. Es ist ein multifaktorieller Prozess, dem nicht
nur eine Vielzahl von immunologischen Faktoren (Alloantigen-abhéngigen) zugrunde liegt, son-
dern auch nichtimmunologische (Alloantigen-unabhéngigen) Faktoren einschliefst, wie Ischdmie,
Reperfusionsschaden oder turbulente Stromungen im Anastomosenbereich.

Im Unterschied zu einer akuten Abstossung, bei der zelluldre Infiltrate, Zellnekrosen und Stro-
maoddem im Vordergrund stehen, wird eine chronische Abstossung durch proliferative Prozesse
charakterisiert. Eine persistierende Zellinfiltration in der ersten Phase nach der Transplantati-
on ist mit der Freisetzung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren sowie mit der zunehmenden
Expression von Adhésionsmolekiilen auf dem Endothel verbunden. Durch die Zytokine werden
weitere immunkompetente Zellen rekrutiert, die den Ciruculus vitiosus aufrecht erhalten. Die
Wachstumsfaktoren regen die Fibroblasten zur Proliferation an, was schliefslich zu morpho-
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logischen Verdnderungen fiihrt. Ab einem gewissen Zeitpunkt bedarf es fiir die Unterhaltung
struktureller Umbauprozesse keiner Stimulation mehr von Zytokinen und Wachstumsfaktoren.

Im Endstadium der chronischen Abstossungsreaktion steht immer eine obliterierende Athero-
sklerose des vaskuldren Allotransplantates. Die Ausprigung der Atherosklerose wird mafgeblich
vom HLA-Mismatching und vom Ausmaf der durch die akute Reaktion verursachten Endo-
thelschidigung bestimmt. Die transplantationsbedingte obleterierende Atherosklerose wird als
Transplantatvaskulopathie oder Bypass graft disease bezeichnet und ist morphologisch einer
priméren atherosklerotischen Lasion &hnlich.

Im Gegensatz zu einer schleichenden, {iber Jahrzehnte fortdauernden Entwicklung der Pri-
marldsion bildet sich eine ausgeprigte Transplantatatherosklerose innerhalb von wenigen Wo-
chen bis Monaten aus [20]. Pathogenetisch stellt die atherosklerotische Vaskulopathie eine
inflammatorische Reaktion dar [21]. Neben den pathophysiologischen Prozessen, die zu einer
priméren atherosklerotischen Lasion fiihren, wird der Einheilungsprozess des Transplantates
durch weitere Faktoren beeinflusst. HLA-Mismatching, der prioperative morphologische und
funktioneller Zustand des vaskuldren Allotransplantates sowie durch Anastomosetechnik be-
dingte mechanische und funktionelle Alterationen spielen dabei eine wichtige Rolle [22]. Bypass
graft disease ist durch folgende Prozesse gekennzeichnet:

e Remodeling
e Bildung parietaler Thromben
e Intimahyperplasie

e Intima- und Mediadissektion

1.6.1 Remodeling

Strukturelle Umbauvorgénge in der Gefakwand mit konsekutiven morphologischen und funk-
tionellen Verdnderungen des Gefifses und hdmodynamischen Alterationen werden allgemein
als Remodeling definiert und stellen eine adaptive Reaktion an atherosklerotischen Lasionen
dar [23]. Blutgefife sind bis zu einem gewissen Grad in der Lage, bei einem fortschreitenden
atherosklerotischen Prozess die Wandspannung und somit das urspriingliche Lumen aufrecht-
zuerhalten. Dabei werden bei adaptiven Vaskulopathien nicht nur ein expansives Remodeling,
welches bei einer fortgeschrittenen Plaquesbildung eine adiquate Blutperfusion gewahrleistet,
sondern auch ein konstriktives Remodeling beobachtet, welches eine atherosklerotische Gefaf-
einengung unterstiitzt [24].
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1.6.2 Intimahyperplasie

Die Intimahyperplasie ist einer der wichtigsten transplantationsbedingten Vorgénge, die zu einer
insuffizienten Gefalsperfusion fithren. Sie wird als intimale Zellproliferation definiert, die von
einer iiberschiefenden Produktion extrazellulirer Matrixstrukturen begleitet wird (Abb. 1.4)
[25]. Transplantationsbedingte Ischimie, initiale Endothelschidigung durch eine zellvermittelte
antigenspezifische Immunreaktion sowie mechanische Irritationen bestimmen weitgehend die
Auspriagung der Intimahyperplasie. Der Gefifstyp ist ebenfalls ein pradektiver Faktor fiir den
Grad der Vaskulopathie. Aktuelle klinische Untersuchungen der aortokoronaren Bypésse zeigten
eine signifikant hohere Proliferation der SMC in venodsen, wie V.saphena magna, im Vergleich
zu arteriellen Bypéssen, wie A.thoracica interna [26].

Lumen

Lamina elastica externa Lamina elastica interna

Abbildung 1.4: Intimahyperplasie im Rahmen einer ,Bypass graft disease**

L—Lumen, A-Adventitia,
I-Intima, M-Media

4PEIR Digital Library, Department of Pathology, University of Alabama at Birmingham
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Bei der Entstehung der Intimahyperplasie spielen sich folgende Vorginge ab:

1. Reduktion der Aktivitdt der cGMP abhéngigen Signalkaskade [27]

2. Reduktion der NO-Aktivitét 28]

3. Aktivierung der Gerinnungsfaktoren mit Bildung parietaler Thromben
4. Produktion von extrazelluldrer Matrix

5. Proliferation und Migration der SMC aus der Media und Adventitia, welche einen we-
sentlichen Beitrag bei der Intimahyperplasie leisten [29]

6. Anhaltende Proliferation der neointimalen SMC

7. Umschalten des kontraktilen auf den synthetisierenden Phanotyp der SMC [30]

Bei der Konversion der SMC vom kontraktilen zum synthetischen Typ wird die Expression von
kontraktilen Myofilamenten eingestellt. Durch Zytokinstimulation werden die SMC zu Prolife-
ration und zu Kollagensynthese angeregt [31]. Kontrovers wird die Heterogenitdt und Mono-
bzw. Oligoklonalitit der proliferierenden neointimalen SMC diskutiert. Alternativ zu der Hypo-
these, dass alle medialen und adventitiellen SMC einer Phinotypanderung unterliegen, wurde
das Konzept der pradisponierten Population der SMC in intimalen Plaques erarbeitet [32]. Die-
ses Konzept besagt, dass humane atherosklerotische Plaques Eigenschaften einer monoklonalen
Léasion besitzen, was bereits mehrere Forschungsgruppen bestitigt haben [33]. Spéter wurde
mittels Mikrodissektionstechnik nachgewiesen, dass die intimalen SMC oligoklonaler Natur sind
[34] [35]. Die intimalen SMC stammen von den medialen und adventitiellen Myofibroblasten,
von den ECs des Originalendothels und von den zirkulierenden pluripotenten Knochenmark-
zellen ab [35].

1.7 Immunogenitat des Gefafitransplantates

1.7.1 Unterscheidung von ,fremd“ und ,selbst*

Das Immunsystem ist in der Lage, durch MHC-Molekiile zwischen ,selbst® und ,fremd* zu
unterscheiden. Der HLA-Komplex beim Menschen zeigt einen ausgepriagten Polymorphismus.
Geringe Unterschiede im HLA-Typ von Spender und Empfanger erh6hen die Erfolgswahrschein-
lichkeit einer Transplantation. Die Aktivierung von T-Lymphozyten durch Allo-MHC-Molekiile
nach einer Transplantation wird als Alloreaktivitit bezeichnet. Die Interaktion zwischen dem
T-Zell-Rezeptor (TCR) und den auf der Membranoberfldche der Spenderzellen prisentierten
alloreaktiven MHC-Peptiden ist der zentrale Mechanismus einer Transplantatabstossung.
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1.7.2 Die Antigene des Haupthistokompatibilitatskomplexes

Die T-Lymphozyten erkennen ihr Antigen nicht in 16slicher Form, sondern gebunden an spe-
zialisierte Molekiile auf der Zelloberfliche. Der Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC von
engl.: major histocompatibility complex) ist der Genkomplex, der die Glykoproteine der Plas-
mamembran kodiert, die kérpereigene und fremde Peptide binden. Die entsprechenden Genloci
beim Menschen werden als ,human leukocyte antigen“ (HLA) bezeichnet. Die von ihnen kodier-
ten polymorphen Prasentationsmolekiile sind als MHC-Molekiile bekannt und werden kodomi-
nant exprimiert. An der Antigenprésentation beteiligen sich zwei Klassen von MHC-Molekiilen:
MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-11. Die Genloci beider Klassen zeichnen sich durch einen sehr
ausgepragten allelen Polymorphismus aus, welcher dazu fiihrt, dass mit Ausnahme monozygo-
ter Zwillinge eine vollstindige Ubereinstimmung der MHC-Antigene nie vorkommt. Genetisch
unterschiedliche Individuen derselben Spezies bezeichnet man als allogen. Nur die Kombination
von MHC-Molekiilen und exo- und endogenen Peptiden bildet eine Erkennungsstruktur fiir den
TCR und erméglicht somit die Interaktion mit dem Immunsystem. Allogene MHC-Molekiile des
Transplantates werden von den T-Lymphozyten des Empfingers ebenfalls als ,fremd“ erkannt
und stellen die zentrale Instanz im Verlauf einer Abstossungsreaktion dar. MHC-I-Molekiile
werden auf allen kernhaltigen Korperzellen exprimiert. Die MHC-I-gebundenen Peptide, die
hauptsichlich aus dem Zytoplasma stammen, werden von den CD8"-Lymphozyten erkannt.
Auf diese Weise konnen zytotoxische CD8T-Lymphozyten die von intrazelluliren Erregern,
hauptsichlich Viren, befallenen Korperzellen identifizieren und eliminieren.

MHC-II Molekiile werden nur auf spezialisierten immunkompetenten Zellen exprimiert: auf an-
tigenprésentierenden Zellen (APC), wie z.B. Gewebsmakrophagen, B-Lymphozyten und dendri-
tischen Zellen, sowie auf Thymusepithel, auf aktivierten T-Lymphozyten nach der Stimulation
mit [FN-y und TNF-a und auf Endothelien. Beide genannten Zytokine sind in der Lage, die
Expression von MHC-II-Molekiilen auf den ECs, Keratinozyten [36] und anderen epithelialen
und Bindegewebszellen zu induzieren und somit atherosklerotische und autoimmune Prozesse
sowie die Entwicklung von Transplantatvaskulopathien in Gang zu setzen [37][38].

1.7.3 Direkter Weg der Alloantigenerkennung

Die T-Zellaktivierung bei einer Abstossungsreaktion erfolgt auf zwei verschiedenen Wegen: auf
direktem und indirektem. Die direkte Alloantigenerkennung (direct pathway) spielt eine wich-
tige Rolle unmittelbar nach der Transplantation. Im Gegensatz zur ,normalen“ Antigenerken-
nung, bei der das Fremdpeptid gebunden auf den Selbst-MHC-Molekiilen prasentiert wird,
erkennen die reaktiven T-Lymphozyten bei dem direkten Weg der Alloantigenerkennung ganze
MHC-Molekiile auf der Oberfliche von APC des Spenderorgans. Dieses Phinomen lisst sich
durch eine Kreuzreaktivitit von T-Lymphozyten zwischen Fremdantigenen im Kontext mit
Selbst-MHC-Molekiilen und einem Allo-MHC-Peptid-Komplex erkliaren. Dabei binden CD47-
T-Lymphozyten direkt an MHC-II-Molekiile. Die zytotoxischen CD8"-T-Lymphozyten erken-
nen MHC-I-Molekiile, miissen aber vorher durch ,direkte“ CD4"-T-Lymphozyten aktiviert wer-
den. Es wurde jedoch nachgewiesen, dass die zytotoxischen CD8"-T-Zellen ohne kostimulato-
risches Signal der CD4"-Lymphozyten an die MHC-I-Molekiile binden kénnen und somit eine
Effektorfunktion bei der direkten Alloantigenerkennung tibernehmen [39].

Fiir eine Aktivierung der antigenspezifischen CD4*-T-Lymphozyten ist ein zweites Signal not-
wendig, welches {iber die Interaktion von dem auf den APC exprimierten kostimulatorischen
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Protein B7 mit CD28, seinem T-Zell-Liganden, initiiert wird. Eine Erkennung des Alloanti-
gens erfolgt dem zu Folge nur in Anwesenheit von APC im Transplantat. ,Direkte allore-
aktive CD4"- und CD8"-T-Lymphozyten werden in der Milz oder in den das Transplantat
drainierenden Lymphknoten aktiviert, wo sie eine Interaktion mit den APC des Transplan-
tates eingehen. Eine prioperative Entfernung der APC aus dem Transplantat verhindert die
Aktivierung der CD4"-T-Lymphozyten iiber den direkten Weg der Alloantigenerkennung und
reduziert somit eine akute Abstossungsreaktion. Parenchym- und Endothelzellen exprimieren
jedoch unter bestimmten Umstidnden, wie die Stimulation mit [FN-v, die MHC-TI-Molekiile.
Fiir die Aktivierung von CD4"-T-Lymphozyten sind kostimulatorische Proteine der B7-Familie
(CD86und CD80) erforderlich, welche auf den professionellen APC exprimiert werden, nicht
aber auf den ECs. Durch das Fehlen der B7-Proteine erfolgt eine ,negative Selektion® der T-
Lymphozyten, so dass sie nach einer spateren Stimulation durch APC nicht mehr aktiviert wer-
den konnen, was als clonal anergy bezeichnet wird. Es wurde jedoch bei Mausen und Schweinen
gezeigt, dass die ECs nach einer in vitro-Kultivierung mit CD47-T-Lymphozyten B7-Proteine
exprimieren. Die Untersuchungen mit humanen ECs ergaben bisher noch keinen Nachweis der
B7-Expression. DENTON et al. zeigten aber, dass die CD4"-T-Lymphozyten nach der Kulti-
vierung mit aktivierten humanen ECs selber B7-Proteine exprimieren. Die aktivierten ECs ex-
primieren LFA-3 (Iymphocyte function-associated antigen 3), welche {iber die CD28-abhéngige
Kostimulation CD86-Expression der CD4"-T-Lymphozyten induziert. Die auf diese Weise ak-
tivierten CD41-T-Lymphozyten produzieren IFN-y und IL-2 [40]. Es bleibt aber noch unklar,
ob dieser Mechanismus auch bei einer Alloantigenerkennung in vivo eine Rolle spielt.

1.7.4 Indirekter Weg der Alloantigenerkennung

Der indirekte Weg gewinnt nicht nur in der Forschung zunehmend an Bedeutung, sondern
auch bei der Entwicklung von therapeutischen Ansétzen zur Vermeidung der Transplantatab-
stossung. Zelltrimmer zugrunde gegangener Endothel- oder Parenchymzellen sowie APC des
Transplantates werden in die drainierenden Lymphknoten und iiber die Blutbahn in die Milz
abtransportiert. Dort werden die MHC-Fragmente dieser Zellen von den Empfianger-APC auf-
genommen, in Peptidantigene der Allo-MHC prozessiert und gebunden an Empfinger-MHC-
II-Molekiile den CD4*-Lymphozyten présentiert.

Bei der Transplantation von mit Allo-ECs besiedelten ePTFE-Prothesen fehlen jedoch APC.
Das bedeutet, dass eine gegen Allo-ECs gerichtete Abstossung auf dem indirekten Wege der Al-
loantigenerkennung erfolgt. Kontrovers wird die Rolle des endothelialen Chimerismus diskutiert,
eines Phinomens, bei dem die Spender-ECs durch die Vorlaufer-ECs des Empfiangers ersetzt
werden. Es wird vermutet, dass der endotheliale Chimerismus die Alloreaktivitdt reduzieren
kann [41]. Der Anteil der vom Empfénger stammenden ECs im Endothel des Transplantates ist
aber relativ gering, so dass schwer zu beurteilen ist, ob dieses Phinomen bei der Modulation
der Immunantwort eine wesentliche Rolle spielt.
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1.8 Genetische Gefallmodifikation

1.8.1 Gentransfer

Im fortgeschrittenen Stadium einer generalisierten atherosklerotischen Vaskulopathie erweisen
sich autologe Gefife als ungeeignet fiir eine Bypass-Therapie. Allogene Gefafitransplantate 16-
sen eine inflammatorische Immunreaktion aus, die schlieflich zur einer Transplantatinsuffizienz
fiihrt. Durch eine gentechnische Modifikation kann die Immunogenitit des allogenen Gefafer-
satzes herabgesetzt und dadurch eine Verlangerung des Transplantatiiberlebens erreicht werden.
Alternativ zu einem allogenen Geféafitransplantat lasst sich mittels Tissue Engineering ein allo-
plastischer Gefifersatz herstellen. Eine ePTFE-Prothese wird dabei mit autologen ECs besie-
delt, welche die Thrombogenitit der luminalen Prothesenfliche reduzieren. Fiir eine dringen-
de Operationsindikation taugen jedoch solche Prothesen nicht, denn das Besiedlungsverfahren
nimmt mehrere Tage in Anspruch.

Um dieses Problem zu umgehen, kénnen vaskuldren ePTFE-Prothesen mit ECs besiedelt wer-
den, die zuvor genetisch modifiziert wurden. Durch die Modifikation wird ihre Immunogenitét
erheblich reduziert, so dass auf diese Weise eine Art universeller Geféfersatz hergestellt werden
kann. Solche ePTFE-Prothesen kdnnten ohne zeitliche Verzogerung jedem Patienten eingesetzt
werden.

KANKI-HORIMOTO berichtete iiber erfolgreiche in wvitro Versuche zur Besiedlung kleinkalibri-
ger ePTFE-Prothesen mit genetisch modifizierten mesenchymalen Knochenmarkstammzellen
(medullary stem cells, MSC) in wvitro. Dabei wurde [-Gal-cDNA mittels eines adenoviralen
Vektor in die MSC transduziert und anschliefend die Expression von (3-Gal auf der luminalen
Oberfléche der ePTFE-Prothesen nachgewiesen [42]. Von der gleichen Arbeitsgruppe wurden
ePTFE-Prothesen entwickelt, deren luminalen MSC eine Uberexpression von eNOS (endothelial
nitric oxide synthase) aufweisen [43]. Rattenmodelle sind demnach geeignet, um die Besiedlung
der ePTFE-Prothesen mit genmodifizierten ECs in vivo zu untersuchen.

Die am haufigsten bei einem Gentransfer verwendeten Vektoren sind rekombinante Adeno- und
Retroviren. Adenoviren besitzen eine hohe Transduktionseffizienz und erreichen somit bei der
Transfektion einen hohen intrazelluldren Titer. Das Virusgenom wird jedoch nicht chromosomal
integriert sondern bleibt extrachromosomal im Zytoplasma. Der Virustiter und die Expressi-
on des eingeschleusten Gens nehmen deswegen mit fortdauernder Zellproliferation ab bis sie
nicht mehr nachweisbar sind. Der wesentliche Vorteil der Retroviren ist ihre chromosomale In-
tegration in der Zielzelle und die damit verbundene dauerhafte Expression. Die Effizienz der
retroviralen Transduktion und der erreichte intrazellulire Titer sind jedoch niedrig.

1.8.2 Intrabody

Die Vorteile des Intrabody-Konzeptes sind neben der hohen Spezifitdt und Affinitdt der va-
riablen Antikérperregionen auch ihr niedriges Molekulargewicht und ihre hohe Stabilitit in
bestimmten zelluliren Kompartimenten. Als Intrabody werden im weitesten Sinne Antikoérper-
fragmente bezeichnet, die intrazelluldr ihre Zielmolekiile binden kdnnen, was praktisch zum
Funktionsverlust dieser Molekiile fiihrt. Intrabody ist das kleinste Antikérperformat und be-
steht aus einem scFu-Fragment (single chain fragment variable), welches durch die Assoziation
der antigenerkennenden variablen Doménen der schweren (V) und der leichten (Vi) Anti-
korperketten entsteht [44][45]. Die beiden variablen Doménen werden zur Stabilisierung durch
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ein Linkerpeptid miteinander verkniipft. Jede der beiden variablen Ketten von scFv tréigt drei
hypervariable komplementaritéitsbestimmende Regionen (complementary determining regions,
CDR 1-3), die zusammen (analog zu Antikorpern) die Antigenbindungsstelle von Intrabody
bilden. Die Abbildung 1.5 zeigt vergleichend Antikérper- und Intrabodystruktur.

VL VH

\
cn t:::::t
(a) Cu3 l L

Abbildung 1.5: (a): Antikérper bestehen aus zwei gleichen schweren (H) und zwei gleichen leich-
ten (L) Ketten, die iiber Disulphidbriicken (-S-S-) miteinander verkniipft sind. Uber Disulphid-
briicken sind ebenfalls variable Regionen der schweren und leichten Ketten verbunden (Vi und V),
die antigenerkennende Strukturen tragen. Leichte besitzen eine und schwere Ketten drei konstante
Doménen (Cr, und Chg).

(b): Das Single Chain Variable Fragment (scFv) besteht aus einer V7, und einer Vp, verbunden
iiber ein Linkerpeptid. Die (N)-Enden beider Doménen sind fiir Antigenerkennung und -bindung
zustandig.

ScFv kann auf vielfache Weise die Funktion intrazelluldrer Proteine beeinflussen. Durch das
entsprechende Design kann es die komplementiren Proteine in fast jedem Zellkompartiment
binden. ScFv kann strukturelle und regulatorische Proteine inaktivieren und mit Nukleotiden
interagieren. Bei einer Molmasse von 30 kDa kann es intrazellular mit der Spezifitit und der
Affinitét eines Antikorpers das jeweilige Antigen (Protein oder Nukleotid) binden, so dass das
Antigen durch seine Konformationsinderung oder durch eine verénderte Lokalisierung inakti-
viert wird [46]. Die Abbildung 1.6 zeigt schematisch die Interaktion zwischen MHC-I-Molekiilen
und anti-MHC-I-Intrabody.

Die Modulation der Oberfliachenexpression von MHC-I-Molekiilen durch die Transduktion von
ECs mit einem anti-MHC-I-Intrabody ist eine geeignete Strategie, die Immunogenitat der ECs
zu mindern und dadurch eine Immunreaktion gegen das Transplantat zu reduzieren. Unsere
Arbeitsgruppe zeigte bereits, dass durch die adeno- und lentiviralen Zelltransduktion mit anti-
MHC-I-Intrabody ein ,MHC-I-knock out“-Phénotyp erzeugt werden kann [47] [48]. Der Benefit
der reduzierten MHC-I-Expression zeigte sich in einer starken Verminderung zytolytischer Ak-
tivitdt zytotoxischer T-Lymphozyten im Vergleich zu den nichttransduzierten Zellen.
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Abbildung 1.6: Endogene Antigene werden durch MHC-I-Molekiile prisentiert. Der Antigen-
MHC-I-Komplex wird vom CD8'-T-Lymphozyten erkannt. Der anti-MHC-I-Intrabody bindet in-
trazellular die MHC-I-Molekiile und reduziert hiermit ihre Zelloberfldchenexpression.

1: CD8"-T-Lymphozyt, 2: MHC-I 3: T-Zellrezeptor, 4: Antigene, 5: Proteasom, 6: Peptidantigene,
7: TAP-Komplex, 8: Golgi-Komplex, 9: ER, 10: Antigen-MHC-I-Komplex, 11: Transportvehikel fiir
MHC-I-Molekiile, 12: anti-MHC-I-Intrabody, 13: Korezeptor. 5

®Bild Vladimir Mensing
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Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung neuer Konzepte fiir die Generierung
geeigneter allogener Gefiafersatzmaterialien mittels Hemmung der allogenen Immunogenitét.
Folgende Teilaspekte wurden bearbeitet:

e Entwicklung von Methoden zur Besiedlung von kiinstlichen Gefafersatzmaterialien
(ePTFE-Prothesen) mit Rattenaortenendothelzellen (RAEC) in vitro.

e Etablierung eines in vivo-Transplantationsmodells fiir besiedelte ePTFE-Prothesen in der
Ratte.

e Analyse des Einflusses einer MHC-I Modulation durch Expression von anti-MHC-I-
Intrabody auf RAEC, als Bestandteil von ePTFE-Transplantaten.

e Fz vivo Gentransfer von anti-MHC-I-Intrabody in A.carotis-Transplantate der Ratte und
deren orthotope Transplantation in vivo.

e Analyse der allogenen Abstofungsreaktion, insbesondere der zelluldren Infiltration und
der Intimahyperplasie, in A.carotis-Transplantaten nach Expression von anti-MHC-I-
Intrabody.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1

Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2.1: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

3-Aminopropyltriethoxysilane
Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

AmpliTag® DNA-Polymerase, Puffer,
MgCl,

Aqua ad injectabilia
Aquatex®

Bovines Serum Albumin
Bovines Serum Albumin
Bromphenolblau

Chloroform

Dithiotreitol

EDTA

Ethanol

Formalin

Gelatine

Gentamicin

L-Glutamin

Hersteller
Sigma, Steinheim
Gibco, BRL, Gaithersburg, USA
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Applied Biosystems PE,
Rodgau-Jiigesheim

Delta Pharma, Pfiillingen
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim

Sigma, Saint Louis, USA
Baker Analyzed, Deventer, Ne
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Fortsetzung auf der ndchsten Seite ...
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Chemikalien und Reagenzien

Glutaraldehyd

Glycerol

Hamatoxylin
Hepes-Puffersubstanz
Isopropanol
Killik-Einbettmedium
MMLV-Reverse Transkriptase
dNTP ‘s

Oligonukleotide

Papain

Penicillin

Pferdeserum

RNAseA

Tag-Polymerase, Puffer, MgCly
Triton X-100
TRIzol®Reagent

Trypan Blue

Trypsin-EDTA

X-Gal

Wasserstoffperoxid (H202)

Hersteller
Sigma, Steinheim
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Steinheim
Baker Analyzed, Deventer, Ne
Bio Optica, Milan, It
Gibco BRL, Gaithersburg, USA
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sv
Metabion, Martinsried
Sigma, Steinheim
Life Technologies, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Boehringen, Mannheim
Perkin Elmer, Branchburg, USA
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Steinheim
Life Technologies, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Chemikalien und Reagenzien
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2.1.2 Materialien

Tabelle 2.2: Materialien

Materialien
6-,24-,48-,96-well Flach-
und Rundbodenplatten
Alpha Graft®ePTFE-Prothesen
Beriplast®P Combi-Set 1ml
Gelita Tampon 8x5x1 cm
Einfrierrohrchen (Cryo Tube™Vials)

Einmal-Injektionskaniilen:

Neolus® 27G 3/,”
Sterican® 23G 17, 18G 1'/5”

Einwegpipetten 5/10/25ml
Eppendorfgefife 0,5/1,5/2ml
Gewebekulturréhrchen 15/50ml
Kulturflaschen T25/T75
Mikropipetten 0,5/10/20,/100/10004u!

Nahtmaterial:

Hersteller

Nunc,Roskilde, Dk
Falcon, Oxnard, USA

Alpha Research, Berlin
Aventis Behring, Marburg
Braun, Tuttlingen
Nunc,Roskilde, Dk

Terumo®, Leuven, Be
Braun, Melsungen

Greiner, Niirtingen
Eppendorf, Hamburg
Falcon, Oxnard, USA
Falcon, Oxnard, USA
Eppendorf

Vieryl® 2-0
Ethibond® 2-0
Prolene® 7-0, 10-0

Ethicon®, Jonson&Johnson, B
Ethicon®, Jonson&Johnson, B
Ethicon®), Jonson&Johnson, B

NYLON BLACK 10-0
Nylon 10-0, Typ V

Rontgenfilmentwickler, -fixierer

Silikon- Analyseschlauch:

Innen-@ 1,2mm/ Aufen-@ 2,0mm
Innen-@ 0,5mm/ Aufen-& 0,8mm
Innen-@ 0,3mm/ Aufen-& 0,7mm

Spritzen Omnifix®1/5/20/50ml
Sterilfilter 0,2/0,45um
Transfer-Pipette, 3,5 ml

00O Kontur, Ru
S&T®, Neuhausen, CH

Kodak, Chalon, Fr

Thomafuid®, Reichelt
Chemietechnik, Heidelberg

Braun, Melsungen
Schleicher Schuell, Dassel
Sarstedt AG, Nimbrecht

Materialien
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2.1.3 Gerate

Tabelle 2.3: Gerite

Gerite

Autoklav

Besiedlungskammer
(Tube Chamber System TCS 2c®)

Einfrierbox Nalgene™
Eismaschine AF-10
Elektrophoresekammer

Durchflusszytometer
FACSort® /FACScan®

Feinpipetten Research

Fotoausriistung
AxioCam®+ AxioVision® 3.0

Gefrierschranke

Gel Imager & E.A.S.Y. Enhanced
Analyses System

Gelkammer

GeneAmp®5700 Sequence
Detection System

Glaswaren
Heizblock
Kiihlschranke
Kryotom
Lichtmikroskop

RNA/DNA-Kalkulator Gene
Quant®1I

Schiittelinkubator Thermostat 5320
Schiittler, Vortex MS2 Minishaker
Sterilwerkbanke

Thermocycler 9700

Waagen

Wasserbad

Zentrifugen:

Biofuge Fresco

Centricon T-324
Centrifuge 5410 eppendorf
Megafuge 1.0
Ultrazentrifuge L7-55

Hersteller

Gossner, Hamburg
Oligene, Berlin

Nunc, Roskilde, Dk
Scotsman, Mailand, It

Renner, Dannstadt

Becton Dicinson, San Jose, USA
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Miinchen

Bosch, Stuttgart

Herolab, Wiesloch

Renner, Dannstadt

Applied Biosystems, Weiterstadt

Schott, Meinz

Kleinfeld Labortechnik, Berlin
Liebherr, Ochsenhausen
SLEE, Meinz

Leica, Braunschweig
Pharmacia, Uppsala, Se

Eppendorf, Hamburg
IKA-Werke, Staufen

Heraeus, Berlin

Applied Biosystems, Weiterstadt
Sartorius, Gottingen

GFL, Burgwedel

Heraeus, Berlin
kontron, Neufahrn
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Osterode
Beckman, USA

Gerite
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2.1.4 Medikamente

Tabelle 2.4: Medikamente

Medikamente

Ketavet® (Ketamin)

Valium® (Diazepam)

Temgesic® (Buprenorphin)
Zinacef® (Cefuroxim)

Bepanthen® Augen- und Nasensalbe
Cutasept® Antiseptikum

Hersteller

Pharmacia& Upjohn GmbH,
Erlangen

Roche, Reinach, CH

Essex pharma, Miinchen
GlaxoSmithKline, Miinchen
Bayer Vital, Leverkusen

Bode Chemie, Hamburg

Medikamente

2.1.5 Instrumente

Tabelle 2.5: Instrumente

Instrumente

Applikationspinzette
flir Gefdftklemmen B-2

Mikro-Nadelhalter Barraquer®

Mikrochirurgische Gefaftklemmen:

Vascular clamp B-2
Vascular clamp, Moria®200/A

Mikrochirurgische Pinzetten:

Dumont®
Moria®MC40

Mikrochirurgische Schere, gebogen
Nadelhalter

Pinzetten

Scheren
Skalpelle

Hersteller

Fine Science Tools, Heidelberg

Surgical Instruments & Hospital
Supplies, Tuttlingen

Fine Science Tools, Heidelberg

Fine Science Tools, Heidelberg

Fine Science Tools, Heidelberg
B.Braun, Aesculap®1\/[elsungen
B.Braun, Aesculap®Melsungen
B.Braun, Aesculap®Melsungen
B.Braun, Aesculap®1\/[elsungen

Instrumente
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2.1.6 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 2.6: Puffer, Losungen und Medien

ABC-Peroxidase-
Komplex

EBM
Einfriermedium
FACS-Puffer

Kulturmedium
fiir RAEC

PBS (kommerziel)

PBS (1L)
PBS/PS

TBS-Waschpuffer

5 ml TBS, 1 Tr. Reagenz A, 1 Tr. Reagenz 2

PAA, Pasching, A
10% DMSO in FKS
2% (v/v) FKS, 0,1% (w/v) NaN3 in PBS

2mM L-Glutamin, 50 pug/ml Gentamicin,
10% FKS, add EBM

Phosphate Buffered Saline (PAA, Pasching, A)
8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,15 g NazHPO4X2H20,
0,2 g KH2P04

100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
in PBS

10 mM Tris-Base, 150 mM NaCl, 0,05% (v/v)
Tween 20

2.1.7 Antikorper

Antikorper

anti-CD4 ™"

anti-CD81(MRC OX-8)

anti-CD68™1 (ED1)
anti-a-Aktin
anti-CD31+
anti-vWF
anti-MHC-I(0z18)

Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 2.7: Antikorper

Hersteller

Serotec, Diisseldorf
Serotec, Diisseldorf
Serotec, Diisseldorf
Sigma, Steinheim

BD Bioscience, Heidelberg
Sigma, Steinheim

BD Bioscience, Heidelberg

anti-mouse-IgG (H+L)
(Biotin-markiert)

F(ab)y anti-rat-IgG (FITC-markiert)
anti-Kaninchen-IgG (FITC-markiert)

anti-IgGik Isotyp-Kontrolle (MOPC-
21)

Kaninchen-anti-vWF-Antiserum

Vector Laboratories, Burlingame,
USA

Serotec, Diisseldorf
Sigma, Steinheim

Biosciences Pharmingen, San
Diego, USA

Sigma, Steinheim

Antikorper
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2.2 Tiermodelle

Zur Untersuchung der anti-MHC-I-Intrabody-Transduktion in RAEC in vivo wurden in dieser
Arbeit zwei Ratten-Modelle etabliert. Die Abbildung 2.1 stellt das Konzept der Arbeit dar.

Konzept 1 Konzept 2
Allogenes Blutgefal (WF) Allogene Endothelzellen (WF)
Gentransfer ex vivo Gentransfer ex vivo

U

Besiedlung von ePTFE-Prothesen

U

Transplantation in vivo Transplantation in vivo
(WF —p LEW) (LEW)

Abbildung 2.1: Zwei Tiermodelle fiir die Untersuchung adenoviraler und lentiviraler anti-MHC-
I-Intrabody-Transduktion in RAEC bei allogener Transplantation

Im Carotis-Modell wurde die Transduktion der allogenen vaskuldren Transplantate mit einem
adenoviralen anti-MHC-I-Intrabody-Konstrukt untersucht. Zunichst wurde der Wistar-Furth
Ratte (WF) ein Segment der A.carotis entnommen und mit dem anti-MHC-I-Gen tragenden
Adenovirus Ad-Oz18scFv inkubiert. Auf diese Weise gewonnene genmodifizierte allogene Geféfs-
transplantate wurden im néchsten Schritt in die A.carotis der Lewis-Ratte (LEW) verpflanzt.
Im zweiten Modell wurden ePTFE-Gefifsprothesen mit 2 mm & verwendet. Die ECs wurden
nach der Methode von NICOSIA et al. aus der Aorta einer LEW- bzw. WF-Ratte gewonnen und
in konventionellen Kulturflaschen geziichtet. Die entstandene Zellkultur wurde anschliefend mit
einem lentiviralen Konstrukt (Le-Oz18scFv) transduziert. Das Virus trégt die Sequenz eines
Intrabody, der in vitro die Expression der MHC-I Molekiile an der Oberfliche der Endothelzel-
len herunterreguliert. Anschliefsend wurde die Prothese mit auf diese Weise modifizierten ECs
kultiviert. Nachdem sich eine konfluente ECs-Schicht gebildet hatte, wurde sie in die Bauch-
aorta einer LEW-Ratte interponiert. Nach definierten Zeitriumen wurden die Transplantate in
beiden Modellen wieder entnommen. Anschliefend wurden die Priparate auf morphologische
Strukturverdnderungen, zelluldre Infiltration, Zytokinexpression, endotheliale Expression von
MHC-I und Oz18scFv und auf die Bildung von Alloantikérpern untersucht.
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2.3  Versuchstiere

Die Untersuchungen wurden an 200-350 g schweren, 6-10 Wochen alten, médnnlichen LEW- und
WF-Ratten aus der Zucht von Harlan- Winkelmann, Borchen durchgefiihrt. Alle Tiere erhielten
Standardfutter und Leitungswasser. Priaoperativ wurde keine Nahrungskarenz eingehalten. Die
Ratten wurden in Gruppen von zwei bis fiinf Tieren pro Kéfig gehalten. Die Umweltbedingun-
gen wurden mit einer Temperatur von 20°C (% 2°C), einer Luftfeuchtigkeit von 60% und einem
Tag-Nachtzyklus von je 12 h konstant gehalten.

Das Aktenzeichen der behérdlichen Genehmigung fiir die Tierversuche: G0338/00 vom 23.04.2001.

2.3.1 Vorbereitung zur Transplantation

Die Versuchstiere wurden im Alter von 6 bis 10 Wochen operiert. Alle Operationen erfolgten in
Riickenlage, die Ratten wurden dabei an Vorder- und Hinterbeinen auf einer Priparierplatte
fixiert. Alle erhielten eine Injektionsnarkose, die mit 4 mg/kg i.m. Ketavet® und 0,5 mg/kg
i.m. Relanium® im. eingeleitet wurde. Bei Bedarf wurde intraoperativ fiir den Erhalt der Nar-
kose Ketavet® nachdosiert. Um einem Austrocknen der Cornea withrend der OP vorzubeugen,
wurde eine Bepanthen®-Augensalbe aufgetragen. Das Operationsfeld wurde rasiert und mit
Cutasept F®-Antiseptikum desinfiziert. Zur perioperativen Antibiotikaprophylaxe wurde 100
mg/kg i.m. Zinazef® verabreicht.

2.4 ePTFE-Prothese mit anti-MHC-I modifizierten alloge-
nen Endothelzellen

2.4.1 Virale Transduktion der RAEC

Fiir die anti-MHC-I-Modifikation der allogenen RAEC wurde ein lentivirales Konstrukt her-
gestellt, welches das anti-MHC-I-Intrabody-Transgen (Oz18scFv) kodiert. Die lentivirale Gen-
Transduktion ermoglicht eine dauerhafte und stabile Expression des gewiinschten Proteins. Die
Transfektionsversuche wurden mit der freundlichen Unterstiitzung von Cornelia Doebis vom
Institut fiir Medizinische Immunologie durchgefiihrt.

Die RAEC wurden auf 24-well Kulturplatten bzw. auf 6 cm-Petrischalen bis einer Konfluenz
von 70-80% kultiviert. Dies entspricht einer Zellkonzentration von ca. 1 x 10° pro 24-well Kul-
turplatte bzw. 1x 10° pro Schale. Fiir die adenovirale Zellinfektion wurde eine definierte Anzahl
von Viruspartikeln in ein entsprechendes Mediumvolumen (EBM /2%FCS) unter Zugabe von
8 ug/ml Polybrene aufgenommen, so dass sich eine MOI von 100 ergab. Die MOI (multiplicity
of infection) gibt die Anzahl der Viruspartikel pro infizierte Zelle an. Die Transduktion erfolgte
in einem Gesamtvolumen von 200 ul/well (24-well Platte) Viruslosung fiir 30 min bei Raum-
temperatur (RT). Anschliefend wurde 1 ml/well EBM/10%FKS zugesetzt. Die Zellen wurden
nun weitere 48 h bei 37°C und 5%CO; inkubiert.

Die lentivirale Transduktion erfolgte in der Viruslosung (MOI 100) (in EBM/10% FKS) unter
Zugabe von 100 pg/ml DEAE-Dextran im Gesamtvolumen von 300 pul/well (24-well Platte)
fiir 18 h bei 37°C und 5%CO,. Anschlieflend wurde die Infektionslosung durch ein frisches
EBM/10% FKS (1 m/well in 24-well Platte) ausgetauscht.
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2.4.2 Besiedlung der ePTFE-Prothese mit ECs
2.4.2.1 Tube Chamber System

In unserer Arbeit wurden vaskulidre ePTFE-Prothesen Alpha Graft® der Firma ALPHA RESE-
ARCH mit dem Innendurchmesser von 2 mm verwendet, wihrend zur Besiedlung der ePTFE-
Prothese mit durch anti-MHC-I-Intrabody trasduzierten Ratten-ECs das Tube Chamber System
TCS 2¢® der Firma OLIGENE (Berlin) zur Anwendung kam.

Die Abbildung 2.2 zeigt das Prinzip der Besiedlungskammer. Das System besteht aus zwei
Kreislaufen. Die vaskulidre ePTFE-Prothese, die zwischen zwei Anpressringen eingespannt ist,
gehort zum inneren Kreislauf. In die Anpressringe sind ebenfalls Schlduche des duferen Kreis-
laufs eingelassen, so dass die ePTFE-Prothese in das Kulturmedium eingetaucht ist.

innerer Kreislauf

dulerer Kreislauf

Abbildung 2.2: Das Prinzip der Besiedlungskammer (Tube Chamber System TCS 2¢®)

Das Lumen und die duftere Oberfliache der ePTFE-Prothese sind unabhéngig voneinander mit
unterschiedlichen Losungen perfundierbar. Turbulente Strémungen an den Ubergiingen zwi-
schen der Prothese und der Kammer werden durch das spezielle Design der Anschlussstutzen
ausgeschlossen. Das komplett autoklavierbare Tube Chamber System TCS 2¢® bietet zudem ei-
ne visuelle Kontrollmoglichkeit durch den transparenten Hohlzylinder. Die Kammer besteht aus
3 Teilen: einem Hohlzylinder und zwei Kammerkolben. Der durchsichtige Hohlzylinder bildet
den Korpus des TCS 2¢®. Die Kammerkolben verschliefen die beiden Seiten des Hohlzylinders.
In den Kammerkolben sind die Anschliisse fiir den Zu- und Abfluss der Perfusionslésung einge-
lassen. Die ePTFE-Prothese wird iiber spezielle Adapter an den Kammerkolben angeflanscht.
Durch Festdrehen der Spannmutter des beweglichen Kammerkolbens wird dieser gegen die In-
nenwandung des Hohlzylinders abgedichtet®.

SProduktinformation der Firma OLIGENE®
Die genaue Anleitung zur Montage des Tube Chamber Systems ist unter www.oligene.de verfligbar
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Nach

der Montage wird die Tube Chamber mit einer zwischen zwei Kammerkolben eingespann-

ten ePTFE-Prothese in eine dampfdurchléssige Sterilisationsfolie eingewickelt und ca. 20 min
im Dampfsterilisator bei 121°C sterilisiert. Nach Abkiihlung wird die Schutzfolie unter sterilen
Bedienungen unter der Box entfernt.

2.4.2

.2 Beschichtung mit Fibrinkleber

Um optimale Bedingungen fiir die Zellad-
hésion gewihrleisten zu kénnen, wurden die
Prothesen mit Fibrinkleber beschichtet.

Zur Beschichtung der Prothesen mit Fi-
brinkleber (Beriplast P®Combi-Set 1ml) kam
eine modifizierte Methode nach Zilla zur
Anwendung [49]. Die Mengenangaben und
Konzentrationen der Fibrinogenkomponen-
te und der Thrombinlosung zur Beschich-
tung beziehen sich jeweils auf eine 10 mm
lange Gefifprothese (Innendurchmesser 2
mm).

Um einen vollstdndigen Verschluss

Abbildung 2.3: Aufbau der Besiedlungskam- des Prothesenlumens Zzu vermeiden

mer

wurden zwei Verdiinnungen (1:25
und  1:50) von Thrombin verwendet.

Beschichtung

Der Hohlzylinder wird in einem Stativ senkrecht befestigt. Die kiirzeren Schlduche an
einem Kammerkolben sind dabei nach unten gerichtet. Unter dem Hohlzylinder wird eine
grofse Petrischale platziert.

Die Luer-Anschliisse des dufseren Kreislaufes werden mit Schraubenverschliissen abgedich-
tet.

Zunichst wird die Prothese iiber den axialen Verbindungsschlauch mit PBS-Losung ge-
spiilt, um Reste des Destillierwassers nach der Sterilisation zu entfernen.

In eine Insulinspritze wird 0,5 ml Fibrinogenlosung aspiriert und dann ohne Kaniile an
den unteren Luer-Anschluss des inneren Kreislaufes gesetzt. Die Prothese wird blasenfrei
mit Fibrinogenlésung gefiillt.

Der obere Luer-Anschluss wird verschlossen, damit die Fibrinogenlésung nicht herunter
lauft.

Die Insulinspritze wird vom unteren Anschluss gelost und durch eine andere, mit PBS-
Losung gefiillte, ersetzt.

Durch vorsichtiges Hineinpressen von PBS-Losung iiber den unteren Anschluss wird der
Druck im inneren Kreislauf und dementsprechend im Lumen der Prothese aufgebaut.
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Beim Druckaufbau wird die Fibrinogenlésung durch die Poren in der Prothesenwand
herausgepresst, was auch durch Bilden kleiner Tropfen auf der Aufenseite der Prothe-
se sichtbar ist. Der Druckaufbau erfolgt langsam, um das Prothesenmaterial moglichst
gleichméfig mit Fibrinogen zu durchtranken.

Anschlieffend wird das Lumen der Prothese und des inneren Kreislaufes dreimal mit PBS-
Losung gespiilt.

Die ePTFE-Prothese wird mit Thrombinlosung (Verdiinnung 1:50) gefiillt. Diese soll-
te man sofort auslaufen lassen, um durch Fibrinogenpolimerisation entstehende Fibrin-
pfropfen zu vermeiden. Der innere Kreislauf wird mit einer leeren 20 ml-Spritze mit Luft
gespiilt, um das Lumen der Prothese offen zu halten. Dieser Schritt wird zweimal wie-
derholt. Beim dritten Mal wird die Thrombinlésung in in der Prothese fiir ca. 1 Minute
belassen.

Die Prothese wird mit der vorbereiteten Thrombinlosung (Verdiinnung 1:25) gefiillt und
durch die Prothesenwand herausgepresst, um die Fibrinogenpolimerisationsvorgange zu
optimieren. Zum Schluss wird die Prothese mit 30 ml PBS-Losung gespiilt und bis zur
Besiedlung in PBS aufbewahrt.

Nachdem die ePTFE-Prothese mit Fibrin be-
schichtet worden war, wurde sie mit Endothel-
zellsuspension gefiillt. Fiir die Besiedlung ei-
ner Prothese mit der Lange von 3 cm wurden
3x10% durch Trypsinisierung geerntete RAEC
in 400 pl EBM/10% FKS aufgenommen.
Die eingespannte Prothese mit flankierenden
Schlduchen wurde zunéchst mit PBS-Losung
gefiillt. Der obere lingere Schlauch wurde
offen gelassen. Uber den unteren kiirzeren
Schlauch wurde die Prothese mit der ECs-
: Suspension gefiillt. Die PBS-Losung im obe-
RIRG B ey ren Abschnitt entweicht dabei iiber den ldnge-

Abbildung 2.4:
Prothese wurde mit RAEC besiedelt und die
Aufsenkammer mit Zellkulturmedium gefiillt

Eingespannte ePTFE-

ren Schlauch, so dass die ECs-Suspension das
gesamte Lumen der ePTFE-Prothese ausfiillt.
Die PBS-Losung verhindert dabei eine Aus-
breitung der ECs-Suspension in die Schldu-

che, wodurch eine hohe Konzentration der ECs im Prothesenlumen aufrechterhalten wird. An-
schliefend wurde die Aufenkammmer mit EBM/10% FKS gefiillt, so dass die Prothese in
waagerechter Position vollstindig bedeckt war (Abbildung 2.4). Es erfolgte eine Inkubation
der Prothese in der Tube Chamber iiber 4 h unter Rotation von 1 rpm bei 37°C. Anschlie-
fsend wurden beide Kreislaufe der Tube Chamber an eine Peristaltikpumpe angeschlossen und

die Perfusionsgeschwindigkeit innerhalb der nichsten 4 h kontinuierlich bis auf 10 mlx min~

1

gesteigert. Die besiedelte ePTFE-Prothese in der Tube Chamber wurde weitere 48 h bei 37°C

inkubiert.
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2.4.3 Transplantation

Die A.abdominalis der LEW- und WF-Ratten misst ca. 1 mm im Durchmesser. Die kleinsten
vaskuldren ePTFE-Prothesen, die fiir tierexperimentelle Zwecke serienméfig hergestellt wer-
den, haben ein Durchmesser von 1,5-2,0 mm. Nach unserer Information wurden kleinere, 1
mm & ePTFE-Prothesen frither zu Etablierung rein mikrochirurgischer Operationsmethoden
verwendet und sind zur Zeit auf dem Markt nicht mehr verfiigbar. Der innere Durchmesser
der von uns verwendeten ePTFE-Prothesen (Abb. 2.5-a) ist doppelt so grof wie der einer
A.abdominalis der Ratte (Abb. 2.5-¢). Bei einer direkten Anastomose erreicht der Umfang der
Arterie das Zweifache seines Ausganswertes Um fang = 2m-r, bei reprrg = 27 arterie- Durch die
entstehenden Zugkrifte im Anastomosenbereich reifst die Gefifwand ein, was zu einer Anasto-
moseninsuffizienz fiithrt. Um dieses Problem zu umgehen, etablierten wir ein mikrochirurgisches
Transplantationsmodell, bei dem eine 2 mm & ePTFE-Prothese {iber einen Adapterring aus
Silikon (Abb. 2.5-b) mit der A.abdominalis der Ratte anastomosiert wurde.

ca. 1 mm

-
[

Abbildung 2.5: Das Prinzip der Cuff-Technik

Bei der Cuff-Technik (Abb. 2.5-1.) werden ein Adapterring und die A.abdominalis teleskopar-
tig in die ePTFE-Prothese hineingeschoben. Dabei wird zunéchst ein Adapterring an einem
Ende mit der Arterie (Abb. 2.5-2.) und dann am anderen Ende mit der ePTFE-Prothese (Abb.
2.5-3.) anastomosiert.

Unmittelbar vor der Operation wurde die Tube Chamber unter sterilen Bedingungen auseinan-
der gebaut. Dabei wurden von jedem Prothesenrand ca. 0,5 cm lange Segmente entfernt, die
durch Instalation im Chamber-System beschidigt worden waren. Ein 0,5 cm langer Segment
wurde reseziert und fiir die Bestimmung der Besiedlungsdichte verwendet. Fiir die Transplan-
tation wurden nur diejenigen Prothesen verwendet, die ein geschlossenen Zellrasen aufwiesen.
Das verbliebene 3 ¢cm langes Prothesenstiick wurde bis zur Transplantation in Kulturmedium
unter 37°C aufbewahrt.

30



Material und Methoden

2.5 Allogene, mit anti-MHC-I-modifizierte
Rattenkarotiden

2.5.1 Adenovirale Transduktion in die Rattenkarotiden

Die Ad-Oz18scFv-Transduktion der allogenen Carotistransplantate ist schematisch in der Ab-
bildung 2.6 dargestellt.

)
ray —1 5
WF v
« S— 6
WF/LEW

Abbildung 2.6: Adenovirale Transduktion in die Rattenkarotiden.
1: A.carotis (WF); 2: Silikonschlauch; 3 und 5: Virussuspension; 4: mikrovaskuldrer Clip; 6: EBM-
Medium

Direkt nach der Explantation wurde jede Donorarterie zum Entfernen von Blutresten mit PBS
gespiilt. Nach einer griindlichen Spiilung unmittelbar vor der Transduktion wurde ein 2 ¢cm lan-
ges Carotissegment in eine & 3,5 cm Schale gelegt. Ein 3 cm langes Stiick des Silikonschlauches
(Innendurchmesser 0,5 mm, Aukendurchmesser 0,8 mm) (Thomaflud®, Reichelt Chemietech-
nik, Heidelberg, G) wurde zurecht geschnitten. Das eine Ende des Silikonrohrchens wurde in
das proximale Lumen eines entnommenen Geféfes hineingefiihrt und mit einem 10-0 Faden (S&
T, Neuhausen, Switzerland) fixiert. Eine 27 Gauge Kaniile wurde nun in das andere Ende in
das Rohrchen eingeschoben. Anschliefend wurden 150 ul EBM bzw. EBM /2%FCS mit 2 x 10e8
pfu Ad-Konstrukt (adenovirales Konstrukt) mittels einer Insulinspritze durch die Kaniile ins
Geféflumen appliziert. Sobald der Austritt von Viruslosung am anderen Ende des Geféfses op-
tisch zu beobachten war, wurde das Gefif am distalen Ende mit einem mikrovaskularen Clip
(FST GmbH, Heidelberg, Germany) verschlossen. Mit der Spritze wurde noch weiter vorsich-
tig nachgedriickt, bis das Geféls prallgefiillt war, und anschlieffend am proximalen Ende mit
einem Gefafsclip verschlossen. Das Gefifs wurde dann in die restliche Viruslésung eingelegt und
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in einer 36 cm @ Kulturschale fiir ca. 1 h bei RT inkubiert. Nach Entfernung der Mikroclips
wurde das Carotissegment mit PBS sowohl von auflen als auch intraluminal griindlich gespiilt

und schlieflich {iber 24 h in komplettem EBM-Medium bei 37°C und 5%CQO, im Brutschrank
inkubiert.

2.5.2 Transplantation

Unter dem Dissektionsmikroskop erfolgte zunéchst mit einem Skalpell ein Mittellinienschnitt
der Halsregion vom Bereich der Insertionsstelle des Musculus masseter bis oberhalb des Ma-
nubrium sterni, die Muskelschichten iiber der Mittellinie wurden stumpf auseinander gedrangt.
Die Speicheldriisen wurden medial vorsichtig anatomisch vom umgebenden Gewebe geldst und
auf die laterale Seite geklappt. AnschlieRend priparierte man stumpf mit einer geraden (S&T®
JF-3 TC) und einer gebogenen (S&T® JFC-7 TC) Pinzette die einzelnen Halsmuskeln und zog
diese mit Spitzhacken zur Seite. Nach stumpfem Préaparieren und Darstellung der A.carotis
communis (ACC) wurde diese oberhalb der Clavicula sowie weiter distal, bifurkationsnah mit
zwei geschienten Gefifklemmen (ABB-22 nach Acland, S&T®) abgesetzt. Das Carotissegment
zwischen den Klemmen wurde in der Mitte mit einer mikrochirurgischen Dissektionsschere
durchtrennt und beide Stiimpfe gleich iiber eine atraumatische Plastikkaniile mit NaCl-Losung
gespiilt. Von beiden Stiimpfen wurde sorgfiltig mit einer Priparatiosschere die iiberschiissige
Adventitia entfernt. Anschlieftend wurde das Carotistransplantat aus dem Medium entfernt,
mit NaCl-Losung gespiilt und auf die gleiche Weise wie die Gefafstiimpfe von der Adventitia
befreit. Fiir die Anastomosen kam eine end-to-end Technik, die mit 10-0 Nylon-Faden (S&T®)
mit Einzelknopfnihten ausgefiihrt wurde, zur Anwendung. Die Geféfklemmen wurden entfernt,
es erfolgte die Anastomosenkontrolle und eine griindliche Spiilung der Wunde. Die Haut wurde
mit fortlaufender Technik mit 5-0 Prolene®-Faden verschlossen.

2.6 Zellkultur der RAEC

Die Primiérlinien der Endothelzellen der Ratten (RAEC) wurden von Martina Seifert (Medi-
zinische Immunologie, Charité, Berlin) aus Rattenaorten von WF- und LEW-Ratten isoliert,
entsprechend der von NICOSIA et al. beschriebenen Methode [50]. Die isolierten Zellen wurden
zunéchst in EBM mit 10% FKS unter Zusatz von 100ug/ml ECGS (Endothelial Cell Growth
Supplement) und 20 U/ml Heparin bei 37°C und 5%CO, kultiviert. Spéter wurden RAEC in
EBM mit 10% FKS unter Zusatz von 50 pg/ml Gentamicin und ohne ECGS und Heparin in
Gelatine-beschichteten Kulturgefifien kultiviert. Das Medium wurde alle 2-3 Tagen gewechselt.
Nach dem Erreichen eines konfluenten Zellrasens konnten die Zellen mehrfach passagiert wer-
den. Beim Passagieren wurde das Medium abgezogen und der Zellrasen mit 5 ml PBS pro 25
cm? (75 ml) Gewebekulturflasche gewaschen. Anschliefend wurden die adhéirenten Zellen durch
Inkubation mit 2 ml 0,1%-Trypsin-EDTA iiber 5 min vom Boden der Gewebekulturflasche ab-
gelost. Mit 5 ml komplettem Medium wurde die Trypsinierung gestoppt. Die Zellablosung wurde
durch mehrmaliges Resuspendieren mit einer Pipette unterstiitzt. Die Bestimmung der Zellzahl
erfolgte mittels einer Fuchs-Rosenthal-Zahlkammer. Dazu wurden die Zellen mit Trypanblau
versetzt.

Anschliekend wurden die Zellen abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min). Nach dem Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen resuspendiert, ca. 3-5x10° Zellen in eine neue Gewebekul-
turflasche iiberfiihrt und in Endothelzellmedium weiter kultiviert.
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2.7 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie (FACS) handelt es sich um eine Messmethode, mit der zellula-
re Antigene mittels fluoreszenz-markierter Antikdrper nachgewiesen werden. Fiir die FACS-
Analyse wurden ECs aus den Kulturgefiifien mit Trypsin/EDTA abgelost. Nach der Neutrali-
sierung des Trypsins durch komplettes Endothelzellmedium wurde die Zellzahl in der Fuchs-
Rosenthal-Zihlkammer ermittelt. Nach zehnminiitiger Zentrifugation und Abnahme des Uber-
standes wurde das entstandene Zellpellet in ein Eppendorfgefaf mit einer festgelegten Menge
FACS-Puffer auf die erwiinschte Konzentration von 1x10° Zellen pro 150ul aufgefiillt. Die Zel-
len wurden mit einem monoklonalen anti-Ratten RT1.A (Ox18) Antikorper (mAb OX18) (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, USA) als Marker fiir extrazellulire MHC-I-Expression ge-
farbt. Der anti-IgG1k (mAb MOPC-21)(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, USA) wurde
als isotypischer monoklonaler Kontrollantikérper verwendet. Alle Analysen wurden mit dem
Durchflusszytometer FACScan® durchgefiihrt und mittels CellQuest®-Software (beide Becton
Dickinson, San Jose, USA) ausgewertet.

2.8 Immunhistochemie

2.8.1 Probengewinnung

Carotis-Transplantation Am 7. und 28. Tag nach dem chirurgischen Eingriff wurden die
Blut- und die Gewebeproben gewonnen. Zunéichst wurde den Tieren unter Injektionsnarkose mit
4 mg/kg i.m. Ketavet® und 0,5 mg/kg i.m. Relanium® im. direkt aus den Herzkammern ca. 5
ml Blut abgenommen und fiir die Messung am Durchflusszytometer vorbereitet. Carotistrans-
plantate wurden mit umgebendem Gewebe und flankierenden Empfangerkarotiden en block
explantiert. Zunédchst wurden Gefilkdurchgingigkeit und Anastomosen kontrolliert. Nach der
Halbierung der so gewonnenen Gewebestiicke wurden die proximalen Halften fiir die Immunhi-
stochemie in Tissue-Tec® blasenfrei eingebettet und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren.
Die distalen Hilften wurden fiir quantitative TaqMan real-time RT-PCR schockgefroren. Bis
zur weiteren Verarbeitung lagerten die Proben bei -70°C. Beim Zuschnitt der Gewebehélften
wurde zunéchst aus dem mittleren Gefafbereich ein Querschnitt entnommen. Dieser Schnitt
lag nur wenig proximal, bzw. distal der Gefalkmitte. Von jeder Probe wurden in einem Kryotom
bei -20°C 5 um dicke Gewebeschnitte gefertigt und diese auf beschrifteten und mit 3-APT-
Silane (Sigma®, Steinheim, Germany) beschichteten Objekttriger (SuperFrost®) aufgezogen.
Anschliefsend wurden die Schnitte {iber Nacht luftgetrocknet und 10 min in Aceton fixiert. Nach
dem vollstandigen Trocken an der Luft wurden die Gewebeschnitte bis zur weiteren Verwendung
bei -70°C gelagert.

ePTFE-Prothesen-Transplantation Die Entnahme und Zuschnitt der ePTFE-Prothesen
wurde auf dhnliche Weise durchgefiihrt. Zusétzlich erfolgte die Fertigung eines Langsschnittes
mit der Anastomosenregion von ca. 10-15 mm Linge.
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2.8.2 Immunhistochemische Anfarbung
der A.carotis-Transplantate

Die immunhistochemische Analyse der Carotis-Priparate erfolgte durch anti-CD4*-, anti-
CD8"-, anti-CD68"-, anti-a-Aktin und Hamatoxylin-Farbung. Vor der Farbung wurden die
Préparate mit einem Fettstift (DAKO) umrahmt, welcher ein Abfliefen der spiter aufgebrach-
ten Farbereagenzien von den Schnitten verhindert.

Zur anti-CD687"-, anti-CD4%-, anti-CD8"-, anti-a-Aktin-Farbung wurden die Schnitte nach
zweimaligem Waschen mit TBS/Tween(TBST)-Puffer in TBST/1% BSA mit 5% Pferdese-
rum fiir 1 h bei RT geblockt. Es folgte eine Inkubation mit dem Erstantikorper, anti-CD68",
anti-CD4*, anti-CD8% (alle 1:100, SL 1 mg/ml), anti-a-Aktin(1:500, SL 4 mg/ml), bei 4°C
iiber Nacht. Nach zweimaligem Waschen mit TBST erfolgte die Inkubation mit dem Biotin-
markierten Sekundirantikorper, einem anti-Maus-IgG (H-+L). Nach zweimaligem Waschen
wurden die Schnitte mit HyOs-Blockldsung geblockt. Nach zwei weiteren Waschschritten
wurden ABC-Peroxidase-Komplex (30 min, RT) und AEC-Losung (6 min, RT) als Marker-
verstirker zugegeben. Zum Schluss wurden die Praparate erneut dreimal mit TBS gewaschen
und mit Haemalaun® gefirbt. Auf die Objekttriiger wurde das Aquatez® Eindeckelmedium
aufgebracht und die Schnitte mit einem Deckglas luftblasenfrei abgedeckt.

2.8.3 Immunhistologische Anfarbung der ePTFE-Prothesen

Zur vWF-Farbung wurden ePTFE-Priaparate mit PBS gespiilt und 30 min bei 4°C in Aceton
fixiert. Nach weiterem Waschschritt mit PBS wurden die Praparate 20 min bei RT in Schafse-
rum (verdiinnt mit PBS 1:20) inkubiert, um alle unspezifischen Bindungen abzuséttigen. Nach
erneutem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation der ePTFE-Schnitte mit dem unmarkier-
ten Erstantikorper , einem anti-vWF-Ak (Kaninchen-anti-vWF-Antiserum, 1:200) und einem
Kaninchen-IgG-Kontroll-Ak (1:200), bei 4°C iiber Nacht. Nach drei Waschschritten mit PBS
erfolgte die Inkubation mit FITC-markierten anti-Kaninchen-IgG Sekundérantikérpern (1:160)
fiir 30 min bei RT. Anschliefend wurden die Prdparate 10 min in PBS gewaschen und mit
Glycerin-Gelatine eingedeckelt.

Zur anti-CD31"-Farbung wurde das gleiche Protokoll wie fiir die anti-CD4"-, anti-CD87-,
und anti-CD68"-Farbung der Carotis-Schnitte verwendet. Als Erstantikorper wurde anti-
CD31* (1:100, SL 0,5 mg/ml) eingesetzt.

Zur Hamatoxylin-Férbung der besiedelten ePTFE-Prothesen wurden Prothesensegmente mit
einer Linge von ca. 1 em mit 4% Formalin/0,5% Glutaraldehyd fiir 1 h fixiert. Anschliefend
wurden die Praparate mit PBS gewaschen und mit Hdmatoxylin fiir 5 min bei RT gefirbt.
Nach griindlicher Spiilung mit Aqua dest. wurden die Préparate langs aufgeschnitten, mit der
Innenseite nach oben auf die Objekttriger aufgebracht und in Aquatez® Eindeckelmedium
eingebettet.
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2.8.4 Mikroskopische Analyse

An den gewonnenen Schnitten wurden die immunhistologische Untersuchungen durchgefiihrt.
Dabei wurden wie oben beschrieben monoklonale Antikorper gegen die CD4*, gegen die CD8"
und gegen die CD68" zum Nachweis von Gewebsinfiltration von immunkompetenten Zellen ver-
wendet sowie Antikorper gegen glattmuskulires a-Aktin zum Nachweis von Myofibroblasten
bzw. Intimahyperplasie. Zur Uberpriifung der Spezifitit wurden syngene und autologe Gefik-
schnitte der Ratte als Negativkontrolle mitgefiarbt. Die gefirbten Schnitte wurden unter dem
Lichtmikroskop (LSM 510 Meta, Zeiss, Jena, Germany) bei 40-facher Vergroferung begutach-
tet und die Zahl der CD4*"-, der CD8"-, und der CD68"-positiven Zellen bestimmt. Die Dich-
te der Zellinfiltration wurde unter Verwendung eines Gitternetzes im Okular des Mikroskops
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany) mit einer Point-counting-Methode bestimmt |[51|. Wie
in der Abbildung 2.7 dargestellt, wurde die Infiltrationsdichte der Gefiafswandstrukturen im
Querschnitt als Quotient von spezifisch gefiarbten Zellen zu Gesamtzellzahl pro Flicheneinheit
bestimmt:

Formel 2.7: Bestimmung der Infiltrationsdichte

Zahl der gefiarbten Zellen

absolute Zellzahl x 100%

Infiltrationsdichte =

Die Zelldichte und Farbintensitidt in allen Gefdfswandschichten wurde mittels eines Scoring-
System bestimmt: — (fehlende Féarbung), + (sehr wenig), ++ (wenig), + + + (moderat) und
+ + ++ (sehr viel gefarbte Zellen). Fiir jede Wandschicht wurden jeweils fiinf Regionen ran-
domisiert und in jeder die Infiltrationsdichte fiir jeden Zelltypen bestimmt. Die Analyse wurde
von zwei Untersuchern unabhéngig von einander durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden separat
eingetragen und miteinander verglichen.
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2.9 Morphometrie

Alle Priaparate wurden nach der Farbung mit einer Digitalkamera (Olympus E-330) fotografiert.
An den dabei entstandenen Bildern erfolgte die morphometrische Ausmessung. Fiir die Bewer-
tung wurden die Daten im mittleren Abschnitt des Transplantates herangezogen. Aus den drei
hochsten Messwerten wurde der Mittelwert bestimmt. Es wurden an einem Carotisschnitt fol-
gende Parameter ermittelt: der Lumendurchmesser, die Dicke der Neointima und die Dicke der
Schicht zwischen der Lamina elastica interna und externa. Die Neointimahyperplasie wurde
mittels folgender Formel ermittelt:

Formel 2.8: Berechnung der Neointimahyperplasie

I
I+M

Neointimahyperplasie =

wobei: I = Fliche der Intima
M = Flache der Media

Die Kreisflichen wurden mit der Formel: Fliche= 7r? berechnet.

2.10 Konventionelle PCR und TagMan real-time RT-PCR

Die RNA-Extraktion, die cDNA-Synthese und TagMan real-time RT-PCR wurden nach der
JArbeitsanleitung zur molekularbiologischen Bestimmung der Genexpression“” mit freundlicher
Unterstiitzung durch Sabine Brosel vom Institut fiir Medizinische Immunologie durchgefiihrt.

2.10.1 RNA-Extraktion

Die Gesamt-RNA wurde aus dem Carotissegment mittels TRIzo1®-Reagent (Invitrogen, Karls-
ruhe) isoliert. Das Carotissegment wurde in 1 ml TRIzol® homogenisiert ( 1ml TRIzo1® pro
50 mg Gewebe). Nach 5 Minuten Inkubation bei RT wurde 200 pl Chloroform hinzugegeben.
Das Reaktionsgefif wurde fiir 15 Sekunden geschiittelt und die Probe, nach kurzer Inkubation,
fiir 15 Minuten bei 11200 rpm und 4°C zentrifugiert. Der RNA enthaltene Uberstand wurde in
ein RN Ase-freies Reaktionsgefifs iiberfiithrt. Nach Zugabe von 10 ug Glycogen wurde das Ge-
misch bei -80° {iber Nacht inkubiert. Ins Reaktionsgeféf mit der RNA-Losung wurden 500 pul
Isopropanol hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde vorsichtig geschiittelt und fiir 10 min
bei RT inkubiert. Anschliefend wurde erneut fiir 15 min bei 12000 rpm und 4°C zentrifugiert.

"Erstellt durch Katrin Vogt, Institut fiir Medizinische Immunologie, Charité
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Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene RNA-enthaltende Pellet mit 1 ml 75%-
igem Ethanol gewaschen. Das Pellet wurde anschliefend 5 Minuten bei 7500 rpm und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen. Das Pellet wurde 5 Minuten luftgetrock-
net, in 35 ul DEPC-Wasser resuspendiert und 10 Minuten bei 55°C inkubiert.

2.10.2 Reverse Transkription

Die isolierte RNA wurde zunéchst durch eine reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben.
Fiir die Herstellung einer cDNA-Probe wurde 2 ug RNA eingesetzt. Nach Zugabe von 16 ul
DEPC-H50 und 2 pl odT-Primer wurde das Gemisch kurz abzentrifugiert und 10 Minuten bei
75° zur Losung der Sekundérstrukturen inkubiert. Anschliefend wurde ein Mixansatz vorberei-
tet:

8 ul first Strand Buffer (FSB)

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

2 ul DNAse (2 U/ul)

0,5 ul RNAse-Inhibitor (40 U/ul)

18,5 pl Mix wurde pro Ansatz pipettiert. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C wurden die
Proben zur DN Ase-Inaktivierung 5 Minuten auf 75°C erhitzt. Nach Zugabe von Reverser Tran-
skriptase und RNAse-Inhibitor wurden die Proben in einem Thermozykler 60 Minuten bei 42°C
inkubiert. Anschliefsend wurde die Inkubation durch Erhitzen auf 94°C fiir 5 Minuten gestoppt.
Durch reverse Transkription aus extrahiertem RNA entstandene ¢cDNA wurde mittels PCR
amplifiziert.

2.10.3 PCR

Die zu untersuchenden Gensequenzen wurden aus geringsten Ausgangsmengen von Nukleotiden
in vitro mittels konventioneller PCR amplifiziert. Dabei wurde die AmpliTag®DNA Polyme-
rase benutzt.

Fiir den Nachweis der Intrabody-Expression wurde cDNA in 40 Amplifikationszyklen mit den
spezifischen Primern fiir die Sequenzen der anti-MHC-I-Intrabody (Metabion, Martinsried, Ger-
many) Intrabody-For (5- GTG TGG AAC TTG CTA TTC CTG ATG-3°) und Intrabody-Rev
(5¢- TTC TTA TTA CAG CTC GTC CTT TTC GC-3°) vervielfiltigt. Als Positivkontrolle
wurde parallel ein Ansatz mit Primern fiir das ,Haushaltsgen-Gen (-Aktin mitgefiihrt, einem
Protein, das von jeder Zelle exprimiert wird.
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2.10.4 TagqMan real-time RT-PCR

In dieser Arbeit wurde die Expression von Oz18scFv, CD3*", CD25", TNF-o, IFN-y und Haus-
haltsgen 3-Aktin der Ratte quantitativ mittels real-time RT PCR durch GeneAmp®5700 Se-
quence Detection System (TaqMan, Perkin-Elmer Biosystems, Weiterstadt, Germany) ermit-
telt. Alle Primer wurden mit der Primer express®Software (Perkin-Elmer Biosystems) herge-
stellt. Die Expression von 3-Aktin diente bei allen Analysen als Bezugspunkt fiir jede einzelne
Probe. Fiir jede Probe wurde ein C.-Wert (threshold cycle) ermittelt. Als C.-Wert wird der Zeit-
punkt bezeichnet, bei dem die exponentiell zunehmende Signalintensitit einen Schwellenwert
erreicht. Dieser Schwellenwert wird als erster Wendepunkt auf der Fluoreszenzkurve definiert.
Die Ausgangskonzentration (X) der Zielsequenz wird durch die Formel berechnet:

X=01+E)*"

wobei AC, = C,(Zielsequenz) — C(-Aktin)
E-Effizienz der Reaktion

2.11 Statistische Analyse

Die Ergebnisse wurden als Mittelwert mit Standardfehler des Mean (SEM) aufgefiihrt, wobei
sich der SEM aus der Standardabweichung geteilt durch die Quadratwurzel der Fallzahl (n)
der Stichprobe berechnet.

Zur Signifikanzanalyse der Ergebnisse unterschiedlicher Gruppen wurde der nicht-parametrische
Man-Whitney-U Test fiir ungepaarte Proben verwendet. Die Differenzen zwischen den Gruppen
wurden als signifikant bezeichnet fiir p< 0.05 (*), p< 0,01(**) und p< 0,001(***).

Die Auswertung der lymphozytiren Infiltration in vaskuldren Transplantaten erfolgte semi-
quantitativ fiir jede einzelne Gefafsschicht mit folgender Einteilung des Infiltrationsgrades:

—: keine

+: geringe

~++: moderate

+ + +: starke

+ + ++: sehr starke
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3.1 Besiedlung der ePTFE-Prothesen

Unter Verwendung von Beriplast® Fibrinkleber wurden insgesamt 39 ePTFE-Prothesen mit
RAEC besiedelt. Anschliekend wurden die besiedelten ePTFE-Prothesen im Tube Chamber
System TCS 2¢® unter Perfusionsbedingungen fiir 2 bis 4 Tage inkubiert. Zur Untersuchung
des Adhérenzverhaltens der RAEC erfolgte mittels Himatoxylin-Farbung deren Nachweis auf
der luminalen fliche der Prothesen. Die Tabelle 3.1 fasst die Ergebnisse der Endothelialisierung
von ePTFE-Prothesen zusammen.

Besiedlungseffizienz
konfluent | nicht konfluent | keine RAEC

LEW (13) 4 4 5

Kontrolle | LEW-b-Gal (1) 1 - -

o, | (syngen) | LEW-IREShrGFP L - - 1
? WF (1) 4 2 5
CI) WF Le-Mock (3) - 2 1
[ | Kontrolle | WF Le-EGFP (4) 1 2 1
é (allogen) | DA (2) , , 9
Intrabody | WF Ox18scFv-IREShrGFP  (4) - - 4

Tabelle 3.1: Ergebnisse der Besiedlung von ePTFE-Prothesen mit RAEC.

In der syngenen Kontrollgruppe untersuchten wir das Adhérenzverhalten der unbehandelten
LEW-RAEC, sowie der LEW-RAEC, welche mit einem Konstrukt transduziert wurden, das fiir
hrGFP- bzw. §-Gal-Gen kodiert. In der allogenen Kontrollgruppe verwendeten wir aufser un-
behandelten WF-RAEC und DA-RAEC die WF-RAEC, welche mit lentiviralen Konstrukten
transduziert wurden, die das EGFP-Gen kodieren, sowie mock-WF-RAEC. Vier ePTFE-
Prothesen wurden mit WF-RAEC besiedelt, die mit einem, das Intrabody-Gen (Oz18scFv)
kodierenden, lentiviralen Konstrukt transduziert wurden.

Fiir die Besiedlung einer ePTFE-Prothese wurden 3,0x10°—5,0x10° RAEC verwendet. Nach
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4 h stationdrer Inkubationsphase unter Rotation wurde das Kulturmedium aus der ePTFE-
Prothese abgezogen. Durch die Zahlung der restlichen RAEC im abgezogenen Kulturmedium
konnten Riickschliisse iiber die Zahl der angesiedelten Zellen gemacht werden. Die Zahlung
ergab, dass von den eingesaten Zellen nach 4 h im rotierenden Inkubator ca. 80% der Zel-
len an der fibrinbeschichteten Prothesenoberfliche anhaften. Dieser Anteil der adhérenten
Zellen nach der stationdren Phase war in allen Experimenten etwa gleich, unabhingig vom
Zelltyp und von transduzierten lentiviralen Konstrukten. Bei einer Prothesenldnge von 5 ¢m
und dem Durchmesser von 2 mm, ergibt sich eine, den Zellen zur Verfiigung stehende, An-
siedlungsfliche von ca. 3 cm?. Bei der durchschnittlichen primiren Zellzahl von 4,0x10° und
der Ansiedlungsrate von 80% entsprach es einer Zelldichte von 1,0x10°/cm™2. Daraus ergibt
sich, dass die Innenfliche der ePTFE-Prothesen von einer dichten geschlossenen Zellschicht
ausgekleidet war. Nach ca. 2-3 Tagen Inkubation unter Perfusionsbedingungen zeigten lediglich

e I Endothel

- T 5. ePTFE-Lumen
(a) Hamatoxylin-Farbung (b) von Wilibrandt Faktor-Férbung, Quer-
schnitt

Abbildung 3.1: Nachweis der LEW-RAEC 2 Tage nach der Besiedlung unter statischen Bedin-
gungen. Vergokerung (100x)

fiinf ePTFE-Prothesen aus der syngenen Kontrollgruppe eine geschlossene FC-Schicht auf der
Innenfliche, davon waren vier Prothesen mit LEW-RAEC und eine mit LEW-3-Gal-RAEC
besiedelt (Abb. 3.1a). Die RAEC zeigten eine fiir ECs typische ausgestreckte Morphologie,
mit einem ovalen Kern und langen zytoplasmatischen Ausldufern. Durch die vWF-Farbung
mit FITC-markiertem anti-vWF-Antikorper kann eine geschlossene Endothelschicht auf der
luminalen Seite der ePTFE-Prothese dargestellt werden (Abb. 3.1b).

Aus der allogenen Gruppe wies nur eine einzige Prothese eine geschlossene ECs-Schicht auf.
Bei den anderen Prothesen zeigten sich breit verstreute unterschiedlich grofe Areale mit ECs-
Clustern oder nur vereinzelte Zellen. Bei mehr als der Hélfte aller besiedelten ePTFE-Prothesen
konnten nach der shear-stress-Inkubationsphase iiberhaupt keine Zellen auf der Innenfléche
gefunden werden (Abb. 3.2—3.4). Diese ePTFE-Prothesen wurden aus den spiteren Untersu-
chungen ausgeschlossen.
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Abbildung 3.2: LEW-RAEC, Fibrinbe- Abbildung 3.3: LEW-RAEC, Fibrin-
schichtung, Himatoxylin-Farbung. Unten beschichtung, Himatoxylin-Farbung. Ver-
im Bild sind dichte Zellcluster zu sehen, einzelte EC und Zelltriimmer. (100x)

oben rechts nur vereinzelte EC. (100x)

Abbildung 3.4: LEW-RAEC, Fibrinbeschichtung, keine Himatoxylin-Farbung. Vereinzelte ECs.
Vergoherung (40x)

Nach einer Reihe von Besiedlungsversuchen mit den Fibrin beschichteten ePTEFE-Prothesen
wurden einige ePTFE-Prothesen vor der Besiedlung mit Fibronektin beschichtet. Insgesamt
wurden vier mit Fibronektin beschichtete ePTFE-Prothesen mit unbehandelten LEW-RAEC
besiedelt. In allen vier ePTFE-Prothesen bildeten die RAEC nach 2-3 Tagen Inkubation unter
shear stress Bedingungen eine dichte Zellschicht auf der Innenfliche (Abb. 3.5). In manchen
ePTFE-Prothesen fanden sich jedoch apoptotische RAEC mit abgekugelten Zellkernen (Abb.
3.6).
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Abbildung 3.5: LEW-RAEC, Fibronek- Abbildung 3.6: LEW-RAEC, Fibronek-
tinbeschichtung, ~Hamatoxylin-Farbung. tinbeschichtung, Hamatoxylin-Farbung.
Die EC weisen eine typische ausgestreckte Apoptotische Zellen mit abgekugelten
Morphologie mit ovalen Kernen und Zellkernen und Zelltriimmern.(100x)

langen Zellausldufern auf. (100x)

Alle besiedelten ePTFE-Prothesen, welche nach der Inkubation unter shear stress Bedingungen
eine geschlossene ECs-Schicht auf der Innenfliche aufweisen konnten, wurden fiir die Trans-
plantation verwendet.

An dieser Stelle soll erwihnt werden, dass sich die Nutzung des TCS-2¢®-Systems problema-
tischer gestaltete als erwartet, weil das Material des Systems nach sachgeméft durchgefiihrten
Autoklavierungen und Besiedlungsvorgéngen innerhalb kurzer Zeit verschleifst. Dies fithrte zu
einer Infizierung des Kulturmediums und der ePTFE-Prothesen, so dass haufig das Resultat
mehrtigiger Arbeit zunichte gemachten wurde.

3.2 [Etablierung der Technik fiir die Transplantation der 2
mm PTFE-Prothesen in die A.abdominalis der Ratte

Aufgrund der Verfiigbarkeit von ePTFE-Prothesen mit einem minimalen Innendurchmes-
ser von 2 mm war es erforderlich eine Anastomosetechnik fiir Protheseninterposition in die
A.abdominalis zu etablieren. Nachfolgend sind die einzelnen Arbeitsschritte erldutert und in
Bildern dokumentiert.

Unter einem Dissektionsmikroskop erfolgte zunéchst ein medianer 3-4 cm langer Bauchschnitt.
Hier wurde die A.abdominalis unter Beachtung der benachbarten Strukturen dargestellt und frei
pripariert. Alle infrarenalen Seiteniste bis zur Bifurkation wurden mit einem 10-0 Prolene®-
Faden (FEthicon®) ligiert. Die dorsalen abdominalen Strukturen mit V.cava wurden durch eine,
aus einem sterilen Handschuh geschnittene, Unterlage geschiitzt (Abb. 3.7). Die A.abdominalis
wurde distal der A.renalis und proximal der Bifurkation mit zwei S&T®-Gefifklemmen (B-2
nach Acland) abgeklemmt (Abb. 3.8) und mit einer Schere senkrecht zur Achse durchtrennt
(Abb. 3.9).
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Nach einer griindlichen Spiilung mit physiologischer NaCl-Losung wurden beide Geféfistiimp-
fe in sterile, vorher zurechtgeschnittene Adapterringe aus Silikon® hineingeschoben und mit
10-0 Prolene®-Faden mittels einer fortlaufenden Naht am distalen Rand des Adapters fixiert
(Abb. 3.10). Die Abbildung 3.11 zeigt die Grofenverhiltnisse zwischen einer ePTFE-Prothese,
einem Adapterring und der A.abdominalis der Ratte.

Um der Entstehung einer arteriellen Luftembolie vorzubeugen, wurde dann die ePTFE-Prothese
mit der Lénge von ca. 3 cm blasenfrei mit NaCl-Losung gefiillt und iiber die beiden Adapterringe
gezogen. Die Anastomosen zwischen der Prothese und dem proximalen Adapterrand wurden mit
7-0 Prolene®-Faden in fortlaufender Nahttechnik angefertigt (Abb. 3.12). Die Gefiikklemmen
wurden entfernt. Nach der Uberpriifung der Anastomosensuffizienz und nach der Kontrolle auf
Bluttrockenheit (Abb. 3.13 und 3.14) wurde die Bauchmuskulatur mit fortlaufender Nahttech-
nik mit resorbierbarem Vieryl® 5-0 verschlossen. Die Hautnaht erfolgte mit nicht resorbierba-
rem Ethibond®-Faden 4-0 mit fortlaufender Technik. Bei der Implantation der ePTFE-Prothese
wurde ihre Lange so gewéhlt, dass kein Zug auf die Anastomosen entsteht. Die gesamte Ope-
rationsdauer betrug im Mittel 100 min, die Ischimiezeit 30-40 min. Alle Eingriffe wurden von
demselben Operateur vorgenommen. Bei keinem Tier kam es wahrend der Operation zur Pro-
thesenthrombose. Postoperativ wurde zur Schmerzprophylaxe Temgesic® (0,05 mg/kg, i.m.)
verabreicht. In der Aufwachphase wurde den Tieren fiir die Warmezufuhr eine Rotlichtlampe
eingeschaltet. Der postoperative Verlauf gestaltete sich bei allen Tieren komplikationsfrei.

Der Durchmesser einer ePTFE-Prothese ist fast doppelt so grof wie der einer Rattenaorta.
Wiirde die ePTFE-Prothese direkt mit der Rattenaorta anastomosiert, wiirde die Aortenwand
aufgrund der enormen Spannung einreifen. Die Methode mit dem Adapterring aus Silikon ist
keine ideale Losung, ermdglicht es aber, die ePTFE-Prothese mit der Rattenaorta zu adaptieren.
Die Stromungsverhéltnisse in den Anastomosenbereichen sind dadurch hdmodynamisch nicht
besonders giinstig. Ausschlaggebend fiir diese Arbeit war jedoch die suffiziente Blutperfusion
der ePTFE-Prothese, welche durch diese Anastomosentechnik nicht wesentlich beeintrachtigt
wird.

8Ein Adapterring stellt einen 2-3 mm hohen Zylinder dar, welcher aus einem Thomaf luid®-Silikon-
Analyseschlauch (innen-@ 1,2 mm, aufen-& 2,0 mm) geschnitten wird.
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Transplantation der ePTFE-Prothese in die A.abdominalis der
Ratte mittels Cuf f-Technik

Abbildung 3.7: Ligierte Seitendiste der Abbildung 3.8: Die Aorta ist kranial
infrarenalen A.abdominalis; unter dem und kaudal mit Gefifklemmen abgesetzt.
Gefals sind Silikonunterlagen als Gewebe-

schutz angebracht.

Abbildung 3.9: Die Aorta ist durch- Abbildung 3.10: Ein Geféafstumpf wird

trennt, die beiden Gefifstiimpfe werden in einen Adapterring hineingeschoben und

mit NaCl-Lésung griindlich gespiilt. an sein distales Ende in fortlaufender
Technik mit einem 10-0 Prolene®-Faden
angenéht.

Fortsetzung auf der néchsten Seite...
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Transplantation der ePTFE-Prothese in die A.abdominalis der
Ratte mittels Cuf f-Technik

Abbildung 3.11: Grofenverhéltnisse Abbildung 3.12: Der Adapterring wird
zwischen Rattenaorta und ePTFE- in die ePTFE-Prothese hineingeschoben.
Prothese. Der Durchmesser einer ePTFE- Sein proximales Ende wird an die Prothe-
Prothese ist ca. doppelt so grofs wie se in fortlaufender Technik mit einem 7-0
derjenige einer Rattenaorta. Prolene®-Faden angendht.

Abbildung 3.13: Die Gefiafklemmen Abbildung 3.14: Dies ist ein fertiges
werden entfernt und die Anastomosen- ePTFE-Interponat.

suffizienz {iberpriift. Auf dem Foto zeigt

sich ein minimaler Blutaustritt durch

einen Stichkanal.
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3.3 Immunhistochemische Untersuchungen transplantier-
ter ePTFE-Prothesen

Die mit RAEC besiedelten ePTFE-Prothesen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten (1-5 Wo)
nach der Operation entnommen. Eine makroskopische Inspektion zeigte, dass die ePTFE-
Prothesen bei allen Versuchstieren 3 bis 5 Wochen nach der Operation offen waren. Auf
der gesamten Prothesenldnge fanden sich keine Kaliberschwankungen. Lediglich im Anasto-
mosenbereich zeigten sich leichte fibrindse Auflagerungen, welche jedoch keine wesentliche
Beeintrichtigung der Blutperfusion verursachen konnten.

Alle transplantierten ePTFE-Prothesen wurden einer immunhistochemischen Untersuchung
unterzogen. Sowohl in der Oz18scFv-Gruppe als auch in der allogenen und in der syngenen
Kontrollgruppe fanden sich bei der Endothelfirbung mit FITC-markierten anti-vWF-, und
anti-CD317-Antikorpern Bereiche mit einem einschichtigen Endothel. Eine geschlossene Endo-
thelschicht fand sich jedoch nur in zwei ePTFE-Prothesen aus der syngenen Kontrollgruppe
(Abb. 3.15a,b und 3.16a). Eine gute Kontrolle fiir die Spezifitdt der Farbung ist die Darstel-
lung des Endothels der Kapillaren, die von aufsen in die ePTFE-Wand einspriefen (Abb. 3.15a).

Endothel . Endothel

EinsprieRende
Kapillare

(a) Vergroferung 100 x (b) Vergroferung 200 x

Abbildung 3.15: Konfluentes Endothel auf der luminalen Seite einer ePTFE-Prothese aus der
syngenen Kontrollgruppe 5 Wochen nach der Transplantation.

Bei den anderen Transplantaten aus der Oz18scFv-Gruppe und aus den beiden Kontrollgruppen
zeigte sich ein nur unvollstindig ausgebildetes Endothel, mit wenigen auf der luminalen ePTFE-
Seite verstreuten EC-Arealen (Abb. 3.17a).
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(a) CD31-Farbung (200x) (b) Negativkontrolle (100 )

Abbildung 3.16: Konfluentes Endothel auf der luminalen Seite einer ePTFE-Prothese aus der
syngenen Kontrollgruppe. 5 Wochen nach der Transplantation.

Kapillar- p
Endothel y

¥ Lumen

(a) CD31-Farbung (100x) (b) Negativkontrolle (100x)

Abbildung 3.17: Vereinzelte EC auf der luminalen Seite einer ePTFE-Prothese aus der allogenen
Kontrollgruppe. 3 Wochen nach der Transplantation.
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Bei der immunhistochemischen Untersuchung zeigte sich iibereinstimmend in allen Transplan-
taten eine massive Infiltration der Prothesenwand und des periprothetischen Gewebes mit Ge-
websmakrophagen, wobei die zelluldre Dichte im Aufenbereich der Prothesenwand viel hoher
war als im lumennahen. Im Auspriagungsgrad der Makrophagen-Infiltration liefen sich zwischen
den einzelnen Untersuchungsgruppen keine Unterschiede feststellen (Abb. 3.18).

Der Auspragungsgrad der CD4"-Infiltration, der sich in allen Gruppen nur zwischen méfig und
schwach bewegte, verunmoglichte es, gruppenspezifische Merkmale herauszukristallisieren und
entsprechende verléssliche Aussagen zu machen. Daher konnte auch der Vergleich der verschie-
denen Gruppen keine relevanten Ergebnisse hervorbringen (Abb. 3.19). Eine méfige Infiltration
von CD8'-Lymphozyten zeigte sich vor allem im periprothetischen Gewebe. Nur in wenigen
Praparaten der Oz18scFv- sowie der beiden Kontrollgruppen fand sich eine schwache CD8-
Infiltration der Prothesenwand. Die CD8*-Infiltration des Endothels im Bereich der Intima
variierte ebenfalls stark innerhalb der einzelnen Gruppen (Abb. 3.19). Fiir alle eingesetzten im-
munhistochemischen Zellmarker konnten dem nach keine deutlichen Unterschiede zwischen den
Transplantaten mit syngener, allogener oder allogener Oz18scFv-RAEC-Besiedlung detektiert
werden. Deshalb war es nicht moglich, in diesem Modell eine Aussage iiber die Eignung von
MHC-I-defizienten Endothelzellen fiir eine luminale Besiedlung von ePTFE-Geféfprothesen zu
treffen. Die allgemeine starke Infiltration aufgrund einer Fremdkorperreaktion iiberdeckten die
Ergebnisse der untersuchten antigen-spezifischen lymphozytéiren Reaktion.
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CD68

Periprothefisches Gewebe

Syngene Kontrolle

Ox18scFv

Allogene Kontrolle

Abbildung 3.18: Die massive, bis an das Lumen reichende Infiltration der Prothesenwand und des
periprothetischen Gewebes durch Gewebsmakrophagen zeigte sich in allen Untersuchungsgruppen
gleichermassen. 4 Wochen nach der Transplantation.

Vergroferung 100 x
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Abbildung 3.19: Moderate Infiltration des periprothetischen Gewebes durch CD47"-
Lymphozyten in der syngenen Kontroll- und Oz18scFv-Gruppe; dagegen keine CD4™ in der Wand
einer Prothese aus der allogenen Kontrollgruppe. Schwache bis moderate Infiltration des peripro-
thetischen Gewebes durch CD8"-Lymphozyten; keine, bzw. einzelne CD8" in der Prothesenwand
in allen Untersuchungsgruppen. 4 Wochen nach der Transplantation.

Vergroferung 100 x

20



Ergebnisse

3.4 Modulation der MHC-I-Expression durch den adeno-
viralen Intrabody-Gentransfer in RAEC n wvitro

In Vorversuchen wurden RAEC der WF-Ratten in wvitro mit Ad-Oz18scFv oder Ad-B-Gal
transduziert. Anschlieffend wurde die Oberfldchenexpression von MHC-I 2, 4, 7 und 10 Ta-
ge nach der Transduktion analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des Ad-
Oz18scFu zu einer deutlichen Reduktion der Oberfliachenexpression des MHC-I fiihrt. Bei der
zum Vergleich mitgefiihrten Ad-3-Gal-transduzierten Kontrollgruppe wurde dagegen ein un-
verdndertes Expressionsniveau detektiert. Allerdings war die MHC-I-Herunterregulation durch
den Ad-Oz18scFv zeitlich begrenzt. Am 10. Tag nach der Transduktion erreichte die MHC-I-
Expression der Ad-Ox18scFv-transduzierten RAEC das gleiche Niveau wie bei den Ad-3-Gal-
transduzierten RAEC (Abb. 3.20).

40
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GeoMean MHC |

2d 4d 7d 10d
Zeit nach der Transduktion

Bnt B AdJ-RGal [1Ad-Ox18scFv

Abbildung 3.20: Adenoviraler Oz18scFv-Gentransfer erzeugt voriibergehend einen
MHC-I-knockout-Phinotyp in RAEC.
Oberflachenexpression der MHC-I-Molekiile in Ad-Oz18scFv- und Ad-3-Gal-transduzierten RAEC
sowie in nichttransduzierten Kontroll-RAEC (nt). Das Ergebnis wird als GeoMean-Wert der MHC-
I-Oberflichenexpression dargestellt, (n=3).
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3.5 Ad-Ox18scFv-Gentransfer in die A.carotis und Nach-
weis des Transgens

Die adenovirale Transduktion isolierter A.carotis der WF-Ratte erfolgte ez vivo durch lumina-
le Applikation von 10® pfu Ad-Oz18scFv bzw. Ad-B-Gal (Kapitel 2.5.1). Nach mehrmaligem
Spiilen mit dem Medium wurden adenoviral transduzierte Gefifsegmente fiir 24 h im endo-
thelialen Zellkulturmedium kultiviert, um einem proinflammatorischen Effekt der adenoviralen
Gentransduktion vorzubeugen. Anschliefend wurden die Geféfe transplantiert.

Die Carotis-Allotransplantate wurden 7, 14 und 28 Tage nach der Transplantation entnommen
und die Expression des Ad-Oz18scFv im Transplantat untersucht. Die Effizienz des ex vivo ade-
noviralen Gentransfers wurde in den Carotis-Transplantaten der Ad-G-Gal-transduzierten Kon-
trollgruppe durch eine enzymhistochemische Farbreaktion nachgewiesen. Die Abbildung 3.21a
zeigt eine X-Gal-Farbung der Ad-(-Gal-transduzierten RAEC auf der luminalen Oberflache
eines Arteriensegmentes. Der Nachweis des Transgens Oz18scFv erfolgte mittels einer konven-
tionellen PCR mit spezifischen Primern (Abb. 3.21b).

M — d14 + d7

~4— 900 bp

(a) X-Gal-Farbung; 7 (b) Nachweis des Intrabody-Gens in RAEC
(Vergroferung 200%)

Abbildung 3.21: Nachweis von Intrabody- und §-Gal-Transgene in A.carotis.
(b): Als Kontollen wurden Wasser (-) und ein OzI8scFv-enthaltendes Plasmid (+) mitgefiihrt.
Die linke Spalte zeigt den Molekulargewichtsmarker.

Die PCR-~Analyse zeigte am Tag 7 nach der Transplantation eine Oz18scFv-Expression in den
transduzierten Carotistransplantaten (Bande d7). Bei einem adenoviralen Gentransfer wird das
Transgen nicht in das zellulare Genom integriert. Seine Replikation erfolgt extrachromosomal
im Zytoplasma, was bei der weiteren Zellproliferation zum Verlust des Transgens fiihrt. So
konnte bereits ab dem 14. postoperativen Tag (Bande d14) keine Expression von Oz18scFu
mehr nachgewiesen werden.
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3.6 Entwicklung einer Atherosklerose und Analyse der Zel-
linfiltration in dem Allotransplantat

Die Carotis-Transplantate aller Untersuchungsgruppen (Ad-Oz18scFv, Ad-(3-Gal, allogene und
syngene Kontrollgruppen) wurden am 7. bzw. 28. postoperativen Tag entnommen und an-
schliefsend einer histochemischen und morphometrischen Untersuchung unterzogen. Fiir die Er-
mittlung des Phinotyps der infiltrierenden Zellen wurden deren Oberflichenantigene mit spe-
zifischen Antikorpern definiert. Untersucht wurde die Verteilung von Monozyten/Makrophagen
(CD68*), CD4"-, CD8*-Lymphozyten und glatten Muskelzellen (SMC) in allen Geféfiwand-
schichten (Intima, Media und Adventitia) des Transplantates.

Im Verlauf der akuten Transplantatabstofung zeigte sich in allen allogenen Untersuchungsgrup-
pen eine progrediente Zellinfiltration der Gefafwand, deren Auspriagung in Abhéangigkeit von
der Gruppenzugehorigkeit variierte.

Die Transplantate beider Kontrollgruppen, der Ad-3-Gal-transduzierten allogenen und der
nichttransduzierten allogenen, wiesen zu beiden Untersuchungszeitpunkten eine ausgeprigte
inflammatorische Reaktion mit massiver Zellinfiltration in der Intima und Adventitia auf,
die auf eine akute Abstossungsreaktion zuriick zu fiihren war (Tab. 3.2). Die Ad-Oz18scFu-
transduzierten Allotransplantate zeigten eine Reduktion der zelluldren Infiltration sowohl in
der Intima als auch in der Adventitia. In beiden Wandschichten konnte im Vergleich mit den
nativen und Ad-3-Gal-behandelten allogenen Kontrolltransplantaten eine signifikant niedrige-
re Infiltration von CD4"-Lymphozyten und Makrophagen festgestellt werden. Ebenso war die
Anzahl infiltrierender CD8"-Lymphozyten nach 7 und besonders deutlich nach 28 Tagen redu-
ziert. Die Transplantate der syngenen Kontrollgruppe zeigten zu keinem Zeitpunkt eine zellulire
Infiltration. Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen sind in der Tabelle 3.2
zusammengefasst.

23



Ergebnisse

Zellmarkerexpression in Carotistransplantaten
CD68 CDh4 CDs8
Int. Adv. Int. Adv. Int. Adv.
Ad-Oz18scFv n=4 — + + + — +
Ad-B-Gal n=4| + |++++] + +++ - + 4+ ++
7d
Allogen n=3| - + ++ | A+ + ++
Syngen n—=3 — — — — — _
Ad-Oz18scFv n=4| ++ ++ + + 4+ +
084 Ad-B3-Gal n=4 4+ 4+ |+ +++ |+ +++ |+ [ F |
Allogen n=3 [+++ [ +++ | +++ | ++ ++ +++
Syngen n=3 — + — — - _

Tabelle 3.2: Ubersicht iiber die Zellmarkerexpression in allen Untersuchungsgruppen
vom Carotis-Transplantat-Modell.

Die Zelldichte und Farbintensitdt in allen Geféfwandschichten wurde mittels eines Scoring-System
bestimmt: — (fehlende Farbung), + (sehr wenig), ++ (wenig), ++ + (moderat) und ++ ++ (sehr
viel gefarbte Zellen)

Int. - Intima, Adv. - Adventitia

Beide allogenen Kontrollgruppen, sowohl die nichttransduzierte als auch die Ad-3-Gal-transdu-
zierte, zeigten bereits am Tag 7 nach der Transplantation eine massive Infiltration der Adven-
titia, bis hin zur Lamina elastica externa, durch CD4"-Lymphozyten (Abb. 3.22 b und ¢). Die
allogenen Kontrolltransplantate zeigten auferdem eine starke CD4*-Infiltration der Intima.
Die Ad-Oz18scFv-Transplantate wiesen nur in den peripheren Adventitiaregionen eine leichte
CD4*-Infiltration auf, sowie vereinzelte adhérierende CD4"-Lymphozyten auf der luminalen
Seite. Die Media-nahen Adventitiabereiche wurden von der CD4*-Infiltration hingegen ausge-
spart (Abb. 3.22 a).

Die Makrophagen und die CD8"-Lymphozyten zeigten in der allogenen (Abb. 3.22 f und i)
und der Ad-3-Gal-Gruppe (Abb. 3.22 e und h) ebenfalls eine starke Infiltration der Adventitia
bis zur Lamina elastica externa. Auf der luminalen Seite der Ad-3-Gal-Transplantate fanden
sich nur einzelne Makrophagen und CD8"-Lymphozyten. Die allogenen Transplantate zeigten
eine leichte CD68T-Farbung in der Intima sowie einzelne adhérierende CD8"-Lymphozyten auf
der luminalen Seite. Die Ad-Oz18scFv-Transplantate wiesen nur in distalen Adventitiaregionen
eine geringe Infiltration durch Makrophagen und CD8"-Lymphozyten auf (Abb. 3.22 d und g).
Am Tag 7 nach der Transplantation konnte in der Ad-Oz18scFv-Gruppe keine Verinderung des
Verteilungsmusters von SMC in der Gefiafswand festgestellt werden (Abb. 3.22 j). Transplantate
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Ad-Ox18

Allogene Kontrolle

CD68

oSMA

Abbildung 3.22: Tag 7 nach der Transplantation.

Vergrofierung: 200x

Carotistransplantate: allogene Ad-Oz18scFv-transduzierte Gruppe (links) sowie zwei allogene
Kontrollgruppen, eine Ad-(3-Gal-transduzierte (mittig) und eine nichttransduzierte Kontrollgrup-
pe (rechts). Intima (I), Media (M) und Adventitia (A) sind auf dem oberen mittleren Foto be-
schriftet.

aus der allogenen und aus der Ad-(3-Gal-Kontrollgruppe zeigten in den adventitianahen Me-
diaregionen leichte Unregelmifigkeiten der a-Aktin-Farbung mit Unterbrechung der Lamina
elastica externa (Abb. 3.22 k und 1).
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Ad-Ox18 Ad-BGal Allogene Kontrolle
S - i N ——

I

200x

100x

j L K

Abbildung 3.23: Tag 28 nach der Transplantation.

Vergroferung: 200x fiir CD41, CD8', CD68™; 100x fiir SMC.

Carotistransplantate: allogene Ad-Oz18scFv-transduzierte Gruppe (links) sowie zwei allogene
Kontrollgruppen, eine Ad-(3-Gal-transduzierte (mittig) und eine nichttransduzierte Kontrollgrup-
pe (rechts). Intima (I), Media (M) und Adventitia (A) sind auf dem oberen mittleren Foto be-
schriftet.

Am Tag 28 nach der Transplantation zeigten die allogenen und die Ad-(3-Gal-Transplantate
eine massive Infiltration der gesamten Adventitia und der bereits hypertrophierten Intima
(Abb. 3.23 b und ¢). Die CD4"-Infiltration der Ad-Oz18scFv-Geféfe war relativ gering. Eine
starke zelluldre Infiltration der Adventitia durch CD8*-Lymphozyten zeigte sich in der allo-
genen und der Ad-(G-Gal-Kontrollgruppe, in den Ad-Ox18scFv-Transplantaten war sie weniger
ausgepragt. Die Intima in diesen drei Gruppen war jedoch von CD8'-Lymphozyten stark
infiltriert (Abb. 3.23 d-f). Im Vergleich zu den beiden allogenen Kontrollgruppen, die eine
massive Makrophagen-Infiltration der Intima und der Adventitia aufwiesen, waren die Ad-
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Oz18scFy-Transplantate durch Makrophagen nur méfig infiltriert (Abb. 3.23 g-i).

In der hypertrophierten Intima und in der Adventitia der beiden allogenen Kontrollgruppen
zeigte sich am Tag 28 eine ausgepriagte a-Aktin-Expression. In der Media-Schicht der beiden
Gruppen fand sich nur an wenigen Stellen - als Zeichen des Verlustes der SMC - eine «a-Aktin-
Férbung.

Auf den Abbildungen 3.24a und 3.24b sind zum Vergleich die Ergebnisse der HE-Farbung
von Kontrollpriaparaten zu sehen (ein syngenes Transplantat und eine autologe A.carotis aus
der kontralateralen Halsseite am Tag 28 nach der Transplantation). Das syngene Priparat
weist keine zelluldre Infiltration auf. Die Media ist zwar leicht hypertrophiert, eine strukturelle
Verdnderung kann jedoch nicht festgestellt werden.

Adventitia

(a) Syngene Kontrolle (b) Autologe kontralaterale A.carotis

Abbildung 3.24: HE-Farbung von A.carotis-Transplantaten, Kontrollhistologie mit einer syn-
genen (a) und und einer autologen A.carotis (b) aus der kontralateralen Halshélfte
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3.7 FErgebnisse der Morphometrie

Die morphometrische Analyse und Ermittlung der relativen Intimaverdickung ergab eine deutli-
che Differenz zwischen den Ad-Oz18scFv-exprimierenden und den beiden allogenen (Ad-3-Gal-
und nichttransduzierten) Kontrolltransplantaten.

Am Tag 7 fanden sich in den beiden allogenen Kontrollgruppen geringfiigige Veranderungen in
der Morphologie der Media, jedoch keine wesentliche Grofenunterschiede zu der Ad-Ox18scFv-
Gruppe (Abb. 3.22 j-1). Am Tag 28 nach der Transplantation zeigten die nativen allogenen
sowie Ad-(-Gal-transduzierte Gefike eine signifikant hohere Intimaverdickung im Vergleich zu
den Ad-Oz18scFv-transduzierten Transplantaten (Abb. 3.25).

14

N
N

RN
o

% Intimaverdickung

Ad-Ox18scFv Ad-BGal allogen

Abbildung 3.25: Reduktion der Intimahyperplasie durch Ad-Oz18scFv-Transduktion.
Morphometrische Analyse am Tag 28. (n=4, p<0,05.)
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3.8 mRNA-Expression von T-Zellmarkern und Zytokinen

In Gewebeproben aller Untersuchungsgruppen wurde die zelluldre Infiltration durch Nachweis
der mRNA-Expression von T-Zellmarkern und Zytokinen mittels real time RT-PCR evalu-
iert. Die durch quantitative Analyse ermittelte mRNA-Expression der T-Zellmarker CD3" und
CD25" korreliert mit den Ergebnissen der immunhistochemischen Analyse (Abb. 3.26).

3,00E-02
2,50E-02
g
7 2,00E-02
o M Ad-Ox18scFv
& 1,50E-02 B Ad-RGal
> [nt
<
§ 1,00E-02
£
2 500E-03 -
=
£ 0,00E+00 -

CD3 CD25 IFNy TNFa

Abbildung 3.26: Reduktion der inflammatorischen Zellmarker in allogenen Caroti-
stransplantaten durch die Ad-Oz18scFv-Transduktion. Tag 7. Die Ergebnisse der mRNA-
Expression von CD3"-, CD25%-, IFN-y-, und TNF-a-Gene sind auf die 3-Aktin-mRNA bezogen.
(n=3)

(nt — nichttransduziert)

Am Tag 7 ergab die PCR-Analyse eine starke Erhohung der Expression von IFN-vy in den
Kontrolltransplantaten. Diese Hochregulation konnte durch den adenoviralen Gentransfer von
Oz18scFv deutlich reduziert werden. So wiesen die Ad-Ox18scFv-transduzierten Transplanta-
te am Tag 7 das niedrigste mRNA-Expressionsniveau von IFN-vy auf. Auferdem zeigten die
Ad-Ox18scFu-Gefibe eine deutlich reduzierte Expression von CD3" bezogen auf die Expression
von (-Aktin im Vergleich zu den Ad-3-Gal-transduzierten und nichttransduzierten allogenen
Kontrolltransplantaten (Abb. 3.26). Die Differenz im Expressionsniveau von IFN-y und CD3"
in allen Gruppen war jedoch nicht signifikant, da die Anzahl der Untersuchungstiere pro Grup-
pe nur 3 betrug. Ein fast identisches Bild beim Nachweis der Expression von CD25" und
TNF-« zeigte sich am Tag 7 in allen drei Gruppen. Alle Transplantate wiesen nur ein schwa-
ches Expressionsniveau von CD25" und TNF-a auf.

Ahnliche Verhiltnisse beim mRNA-Expressionsniveau wurden ebenfalls am 28. postoperativen
Tag beobachtet.
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3.9 Humorale Immunantwort nach der allogenen Trans-
plantation

Aufgrund der geringen Grofe des transplantierten Arteriensegmentes und der im Vergleich
zu Haut- oder Viszeralorgantransplantation kleinen Zahl von Spender-APC fiel die IgG-
Alloantikorperantwort am 28. postoperativen Tag insgesamt schwach aus.

Die Bestimmung der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) bei Empfingern nach der Trans-
plantation von Ad-Oz18scFv-transduzierten Karotiden zeigte im Vergleich zu den Kontroll-
gruppen ein marginal reduziertes Niveau der Expression von anti-MHC-I-Alloantikorper.

Das Expressionsniveau der Alloantikérper wurde iiber die Bindung von IgG aus dem Serum
der Empfingertiere an allogene Thymozyten des Spenders bestimmt. Die Ergebnisse sind in
der Abbildung 3.27 als Mean Fluorescence shift (MFI-Shift) dargestellt. Der MFI-Shift ist die
Differenz der MFI-Werte nach der Inkubation der Milzzellen mit dem Serum der Empfangertiere
und einem Kontrollserum. Im Serum der Kontrollgruppe mit einem syngenen Geféftransplan-
tat wurden keine Alloantikorper nachgewiesen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
(p<0,05) zwischen der Ad-Oz18scFu-transduzierten und der beiden Kontrollgruppen festgestellt
werden.
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Abbildung 3.27: Die temporire Herunterregulation von MHC-I-Oberflichenexpression hat im
Transplantationsmodell der Rattenkarotiden keinen Einfluss auf die Induktion der humoralen Im-
munantwort. (N=4)
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 Entwicklung der Transplantationsmodelle

Trotz umfassender Kenntnisse {iber die Pathomechanismen der Immunreaktionen und weit fort-
geschrittener Moglichkeiten der Transplantationsmedizin bleibt die Abstossungsreaktion einer
der Hauptgriinde fiir die Transplantatdysfunktion und schlieflich fiir den Transplantatverlust.
Tissue Engineering und Gentherapie bieten neue Optionen fiir transplantationsmedizinische
Eingriffe. Durch einen Gentransfer lassen sich beispielweise therapeutische Gene in die Zel-
len einschleusen, welche gezielt die Expression von antigenprisentierenden Molekiilen auf der
Zelloberflidche modulieren.

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die genetische Modifikation von vaskuldren
Transplantaten durch einen anti-MHC-I-Intrabody (Oz18scFv) und die Kldarung der Frage, ob
dieser Intrabody aufgrund seiner immunmodulatorischen Eigenschaften eine protektive Wir-
kung auf das Transplantat in vivo ausiibt. In einem Transplantationsmodell der Ratte konn-
ten wir in vivo die Expression des Oz18scFv nachweisen. Die dadurch erreichte Senkung der
Immunogenitédt resultierte in einer Abschwichung der akuten und der chronischen Transplan-
tatabstossung.

In unseren fritheren Arbeiten wurden bereits RAEC in vitro mit rekombinanten adenoviralen
und lentiviralen Konstrukten transduziert, welche das anti-MHC-I-Intrabody-Gen tragen. Die
resultierende Reduktion der Immunogenitit der modifizierten Zellen zeichnete sich durch ver-
minderte Empfindlichkeit der Zellen gegeniiber lytischer Aktivitit von zytotoxischen CD8F-T-
Lymphozyten aus [48][52]. Dabei lief sich durch den adenoviralen Gentransfer in RAEC in vitro
nur eine transiente Expression von Oz18scFv erzielen, die bereits ab dem 10. Tag nicht mehr
nachgewiesen werden konnte. Der Effekt der Herunterregulation von MHC-I durch Ozi18scFv
konnte ebenfalls nach kurzer Zeit nicht mehr gezeigt werden [48]. Die lentivirale Transduktion
der RAEC zeigte demgegeniiber eine anhaltende Oz18scFu-Expression mit einer dauerhaften
Herunterregulation von MHC-T [52]. Um diesen immunprotektiven Effekt in einem Tierver-
such zu evaluieren, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei Transplantationsmodelle der Ratte
untersucht.

Im ersten Modell diente ein Segment der A.carotis als vaskuldres Transplantat. Dabei wurde
fiir die Transduktion mit Oz18scFv ex vivo ein gesamtes arterielles Segment verwendet.
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Im anderen Modell etablierten wir zundchst ein Besiedlungsverfahren der mit Ox18scFuv trans-
duzierten RAEC in einer kleinkalibrigen ePTFE-Prothese. Anschliefend wurde die Cuff-
Technik fiir die Transplantation der ePTFE-Prothese in die A.abdominalis der Ratte entwi-
ckelt. Schlieflich wurde das Adhérenzverhalten der besiedelten RAEC und die Zellinfiltration
von Immunzellen in die transplantierte Prothese untersucht.

Bei unserem Projekt konnten wir nicht auf ein bereits etabliertes dhnliches Modell zuriick-
greifen, weil es in der Literatur kaum Informationen iiber die Besiedlung kleinkalibriger
ePTFE-Prothesen (<2 mm Durchmesser) mit RAEC gibt. Bei den meisten publizierten Be-
siedlungsversuchen handelte es sich um die Besiedlung und Transplantation grofskalibriger
ePTFE-Prothesen (>6 mm Durchmesser). Die am héiufigste verwendeten ECs stammen vom
Kaninchen, gefolgt vom Schwein, Hund und Schaf.

Da in unserem Projekt bisher alle in wvitro Versuche an Ratten-Zellen durchgefiihrt wurden
und der Intrabody gegen Ratten-MHC-I entwickelt wurde, war die logische Konsequenz der
bisher gemachten Arbeit - trotz des Fehlens von dhnlichen Modellen - die Entwicklung eines
in vivo Modells ebenfalls an Ratten. Auferdem ist die Ratte ein besonders hédufig genutztes
Versuchstier, denn die vergleichsweise niedrigen Haltungskosten, die etablierten mikrochirurgi-
schen Operationstechniken aber auch die geringen Haltungsanforderungen machen sie zu einem
geeigneten Objekt der Grundlagenforschung.

4.2 Transplantation der vaskuliren ePTFE-Prothese

Wie bereits erwihnt, fehlt den Patienten fiir einen arteriellen Bypass in bis zu 30% der Fal-
le ein geeigneter autologer Gefifersatz. Als Material fiir alloplastische Geféfiprothesen haben
sich in solchen Féllen Dacron und ePTFE seit Jahrzehnten bewidhrt. Erfolgreiche Ergebnis-
se liefern sie jedoch nur im groflumigen Bereich. Kleinlumige Prothesen (< 5-6 mm) zeigen
dagegen eine hohe Verschlussrate durch thrombotische Erreignisse. Dies konnten wir auch in
unseren Vorversuchen bei der Transplantation unbehandelter ePTFE-Prothesen in die Ratte
beobachten. Fiir die Verminderung der Thrombogenitit wird versucht, die Materialoberfliche
zu modifizieren. Bereits etabliert und kommerziell erhéltlich sind alloplastische Gefafprothesen
mit Beschichtungen aus Gelatine, Kollagen, Heparin, Silber und Karbon.

Alloplastische Geféifprothesen, unbehandelt oder modifiziert, erreichten bei weitem noch nicht
die Qualitdt der autologen Venen. Thrombotische Prozesse und relativ schnelle Entwicklung
der Neoendothelhyperplasie, die wir auch in unseren Vorversuchen mit unbehandelten ePTFE-
Prothesen beobachten konnten, schranken die Anwendung solcher Prothesen erheblich ein und
machen sie zum Gefifersatz zweiter Wahl.

Die praoperative Endothelialisierung wirkt protektiv gegen diese Prozesse und kann somit die
Funktionstiichtigkeit des Transplantates verlingern. HERRING et al. haben als erste vorge-
schlagen, die Thrombogenitidt kleinlumiger Prothesen durch préoperative Endothelialisierung
zu senken. Eine spontane Endothelialisierung der ePTFE-Prothese, die bei manchen Spezies
stattfindet [5|, wurde bei anderen Spezies sowie beim Menschen [53] nur in den Anastomo-
senbereichen beobachtet. Dabei stammen die Endothelzellen von den angrenzenden originéren
Gefiften [54]. Sie wachsen per continuitatem auf das Prothesenlumen zu. Der Rest der Prothese
weist auf der Innenseite lediglich einzelne Endothelzellen auf, welche von den zirkulierenden
ECs-Vorlauferzellen stammen oder von intramuralen Kapillaren, die das Prothesenlumen er-
reicht haben. Diese Endothelzellen bilden keine geschlossene Schicht und kénnen somit die
Funktion eines Endothels nicht ausiiben.
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Um eine bessere Adhdrenz und Retention der ECs in alloplastischen Prothesen zu erreichen
und deren antithrombotische Eigenschaften zu optimieren, werden Prothesen vorbehandelt.
Z1LLA et al. zeigten bereits 1989 eine bessere Haftung von ECs durch die Beschichtung von
ePTFE-Prothesen mit Fibrinkleber [15]. Spéter wurden andere Substanzen wie Fibronektin,
Kollagen Typ I und IV, Blutplasma, Fibrin mit und ohne Thrombin, untersucht und miteinan-
der verglichen. Die besten Ergebnisse bei der Besiedlung von humanen ECs lieffen sich durch
die Prothesenbeschichtung mit Fibrinkleber erreichen [55]. LAUBE et al. verwendete bereits
erfolgreich in einer klinischen Studie mit koronaren Bypissen den Fibrinkleber vor der Endo-
thelialisierung der ePTFE-Prothesen [19].

Die Zellhaftung kann durch den Zusatz der Adhésionspeptide zum Fibrinkleber weiter gestei-
gert werden [17]. Diese so genannten RGD-Peptide tragen die Arg-Gly-Asp-Sequenz, die von
den Integrinen auf der ECs-Oberfliche erkannt werden.

Es gibt grundsatzlich zwei Strategien der Besiedlung von ECs in alloplastischen Prothesen:
single-staged seeding und double-staged seeding. Bei der erstgenannten Methode werden die
ECs fast unmittelbar nach der Extraktion besiedelt, bei der anderen werden die ECs vor der Be-
siedlung iiber einen lingeren Zeitraum kultiviert, um die Zellzahl zu vergrofern. Dies kann meh-
rere Wochen in Anspruch nehmen, so dass diese Methode nur bei elektiven Bypass-Operationen
anwendbar ist. Da es sich in den meisten Fillen um eine dringende Intervention handelt, kommt
nur die single-staged seeding Strategie in Frage.

Diese Strategie hat jedoch einen Nachteil: durch die enzymatische Behandlung humaner Venen
lasst sich nur eine relativ niedrige Zellmenge extrahieren, weil das Venenmaterial bei einer Per-
son nur begrenzt vorhanden ist. Bei der anschlieffenden Besiedlung der Prothese wird wegen
der niedrigen Zellzahl nur eine kleine Besiedlungsdichte auf der Prothesenoberfliche erreicht.
Zahlreiche Tierexperimente und prospektive klinische Studien zeigten jedoch, dass sich der
Konfluezgrad des Endothels und somit die Reduktion der thrombotischen Ereignisse direkt
proportional zu der bei der prioperativen Besiedlung verwendeten Zellkonzentration verhélt
[56]. Die ,Qualitat” der extrahierten ECs ist ein weiterer Faktor, der die Zellretention auf der
Prothesenoberfliache beeinflusst. Bis zu 30% der zunédchst adhirenten ECs proliferieren nicht
oder 16sen sich ab. Der Anteil dieser Zellen ist besonders hoch bei den Patienten mit Diabetes
und bei Rauchern. Unter den Bypass-Patienten ist aber gerade der Anteil solcher Patienten
sehr hoch.

Eine hohere Besiedlungsdichte und bessere Zellretention ldsst sich durch die double-staged see-
ding Strategie erreichen, wie dies YU et al. zeigten [57|. Durch die Ziichtung von extrahierten
ECs in einer Zellkultur erhédlt man eine Zellmenge (das Mehrfache des Ausgangswertes), welche
die schwache Adhdrenz und den Zellverlust ausgleichen kann. Aufgrund der Kultivierungszeit
von bis zu 5 Wochen bleibt diese Strategie aber den Patienten vorbehalten, deren Zustand einen
elektiven Eingriff zulésst.

Da es sich in unserer Arbeit bei allen Transplantationen um die elektiven Eingriffe handelte,
wurde fiir die Prothesenbesiedlung die double-staged seeding Strategie verwendet.

Eine optimale endothelialisierte Prothese sollte eine méglichst hohe ECs-Dichte aufweisen und
zu jedem Zeitpunkt einsatzbereit sein. Bei der klassischen double-staged seeding Strategie, die
eine optimale Endothelialisierung gewéhrleistet, ist man auf autologe ECs angewiesen. Durch
den von uns entwickelten Oz18scFv-Intrabody besteht die Md&glichkeit, von den Vorziigen die-
ser Strategie zu profitieren, indem man allogene ECs ziichtet, die wenig immunogen sind und
fiir die Endothelialisierung alloplastischer Gefafprothesen unabhangig vom HLA-Mismatch ver-
wendet werden kénnen. Die Zellmodifikation durch Oz18scFv wurde von unserer Arbeitsgruppe
bereits in vitro an Keratinozyten [48] und Endothelzellen [52] untersucht. Fiir die Untersuchung
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in vivo wurde ein Hauttransplantationsmodell der Ratte etabliert. Es ist dementsprechend nahe
liegend, dass wir im néachsten Schritt die Genmodifikation der ECs in vivo in einem Rattenmo-
dell untersuchten.

Die Verwendung endothelialisierter Prothesen blieb jedoch wegen der schwachen Retention von
ECs auf der Prothesenoberfliche eingeschrinkt. Abhéngig von der Tierart, der Materialbe-
schaffenheit, der ECs-Quelle (V.jugularis, V.umbillicalis, microvaskulldre ECs) und der Inter-
ponatstelle zeigten in vivo Untersuchungen unterschiedliche Ergebnisse.

In unserer Arbeit mit Ratten-ECs zeigte sich beispielweise eine schwache Adhérenz und Reten-
tion auf der mit Fibrin beschichteten ePTFE-Oberfliche bereits bei unbehandelten RAEC. Aus
diesem Grund konnte die eigentliche Fragestellung, ndmlich nach dem Einfluss der Modulation
der Allogenitét durch den Intrabody-Gentransfer auf das Rejektionsverhalten von endothelia-
lisierten alloplastischen Geféafstransplantaten, nicht beantwortet werden.

Aufgrund der unbefriedigenden Ergebnisse, zu welchen man bei der Besiedlung von ePTFE-
Prothesen gekommen war, haben andere Arbeitsgruppen versucht, die ECs mittels Gentransfer
zu modifizieren um deren Adhérenz zu steigern. DICHEK et al. transduzierten in einem Baboon-
Modell ECs mit einem retroviralen Vektor, der das tPA-(tissue plasminogen activator) und das
uPA-Gen (urokinase-plasminogen activator) kodiert. Die Transduktion dieser Vektoren in den
besiedelten ECs fiihrte zu reduzierter Plattchenadhésion und Fibrinakkumulation. Dabei zeigte
sich durch die Uberexpression von uPA noch zusétzlich ein positiver Effekt auf die Adhésion
und Retention der ECs [58], wihrend die Uberexpression von tPA auf die Zellhaftung keinen
Einfluss hatte [59]. Vaskuloprotektive Effekte in endothelialisierten Prothesen werden auch
durch die Uberexpression von NO erwartet, bedingt durch den adenoviralen Gentransfer von
eNOS [43].

4.2.1 Besiedlungsverfahren zur Endothelialisierung von
ePTFE-Prothesen

Beim Versuchsaufbau unseres Modells wurde die Besiedlungsapparatur der Firma Oligene®
verwendet. Die Besiedlungskammer (Tube Chamber System TCS 2¢®) erméglicht es, die ECs
in einer Geféafiprothese unter dynamischen shear stress Bedingungen zu ziichten. RADEMACHER
et al. zeigten in einem Schweinemodell, dass die ECs unter solchen Bedingungen eine héhere
Adhérenz und Retention auf der Prothesenoberfliche aufweisen [60]. In unserem Modell wurden
alle Parameter fiir die Besiedlung einer 5 cm langen ePTFE-Prothese mit RAEC adaptiert.

In dem von AHLSEDE und WILLIAMS beschriebenen in vivo Untersuchung der Endothelialisie-
rung von ePTFE-Prothesen (1 mm Durchmesser) in einem Rattenmodell wiesen alle besiedelten
Prothesen eine fast konfluente Endothelschicht auf (=93% der luminalen Fliche bedeckt vs.
~1,1% der Fliache bei unbesiedelten Prothesen) |61|. Die Ausfallquote bei ePTFE-Interponaten
(1 mm Durchmesser) in der A.abdominalis bei Ratten durch peri- und postoperativer Kom-
plikationen variieren sehr stark. Wiahrend bei KON et al. 19 von 20 Ratten (95%) mehrere
Wochen nach der Operation iiberlebten [62], waren es bei KIDD et al. wegen der perioperativen
Sterblichkeit nur 55% [62|. Beziiglich der Offenheitsrate kleinkalibriger interponierter Prothe-
sen variieren die Ergebnisse einzelner Autoren ebenfalls erheblich: von 0% innerhalb der ersten
24 h |63] bis 100% zwei Wochen nach der Operation [64]. Die groke Diskrepanz zwischen den
Ergebnissen der verschiedenen Untersuchungen riihrt wahrscheinlich von den unterschiedlichen
Operationstechniken her, und obwohl mittlerweile hdufig standardisierte Techniken verwendet
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werden, liefern die Untersuchungen mit ePTFE-Interponaten bei Ratten auch unter Verwen-
dung der gleichen Technik unterschiedliche Ergebnisse.

EPTFE-Prothesen mit einem Durchmesser von 1 mm sind die kleinsten, die in der For-
schung je Anwendung gefunden haben. Sie wurden vor allem bei der Entwicklung mikro-
chirurgischer Techniken in den 80-er und den friiheren 90-er Jahren verwendet. Bei der
Suche nach ePTFE-Prothesen fiir unser Modell fanden wir bei keinem kommerziellen Her-
steller solche 1mm-Prothesen im Angebot. Deshalb wurde auf 2mm-Prothesen der Firma
Alfa Research® zuriickgegriffen.

Die Ergebnisse der Endothelialisierung von Gefafsprothesen in unserem Modell erfiillten un-
sere Erwartungen nicht. Lediglich zwei Prothesen aus der syngenen Kontrollgruppe wiesen
nach einer mehrwochigen Implantationszeit eine geschlossene Endothelschicht auf. Die restli-
chen Priparate zeigten entweder keine ECs oder nur kleine ECs-Cluster. Interessanterweise sind
die beiden Prothesen mit einem konfluenten Endothel mit Fibronektin beschichtet worden. Bei
der Endothelialisierung kleinkalibriger Prothesen mit humanen ECs zeigte die Vorbehandlung
mit Fibrinkleber die besten Ergebnisse. Wegen der kleinen Anzahl Versuchstiere ist es jedoch
voreilig, den Riickschluss zu ziehen, dass Fibronektin fiir die Adhirenzsteigerung der Ratten-
ECs besser geeignet ist als Fibrinkleber. Uber die Verwendung von RAEC fiir die Herstellung
endothelialisierter Prothesen gab es keine vergleichbaren Literaturdaten, so dass wir uns beim
Aufbau unseres Modells an den Untersuchungen mit anderen Spezies orientiert haben. Die
Zelleigenschaften unterschiedlicher Spezies kdnnen dabei immense Unterschiede aufweisen. So
zeigten CLOWES et al. in einem Baboon-Modell, dass die transmural einspriefsenden Kapilla-
ren nach einer kurzen Implantationszeit bei unbehandelten ePTFE-Prothesen eine geschlossen
Endothelschicht bilden [5]. Die Hoffnung, dass humane Kapillaren das gleiche Verhalten aufwei-
sen und in der Lage sind, ein funktionstiichtiges Endothel zu bilden, erfiillte sich jedoch nicht
[53]. Diese Ergebnisse waren auf kein anderes Tiermodell iibertragbar. Es ist daher gut moglich,
dass die Ergebnisse, die in der Forschung im Zusammenhang mit humanem Fibrinkleber fiir eine
Spezies Giiltigkeit besitzen, nicht auf das Rattenmodell {ibertragen werden kénnen. Dies wiirde
bedeuten, dass humaner Fibrinkleber bei der Ratte - anders als beispielweise beim Schwein -
fiir die Adhérenzsteigerung der ECs in ePTFE-Prothesen nicht geeignet ist. Ob Fibronektin
im Rattenmodell tatsdchlich viel effektiver als Fibrinkleber ist, liefse sich nur durch weitere
Untersuchungen beantworten.

Der Effekt der MHC-I-Modulation in RAEC konnte in dieser Arbeit wegen der mangelhaften
Zellretention nicht untersucht werden.

4.2.2 Operationstechnik

Fiir die Interposition einer 2mm-Prothese etablierten wir eine Cuff-Technik mit Adapterrin-
gen aus Silikon (Kapitel 2.4.3). Es gibt einzelne wenige Publikationen, die die Verwendung
einer ePTFE-Prothese mit 2mm Durchmesser als Interponat fiir die A.abdominalis der Ratte
beschreiben [65]. Alle Versuche, diese Prothesen mit der Rattenaorta end-to-end zu anasto-
mosieren, sind wegen der Durchmesserdiskrepanz fehlgeschlagen. Die Vergréferung der Kon-
taktfldchen durch schrig angeschnittene Aortenstiimpfe erbrachten keinen Vorteil. Aufgrund
der Grofendifferenz zwischen der ePTFE-Prothese und der Rattenaorta entsteht eine Wand-
spannung im Anastomosenbereich. Dadurch reift die Aortenwand ein, was zu Anastomosenin-
suffizienz fiihrt.
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Der Adapterring aus Silikon kann natiirlich nicht mit den konventionellen Anastomosentechni-
ken konkurrieren. Die Cuff-Technik wurde nur als Problemlosung entwickelt, um endothelia-
lisierte 2mm-ePTFE-Prothesen in einem Rattenmodell untersuchen zu kénnen. Der Rand des
in die Prothese hineingeschobenen Ringes bewirkt eine turbulente Blutstrémung in Anastomo-
senbereichen, und der Winkel zwischen der Prothesenfldche und der exponierten Adapterkante
bietet ideale Bedingungen fiir Fibrinablagerungen und Thrombenbildung. Bei den Vorversuchen
wihrend der Entwicklung dieser Anastomosentechnik wiesen die Prothesen in diesem Winkel-
bereich nach einer 3-monatigen Implantationszeit eine ausgeprigte Neointimahyperplasie auf.
Das Neoendothel reichte jedoch nur bis zum Niveau der Ringinnenflache hin, so dass die Blut-
perfusion in keiner der Prothesen wesentlich beeintrichtigt war. Unser Ziel war schlieflich die
Untersuchung der besiedelten RAEC in der Prothese, daher mussten die suboptimalen Stro-
mungsverhiltnisse und starke Neointimahyperplasie in Anastomosenbereichen in Kauf genom-
men werden. Fiir die histologische Auswertung wurde der mittlere Bereich der Interponate
verwendet. Es wurde davon ausgegangen, dass die ECs in diesem Bereich keiner zuséitzlichen
Belastung durch die turbulente Stromung ausgesetzt waren.

4.2.3 Schwachpunkte alloplastischer Gefafsprothesen

Die luminale Seite der Prothese weist bereits eine Stunde nach der Transplantation einen
Fibriniiberzug mit einer Ansammlung von neutrophilen Granulozyten, Lymphozyten und Mo-
nozyten auf. Wenige Tage spéater dringen sie vom Lumen her in die Prothesenwand ein. Kapil-
lare spriefen in die Prothese ein, so dass innerhalb weniger Wochen die gesamte Prothesenwand
vom Granulationsgewebe durchdrungen ist. FEine geschlossene Endothelschicht auf der Innen-
seite kann diesen Prozess verhindern. Aufier den bereits erwidhnten thrombotisch-proliferativen
Prozessen auf der Innenseite der Prothese, welche direkt zu himodynamischen Funktionssto-
rungen fithren, werden auch degenerative Prozesse im Prothesenmaterial beobachtet, welche
die Blutperfusion ebenfalls nachteilig beeinflussen.

Die Prothese wird auch von der Auflenseite von mesenchymalen und immunkompetenten Zellen
durchwandert, wovon die meisten Zellen CD68-positiv sind. Bei einer langeren Verweildauer im
Organismus riicken degenerative Prozesse der Prothesenwand in den Vordergrund. Die Makro-
phagen und mehrkernige Riesenzellen beherrschen das Bild einer Fremdkorperreaktion. Liicken
im fibrilliren Maschenwerk und phagozytierte fibirilldre Prothesenstrukturen in Form intrazel-
luldrer Einschliisse weisen auf die degenerative Umbauprozesse der Prothesenwand hin. Nach
einer langen Implantationszeit treten sogar heterotope Ossifikationen im Prothesenmaterial
auf. Bei einigen ePTFE-Prothesen konnten wir solche Prozesse bereits drei Wochen nach der
Implantation beobachten.

Kiinstliche Geféfsprothesen fiihren auch zu andersartigen Komplikationen. Im Abdominalraum
fordern alloplastische Gefafsprothesen durch den direkten Darmkontakt die Entstehung eines
Briden- oder Adhésionsileus. Gefiirchtete Komplikationen sind aufserdem lokale Infektionen
mit aorto-enterischen Fisteln bis hin zu Peritonitis und Sepsis [66].

Allein durch die Endothelialisierung der Prothesen konnen degenerative Verdnderungen also
nicht verhindert werden. Degenerative Umbauprozesse filhren genauso wie Intimahyperplasie
oder Thrombose ebenfalls zu dysfunktionellen Stérungen, wenn auch erst nach viel lingerer
Implantationszeit.
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4.3 Carotis-Transplantation

4.3.1 Reduzierte Oberflichenexpression von MHC-I-Molekiilen in
vaskuliaren Gefifstransplantaten durch den Ox18scFv-Intrabody

Allogene Blutgeféife besitzen die gleichen mechanischen Eigenschaften wie die autologen. Al-
loreaktivitdt und dadurch bedingte thrombostenosierende Prozesse erschweren jedoch deren
Einsatz in der kardio-vaskuldren Chirurgie. Durch die Gentherapie kann die Immunogenitét al-
logener Blutgefile reduziert oder vollstiandig unterdriickt werden, was sie zu einer interessanten
Alternative gegeniiber autologen Gefaftransplantaten macht.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass eine durch Oz18scFv-Transduktion bedingte temporire
Herunterregulation der Oberflichenexpression von MHC-I-Molekiilen in vaskulidren Allotrans-
plantaten zur Modulation der akuten inflammatorischen Immunreaktion und zur Reduktion
histologischer Zeichen einer chronischen Abstossungsreaktion des Transplantates fiihrt.

In allen Untersuchungsgruppen zeigte sich histologisch das Bild einer Abstossungsreaktion. So
kam es beispielsweise zu morphologischen Strukturalterationen im Sinne einer Transplantat-
vaskulopathie mit vaskuldren und perivaskuldren Zellinfiltraten und zur funktionellen Veran-
derung der SMC und deren Umverteilung innerhalb der Gefafsstrukturen. Die Abstossungsre-
aktion dufserte sich auferdem in frakturierten Lamina elastica int. und ext. sowie in der durch
die Intimaproliferation bedingten Lumeneinengung. Bei den mit Oz18scFv-behandelten Trans-
plantaten jedoch konnte nicht nur eine weniger deutlich ausgeprigte inflammatorische Reaktion
sondern auch eine verzogerte Entwicklung der Transplantatvaskulopathie festgestellt werden.
Die PCR-Ergebnisse, die eine Reduktion der TFN-y-mRNA-Expression zeigten, untermauern
unsere Annahme, dass die Transduktion von ECs mit Oz18scFv eine Reduktion der Allogenitit
herbeifiihrt.

4.3.2 Zellinfiltration

Die Intensitdt der Zellinfiltration im Transplantat korreliert meist mit dem Schweregrad der
Abstossung und den daraus resultierenden Organschéden. In der vorliegenden Arbeit zeigten
die mit Ox18scFv-transduzierten vaskuldren Transplantate eine deutliche Reduktion der Zel-
linfiltration. Der Grad der Infiltration in der Oz18scfv-Gruppe nimmt zwar im Verlauf der
Zeit kontinuierlich zu, erreicht jedoch nicht den Infiltrationsgrad der Kontrollgruppen. Der Un-
terschied war jedoch nicht signifikant, weil die Zahl der Tiere in jeder Gruppe nur vier betrug.

In der ersten Phase der Auseinandersetzung zwischen Transplantat und Immunsystem des Emp-
fangers kommt es zu einer akuten Abstossungsreaktion des Allotransplantates mit inflammato-
rischer Infiltration der Intima und der Adventitia mit CD4"-, CD8"-Lymphozyten und mit an-
deren mononukledren Zellen. Diese aktivierten inflammatorischen Zellen sezernieren ein breites
Spektrum an Zytokinen wie IL-1, IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-«, welche zirkulierende Leukozyten
aktivieren und iiber die Modulation der Oberflichenexpression von endothelialen Adhésions-
molekiilen deren Einwanderung ins Transplantat regulieren. Zytokine stimulieren ebenfalls die
Proliferation vaskuldrer SMC und deren Migration in die Intima. Die chronische Abstossung,
die sich im Verlaufe der néchsten Wochen und Monate entwickelt, manifestiert sich als steno-
sierende Transplantatvaskulopathie.
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Akute und chronische Reaktionen kann man nicht als zwei voneinander unabhingige Entitidten
betrachten. In zahlreichen tierexperimentellen und klinischen Untersuchungen wurde ein we-
sentlicher Einfluss akuter Abstossungsreaktionen auf die Entwicklung der chronischen Trans-
plantatabstossung gezeigt. Im Anfangsstadium mafgebend ist dabei nicht die Intensitidt der
akuten Reaktion oder der Schweregrad der Organschidden, sondern das Reaktionsmuster der
CD4"-Lymphozyten. Dies wurde von TULLIUS et al. folgendermafen nachgewiesen: In einem
starken Abstossungsmodell mit einem kompletten , Missmatch® wurden Nierentransplantatio-
nen durchgefiihrt. Einige Tage spéter erfolgte eine eine syngene Riicktransplantation. Anschlie-
fsend wurde eine mogliche Reversibilitit der Zeichen der akuten Abstossung nach der syngenen
Riicktransplantation untersucht. Es wurde gezeigt, dass nach der Riicktransplantation die Zei-
chen einer akuten Reaktion in den Transplantaten mit der Tg2-assoziierten Immunantwort
vollstandig umkehrbar waren. Die Transplantate mit einem dominierenden T g1 Zytokinmuster
zeigten hingegen persistierende morphologische Strukturverinderungen mit weiter zunehmen-
den Organdysfunktionen [67] [68].

Bei einer ldngeren Implantationszeit treten im Allotransplantat nach einem kritischen Zeitin-
tervall morphologische und funktionelle Verdinderungen auf, die nach der Riicktransplantation
nicht mehr reversibel sind und sogar weiter zunehmen [69]. In diesem Fall kann die Entwick-
lung und das Fortschreiten einer Vaskulopathie auch in Abwesenheit immunogener Faktoren
nicht mehr aufgehalten werden. Dies legt nahe, dass nichtimmunologische Ursachen bei der
chronischen Abstossung ebenfalls eine wesentliche Rolle spielen. Neben operationsbedingten
Faktoren, wie Organischimie, Operationstrauma und Reperfusionsschaden sind wahrscheinlich
alloantigen-unabhéangige molekulare Mechanismen der wichtigste Faktor bei diesem pathologi-
schen Prozess. Proliferative Aktivitdt und Migration von Fibroblasten, endotheliale Expression
der Adhéasionsmolekiile, Storung der endothelialen Barrierefunktion und andere Mechanismen
werden durch die akute Abstossung ausgelost. Ist ein bestimmter Zeitpunkt iiberschritten, kon-
nen sich diese Prozesse verselbstindigen und bleiben auch nach der Entfernung der auslésenden
Faktoren aktiv, was in eine progrediente chronische Transplantatdysfunktion miindet.

Zusammenfassend wird die chronische Transplantatabstossung als ein multifaktorielles Gesche-
hen betrachtet, das sowohl von immunologischen als auch von nicht immunologischen Faktoren
beeinflusst wird. Die akute Abstossung scheint jedoch dabei der wichtigste kausale Faktor zu
sein. Ein wichtiges Argument dafiir ist die Korrelation zwischen dem Schweregrad der chroni-
schen Organdysfunktion und der Anzahl der akuten Abstossungsepisoden bei transplantierten
Patienten [70]. Es bleibt jedoch noch unklar, warum sich bei einer Suppressionstherapie ei-
ne chronische Abstossungsreaktion entwickelt, wihrend eine akute dabei effektiv unterbunden
wird. TULLIUS vermutet, dass es sich in diesem Fall um eine ,auf dem subklinischen Niveau
persistierende akute Abstossungsreaktion handeln konnte.

Es gibt also Hinweise dafiir, dass durch die Reduktion der akuten Reaktion auch die chroni-
sche Transplantatdysfunktion hinausgezogert werden kann. Die transendotheliale Migration der
inflammatorischen Zellen stellt ein Schliisselereignis bei der Entwicklung der inflammatorischen
Reaktion und spéater der Transplantatvaskulopathie dar. Durch die Genmodifikation der Endo-
thelzellen kann die transendotheliale Einwanderung der immunkompetenten Zellen ins Trans-
plantat reduziert werden.

Der MHC-I-Komplex hat eine Schliisselfunktion bei der Alloantigenerkennung durch die zy-
totoxische CD8'-T-Lymphozyten. Durch die Herunterregulation der MHC-I-Expression wird
deren Aktivierung verhindert. Dies hat die Reduktion der akuten Abstossung zur Folge. Durch
die fehlende Zytokinausschiittung und die Stimulation durch Wachstumsfaktoren bleiben auch
die Mechanismen inaktiv, welche die Entwicklung der Transplantatvaskulopathie auslésen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen die Hypothese, dass durch frithe Inhibition der
inflammatorischen Immunantwort die Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie mit In-
timahyperplasie im ersten Monat nach der Transplantation reduziert werden kann. Es wurde
gezeigt, dass die Expression des Oz18scFv in ECs des Carotis-Allotransplantates eine makro-
phagiale und lymphozytére Infiltration der Gefiflwand reduziert. Bei der morphometrischen
Analyse wurde eine Reduktion der intimalen Proliferation festgestellt. Da die Intimaprolifera-
tion ein zuverléssiges Zeichen dafiir ist, dass eine chronische Transplantatdysfunktion vorliegt,
deutet die Reduktion der Intimaproliferation darauf hin, dass die Ox18scFv-bedingte Reduktion
der MHC-I-Expression die Entwicklung einer chronischen Abstossung verlangsamen kann.

Durch die reduzierte Oberflichenexpression von MHC-I werden sowohl der direkte als auch der
indirekte Wege der Alloantigenerkennung beeinflusst. Der MHC-I/Peptidantigen-Komplex ist
der Ligand fiir den CD8"-Rezeptor. Bei der reduzierten endothelialen MHC-I-Expression sinkt
dementsprechend die Zahl der zytotoxischen CD8'-T-Lymphozyten, die auf dem ,direkten Weg*
das Endothel angreifen konnen. Die direkte Alloantigenerkennung durch CD4"-T-Lymphozyten
spielen in unserem Modell deswegen eine untergeordnete Rolle, weil das vaskuldre Transplantat
nur wenig APC enthélt, deren MHC-II-Molekiile mit dem CD4"-Rezeptor interagieren.

Unter bestimmten Umstanden, z.B. unter einer Zytokinstimulation bei Autoimmunprozessen,
wird aber eine endotheliale MHC-II-Expression beobachtet [38|. Das Endothel groferer Siuge-
tiere, einschlieklich dasjenige des Menschen, weist in bestimmten Geféifsregionen (z.B. in Koro-
nargefifien) sogar eine konstitutive MHC-II-Expression auf. Das Ratten-Endothel zeigt dagegen
keine konstitutive MHC-II-Expression [71].

Bei der allogenen Transplantation findet man die MHC-II-Expression auch im Spender-
Endothel. Es wurde jedoch von KAPESSIDOU et al. gezeigt, dass die MHC-II-exprimierenden
ECs vom Empfanger stammen. Dies erklirt sich dadurch, dass die Spender-ECs im Trans-
plantat teilweise durch Empfinger-ECs ersetzt werden [72]. Somit agieren Empfénger-ECs
im Transplantatendothel als APC und fordern dadurch die indirekte Alloantigenerkennung.
Bei der direkten Alloantigenerkennung dagegen ist die endotheliale MHC-II-Expression im
Ratten-Modell nicht von besonders grofer Bedeutung.

Der direkte Weg der Alloantigenerkennung spielt nur kurze Zeit nach der Transplantation ei-
ne wichtige Rolle bei der Transplantatabstossung. Passenger leucocytes des Spenders, deren
MHC-II-Molekiile von direkten Empfianger-CD41-T-Lymphozyten erkannt werden, verlassen
nach einigen Wochen das Transplantat, so dass die Intensitit der direkten Alloantigenerken-
nung langsam abklingt, bis sie schlieflich sistiert. Demgegeniiber gewinnt kontinuierlich der
indirekte Weg an Bedeutung. In mehreren klinischen Studien wurden die Spezifitiat der akti-
vierten CD4"-T-Lymphozyten bei transplantierten Patienten untersucht. Dabei konnte bei den
meisten Patienten mit chronischer Transplantatabstossung eine hohe Aktivitit der ,indirekten‘
alloantigenspezifischen CD4"-T-Lymphozyten festgestellt werden. Dagegen zeigten Patienten
ohne Zeichen einer chronischen Abstossung keinen solchen Anstieg [73|[74]. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die indirekte Alloantigenerkennung bei der Entwicklung einer chroni-
schen Abstossungsreaktion ein wichtiger Faktor ist.

Die Reduktion der Oberflachenexpression von MHC-I-Molekiilen ist in der Lage, den indirek-
ten Weg der Alloantigenerkennung zu modulieren. Beim indirekten Weg werden die MHC-I-
Fragmente der Spenderzellen aus den Zelltriimmer des Transplantats in die regionalen Lymph-
knoten und letztendlich in die Milz abtransportiert, wo sie von APC aufgenommen und prisen-
tiert werden. Durch die reduzierte MHC-I-Expression im Transplantat sinkt dementsprechend
die Zahl der MHC-I-Komplexe, die fiir die Antigenprasentation durch APC des Empfiangers zur
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Verfiigung steht. Dadurch wird die Zahl der durch die indirekte Antigenerkennung aktivierten
CD4"-Lymphozyten und der Makrophagen gesenkt. Dies hat eine Reduktion der lympho- und
monozytiren Infiltration des Transplantates zur Folge, die wir in unserem Modell beobachtet
haben.

Der immunmodulatorische Effekt von Oz18scFv kann zwar die Anzahl der infiltrierenden Zellen
reduzieren, ist jedoch nicht in der Lage, die Einwanderung komplett zu unterbinden. In den in
vitro-Versuchen mit RAEC zeigte sich, dass der Oz18scFv die Oberflachenexpression von MHC-
I zwar effizient reduzieren kann, einen vollstindigen MHC-I-knockout Phanotyp jedoch nicht
zu erzeugen vermag. In Anbetracht dieser in vitro Untersuchungen ist anzunehmen, dass sich
eine restliche Oberflichenexpression von MHC-I nach der Transduktion eines ganzen Gefifes
mit Ozr18scFv wohl ebenfalls nicht vermeiden lasst. Ein Teil der MHC-I-Molekiilen entkommt
der intrazelluldren Bindung durch den Oz18scFv und kann somit die Alloantigenerkennung wei-
tervermitteln. Auflerdem zeigten die Ergebnisse des (-Gal-Nachweises, dass nicht alle ECs in
der Intimaschicht transduziert werden und damit auch noch eine restliche MHC-I-Expression
verbleibt.

Die genaue Relation CD47CD8" /Makrophagen war schwer abzuschétzen, da die Makropha-
gen der Ratte ebenfalls CD4"- und CD8"-Rezeptoren exprimieren. Es hat sich herausgestellt,
dass die meisten Blutmonozyten in unbehandelten Ratten eine hohe Oberflichenexpression
von CD4" aufweisen. Bei einer akuten Abstossung oder mittels Stimulation durch IFN-y wird
die CD4*-Expression reduziert und die Expression von CD8% und MHC-II aktiviert [75] [76].
Daraus folgt, dass anti-CD4"- und anti-CD8"-Antikoérper auch die entsprechenden Epitope der
Makrophagen binden kénnen. So ist es nicht auszuschliefen, dass die CD4*- und CD8*-Firbung
in der vorliegenden Arbeit nicht nur durch die entsprechende Lymphozytenpopulationen, son-
dern zum Teil auch durch Makrophagen zustande kommt. Um diese Frage zu klaren, sind
weitere Untersuchungen mit Doppelmarkierung (CD68" plus CD4" bzw. CD8) erforderlich.

4.3.3 Reduzierte Expression von Zellmarkern und Zytokinen

Die Ergebnisse der Immunhistochemie stimmen mit der Untersuchung der Zytokin- und
Zellmarker-mRNA Expression iiberein, die durch RT-PCR erfolgte. In Ad-Ozx18scFv-trans-
duzierten Carotis-Transplantaten fand sich eine leichte bis moderate Reduktion der CD37- und
der CD25T-mRNA Expression. Die Expression von IFN-yv-mRNA hingegen zeigte im Vergleich
zu den Kontrollgruppen eine starke Reduktion.

Durch die Transduktion von Oz18scFv wird die Oberflichenexpression von MHC-I reduziert.
Man kann eine Kausalkette von Ereignissen konstruieren, welche durch die reduzierte MHC-
[-Expression ausgelost wird: zundchst sinkt die Menge der MHC-I-Fragmente des Spenders,
die von APC des Empféngers priasentiert werden. Dies fiihrt zu einer reduzierten Aktivierung
der CD8%- sowie CD4"-Lymphozyten, welche in den indirekten Weg der Alloantigenerken-
nung einbezogen sind. Wegen der niedrigen Zahl der aktivierten CD8"-Lymphozyten und
wegen der reduzierten Oberfldchenexpression ihres Rezeptorliganden (MHC-I) auf den Spen-
derzellen sinkt die Einwanderung der CD8T-Lymphozyten in das Transplantat. Aktivierte
CD8"-Lymphozyten sind neben den Tpyl-Lymphozyten wichtige Quellen von IFN-y. IFN-y
spielt eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von Makrophagen. Die logische Konsequenz
daraus ist, dass durch die reduzierte Aktivierung von CD8'-Lymphozyten auch die Aktivie-
rung von Makrophagen reduziert wird. Die Reduktion der Zellinfiltration und die verminderte
Expression von IFN-vy in der Intrabody-Gruppe lédsst sich auf diese Weise kausalpathologisch
mit der Oz18scFv-Transduktion verkniipfen.
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Es wurde bereits erwidhnt, dass IFN-y durch direkte Aktivierung der SMC atherosklerotische
Prozesse einleiten kann. Serologische Neutralisation oder verminderte TFN-y-Expression fiih-
ren zu einer Reduktion der Neointimahyperplasie bei allogener Transplantation. Andererseits
kann Uberexpression dieses Zytokins eine Transplantatvaskulopathie auslésen und verstiirken.
Dementsprechend kann angenommen werden, dass ein reduziertes IFN-v-Expressionsniveau
bei Ozi18scFv-transduzierten Carotis-Allotransplantaten fiir die am Tag 28 beobachtete Re-
duktion der Intimahyperplasie mitverantwortlich ist (Abb. 3.26). Allerdings ist die Oz18scFu-
Transduktion nicht in der Lage diesen Prozess vollstindig zu unterdriicken. Es wére jedoch
voreilig, die signifikanten Unterschiede bei der Neointimaformation, die sich beim Vergleich der
Intrabody-transduzierten Gruppe mit der Kontroll-Gruppe zeigen, allein der Reduktion der
IFN-v-Expression zuzuschreiben.

Die IFN-v-Expression wird unter anderem durch IL-2 kontrolliert. IL-2 spielt eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung von Monozyten und stimuliert dariiber hinaus die Bildung freier Ra-
dikale durch die Makrophagen, was mafgebend zur Auslésung von oxidativem Stress beitrégt.
IL-1 und IL-2 sind weitere bedeutende Mediatoren bei inflammatorischen Reaktionen. Wegen
der wechselseitigen Beeinflussung der Zytokine sollte in weiteren Versuchen deren Expressi-
onsmuster untersucht werden. Bekannt ist, dass [FFN-y und IL-4 zwei wichtige Gegenspieler
bei , Remodeling“-Vorgdngen im Rahmen einer Transplantatvaskulopathie sind. Die Integritdt
der Gefiiwand wird durch die Ty 1/Ty2-Balance aufrechterhalten. Eine Relationsverschiebung
zugunsten der T-Lymphozyten vom Typ Tx2 mit einer hohen IL-4-Expression und einer Blo-
ckade des IFN-v-Signalweges bringt die , Remodeling“-Prozesse aus dem Gleichgewicht. Dies
fiihrt zur Dominanz proteolytischer Aktivitdt, welche in einem Wandaneurysma endet. T y1-
pridominante inflammatorische Reaktionen mit iiberwiegender ITFN-v-Expression fordert die
proliferative Aktivitit, welche zu atherosklerotischen Alterationen fiihrt und schlieflich eine
Gefifistenose verursacht [77].

Dieses eine Beispiel zeigt, wie fragil und sensibel das Gleichgewicht der Zytokine ist. Weite-
re Versuche sollen zeigen, wie sich die Reduktion der MHC-I-Expression auf weitere Zytokine
auswirkt. Die Ty1/Tg2-Zytokinbalance und vor allem IL-4, als wichtiger Gegenspieler von
IFN-7, sind dabei von grofkem Interesse. Diesbeziiglich sollte die Untersuchung der Ty1/T 2-
Zytokinbalance sowie die Bestimmung der IL-4-Expression zu einem spéiteren Zeitpunkt in
Erwigung gezogen werden.

Es ist bekannt, dass TNF-a ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Entwicklung einer Abstossungs-
reaktion spielt. Es besteht eine enge Korrelation zwischen einem hohen Expressionsniveau von
TNF-o und der Intensitét der Transplantatabstossung [78]. In unserem Modell zeigte sich je-
doch in allen Untersuchungsgruppen ein gleich niedriges Expressionsniveau von TNF-a-mRNA.
Die gleichen Ergebnisse in der syngenen und der allogenen Kontrollgruppen lassen vermuten,
dass die Gruppenunterschiede im Expressionsniveau von TNF-a wegen einer extrem niedrigen
Masse der untersuchten Carotisstiicke unter der Nachweisgrenze lagen.

4.3.4 Intimahyperplasie

Die morphometrische Analyse der vaskuldren Transplantate zeigte eine deutlich reduzier-
te Intimahyperplasie in der Ad-Oz18scFv-Gruppe. Auch wenn am Tag 7 morphometrisch
noch keine Unterschiede zwischen allen Untersuchungstieren festzustellen waren, wiesen
die adventitianahen Mediaregionen der beiden Kontrollgruppen zu diesem Zeitpunkt be-
reits kleine morphologische Strukturverinderungen auf. Unmittelbar danach kam es zu ei-
ner raschen Intimaproliferation in den beiden Kontrollgruppen, so dass der Proliferations-
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index in diesen Gruppen am Tag 28 signifikant hoher war als in der Ozi8scFuv-Gruppe.
Oz18scFuv konnte die Intimaproliferation deutlich verlangsamen, war jedoch nicht in der
Lage, diesen Prozess vollstindig zu verhindern. Gemif der Erwartungen wurde durch Ad-
Ozx18scFv eine Verzogerung der intimalen Proliferation von SMC und deren Umschaltung
vom kontraktilen auf den synthetischen Typ beobachtet. Dies wurde durch die Verteilung von
a-Aktin-Farbung in der Media und Adventitia bestédtigt. Am Tag 28 kam es noch in keiner
Gruppe zu einer relevanten Stenose. An dieser Stelle muss man jedoch sagen, dass die morpho-
metrisch erfassten Ergebnisse auch innerhalb der einzelnen Gruppen eine erhebliche Variation
aufwiesen. Um die Ergebnisse zu validieren und um zu kliren, wie lange der protektive Effekt
von Oz18scFv auf die Entwicklung der Intimahyperplasie persistiert, sind noch weitere Unter-
suchungen mit groferen Untersuchungskollektiven erforderlich.

Zusétzlich miisste in den ersten postoperativen Wochen die Funktion von SMC bzw. deren Phé-
notyp untersucht werden, denn fehlende morphologische Verdnderungen in der Media-Struktur
sind noch kein sicheres Zeichen fiir einen immunprotektiven Effekt. ANDRIAMBELOSON konnte
in einem allogenen Transplantationsmodell der Ratte einen vollstdndigen Funktionsverlust
der SMC innerhalb von 14 Tagen nach der Transplantation nachweisen, obwohl sichtbare
morphologische Verdnderungen erst zwei Wochen spéter beobachtet wurden [79].

4.3.5 Humorale Antwort

Alloantikorper konnen sich durch Komplementaktivierung ebenfalls an der Transplantatabsto-
ssung beteiligen, jedoch ist ihre Rolle in diesem Prozess noch nicht ausreichend untersucht [80)].
Es wurde gezeigt, dass anti-MHC-I-Antikoérper - durch die Aktivierung der Tyrosinkinase und
durch die nachfolgende Phosphorylierung der intrazelluliren Proteine - zur Expressionsstei-
gerung des FGF-Rezeptors (fibroblast growth factor) in den ECs fiihren [81]. Eine dadurch
ausgeloste intrazelluldre Signaltransduktion unterstiitzt eine chronische Abstossungsreaktion
und zwar durch die Produktion des endothelialen tissue factor “s [82] [83] und durch die Modu-
lation der proliferativen Aktivitit von ECs und SMC. Dabei unterstiitzen IFN-y und TNF-«
aufgrund der Steigerung der MHC-I-Expression die inflammatorische Immunreaktion. In unse-
rem Modell zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der insgesamt schwach ausgefallenen
IgG-Alloantikérperantwort in allen Untersuchungsgruppen, so dass iiber den Effekt der MHC-I-
Herunterregulation auf die humorale Antwort keine Aussage gemacht werden kann. Von experi-
mentellen Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen ist bekannt, dass die Alloantikérper, welche
gegen die endothelspezifischen Antigene gerichtet sind, eng mit der Entwicklung einer chroni-
schen Transplantatabstossung assoziiert sind |84]. Carotis-Transplantate haben im Vergleich zu
Viszeralorganen eine sehr geringe Masse, so dass die Alloantikorperantwort in unserem Modell
wahrscheinlich unter der Nachweisgrenze lag.

4.3.6 Immunreaktion auf den adenoviralen Vektor

Mit dem adenoviralen Vektor besitzen wir ein Werkzeug fiir einen effizienten Gentransfer.
Es wurde in unserer Arbeit gezeigt, dass die adenovirale Transduktion Oz18scFv in die ECs
die MHC-I-Expression und somit deren Immunogenitéit reduzieren kann. Andererseits sind die
adenoviralen Vektoren in der Lage, selber eine inflammatorische Immunreaktion gegeniiber der
transduzierten Zelle auszulésen, an der die Abwehrmechanismen der angeborenen und der er-
worbenen Immunantwort beteiligt sind. In adenoviralen Vektoren der neuen Generation wird
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eine gesamte kodierende Region deletiert (helper-dependent Ad vectors), so dass die Aufnah-
mekapazitat fiir Transgen-DNA vergrobert und gleichzeitig die erworbene Immunantwort mi-
nimiert wird [85]. Die angeborene Immunantwort lésst sich von helper-dependent Ad vectors
jedoch nicht reduzieren. Sie bleibt das letzte grofe Problem fiir eine effiziente Anwendung ade-
noviraler Vektoren beim Menschen [86].

Die Effektorzellen des angeborenen Immunsystems spielen eine Schliisselrolle bei der angebo-
renen Immunantwort auf die viralen Pathogene. Granulozyten werden als erste Zellpopulation
wiahrend der Akutphase einer antiviralen Reaktion rekrutiert. Die von ihnen sezernierten Zy-
tokine 16sen eine Immunkaskade aus und besitzen selber eine antivirale Aktivitdt. Natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen) und zytotoxische CD8'-T-Lymphozyten sezernieren IFN-v, welches
eine virus-spezifische adaptive Tpyl-dominante Immunantwort hervorruft. Makrophagen, die
spater an den Ort des Geschehens einwandern, sind das Bindeglied zwischen dem angeborenen
und dem adaptiven Immunsystem. Sie agieren als APC, sezernieren aber auch antivirale Zyto-
kine und konnen infizierte Zellen eliminieren.

Um die Wahrscheinlichkeit der unspezifischen Reaktion auf den adenoviralen Vektor zu mi-
nimieren, werden transduzierte Carotis-Transplantate 24 Stunden vor der Transplantation in
Medium inkubiert.

Es ist schwer zu beurteilen, in welchem Ausmalfs die Ad-Vektor-spezifische Immunitit in unse-
rem Modell das Endergebnis beeinflusst. Der Reduktion der Zellallogenitat durch das Oz18scFv-
Transgen steht die Immunogenitit des adenoviralen Vektors gegeniiber. Ad-3-Gal-transduzierte
Gefédfe weisen keine signifikanten Unterschiede zur unbehandelten allogenen Kontrollgruppe
auf. Lediglich die Zahl der CD8*%- und CD4"-Lymphozyten in der Adventitia und der Intima
Ad-(-Gal-transduzierter Carotis-Transplantate war am Tag 28 im Vergleich zur unbehandel-
ten allogenen Kontrollgruppe minimal erhéht. Aufserdem konnte in dieser Arbeit eine deutliche
Reduktion inflammatorischer Zeichen durch das Intrabody-Transgen nachgewiesen werden. Es
kann also davon ausgegangen werden, dass das proinflammatorische Potenzial des Ad-Vektors
in unserem Modell nur unwesentlich ins Gewicht fillt. Der proinflammatorische Effekt des
Ad-Vektors ist zudem von kiirzerer Dauer als der immunmodulierende des Oz18scFv. Die Ad-
Vektor-spezifische Immunogenitéit verschwindet, sobald die Ad-Vektor-Expression sistiert. Auch
wenn bereits nach wenigen Tagen die Oz18scFv-Transgen-Expression nicht mehr nachweisbar
ist, hilt der immunprotektive Effekt der MHC-I-Herunterregulation durch Ox18scFv an.

Eine genauere Beurteilung der Ad-Vektor-spezifischen Immunaktivitdt wiirde die Untersuchung
Ozx18scFu-transduzierter Gefaktransplantate bei der syngenen Transplantation erfordern.
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4.4 Ausblick

Es wurde bereits erwahnt, dass endothelialisierte ePTFE-Prothesen iiber einen klaren Vorteil
gegeniiber den nicht endothelialisierten verfiigen. HERRING et al. riumen jedoch ein, dass dies
nur die groklumigen Prothesen betrifft. In einer klinischen Studie zeigten sie, dass die endothe-
lialisierten kleinlumigen ePTFE-Prothesen bei peripheren below-the-knee Bypéssen keinen Be-
nefit gegeniiber nicht endothelialisierten aufweisen. Die Prothesendysfunktion war dabei nicht
mit einer unzureichenden Endothelialisierung, sondern mit der Neointimahyperplasie in den
Anastomosenbereichen assoziiert [87]. Dies bedeutet, dass die physikalischen Eigenschaften von
ePTFE oder Dacron — wie die Starrheit des Materials — und eine relativ grofsere Wanddicke
im Vergleich zu Blutgefiafsen die limitierenden Faktoren bei der Transplantation kleinkalibriger
Prothesen sind [88].

In der jiingsten Vergangenheit werden neuartige Materialien untersucht, deren physikalische
Eigenschaften moglichst denen der originalen Blutgefife dhneln.

Fiir die Herstellung artifizieller Gefafse mittels Tissue Engineering kénnen auch partiell oder
komplett dezellularisierte Blutgefife als Matrix verwendet werden. So entfernten zunéchst
TEEBKEN et al. in einem xenogenen Transplantationsmodell aus einem Blutgefif alle zellu-
laren Elemente. Nach der Besiedlung mit humanen ECs und SMC und der anschliekenden
Inkubation unter pulsatilen Bedingungen entwickelte sich ein einschichtiges geschlossenes Endo-
thel. Komplette Dezellularisierung eines xenogenen Gefafstransplantates verhinderte in diesem
Modell eine adaptive Immunantwort, hatte jedoch keinen Einfluss auf die Entwicklung der
Wandfibrose [89].

GOMES et al. verwendeten deendothelialisierte Blutgefife in einem allogenen Modell. Es ge-
zeigte, dass die Besiedlung solcher Gefifse mit syngenen SMC eine Neointimahyperplasie re-
duzieren kann [90]. Die Thrombogenitét einer solchen Geféfiprothese, verursacht durch den
direkten Kontakt von SMC mit dem Blut, kann durch anschlieftende Besiedlung von syngenen
ECs vermindert werden [57].

Mittels Tissue Engineering wird versucht, komplett biologische vaskuldre Prothesen zu entwi-
ckeln, ohne Zusatz von synthetischen Materialien. Als anatomisches Geriist des Gefifses werden
dabei extrazellulare Matrixproteine (ECM Proteine, extracellular matrix proteins) verwendet.
Ahnlich wie bei alloplastischen Prothesen werden diese Matrices mit Zellen besiedelt und an-
schliefend in einer organtypischen Umgebung inkubiert. Der Vorteil solcher biologischen Kon-
strukte ist, dass ihre Matrixproteine kein starres inertes Geriist bilden, sondern unter Einfluss
von SMC und ECs in ihrer Struktur moduliert werden kénnen. Solche Prothesen sind in der La-
ge, sich wahrend der Inkubationsphase optimal an den wachsenden Druck und den shear stress
anzupassen. Bereits 1986 verwendete WEINBERG Typ-I-Kollagen als Matrix fiir die Herstellung
einer mehrschichtigen Bioprothese [91]. Solche Geféfe weisen eine Mediaschicht mit kollagen-
produzierenden SMC und ein funktionell aktives Endothel auf. Thre mechanische Reiffestigkeit
erreichte jedoch auch nach der Wandverstarkung mit einem Dacron-Mesh bei weitem nicht die
Festigkeit der originalen Gefifse.

Ein prinzipiell neues Konzept entwickelte L. ' HEUREUX. In mehreren Schritten wird aus den
autologen Zellen eine dreischichtige vaskuldre Geféfiprothese geziichtet [92]. Autologe Zellen
sind nicht immunogen, das Fehlen synthetischen Materials schliefst eine Fremdkdrperreaktion
aus, und sowohl die Zellen als auch die azelluldren Strukturen in einem solchen Konstrukt haben
ein ausgeprigtes Anpassungsvermogen. Der Schwachpunkt solcher Prothesen war bisher ihre
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niedrige Reifsfestigkeit, so dass sie nur in Niederdruck-Systemen (< 20 mm Hg) in der Padiatrie
eingesetzt werden konnten [93].

Neu im Modell von L."HEUREUX ist, dass jede einzelne Wandschicht separat herangeziichtet
wird. Die SMC werden zunéchst in einer konventionellen Kulturflasche in Anwesenheit von
Ascorbinsidure kultiviert, welche die Produktion der extrazelluldren Matrix fordert. Nach eini-
gen Wochen bildet sich eine Schicht, die wie ein Rasen vom Boden der Kulturflasche abgelost
werden kann. Diese aus SMC und extrazellulirem Kollagen bestehende Schicht wird um ein
ePTFE-Tubus gewickelt und unter pulsatilen Bedingungen kultiviert. Diese Schicht bildet spa-
ter die Media der Geféafprothese. Eine Woche spiter wird auf die gleiche Weise die nichste,
ebenfalls SMC- und kollagenhaltige Schicht (die kiinftige Adventitia) hinzugefiigt. Die anschlie-
fsende Inkubation iiber acht Wochen unter physiologischen Bedingungen ldsst beide Schichten
zu einer festen, stabilen Einheit fusionieren, welche die Wand der Geféfsprothese bildet. Eine
solche Prothese hilt einen hydrostatischen Druck von iiber 2500 mm Hg, dem 1.5-fachen dessen,
was die V.saphena magna aushalten kann. Zum Schluss werden ECs auf der luminalen Pro-
thesenseite kultiviert. Der gesamte Prozess der Ziichtung solcher biologischer Gefafsprothesen
dauert tiber drei Monate, was ihren klinischen Einsatz wesentlich erschwert.

Eine ausgeprigte mechanische Stabilitdt ldsst sich auch mit synthetischen resorbierbaren Poly-
meren erreichen, welche einer Fibroblastenkultur als tubuldre 3-D-Matrix dient. Mit Polygly-
colsdure (polyglycolic acid, PGA) und Polyethilenglycol (PEG) als Geriistsubstanzen werden
Gefifprothesen geziichtet, deren Reiffestigkeit die der originalen vendsen Transplantate iiber-
steigt. Zusétzlich konnen diese Polymermatrices weiter optimiert werden, indem in ihre Struktur
bestimmte Molekiile wie RGD-Adhésionspeptide, Heparin, und growth factors integriert wer-
den. MATSUMARA et al. beschreiben die Besiedlung von resorbierbaren synthetischen Geféafma-
trices mit BMC (bone marrow cells) und deren Inkubation unter physiologischen Bedingungen.
Die BMC exprimieren dabei nach einigen Wochen Fibroblasten- und SMC-Marker, die Zellen
der luminalen Seite der Prothese zeigen aber die Expression von endothelialen Zellmarkern wie
Faktor VIII oder CD31 [94].

Aufer verbesserten mechanischen und antithrombotischen Eigenschaften sind biologische Pro-
thesen noch in einem anderen Punkt den nicht resorbierbaren synthetischen iiberlegen: Sie
konnen sich an das Wachstum des gesamten Organismus anpassen, was sie fiir den Einsatz in
der Pédiatrie interessant macht. Der monatelange Prozess der Ziichtung (wie auch bei komplett
biologischen Prothesen) ist jedoch der entscheidende Nachteil solcher Prothesen.

Die Kombination unterschiedlicher Konzepte fiir die Herstellung bioartifizieller vaskulérer
Transplantate ist der Ausgangspunkt kiinftiger Therapiemethoden kardio-vaskuldrer Erkran-
kungen.
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Zusammenfassung

Hintergrund

Die in der kardiovaskuldren Chirurgie verwendeten autologen Gefafitransplantate weisen hiufig
aufgrund préoperativ vorbestehender systemischer atherosklerotischer Veranderungen hamo-
dynamische Funktionsstorungen auf. Die Verwendung von allogenen und von endothelialisier-
ten alloplastischen Transplantaten als Geféfersatz stellt eine mogliche Alternative dar. Die
Spenderendothelzellen (ECs) und die antigenprésentierenden Zellen (APC) des Transplantates
induzieren jedoch eine iiber die MHC-Klasse-I (MHC-I) Antigene vermittelte Immunantwort,
welche zu Transplantatabstossung fiihrt. Durch Herunterregulation der MHC-I-Expression
kénnte die Transplantatimmunogenitit gesenkt und die allogene Immunreaktion reduziert wer-
den.

Methoden

Eine Reduktion der MHC-I-Expression in kardiovaskuldren Transplantaten erfolgte mittels
Gentransfer der anti-MHC-I-Intrabody. Die Effizienz der viralen Konstrukte wurde zunéchst
in vitro an isolierten Rattenaorten und an Rattenendothelzellen (RAEC) getestet. Der immun-
modulatorische Effekt der anti-MHC-I-Intrabody wurde anschliefend in vivo an zwei Trans-
plantationsmodellen der Ratte untersucht. Im ersten Modell wurden die allogenen A.carotis
vor der Transplantation mit einem fiir anti-MHC-I-Intrabody kodierenden adenoviralen Vektor
transduziert. Im zweiten Modell wurden die endothelialisierten ePTFE-Prothesen als allo-
plastisches Interponat in der A.abdominalis verwendet, wobei die RAEC vor der Besiedlung
mit einem lentiviralen anti-MHC-I-Intrabody-Konstrukt behandelt wurden. Am Tag 7. und
28. postoperativ wurden zelluldre Infiltrationen, Expression der zelluliren Immunmarker und
Intimaproliferation der Transplantate untersucht.

Ergebnisse

Es zeigte sich, dass die Verminderung der Oberfléchenexpression von MHC-I im Arterienendo-
thel durch den adenoviralen Gentransfer sowohl die Entwicklung einer inflammatorischen
Immunreaktion als auch die Intimaproliferation in einem vaskuldren Allotransplantat deutlich
reduzieren kann. In den anti-MHC-I-Intrabody-exprimierenden Carotistransplantaten wurde
im Vergleich zu den Kontrollgruppen am 28. Tag die Reduktion der zelluldren Infiltration und
der Intimaproliferation beobachtet. Die mRNA-Analyse zeigte eine reduzierte Expression von
IFN-y und von T-Zell-Markern, wie CD4" und CD68%. Die Endothelialisierung der ePTFE-
Prothesen mit gentechnisch modifizierten RAEC und deren Einsatz in vivo konnte wegen
der mangelnden Zelladhérenz nicht beurteilt werden. Es wurde jedoch eine Operationstechnik
entwickelt, die eine sichere Interponierung von 2mm-ePTFE-Prothesen in die A.abdominalis
der Ratte ermdoglicht.
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Zusammenfassung

Schlussfolgerung

Mittels adenoviralen Gentransfers lisst sich eine selektive Modulation der MHC-I-Oberflachen-
expression bei einem weitgehend intakten Immunsystem erreichen. Dies fiihrt bei allogenen
Gefédfstransplantaten auch in Abwesenheit einer systemischen Immunsuppression zu einer Re-
duktion sowohl der akuten Transplantatabstossung als auch der chronischen Transplantatvas-
kulopathie. Aufgrund zeitlich begrenzter zytoplasmatischer Persistenz des Oz18scFv-Intrabody
ist es nicht moglich, die Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie vollstdndig zu unter-
driicken.

Ob diese Ergebnisse tatséchlich kausal bedingt waren, ldsst sich aus der vorliegenden Ar-
beit nicht mit Sicherheit sagen. Die Anzahl der Tiere in allen Untersuchungsgruppen war
klein, um eine zufallsbedingte Beobachtung der Ergebnisse ausschlieflen zu konnen. Weil die
verschiedenen Untersuchungsergebnisse in der Intrabody-Gruppe aber korrelierten, die Zyto-
kinexpression also vermindert und sowohl die Intimaproliferation als auch die Zellinfiltration
reduziert wurde, kann von einem protektiven Effekt der OzI8scFv-Behandlung ausgegan-
gen werden. Wie lange dieser immunmodulatorische Effekt persistiert und ob lentivirale
anti-MHC-I-Intrabody-Konstrukte effizienter eine Transplantatabstossung reduzieren, dar-
iiber werden spétere Untersuchungen Aufschluss geben. Die hier gewonnen Ergebnisse lassen
den Schluss zu, dass der virale Intrabody-Gentransfer ein geeigneter Kandidat fiir weitere
Untersuchungen auf dem Gebiet der allogenen Transplantation ist.

Die Endothelialisierung alloplastischer ePTFE-Gefafiprothesen mit gentechnisch modifizierten
RAEC und deren Einsatz in vivo konnte wegen der mangelnden Zelladhéirenz in dieser Arbeit
nicht beurteilt werden. Wir haben jedoch eine Anastomosentechnik etabliert, welche trotz einer
erheblichen Durchmesserdiskrepanz eine schnelle und sichere Interponierung von 2mm-ePTFE-
Prothesen in die A.abdominalis der Ratte ermdglicht. Sollte es gelingen, die Zellhaftung in
ePTFE-Prothesen durch den Einsatz anderer Beschichtungssubstanzen zu steigern, steht diese
Anastomosentechnik fiir die Untersuchung gentechnisch modifizierter RAEC in alloplastischen
Gefalprothesen bereits zur Verfiigung.
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3-APT-Silane .... 3-Aminopropyltriethoxy-silane

A dest. ... Aqua destillata

A.abdominalis ... Aorta abdominalis

A.renalis ......... Aorta renalis

ACC ..., Arteria carotis communis

ADH ............ Adenosine diphosphate

ATF ...l apoptosis-inducing factor

AP ..o alkalische Phosphatase

APC ... ... ... antigen presenting cell

atRA ... all-trans-retinoic acid (aktive Form)
atROH ........... all-trans retinol (inaktive Form)
CDR ............. complementary determining region
cGMP ........... cyclic guanosine monophosphate
ct oo threshold cycle

DA ... Dark Agouti (Ratten)

dATP ............ Desoxyadenosintriphosphat

dCTP ............ Desoxycytidintriphosphat
DEAE-Dextran .. Diethylaminoethyldextran

DEPC ........... Diethylpyrocarbonat

dGTP ........... Desoxyguanosintriphosphat

dNTP ........... Desoxynukleosidtriphosphat

DTT ............. Dithriothreitol

dTTP ............ Desoxythymidintriphosphat

EBM ............ endothelial basal medium

ECGS ........... endothelial cell growth supplement
ECS ........ ... endothelial cell seeding

EDTA ........... ethylenediaminetetraacetic acid
eNOS ............ endothelial nitric oxide synthase
ePTFE .......... expanded polytetrafluorethylene
ERK ............. extracellular signal-regulated kinases
FACS ............ fluorescence activated cell scanner
FGF ............. fibroblast growth factor

FKS ............. fetales Kéalberserum

FSC ............. foreward scatter

HE .............. Hématoxylin-Eosin

HLA ............. human leukocyte antigen

HSP ............. Hitze Schock Proteine

HUVEC ......... human umbilical vein endothelial cells
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kDa .............. Kilodalton

KHK ............ koronare Herzkrankheit

kpb ...l kilobase pair

LEW ............ Lewis (Ratte)

M. .o Musculus

mAb ............. monoclonal antibody

mAK ............ monoklonale Antikorper

MCAP-1 ......... monocyte chemoattractant protein-1
MFIT ............. mean fluorescence intensity

MHC ............ Major Histocompatibility Complex
MIF ............. migration inhibitory factor

MOI ............. multiplicity of infection

MSC ............. medullary stem cells

MVEC ........... microvascular endothelial cells
PARP ........... peroxynitrite-poly-adenosine diphosphate-ribose-polymerase
PAVK ........... Periphere Arterielle Verschluftkrankheit
PBS ............. phosphate buffered saline

PCR ............. polymerase chain reaction

PDE ............. Phosphodiesterase

PDGF ........... platelet-derived growth factor

pfu .............. plaque forming unit

PTCA ........... Perkutane transluminale koronare Angioplastie
RAEC ........... Endothelzellen der Ratten

RNS ... Ribonukleinsdure

ROS ............. reactive oxygen species

11/0) 00 H rotation per minute

RT .............. Raumtemperatur

sckv .o oo Single Chain Variable Fragment
SEM ............. standard error of the mean

SMC ............. smooth muscle cells

SNP ............. sodium nitroprusside

SSC o side scatter

TBS ............. tris buffered saline

TCR ............. T cell receptor

TNF-av ool Tumor Nekrose Faktor-a

Tx ool Transplantation

VCAM-1 ......... vascular cell adhesion molecule-1
WFE .o Wistar-Furth (Ratte)

87



Danksagung

Ich mochte mich herzlich bei all jenen Personen bedanken, die mich auf unterschiedliche Weise
unterstiitzt und zum Gelingen dieser Dissertation beigetragen haben.

An erster Stelle richtet sich mein Dank an Prof. Hans-Dieter Volk und Dr. Martina Seifert vom
Institut fiir Medizinische Immunologie der Charité Berlin. Ohne die konstruktive Kritik und die
kompetenten Ratschlige sowohl in fachlichen Belangen als auch hinsichtlich des Aufbaus und
der praktischen Durchfiihrung, wire die vorliegende Dissertation nicht zustande gekommen.

Ein spezielles Dankeschon geht an PD Dr. Horst Laube vom deutschen Herzzentrum, der mich
bei meinen ersten mikrochirurgischen Operationen begleitete und mit dessen Hilfe ich meine
Operationsmodelle entwickelt habe.

Besonders mochte ich mich bei Elke Effenberger, Sabine Brosel und Heinz Tanzmann fiir ihre
tatkriftige Unterstiitzung bedanken, auf die ich in allen Phasen meiner Arbeit zdhlen konnte.
Auch unsere privaten Tischgespriche bei einer Tasse Tee werde ich nie vergessen.

Bei Isabela Schmitt-Knosalla bedanke ich mich fiir die fachliche Hilfe bei den mikrochirurgischen
Eingriffen. Isabela gelang es immer wieder, mich mit ihrer optimistischen Art aufzumuntern,
wofiir ich mich an dieser Stelle noch speziell bedanken mdochte.

Cornelia Doebis, Sabine Schu danke ich fiir tatkraftige Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der
Zelltransfektionen und Ana Zenclussen fiir die Hilfe bei den mikroskopischen Fotoaufnahmen.

Frau Denise Buffat danke ich fiir das geduldige Korrigieren und Lektorieren meines Manuskripts.
Ihre orthographischen und stilistischen Korrekturvorschliage waren mir sehr hilfreich.

Ganz besonders danke ich meinen Eltern, meiner Schwester und meinen Neffen fiir die unschéitz-
bare Unterstiitzung wihrend des Studiums und der Promotionszeit.

Meiner lieben Frau Iréne gebiihrt mein Dank fiir ihre Geduld und ihren Beistand auch an den
schwierigsten Tagen, fiir ihre aufmunternde Worte, fiir den Siifigkeitennachschub und fiir ihre
Sonntagsfriihstiicke.

Ausserdem danke ich all den Menschen, die hier namentlich nicht erwédhnt wurden, mich aber
ebenso bei der Durchfiihrung meiner Dissertation tatkréiftig unterstiitzt haben.

88



Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht veroffentlicht.



Publikationsliste

Originalarbeit

A. Zdoroveac, C. Doebis, H. Laube, S. Brosel, I. Schmitt-Knosalla, H.D. Volk, M. Seifert.
Modulation of graft arteriosclerosis in a rat carotid transplantation model.
The Journal of surgical research. 2008 Mar; 145(1):161-9.

Ausgewahlte Abstracts

Doebis C, Schu S, Brosel S, Laube H |, Zdoroveac A, Reiser J and Volk HD, Seifert M.
Strategies for the protection of allogeneic endothelial cells against immune response for vascular
tissue engineering approaches. Transplantationsmedizin Supplement 1T 2005, S.90

14. Jahrestagung Deutsche Transplantationsgesellschaft in Rostock

Martina Seifert, Andrei Zdoroveac, Cornelia Doebis, Sabine Brosel, Elke Effenberger, Isabela
Schmitt-Knosalla, Thomas Ritter, Horst Laube, Hans-Dieter Volk.

MHC deficiency on rat endothelial cells prevents immune attacs in vitro and in vascular grafts
in vivo.

Friihjahrstreffen des Arbeitkreises Transplantation, Wiirzburg 2006

Martina Seifert, Andrei Zdorovaec, Cornelia Doebis, Sabine Brésel, Elke Effenberger, Isabela
Schmitt-Knosalla, Horst Laube, Jakob Reiser, Hans-Dieter Volk.

MHC deficiency on rat endothelial cells prevents immune attacs in vitro and in vascular grafts
in vivo.

16th European Congress of Immunology, Paris 2006

Seifert M, Ladhoff J, Doebis C, Brosel S, Zdoroveac A, Laube H, Schmitt-Knosalla I, Volk HD.
Vascular grafts seeded with endothelial cells and their immunogenicity in a rat transplantation
model. Cytotherapy 2006; 8: 12.

International Conference ,Strategies in Tissue Engineering”, Wiirzburg 2006

90



Erklarung

Ich, Andrei Zdoroveac, erklire, dass ich die vorgelegte Dissertationsschrift mit dem Thema:
yEinfluss der Modulation der allogenen Immunogenitéit auf das Rejektionsverhalten von Gefaf-
transplantaten in vivo am Rattenmodell* selbst verfasst und keine anderen als die angegebenen
Quellen und Hilfsmittel benutzt, ohne die (unzuléssige) Hilfe Dritter verfasst und auch in Teilen
keine Kopien anderer Arbeiten dargestellt habe.

Berlin, den 11.01.2009



	Einleitung
	Geschichte
	Gefäßersatzmaterialien
	Tissue Engineering
	Tissue Engineering in der kardio-vaskulären Chirurgie
	Künstliche Gefäßprothesen
	Neointima beim alloplastischen Gefäßersatz
	Problematik des alloplastischen Gefäßersatzes
	Besiedlung der ePTFE-Prothesen mit Endothelzellen
	Förderung der Ansiedlung von Neoendothel

	Studien mit endothelialisierten ePTFE-Prothesen
	Transplantatabstossung
	Remodeling
	Intimahyperplasie

	Immunogenität des Gefäßtransplantates
	Unterscheidung von „fremd“ und „selbst“
	Die Antigene des Haupthistokompatibilitätskomplexes
	Direkter Weg der Alloantigenerkennung
	Indirekter Weg der Alloantigenerkennung

	Genetische Gefäßmodifikation
	Gentransfer
	Intrabody


	Material und Methoden
	Materialien
	Chemikalien und Reagenzien
	Materialien
	Geräte
	Medikamente
	Instrumente
	Puffer, Lösungen und Medien
	Antikörper

	Tiermodelle
	Versuchstiere
	Vorbereitung zur Transplantation

	ePTFE-Prothese mit anti-MHC-I modifizierten allogenen Endothelzellen
	Virale Transduktion der RAEC
	Besiedlung der ePTFE-Prothese mit ECs
	Tube Chamber
	Beschichtung mit Fibrinkleber

	Transplantation

	Allogene, mit anti-MHC-I-modifizierte Rattenkarotiden
	Adenovirale Transduktion in die Rattenkarotiden
	Transplantation

	Zellkultur der RAEC
	Durchflusszytometrie
	Immunhistochemie
	Probengewinnung
	Carotis-Transplantation
	ePTFE-Prothesen-Transplantation


	Immunhistochemische Anfärbung der A.carotis-Transplantate
	Immunhistologische Anfärbung der ePTFE-Prothesen
	Mikroskopische Analyse

	Morphometrie
	Konventionelle PCR und TaqMan real-time RT-PCR
	RNA-Extraktion
	Reverse Transkription
	PCR
	TaqMan real-time RT-PCR

	Statistische Analyse

	Ergebnisse
	Besiedlung der ePTFE-Prothesen
	Etablierung der Technik für die Transplantation der 2 mm PTFE-Prothesen in die A.abdominalis der Ratte
	Immunhistochemische Untersuchungen transplantierter ePTFE-Prothesen
	Modulation der MHC-I-Expression durch den adenoviralen Intrabody-Gentransfer in RAEC in vitro
	Ad-Ox18scFv-Gentransfer in die A.carotis und Nachweis des Transgens
	Entwicklung einer Atherosklerose und Analyse der Zellinfiltration in dem Allotransplantat
	Ergebnisse der Morphometrie
	mRNA-Expression von T-Zellmarkern und Zytokinen
	Humorale Immunantwort nach der allogenen Transplantation

	Diskussion
	Entwicklung der Transplantationsmodelle
	Transplantation der vaskulären ePTFE-Prothese
	Besiedlungsverfahren zur Endothelialisierung von ePTFE-Prothesen
	Operationstechnik
	Schwachpunkte alloplastischer Gefäßprothesen

	Carotis-Transplantation
	Reduzierte Oberflächenexpression von MHC-I-Molekülen in vaskulären Gefäßtransplantaten durch den Ox18scFv-Intrabody
	Zellinfiltration
	Reduzierte Expression von Zellmarkern und Zytokinen
	Intimahyperplasie
	Humorale Antwort
	Immunreaktion auf den adenoviralen Vektor

	Ausblick

	Zusammenfassung
	Literaturverzeichnis
	Abkürzungsverzeichnis
	Danksagung
	Publikationsliste

