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1 Einleitung

Die Transplantatvaskulopathie (TVP) stellt im Langzeitverlauf die Haupt-
ursache fiir die Morbiditat und Letalitdt herztransplantierter Patienten dar
(Bieber et al. 1981, Gao et al. 1988). Bei einer durchschnittlichen jahrlichen
Priavalenz von 10% entwickelt nahezu die Hélfte der Patienten in den er-
sten fiinf postoperativen Jahren angiographisch erkennbare Koronarstenosen
(Uretsky et al. 1987, Billingham 1987, Olivari et al. 1989).

Das histologische Hauptmerkmal der vaskulédren Veréinderungen ist eine
konzentrische Intimaproliferation (Billingham 1992). Diese betrifft gleicher-
maflen Arterien und Venen des Spenderorgans (Oni et al. 1992). Im Ver-
gleich zu epikardialen Geféflen neigen die distalen intramyokardialen oder
mikrovaskuldren Gefde frither zum Verschlufl (Russell et al. 1993, Billing-
ham 1989). Eine Intimaproliferation wurde auch im aortalen Spenderseg-
ment beschrieben (Russell et al. 1993). Dariiberhinaus kommt es zu einer
Infiltration des perivaskuléren Bindegewebes mit mononukleéiren Zellen (Bil-
lingham 1987). Die beschriebenen GefaBverdnderungen betreffen selektiv das
GefiBsystem des Spenderorgans (Russell et al. 1993). Ahnliche Befunde wer-
den nach Nieren- oder Lebertransplantation erhoben (Porter et al. 1963,
Mihatsch et al. 1983, Starzl et al. 1969). Es wird daher vermutet, daf die
Gefaveranderungen im Transplantat immunologisch vermittelt werden: der
Transplantatvaskulopathie liegen wahrscheinlich T-Zell-vermittelte Reaktio-
nen gegen spendereigene MHC-Molekiile zugrunde. So konnte experimen-
tell gezeigt werden, dafl eine Vaskulitis als Vorstufe der Allograftvaskulopa-
thie nur in Transplantaten mit induzierten MHC-Antigenen der Klasse 11
vorkommt (Forbes et al. 1991). Die gegen MHC-II-Antigene gerichteten T-
Lymphozyten konnen hierbei unter Vermittlung von endothelialen Adhési-
onsmolekiilen (ICAM/VCAM-1) vermehrt in die Intima vordringen und dort
eine Entziindungsreaktion bewirken (Pober u. Contran 1990).

Aufgrund des diffusen und konzentrischen Befallsmusters werden die Ge-
fafiveranderungen erst im fortgeschrittenen Stadium angiographisch erkannt
(Hosenpud et al. 1992, Schroeder et al. 1992). Ein friihzeitiger Nachweis
der Transplantatvaskulopathie gelingt durch den intravaskuléren Ultraschall



(St Goar et al. 1992). Dieses Verfahren wird aber wegen hoher Kosten nicht
routineméfig eingesetzt. Alternativ bietet sich zur Diagnostik der Transplan-
tatvaskulopathie eine quantitative Auswertung der Koronarangiogramme mit
Bestimmung des mittleren Gefaldurchmessers an, um so ohne zusétzlichen
apparativen Aufwand das Fortschreiten der Intimahyperplasie zu objektivie-
ren (Gao et al. 1990, Schroeder et al. 1992).

Bei der klassischen Atherosklerose peripherer Gefiafle und in atheroskle-
rotischen Plaques aus Koronarien ist eine verdnderte Zusammensetzung der
vaskuldren extrazellularen Matrix mit lokaler Anreicherung von Vitronektin
bekannt (Niculescu et al. 1989, Guettier et al. 1989). Vitronektin ist ein Poly-
peptid mit RGD-Adhésionssequenz (Arginin-Glycin-Asparaginsaure) (Suzu-
ki et al. 1984). In Serum ist Vitronektin in einer Konzentration von 0,25-0,45
mg/ml vorhanden (Preissner 1991). Hauptproduzent ist die Leber (Barnes
u. Reing, 1985); auBlerdem kénnen Monocyten/Makrophagen Vitronektin in
vitro sezernieren (Hetland et al. 1989). Diesem Polypeptid werden verschie-
dene immunologische Funktionen bei der Zelladhésion, Thrombogenese und
Fibrinolyse zugeschrieben (Tomasini u. Mosher 1990). Als Bestandteil der
extrazellularen Matrix kann Vitronektin iiber membranstidndige Integrine
von einer Reihe von Zellen, einschliefllich humaner glatter Muskelzellen und
Endothelzellen (Athanasou et al. 1990) erkannt werden und dadurch Signale
ins Zellinnere weiterleiten. Spezifische Rezeptoren fiir Vitronektin sind die
Integrine a1, a3, ayfs und aqpfBs (Preissner 1991).

Vitronektin scheint bei der Entstehung der Intimahyperplasie im Rah-
men der Atherosklerose peripherer Geféfle beteiligt zu sein. Grundlage fiir
diese Annahme sind Befunde, wonach die Migration humaner aortaler glat-
ter Muskelzellen, die in den Intimahyperplasien vermehrt nachweisbar sind
(Ross 1993), durch einen Antagonisten des Vitronektins (GpenGRGDSPCA)
in vitro gehemmt werden konnte (Choi et al. 1994). Inhibitorische Antikorper
gegen o f3-Integrin hemmten ebenfalls die Vitronektin-induzierte Migrati-
on humaner aortaler glatter Muskelzellen in vitro (Brown et al. 1994). Im
Tierexperiment konnte in Analogie zu diesen Befunden eine nach Ballonver-
letzung provozierte Intimahyperplasie der A. carotis durch Behandlung mit
dem Vitronektin-Antagonisten (GpenGRGDSPCA) reduziert werden (Choi
et al. 1994).

Zusammenfassend kann die pathogenetische Bedeutung des Vitronektin/
o, B3-Integrin-Systems fiir die klassische Atherosklerose als gesichert angese-
hen werden. Daten beziiglich der Expression von Vitronektin und der Vi-
tronektinrezeptoren bei der Transplantatvaskulopathie liegen bislang jedoch
nicht vor.

Da die histologischen Merkmale der Gefafiverdnderungen nach Herztrans-
plantation grofe Ahnlichkeiten mit denen der Atherosklerose aufweisen, ist
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auch bei der Transplantatvaskulopathie eine pathophysiologische Rolle dieses
Rezeptor/Ligand-Systems denkbar.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Hypothese, dal der Intimaprolife-
ration bei der Transplantatvaskulopathie eine dhnliche Pathogenese wie bei
der Atherosklerose zugrunde liegt. In Analogie zur klassischen Atherosklero-
se peripherer Geféfle sollte also eine Verdnderung der Zusammensetzung der
perivaskuldren extrazellularen Matrix (mit Anreicherung von Vitronektin)
zu beobachten sein.

Die Untersuchung zielt daher zunédchst auf die Charakterisierung der Ex-
pression des Ligand-Rezeptor Systems Vitronektin/a, (3-Integrin in rechts-
ventrikuldren Endomyokardbiopsien nach Herztransplantation. Hierbei soll
insbesondere beantwortet werden, welche Geféfie betroffen sind (Arteriolen,
Venolen oder Kapillaren), und ob ein topographischer und temporérer Zu-
sammenhang zwischen der Expression des Vitronektins und der Expression
der Vitronektinrezeptoren besteht. Ferner werden die koronarangiographi-
schen Befunde mit den immunhistologischen Daten verglichen. Ziel dieser
Analyse ist die Evaluation der diagnostischen Wertigkeit der Expression von
Vitronektin und a, f3-Integrin beziiglich der Transplantatvaskulopathie.



2 Material und Methodik

Die Expression des Vitronektin/a,-Integrin-Systems in rechtsventrikuldren
Endomyokardbiopsien wurde mit immunhistologischen Farbemethoden an
einem ausgewéhlten Patientenkollektiv untersucht. Parallel wurden die jahr-
lichen Koronarangiogramme qualitativ und quantitativ beurteilt. Anschlie-
Bend wurden die immunhistologischen Ergebnisse mit den angiographischen
Daten verglichen.

2.1 Patienten

An der Medizinischen Klinik III (Kardiologie) befinden sich derzeit 113 herz-
transplantierte Patienten in der Nachsorge. Alle wesentlichen Informationen,
die im Laufe der Nachsorge der herztransplantierten Patienten gewonnen
werden, sind in der Datenbank der Transplantationsambulanz aufgefiihrt.
Fiir die vorliegende Untersuchung wurden 16 Patienten ausgewihlt, die zwi-
schen August 1990 und April 1994 herztransplantiert wurden. Um iiber einen
lingeren Zeitraum die Entwicklung der Transplantatvaskulopathie beurtei-
len zu kénnen, wurden nur solche Patienten ausgewéhlt, deren postoperative
Beobachtungszeit mindestens ein Jahr betrdgt. Der Koronarstatus war zu
Beginn der Untersuchungen nicht bekannt. Die benotigten klinischen und la-
borchemischen Daten wurden der Datenbank der Transplantationsambulanz
entnommen. Hierzu wurden folgende Parameter in die Auswertung einbezo-
gen: Empfiangerdaten (Alter, Geschlecht, prioperative Diagnose), Spender-
daten (Alter, Geschlecht, Ischdmiezeit vor der Herztransplantation), Anzahl
und Grading akuter AbstofSungen, dariiberhinaus der systemische Blutdruck
sowie der Cholesterin- und der Triglycerid-Serumspiegel. Die einzelnen Pati-
entendaten sind in Tab. 1 aufgefiihrt.

2.1.1 Immunsuppressive Nachbehandlung

Alle Patienten erhielten eine immunsuppressive Behandlung mit Ciclospo-
rin A, Azathioprin und Kortison. Postoperativ erhielten alle Patienten zu-



Tab. 1: Patientendaten. m, ménnlich; w, weiblich; DCM, dilatative Kardio-
myopathie; HV, Herzvitium; KHK, koronare Herzerkrankung; n.v., Spender-
daten nicht verfiighar.

Patient Patienten- Patienten- Prédoperative Spender-  Spender

alter geschlecht Diagnose alter geschlecht
(Jahre) (Jahre)
1 51 m DCM 41 m
2 58 m DCM n.v. n.v.
3 60 w DCM 59 w
4 58 m DCM 42 w
5 50 m DCM 59 m
6 42 m DCM 24 m
7 56 m DCM 29 m
8 55 m DCM 46 m
9 63 m DCM 50 W
10 57 m DCM 34 m
11 62 m DCM 32 m
12 33 m HV 27 m
13 55 m DCM 41 m
14 51 m KHK 40 w
15 43 m DCM 20 m
16 51 m DCM 26 m

satzlich Antithymocytenglobulin (ATG), bis die therapeutische Serumkon-
zentration von Ciclosporin A erreicht wurde (im Mittel fiir 6 Tage). Die Gabe
von Azathioprin wurde unterbrochen, falls die Leukozytenzahl unter 4,0/nl
absank. Durch Endomyokardbiopsien diagnostizierte akute AbstoBungsreak-
tionen wurden initial mit Methylprednisolon intravends behandelt (1 g téglich
fiir 3 Tage). Zwei Patienten erhielten auch monoklonale Antikoérper gegen
den T3-Lymphozytenrezeptor (OKT3) fiir 10 Tage, nachdem 2 Zyklen Me-
thylprednisolon intravents und ein Zyklus ATG erfolglos verabreicht worden
waren.



2.1.2 Postoperatives Monitoring

Die routineméflige Jahreskontrolluntersuchung umfafit eine Koronarangio-
graphie und eine Rechtsherzkatheteruntersuchung mit Entnahme von sechs
bis sieben Endomyokardbiopsien. Zusétzlich werden engmaschige histologi-
sche Untersuchungen im ersten Jahr nach der Herztransplantation vorgenom-
men. Zur Entnahme der Endomyokardbiopsien wird eine Biopsie-Zange (Cor-
dis, Nr. 502-302) mit einem Schneidbacken-Volumen von 1,84 mm?® verwen-
det. Das Grading der akuten Abstoflungsreaktionen wird im Lichtmikroskop
im Pathologischen Institut (Leiter: Prof. Dr. H. G. Otto) nach der Klassifika-
tion der International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT)
bewertet (Billingham et al. 1990). Zum quantitativen Vergleich wurde fiir
jeden Patienten ein AbstoBungsindex berechnet, basierend auf der Klassifi-
kation der ISHLT: Die ISHLT-Abstoungsgrade 0, 1, 2, 3A, 3B, 4 wurden mit
0, 1, 1,5, 3, 4, 5 gewertet und iiber die Anzahl der durchgefithrten Biopsien
gemittelt. In der Frithphase nach Herztransplantation treten haufiger Absto-
Bungsepisoden auf. Daher wurde zusétzlich zum Gesamt-Abstofungsindex
fiir jeden Patienten ein Frith-AbstoBungsindex fiir die ersten 12 Monate post-
operativ errechnet.

2.1.3 Archivierung der Endomyokardbiopsien

Seit August 1992 wird bei jeder Entnahme jeweils eine der sechs Biopsien fiir
spezielle Untersuchungen tiefgefroren und im Institut fiir Immunpathologie
bei —70°C aufbewahrt. Insgesamt wurden bisher iber 1600 Biopsien mit un-
terschiedlichen Auspriagungen der Transplantatvaskulopathie sowie der aku-
ten AbstoBung gesammelt.

2.1.3.1 Einfrieren der Endomyokardbiopsien

Um eine moglichst gute Antigenerhaltung zu gewéhrleisten, wird auf schnelles
und schonendes Einfrieren geachtet. Spétestens 5 Minuten nach der Entnah-
me werden die Biopsien auf einen kleinen Streifen Filterpapier (5 x 20 mm)
in einem wasserloslichen Klebemittel (Tissue-Tek, O.C.T. Compound, Miles,
Nr. 4583) eingebettet. Gleich danach werden die Gewebeproben mit Hilfe
einer Pinzette in eine gekiihlte Fliissigkeit eingetaucht und tiefgefroren. Als
Kéltevermittler wird in fliisssigem Stickstoff vorgekiihltes Propanol verwen-
det. Die schockgefrorenen Biopsien werden mit dem Datum der Entnahme
und dem Namen des Patienten gekennzeichnet.



2.1.3.2 Einrichtung einer ,,Biopsiebank*

Um den gezielten Zugriff auf bestimmte Biopsien zu erméglichen, wurden
im Rahmen dieser Arbeit alle 1600 Endomyokardbiopsien systematisch ar-
chiviert und eine , Biopsiebank® unter dBase IIIb angelegt. Neben Datum
und Name sind darin der Lagerort der Biopsie und das Grading der akuten
Abstoflung aufgefiihrt. Ein eigens entwickeltes dBase-Programm erleichtert
die Archivierung zukiinftiger Biopsien sowie eine Verlaufsbeobachtung bei
einzelnen Patienten.

2.2 Koronarangiographie

Zur Evaluation der Entwicklung der Transplantatvaskulopathie innerhalb des
untersuchten Patientenkollektivs wurden die jédhrlichen Koronarangiogram-
me qualitativ und quantitativ bewertet. Im Rahmen der Jahreskontrollun-
tersuchung wird routineméfig sowohl die Linksherzkatheteruntersuchung mit
der Koronarangiographie als auch die Entnahme von mehreren Endomyo-
kardbiopsien durchgefiihrt. Zur Verminderung der lokalen Komplikationsrate
werden 5F Katheter (Medtronic, Auflendurchmesser 5 French oder 1,66 mm)
benutzt. Die Koronarangiographie wird wie iiblich in Judkins-Technik iiber
die A. femoralis durchgefiihrt.

2.2.1 Visuelle Beurteilung der Koronarangiographien

Eine erste Beurteilung der Koronarangiographien wird routineméfig nach der
Untersuchung im Herzkatheterlabor vorgenommen. Die in den Koronarangio-
graphie-Bogen eingetragenen Befunde wurden in dieser Arbeit zur Feststel-
lung einer Transplantatvaskulopathie herangezogen. Als Kriterium fiir das
Vorhandensein einer TVP wurde jede Verminderung des Gefafidurchmessers
von minimalen Wandkonturunregelméfigkeiten (< 10% Lumeneinengung)
bis zu ,signifikanten® Stenosen (> 50 %) definiert (Uretsky et al. 1987). Be-
reits im ersten Jahr postoperativ zeigten sich in zwei der 16 Koronarangio-
gramme beginnende Gefiafiverdnderungen. Fiir diese beiden Patienten wur-
de die Entwicklung einer TVP erst dann als nachgewiesen angesehen, wenn
im zweiten Jahr neue Verdnderungen in anderen Lokalisationen auftraten
(Schroeder et al. 1993).



2.2.2 Quantitative Auswertung der
Koronarangiogramme

Um die langsam verlaufende Progression der Vaskulopathie einzuschétzen,
wurde eine quantitative Auswertung der Geféverdinderungen durchgefiihrt.
Mit Hilfe des Coronary Angiography Analysis System II (CAAS-IT) wurden
ausgewéhlte Koronarsegmente digitalisiert und vermessen (Reiber et al. 1985,
Lesperance et al. 1989). Quantitative Auswertungen der Koronarangiogram-
me wurden bei 15 der 16 Patienten durchgefiihrt. Der Patient 1 verstarb
17 Monate postoperativ, bevor die zweite Jahresuntersuchung vorgenommen
werden konnte. Eine aufgrund zunehmender Belastungsdyspnoe durchgefiihr-
te Koronarangiographie bestétigte 16 Monate postoperativ die Diagnose ei-
ner TVP. Dieses Koronarangiogramm stand leider nicht zur Verfiigung, so
dafl auf eine quantitative Auswertung verzichtet werden mufte.

2.2.2.1 Beschreibung von CAAS-II

Das Coronary Angiography Analysis System II setzt sich zusammen aus ei-
nem Cine-Film-Projektor, einer Kamera, und einem Rechner zur Steuerung
und Auswertung. Die 35 mm-Filmbilder werden auf 28 x 21 cm vergrofert und
mit einer Auflésung von 50 Linien/mm auf dem Bildschirm des Projektors
dargestellt. Die parallel eingeschaltete Kamera (Kodak Megaplus Camera,
Eastman Kodak Company, U.S.A.) wandelt die Filmbilder digital um und
leitet sie zum Rechner weiter (Auflésung der Kamera: 1317 x 1035 pixel).
Die genaue Dokumentation der Auswertungen ist durch einen automatischen
Bildzéhler gewéhrleistet. Die Auswahl der Koronarsegmente wird am Bild-
schirm des Projektors getroffen, anschlieend wird das aufgenommene Bild
am Rechner mit Hilfe der CAAS-IT Software ausgewertet.

2.2.2.2 Mefimethodik und Kriterien

Bevor das ausgewéhlte Koronarsegment vermessen wird, erfolgt zunédchst ei-
ne Kalibrierung des Systems an der Katheterspitze. Hierzu wird ein Bild
ausgewdhlt, in der das Katheter noch kein Kontrastmittel enthélt. Die Er-
gebnisse der Kalibrierung werden in Absolutzahlen (pixel/mm) ermittelt;
gleichzeitig wird die kissenférmige Verzerrung des Aufnahmesystems korri-
giert.

Um vergleichbare Meflergebnisse zu erzielen, wurde dieser Vorgang fiir je-
de neue Projektion wiederholt. Fiir jeden Patienten wurden auf der (chrono-
logisch) ersten Koronarangiographie zwischen 8 und 12 Koronarsegmente mit
Langen von 3,05 bis 40,28 mm ausgewéhlt. Fiir die Auswertung der rechten
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Abb. 1: Quantitative Auswertung der linken Koronararterie (Segment 6).

Koronararterie wurde die LAO-Projektion (left anterior oblique) bevorzugt,
fiir die linke Koronararterie die RAO-Projektion (right anterior oblique). Zur
Verbesserung der Mefigenauigkeit der Methode umfafit die Auswahl nur gut
darstellbare Koronarabschnitte. Segmente, die entweder zu kurz oder iiberla-
gert waren, oder solche mit einer projektionsbedingten Verkiirzung, wurden
nicht in Betracht gezogen (Gao et al. 1990). Nur die so ausgewéhlten Segmen-
te wurden auch in den spéteren Koronarangiographien vermessen. Um das
Identifizieren der Segmente zu erleichtern, wurden Abzweigungen zur Fest-
legung der Segmentgrenzen herangezogen und die quantifizierten Segmente
als Papierausdrucke dokumentiert (Pinto et al. 1993) (Abb. 1).

Das ausgewihlte Koronarsegment wurde enddiastolisch eingestellt und
gef. am Rechner bis 4x vergréflert. Danach wurde die Gefafimitte mit Hilfe
der Maus markiert. Ein Computeralgorithmus identifizierte dann die Gefaf3-
konturen und ermittelte den Gefifidurchmesser (in mm) tiber die gesamte
Linge in Form eines Linien-Diagramms. Weiter wurde der Geféadurchmes-
ser fiir jedes Segment iiber die Linge gemittelt (mittlerer Gefaflidurchmesser).
Falls der Computeralgorithmus die Gefafkonturen im Bereich einer Verzwei-
gung nicht korrekt identifizieren konnte, wurden die Segmentkonturen ma-
nuell iiber maximal 20 % der Segmentlidnge korrigiert (Pinto et al. 1993).



Fiir jede Untersuchung wurde zur Beurteilung der Auspréigung der Trans-
plantatvaskulopathie der Mittelwert der mittleren Gefidldurchmesser aller
beurteilten Segmente als Koronar-Index definiert. Die Differenz der Koronar-
Indizes zwischen zwei aufeinanderfolgenden Jahresuntersuchungen wurde
entsprechend der tatsidchlichen Zeit zwischen den Koronarangiographien kor-
rigiert (Schroeder et al. 1993).

2.2.2.3 Genauigkeit der Messungen

Um unterschiedliche Auspriagungen der Transplantatvaskulopathie (bzw. die
Abnahme des Koronar-Index) definieren zu kénnen, wurde die Mefigenauig-
keit der Methode ermittelt. Eine solche Bestimmung wurde fiir das System
von Vanguard Instruments (Melville, New York) von Gao und Mitarb. durch-
gefithrt (Gao et al. 1990). Nach diesem Muster wurde auch fiir das Corona-
ry Angiography Analysis System II die Mefigenauigkeit bestimmt. Hierzu
wurden 36 Koronarsegmente ausgewéhlt, jeweils 18 verschiedene Segmente
von der ersten und von der zweiten postoperativen Koronarangiographie.
Beim ersten Drittel der Segmente war der Durchmesser klein (Durchmes-
ser < 2,0mm), beim zweiten Drittel mittelgrofl (zwischen 2,0 und 2,9 mm),
und beim letzten Drittel groB (Durchmesser > 2,9 mm). Fiir jedes Segment
wurden zwei enddiastolische Bilder aus zwei konsekutiven Herzzyklen aus-
gewdhlt. Fiir jedes Bilderpaar wurden der mittlere GefdaBdurchmesser und
die Differenz errechnet (Tab. 2).

Als Schwellenwert fiir eine signifikante Anderung des GefdBdurchmes-
sers wurde das Dreifache der Standardabweichungen aller Differenzen zwi-
schen den Wertepaaren definiert (Gao et al. 1990). Dies ergibt etwa 0,1 mm,
entsprechend 4,1 % Anderung des mittleren Gefifidurchmessers. Der gleiche
Schwellenwert von 0,1 mm wurde fiir eine signifikante jahrliche Anderung des
Koronar-Index zugrunde gelegt.

2.3 Immunhistologie

Ziel der immunhistologischen Farbemethoden ist der Nachweis der Vitronek-
tin- und a,-Integrin-Antigene in den Endomyokardbiopsien. Hierzu wurde
bereits zur optimalen Antigenerhaltung auf schonendes Einfrieren geachtet
(s. 2.1.3.1.). Weiterhin wurden die Gewebeproben mit der Gefrierschnittech-
nik verarbeitet. Diese Methode verbindet die Vorteile guter Antigenerhaltung
mit Einfachheit der Durchfithrung (Denk 1989). Damit werden histologische
Schnittpraparate von sehr geringer Dicke (5 pm) hergestellt. Fiir diese Arbeit
wurde ein Gefriermikrotom (Leica, Frigocut 2700) benutzt.
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Tab. 2: Bestimmung der Genauigkeit der quantitativen Auswertung der Ko-
ronarangiogramme durch Vermessung des Koronararteriendurchmessers in
zwei konsekutiven Herzzyklen fiir 36 Koronarsegmente. (n, Anzahl der Ko-
ronarsegmente; *, Mittelwert £ SD).

Koronar- Koronardurchmesser SD der
durchmesser in einem konsekutiven Differenz
Koronargefaf3 n  (end-diastolisch) end-diastolischen Bild  zwischen
D3 D3 Dy und Do
in mm in mm in mm
Durchmesser > 2,9 mm 12 3,39 £ 0,32 3,40 4+ 0,32 0,033
Durchmesser 2,0-2,9mm 12 2,29 +£ 0,23 2,28 +£0,22 0,027
Durchmesser < 2,0 mm 12 1,62 + 0,20 1,64 + 0,20 0,031
1. Jahr postoperativ 18 2,46 + 0,86 2,46 + 0,85 0,030
2. Jahr postoperativ 18 2,41+ 0,72 2,41+ 0,71 0,032
Gesamt 36 2,43 + 0,78 2,44 + 0,78 0,031

2.3.1 Das Gefriermikrotom (Kryotom)

Das verwendete Kryotom ist ein Rotationsmikrotom. Darin wird der Objekt-
halter durch Drehen eines Handrads an der feststehende Messerschneide auf
und ab bewegt. Die Schnittfliche des Préaparats ist dabei senkrecht gestellt.
Das Mikrotom befindet sich in einer nach oben offenen Tiefkiihltruhe, die
eine konstante Temperatur von —30°C gewahrleistet.

2.3.2 Gefrierschnittechnik

Die Endomyokardbiopsien wurden von der Tiefkiihltruhe zum Gefriermikro-
tom in fliissigem Stickstoff transportiert und im Inneren des Kryotoms bei
—30°C mindestens 15 Minuten temperiert. Die Gewebeproben wurden mit
einem wasserloslichen Klebemittel (Tissue Tek, O.C.T. Compound, Miles,
Nr. 4583) auf der Objekthalterung aufgeklebt und mit dem selben Klebemit-
tel umrandet bzw. eingebettet. Dadurch wird eine bessere Schneidequalitét
erreicht. Zum Schneiden wird ein C-Messer (keilférmig geschliffen) benutzt;
der Anstellwinkel wird auf Position 0 eingerichtet, die Schneidetemperatur
liegt bei —12°C. Zunéchst wird eine Schnittdicke von 10 um gewihlt, das
Anti-Rollpldttchen (Schnittstrecker) nach unten geklappt, und mehrmals der
Gewebeblock angeschnitten. Sobald das Gewebe zum Vorschein kommt, wird
der Block mit einem Rasiermesser rechtwinklig, mit einer geraden Kante
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zur Messerschneide, zugerichtet. Nach Einstellen einer Schnittdicke von 5 ym
wird der Schnittstrecker nach oben auf das Mikrotommesser geklappt. So
schiebt sich der Schnitt wihrend des Schneidevorganges von der Messerkan-
te weg unter das Pliattchen und wird am Aufrollen gehindert. Sobald das
Gewebe vollstdndig an der Messerschneide vorbeigefiithrt wurde, wird der
Schnittstrecker nach unten geklappt und der Schnitt auf einem warmen, mit
Poly-L-Lysin beschichteten Objekttriger (s. 2.3.2.1.) aufgenommen. Hier-
bei wird warmes Glas nahe genug iiber den gefrorenen Schnitt gebracht, so
dal der Schnitt am Glas anschmilzt. Dieser erste Schnitt wird mit einer
Hémalaun-Eosin Doppelfarbung (s. 2.3.2.2) gefarbt und im Lichtmikroskop
beurteilt. Falls Arteriolen oder Venolen nachweisbar waren, wurden anschlie-
Bend 20 aufeinanderfolgende Gefrierschnitte hergestellt und bei Raumtem-
peratur durch einen elektrischen Ventilator getrocknet. Falls der Schnitt nur
Myozyten und einige Kapillaren enthielt, wurde der Gewebeblock weiter bis
zu fiinfmal angeschnitten, danach ein Schnitt auf einen Objekttriger aufge-
nommen und mit Hamatoxylin-FEosin Doppelfiarbung gefiarbt. Dieses Verfah-
ren wurde solange wiederholt, bis eine geeignete Schnittebene erreicht wurde.
Waren nach mehrmaligem Anschneiden keine Arteriolen oder Venolen nach-
weisbar, wurde das Schneiden abgebrochen und der restliche Gewebeblock
fiir weitere Untersuchungen (im Rahmen anderer Projekte) aufgehoben. Die
getrockneten Gefrierschnitte wurden bis zur Durchfithrung der immunhisto-
logischen Féarbungen bei —70°C aufbewahrt.

2.3.2.1 Beschichtung der Objekttriager

Eine Beschichtung der Objekttréger ist erforderlich, um eine ausreichende
Haftung der Gewebeschnitte wihrend der mehrmaligen Waschvorgénge zu
gewidhrleisten. 20 ml der Poly-L-Lysin Ursprungslosung (Sigma Diagnostics,
Nr. P 8930) werden 1:10 mit Aqua bidest. verdiinnt und in einen 9x7x6,5 cm?
groflen Glaskasten gefiillt. Jeweils 19 Objekttrager werden in einem Férbe-
gestell nach einem quer-schrig-quer-Muster angeordnet und fiir 5 Minuten
in die verdiinnte Poly-L-Lysin Losung eingetaucht. Anschlieend werden die
Objekttrager iiber Nacht bei Zimmertemperatur luftgetrocknet.

2.3.2.2 Himalaun-Eosin Doppelfirbung (H & E)

Die Doppelfirbung mit Himalaun-Eosin wurde fiir Ubersichtspriparate wih-
rend des Gefrierschnittvorgehens eingesetzt, um eine fiir die nachfolgenden
immunhistologischen Methoden geeignete Schnittebene zu finden. Die fiir die
Transplantatvaskulopathie typische Intimaproliferation wurde an Arteriolen
und Venolen beschrieben. Deshalb wurde eine Schnittebene gesucht, die ne-
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ben Kapillaren auch Arteriolen oder Venolen enthielt. Die einzelnen Schritte
der Farbemethodik sind die folgenden:

Trocknen der Schnitte und 10 Min. fixieren in Aceton.
Kernfarbung in Hémalaun (5 Min.).

Spiilen in Aqua dest.

Blduen in flieBendem Leitungswasser (10 Min.).
Férben in Eosin, 0,1 % in Aqua dest. (1 Min.).
Auswaschen in Aqua dest.

Differenzieren in 80%igem Athanol.

96- und 100%iges Athanol (je 2 Min.).

Xylol (3-5 Min.).

Eindecken.

© 0N oo WD
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2.3.3 Einfachimmunfluoreszenzfirbung mit der
indirekten Biotin-Streptavidin-Methode

Zum Nachweis von Vitronektin, a,-Integrin sowie Kollagen IV wurden Fér-
bungen nach der indirekten Biotin-Streptavidin-Methode durchgefiihrt. Diese
Methode beruht auf der Affinitdt von Streptavidin (ein Protein von Strep-
tomyces Avidinii) zum Vitamin Biotin. Der an das Antigen gebundene spe-
zifische (primére) Antikorper wird mit einem biotinylierten sekundéren, ge-
gen den priméren Antikorper gerichteten Antikoérper gebunden. Der Nach-
weis der Sekundérantikorper geschieht durch das mit Fluoreszenzfarbstoft
(Fluorochrom) markierte Streptavidin (Abb. 2). Die Fluorochrome werden
im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.

Nachdem die Schnitte unter kaltem Fon mindestens 30 Min. getrocknet
wurden, werden sie fiir weitere 10 Min. in Aceton fixiert. In den folgen-
den Féarbeschritten werden die Préaparate nacheinander mit Blockierlésungen
(Avidin, Biotin), Normalserum, Primér-, Sekundérantikorper sowie Strepta-
vidin in den Feuchtkammern bei Zimmertemperatur inkubiert. Eine Blockie-
rung mit Avidin/Biotin ist erforderlich, um eine unspezifische Reaktion durch
Anwesenheit von Biotin oder &hnlichen Substanzen im Gewebe zu unter-
driicken. Die Vorbehandlung mit Normalserum (aus der gleichen Spezies
wie der biotinylierte Antikérper) fithrt durch Bindung freier reaktiver Grup-
pen im Gewebe zu einer weiteren Steigerung der Spezifizitit der Methode.
Nach jedem Inkubationsschritt (Sequenz) werden die Schnitte gewaschen,
um die unspezifische Hintergrund-Fluoreszenz moglichst gering zu halten.
Anschliefend an jeden Waschvorgang, bzw. vor jeder Applikation eines An-
tikorpers oder der Blockierlosung, werden die Objekttrager vorsichtig um den
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Abb. 2: Immunhistologische Farbemethoden; rechts, indirekte Immunfluores-
zenz; links, Biotin-Streptavidin-Methode; B, Biotin; S, Streptavidin; F, Fluo-
rochrom

Schnitt herum von der iiberfliissigen Waschlosung befreit, um eine unnétige
Verdiinnung der Antikérper zu vermeiden.

Die Inkubationszeiten wurden konstant gehalten (je nach Sequenz), au-
Berdem wurden fiir jeden Schnitt stets 60 ul Losung (Blockier-, Antikorper-,
oder Streptavidinlosung) benutzt, um vergleichbare Ergebnisse zwischen den
Serien zu erzielen.

Vor dem Durchfiithren der eigentlichen Farbeprozedur wurde zuerst die
Waschlosung (phosphate balanced salt solution oder PBS-Losung) angesetzt
und die Antikorper, bzw. das Normalserum und das Streptavidin verdiinnt.
Die Feuchtkammer (bzw. der dazugehorige Zellstoff) wurden mit Aqua dest.
benetzt, die Schnitte aus der Tiefkiihltruhe geholt und mindestens 30 Min.
unter kaltem Fon getrocknet.

2.3.3.1 Vorbereitung der PBS-L6sung

Zunéchst wird eine 10 Liter PBS-Stammlosung bereitgestellt. Dazu werden
folgende Reagenzien benutzt: 818,16 ¢ NaCl, 29,80 g KCI, 32,12g NaH,POy, -
H50, 166,82 g NaoHPO, - 2H,0, sowie 10 Liter Aqua bidest. Fiir die fertige
PBS-Losung werden 500 ml Stammlésung auf 101 mit Aqua bidest. aufgefiillt.
Vor jeder immunhistologischen Féarbeprozedur werden 0,5 % bovines standard
Albumin (BSA, Serva, Nr. 11930) hinzugefiigt. Die PBS/BSA-Losung wird
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Tab. 3: Herkunft und Verdiinnung der Antikérper und Kontrollgammaglobu-
line. Ak., Antikorper; Kan., Kaninchen; *, die anti-Vitronektin-Antikorper
wurden freundlicherweise von Dr. K. T. Preissner, Kerckhoff-Klinik, Bad
Nauheim, zur Verfiigung gestellt.

Antikoérper/Gammaglobulin Spezifitit Herkunft (Bestell-Nr.)  Species  Verdiinnung
Maus-Gammaglobulin - Dianova (0571) Maus 1:1000
Kaninchen-Gammaglobulin - Dianova (011-000-002) Kan. 1:2000
Vitronektin (monoklonales Ak.) Vitronektin =~ Dr. K. T. Preissner* Maus 1:140
Vitronektin (polyklonales Ak.) Vitronektin ~ Dr. K. T. Preissner* Kan. 1:690
ay-Integrin av-Kette Biomol (A049) Maus 1:100
Kollagen IV Kollagen IV Dakopatts (M785) Maus 1:50
Biotinyliertes Ziege-anti-Maus IgG Maus IgG Dianova (115-066-071) Ziege 1:500
Biotinyl. Ziege-anti-Kaninchen IgG Kan. IgG Dianova (111-066-046) Ziege 1:500
Cy3-markiertes Ziege-anti-Maus IgG Maus IgG Dianova (115-165-071) Ziege 1:400
Cy3-markiertes Streptavidin - Dianova (016-160-084) - 1:1000
AMCA-markiertes Streptavidin - Dianova (016-150-084) - 1:50
Cy5-markiertes Streptavidin - Dianova (016-170-084) - 1:50

téglich neu zubereitet, da sie bei Zimmertemperatur nicht haltbar ist. Sowohl
fiir die Herstellung der PBS-Stammlosung als auch fiir die Auflosung der BSA
wird ein Magnetriithrer (Janke & Kunkel, KMO 2 electronic) benutzt. Fiir
eine Féarbeprozedur werden 2 Liter 0,5%ige PBS/BSA-Losung hergestellt.
Diese Losung wird sowohl als Waschfliissigkeit als auch als Verdiinnungsmit-
tel fiir die Antikorper benutzt.

2.3.3.2 Vorbereitung der Antikérper

Die Merkmale, die Herkunft und die Verdiinnung der benutzten Antikorper
sind in Tab. 3 aufgelistet. Die optimale Verdiinnung der Primé&rantikérper
wurde in Vorversuchen mit Verdiinnungsreihen (1, 5, 10 und 20 pg/ml)
erarbeitet. Zur Verdiinnung der Antikérper wurde die frisch vorbereitete
PBS/BSA-Losung benutzt. Nach der Verdiinnung wurden die Antikérper
zur Homogenisierung der Losung mit einem Schiittelgerit (Janke & Kunkel,
Vibrafix VF1 electronic) bei 2000 Rotationen/Min. gemixt. Die markierten
Antikorper bzw. das Streptavidin wurden bis zum Gebrauch in einer Dun-
kelkammer aufgehoben.

2.3.3.3 Methodik

In einem Farbevorgang wurden 30 Gewebeschnitte (5 konsekutive Schnit-
te von 6 Endomyokardbiopsien) mit einem der folgenden Primérantikérper
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getestet: monoklonale Antikorper gegen Vitronektin, gegen a,-Integrin, oder
gegen Kollagen IV. Alle Antikérper stammen von der Maus. Fiir die Negativ-
Kontrollen wurden (anstatt eines Primérantikorpers) 0,5%ige PBS/BSA-
Losung sowie Maus-Gammaglobulin benutzt.

Nach der Fixierung in Aceton werden die Gefrierschnitte mit Avidin/Bio-
tin (Avidin/Biotin Blocking Kit, Camon, Nr. SP-2001) und Normalserum
(Dianova, Nr. 005-000-121) blockiert. Nach Applikation des Primérantikor-
pers (30 Minuten bei Raumtemperatur), dreimaligem Waschen in PBS/BSA|
Auftragen eines biotin-markierten anti-Maus-Zweitantikorpers (30 Minuten
bei Raumtemperatur), erneutem dreimaligem Waschen in PBS/BSA, Auf-
tragen eines Cy3-markierten Streptavidin (30 Minuten bei Raumtemperatur)
und erneutem zweimaligem Waschen wird das Préparat in Histogel (Camon,
Nr. E 6000) eingedeckt. Die einzelnen Schritte der Féarbemethodik sind die
folgenden:

—_

. Trocknen der Schnitte unter kaltem Foén (10 Min.).

Fixieren in Aceton (10 Min.).

Blockieren mit Avidinblockierlosung (15 Min.).

Waschen in PBS/BSA 0,2% (max. 10 Min.).

Blockieren mit Biotinblockierlosung (15 Min.).

Waschen in PBS/BSA 0,2 % (max. 10 Min.).

Blockieren mit Maus-Normalserum 10%ig in PBS/BSA 0,2 % (20 Min.).
Waschen (kurz) in PBS/BSA 0,2 % oder nur Abklopfen der Schnitte.

Inkubieren mit Primér-Antikérper von der Maus (gegen Vitronektin,
ay-Integrin oder Kollagen IV) (30 Min.).

10. Waschen in PBS/BSA 0,2% (3 x 5 Min.).

11. Inkubieren mit biotinyliertem Ziege-anti-Maus-Antikérper (30 Min.).
12. Waschen in PBS/BSA 0,2% (3 x 5 Min.).

13. Inkubieren (abgedunkelt) mit Streptavidin-Cy3 (30 Min.).

14. Waschen in PBS/BSA (3 x 5 Min.).

15. Eindecken mit Histogel.

e S ARl o

2.3.4 Doppelimmunfluoreszenzfiarbung

Zur Charakterisierung der perivaskuldren Expression von Vitronektin wer-
den Doppelimmunfluoreszenzfirbungen (mit anti-Kollagen IV-Antikorper als
Marker der vaskuldren Basalmembran) eingesetzt. Analog hierzu wird beim
Nachweis der Koexpression des Vitronektins zusammen mit a,-Integrin vor-
gegangen.
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Fiir eine Doppelimmunfluoreszenz wurden zwei verschiedene Fluorochro-
me zum Nachweis zweier Antigene im selben Préparat eingesetzt. Dafiir wur-
de die Biotin-Streptavidin-Farbung mit einer einfachen indirekten Immun-
fluoreszenz kombiniert (Abb. 2). Zundchst wurde eine Biotin-Streptavidin-
Farbung mit einem Antikorper gegen Vitronektin durchgefiihrt. Als Fluoro-
chrom wurde AMCA oder Cy5 beniitzt. Bei der darauffolgenden indirekten
Immunfluoreszenz wird der an das Zweit-Antigen (hier Kollagen IV oder «-
Integrin) gebundene spezifische (primére) Antikorper iiber einen mit Cy3
fluorochromierten, gegen den priméren Antikorper gerichteten Antikorper
nachgewiesen. Zur Vermeidung von ungewiinschten Kreuzreaktionen wurden
Primarantikorper von zwei verschiedenen Spezies benutzt: Antikérper gegen
Vitronektin vom Kaninchen und Antikérper gegen Kollagen IV bzw. gegen
a-Integrin von der Maus.

In dieser Untersuchung wurden zwei Fluorochromkombinationen benutzt.
Fiir die Mehrzahl der Doppelfluoreszenzfarbungen wurden Streptavidin und
sekundéare Antikorper markiert mit AMCA bzw. Cy3 eingesetzt. Diese Schnit-
te wurden am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet und die Ergebnisse getrennt
fiir den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff dokumentiert. Die Beurteilung der
Antigenkollokalisation (das Auftreten von zwei Antigenen in der gleichen
Lokalisation) war somit nur bedingt moglich. Infolgedessen wurden an einer
geringen Zahl von Biopsien zusétzlich Doppelfluoreszenzfarbungen mit der
Fluorochromkombination Cy5/Cy3 durchgefiihrt. Diese Schnitte wurden am
Laser-Scan-Mikroskop untersucht (s. 2.3.5.2.).

Analog zur einfachen Biotin-Streptavidin-Férbung wurde vor der Durch-
fithrung der eigentlichen Farbeprozedur zunéchst die Waschlosung angesetzt
(s. 2.3.3.1.) und die Antikorper bzw. das Normalserum und das Streptavidin
verdiinnt (s. 2.3.3.2.). Die optimale Verdiinnung der Primérantikérper wurde
in Vorversuchen mit Verdiinnungsreihen (1, 5, 10 und 20 pg/ml) erarbeitet.

2.3.4.1 Methodik

In einem Férbevorgang wurden 30 Gewebeschnitte (6 konsekutive Schnitte
von 5 Endomyokardbiopsien) gleichzeitig mit zwei Primérantikérpern gete-
stet: polyklonaler Antikorper gegen Vitronektin (vom Kaninchen) und mo-
noklonaler Antikorper gegen «,-Integrin bzw. gegen Kollagen IV (Tab. 3).
Fiir die Doppelimmunfluoreszenzfarbung wird zunéchst eine Biotin-Strep-
tavidin-Farbung (mit Anti-Vitronektin-Antikérper und AMCA- bzw. Cy5-
markiertem Streptavidin) durchgefiithrt. Im Anschlufl wird der Schnitt mit
dem zweiten Primérantikorper (anti-Kollagen IV-Antikorper oder anti-c-
Integrin-Antikorper) inkubiert, erneut dreimal gewaschen und danach mit
einem Cy3-markierten anti-Maus-Immunglobulin {iberschichtet. Nach dem
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Waschen erfolgt das Eindecken in Histogel. Die einzelnen Schritte der Farbe-
methodik sind die folgenden:

N gt

Trocknen der Schnitte unter kaltem Foén (10 Min.).
Fixieren in Aceton (10 Min.).

Blockieren mit Avidinblockierlésung (15 Min.).
Waschen in PBS/BSA 0,2% (max. 10 Min.).
Blockieren mit Biotinblockierlésung (15 Min.).
Waschen in PBS/BSA 0,2% (max. 10 Min.).

Blockieren mit Kaninchen-Normalserum 10%ig in PBS/BSA 0,2 %
(20 Min.).

8. Waschen (kurz) in PBS/BSA 0,2 % oder nur Abklopfen der Schnitte.

9. Inkubieren mit Primé&rantikdrper vom Kaninchen gegen Vitronektin

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.
17.

18.
19.

(30 Min.).

Waschen in PBS/BSA 0,2% (3 x 5 Min.).

Inkubieren mit biotinyliertem Ziege-anti-Kaninchen-Antikorper
(30 Min.).

Waschen in PBS/BSA 0,2% (3 x 5 Min.).

Inkubieren (abgedunkelt) mit Streptavidin-AMCA (30 Min.).
Waschen in PBS/BSA (3 x 5 Min.).

Inkubieren (abgedunkelt) mit dem zweiten Primérantikorper (von der
Maus, gegen Kollagen IV oder an-Integrin) (30 Min.).

Waschen in PBS/BSA 0,2% (3 x 5 Min.).

Inkubieren (abgedunkelt) mit Cy3-markiertem Ziege-anti-Maus-Anti-
kérper (30 Min.).

Waschen in PBS/BSA 0,2% (3 x 5 Min.).

Eindecken mit Histogel.

Zugleich wurden insgesamt 4 Negativ-Kontrollen (a—d) mitgefiihrt. Ab
der Sequenz 9 wurde der Farbevorgang zu diesem Zweck teilweise gedndert:

a) Statt des Vitronektin-Antikorpers wurde PBS/BSA-Losung eingesetzt,

danach wurden die Sequenzen 10 bis 13 ausgefiithrt und vorzeitig mit
Histogel eingedeckt.

b) Nachdem die Sequenzen 9 bis 14 iibersprungen wurden, folgte eine

Inkubation mit PBS/BSA-Losung anstatt des Kollagen IV- bzw. «y-
Integrin-Antikorpers; die iibrigen Sequenzen blieben unveréandert.
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c¢) Statt der beiden Primérantikorper wurde PBS/BSA-Losung eingesetzt;
die iibrigen Sequenzen blieben unveréndert.

d) Statt des Vitronektin-Antikorpers wurde Kaninchen-Gammaglobulin,
und statt des Kollagen IV- bzw. a,-Integrin-Antikoérpers wurde Maus-
Gammaglobulin benutzt; die iibrigen Sequenzen blieben unveréndert.

Fiir die Doppelfluoreszenzfarbung mit Cy5 und Cy3 wurde das Strepta-
vidin-AMCA in der Sequenz 13 durch Streptavidin-Cyb ersetzt. Die Farbe-
methodik und die Kontrollen blieben ansonsten unverédndert.

2.3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der immunhistologischen Praparate (in Einfach- und Dop-
pelimmunfluoreszenz) erfolgt am Fluoreszenzmikroskop im Auflicht-Hellfeld-
verfahren.

2.3.5.1 Das Fluoreszenzmikroskop

Zur Ausriistung eines Fluoreszenzmikroskops gehoren eine spezielle Licht-
quelle, Erregerfilter, Sperrfilter und dichromatische Teilerspiegel fiir das Auf-
licht-Hellfeldverfahren.

Das Prédparat wird mit kurzwelligem Licht (Erregerlicht) beleuchtet,
wahrgenommen wird hingegen nur das von Fluoreszenzfarbstoffen emittier-
te langwellige Licht (Fluoreszenzlicht). Durch das Erregerfilter werden aus
dem Lichtquellenspektrum diejenigen Wellenléingen ausgewdahlt, die das zu
untersuchende Fluorochrom zur Fluoreszenz bringen: das Erregerlicht soll
dem Absorptionsmaximum der fluoreszierenden Substanz entsprechen. Das
Sperrfilter im Strahlengang ist fiir das Erregerlicht undurchléssig. Infolge-
dessen kann nur das im Préparat erzeugte Fluoreszenzlicht das Sperrfilter
passieren und in das Okular eintreten.

Beim Auflicht-Hellfeldverfahren féllt das Erregerlicht durch das Objektiv
auf das Préparat (das Objektiv selbst wirkt als Kondensor). Um das Erreger-
licht in den Strahlengang einzuspiegeln, werden dichromatische Teilerspiegel
verwendet, die kurze Wellenlédngen reflektieren, langwelliges Licht dagegen
durchtreten lassen.

Die Auswertung der immunhistologischen Préparate (Einfach- und Dop-
pelimmunfluoreszenz mit Cy3/AMCA) erfolgte mit einem Zeiss Mikroskop
(Typ Standard 16) ausgeriistet mit einer Quecksilber-Hochstdrucklampe (Os-
ram, HBO-100). Fiir die Darstellung der Cy3-Fluoreszenz wurde ein Filter-
komplex eingesetzt, welcher von Fluoreszenzlicht mit Wellenldngen grofier
als 590nm passiert werden kann. Der Filterkomplex besteht aus einem
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546 nm Erregerfilter, einem dichromatischen Teilerspiegel fiir 580 nm sowie
einem Sperrfilter fiir 590 nm. Zusétzlich wurde fiir die Doppelfluoreszenz ein
AMCA-Filterkomplex benutzt. Dieser ist ausgestattet mit einem 365 nm Er-
regerfilter, einem dichromatischen Teilerspiegel fiir 395 nm sowie einem Sperr-
filter fiir 420 nm, und kann von Fluoreszenzlicht mit Wellenldngen grofler als
420 nm passiert werden. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit ei-
ner an das Mikroskop angeschlossenen Leitz Kamera auf 400 ASA Ektakrome
Filmen (Kodak, Tageslicht).

Zur Veranschaulichung der Vitronektin-Lokalisation innerhalb der Gefa$3-
wand wurden bei einer Einfachimmunfluoreszenzfarbung die Gefakonturen
exemplarisch herausgearbeitet (Abb. 9). Dazu wurden das Programm zv von
J. Bradley sowie die Bildverarbeitungsprogramme des Image Format Library
(IFL) von Silicon Graphics benutzt (letztere auch bei Abb. 5, 6 und 10).

2.3.5.2 Das Laser-Scan-Mikroskop

Die Doppelfluoreszenzfiarbungen mit der Fluorochromkombination Cy3/Cy5
wurden am Laser-Scan-Mikroskop ausgewertet und dokumentiert. Im Gegen-
satz zum einfachen Fluoreszenzmikroskop erlaubt das Laser-Scan-Mikroskop
die gleichzeitige Anregung von zwei Fluorochromen. Die unter diesen Bedin-
gungen emittierten Wellenléingen werden unterschiedlich farbkodiert (z.B.
rot und griin) und auf einem Bild aufgezeichnet. Das Ubereinanderliegen
der zwei Farben (Nachweis fiir die Kollokalisation von zwei Antigenen) wird
in einer dritten Farbe (z.B. gelb) dargestellt. Fiir das Erregerlicht wird im
Laser-Scan-Mikroskop nur eine Wellenldnge verwendet, die dem Absorpti-
onsmaximum der fluoreszierenden Substanz entspricht. Dies fiithrt zu einer
gesteigerten Spezifizitédt des erzielten Fluoreszenzlichtes bei Fluorochromen,
deren Absorptionsmaxima in benachbarten Regionen des Spektrums liegen.

Das in dieser Arbeit benutzte Laser-Scan-Mikroskop (Deutsches Krebsfor-
schungszentrum; Hersteller: Zeiss, Oberkochen) ist mit einem Helium-Neon-
Laser ausgestattet. Fiir das Erregerlicht wurden Wellenldngen von 543 nm
(fiir Cy3) oder 633nm (fir Cyb) benutzt. Die Dokumentation erfolgte mit
einem Diabelichtungssystem (Focus Graphics, Farchant).

2.3.5.3 Quantifikation der immunhistologischen Ergebnisse

Die immunhistologischen Préaparate wurden im Fluoreszenzmikroskop mit ge-
eigneten Filterkombinationen fiir Cy3 bzw. AMCA untersucht. Um die sicht-
bare Fluoreszenz histologischen Strukturen zuzuordnen, wurden die konseku-
tiven Einfachfluoreszenzpraparate mit Kollagen IV als Marker der vaskuldren
Basalmembran beurteilt und somit Arteriolen, Venolen oder Kapillaren iden-

20



tifiziert. Fiir die Doppelfluoreszenzpréaparate wurde der Schnitt abwechselnd
mit dem einen oder dem anderen Filter betrachtet, so dafl zusétzlich eine
Kollokalisation der untersuchten Antigene beurteilt werden konnte.

Die Expression eines Antigens (bzw. die Intensitéit der nachgewiesenen
Fluoreszenz) wurde subjektiv auf einer Skala von 0 bis 6 eingestuft (0: kei-
ne nachweisbare Fluoreszenz; 1: fragliche, sehr diskrete Reaktion; 2: leichte
Fluoreszenzintensitit, weniger als 25 % des GefdBBumfangs; 3: leichte bis mitt-
lere Fluoreszenzintensitit; 4: mittlere Intensitdt der Fluoreszenz, mehr als
50 % des GefaBBumfangs; 5: mittlere bis starke Fluoreszenzintensitét; 6: star-
ke Fluoreszenzintensitit, tiber den gesamten vaskuldren Umfang reichend).
Die in einem Préparat morphologisch darstellbaren Arteriolen und Venolen
wurden zunéchst getrennt ausgewertet. Da nicht in allen Praparaten sowohl
Arteriolen als auch Venolen nachweisbar waren und somit die Expression der
Antigene zwischen den Endomyokardbiopsien nicht verglichen werden konnte,
wurde auf eine getrennte Auswertung nach Arteriolen und Venolen verzichtet
und die vaskuldre Antigenexpression beurteilt. Falls ein Praparat Gefafle mit
unterschiedlicher Auspriagung der Antigenexpression enthielt, wurde nur die
hochste nachweisbare Auspréagung beriicksichtigt.

Zum quantitativen Vergleich der Antigenexpression zwischen den Pati-
enten wurde fiir jeden Patient die Antigenexpression iiber die Anzahl der
Biopsien gemittelt, und zwar getrennt fiir die ersten zwei Monate postope-
rativ (Frith-Score) und fiir den spéteren Verlauf (Folge-Score). Somit konnte
die Antigenexpression auch im Verlauf fiir jeden einzelnen Patienten beurteilt
werden. Fiir die beiden untersuchten Antigene (Vitronektin und a,-Integrin)
wurden jeweils die Frith- und die Folge-Scores errechnet.

2.4 Statistische Auswertung

In dieser Untersuchung wurden sowohl Methoden der deskriptiven als auch
der analytischen Statistik eingesetzt. Zundchst wurden der Mittelwert und
die empirische Standardabweichung (SD) der quantitativen klinischen und
laborchemischen Daten errechnet (Spender- und Empféngeralter, Ischdmie-
zeit vor der Herztransplantation, Blutdruck, Cholesterin- und Triglycerid-
Serumspiegel). Die funktionale Abhéngigkeit zwischen den klinischen so-
wie laborchemischen Daten und den immunhistologischen Ergebnissen (bzw.
den Antigen-Scores) wurden fiir das Patientenkollektiv durch die Ermitt-
lung des linearen Korrelationskoeffizienten r untersucht. Die gleiche Regres-
sionsrechnung wurde fiir die Gesamtzahl der Endomyokardbiopsien zwischen
der Vitronektin- und a.-Integrin-Expression, sowie zwischen der Antigen-
Expression und dem Grad der akuten Abstoffung durchgefiihrt.
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Dariiberhinaus wurden Tests der analytischen Statistik eingesetzt: die
Priifung der Signifikanz der erzielten linearen Korrelation erfolgte mit einem
Ein-Stichproben-¢-Test fiir den Korrelationskoeffizienten. Weiter wurde im
Rahmen der quantitativen Auswertung der Koronarangiogramme gepriift,
ob sich der Koronararteriendurchmesser im zeitlichen Verlauf &ndert. Hier-
bei wurden die Koronarindizes zwischen dem ersten und dem zweiten Jahr
postoperativ durch einen t-Test fiir paarige Stichproben verglichen und die
Irrtumswahrscheinlichkeit P bestimmt. Ebenso wurde fiir die zeitliche Ent-
wicklung der Antigen-Expression vorgegangen: verglichen wurden die Friih-
und Folge-Scores jeweils fiir die Vitronektin-und die a,-Integrin-Expression.

Weiterhin wurden die erhobenen klinischen und laborchemischen Daten
sowie die immunhistologischen Ergebnisse zwischen zwei Untergruppen des
Patientenkollektivs (s. 3.2.2.) verglichen. Gepriift werden sollte, ob die bei-
den Untergruppen beziiglich eines Parameters zu zwei Grundgesamtheiten
mit unterschiedlichem Erwartungswert gehoren. Hierzu wurden t-Tests fiir
unabhéngige Stichproben durchgefiihrt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten
P bestimmt.

Sowohl fiir die deskriptive (Mittelwert + SD) als auch fiir die analytische
Statistik (¢-Tests) wurde das Statistik-Programm der EXCEL 5.0 Software
benutzt. Im Vorfeld wurde die Normalverteilung der Daten nach Errechnung
der empirischen Verteilungsfunktion gepriift. Fiir die durchgefiihrten Tests
galt ein P-Wert unter 0,05 als signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientendaten

Das Alter der untersuchten Patienten betrug im Mittel 53 &+ 8 Jahre (Be-
reich 33 bis 63 Jahre; 15 ménnlich). Die postoperative Beobachtungszeit bis
zum Zeitpunkt der zuletzt durchgefiihrten Koronarangiographie belief sich
im Mittel auf 39 £+ 13 Monate (Bereich 17 bis 60 Monate). Die préoperative
Diagnose war bei 14 Patienten die dilatative Kardiomyopathie und bei jeweils
einem Patienten die koronare Herzerkrankung bzw. ein Herzvitium. Weitere
klinische und laborchemische Parameter sowie Spenderdaten sind in Tab. 4
aufgefiihrt.

3.2 Koronarangiographie

Bei allen 16 Patienten wurde eine Koronarangiographie nach einem Jahr
postoperativ durchgefiihrt, bei 15 Patienten auflerdem nach zwei Jahren, bei
12 Patienten nach 3 Jahren, bei 6 Patienten nach 4 Jahren und bei einem
Patienten nach 5 Jahren postoperativ. Insgesamt wurden 51 Koronarangio-
gramme (2 bis 5 je Patient) ausgewertet.

3.2.1 Visuelle Beurteilung

Die Auswertung der Koronarangiographie-Befunde zeigte, dafi im Mittel
29 + 8 Monate postoperativ bereits 8 von 16 Patienten eine Transplantat-
vaskulopathie entwickelt hatten (Abb. 3). Die relative Haufigkeit der TVP
im Patientenkollektiv war 6 % nach einem Jahr, 25 % nach zwei Jahren und
50 % mnach drei Jahren postoperativ. Nur der Patient 1 zeigte wahrend der
Beobachtungszeit signifikante Verinderungen der Koronarien (> 50% Lu-
meneinengung). Dieser Patient hat im Verlauf eine schwere Transplantat-
vaskulopathie mit Befall aller epikardialen Herzkranzgefdfle sowie mehrerer
kleiner Aste entwickelt, die 17 Monate postoperativ zu seinem Tod fiihrte.
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Tab. 4: Klinische und laborchemische Daten der untersuchten Patienten.

n  Mittelwert &= SD

Postop. Beobachtungszeit (Mon.) 38,5+ 12,6
Patienten-Alter (Jahre) 52,8 £ 8,1
Patienten-Geschlecht (m/w) 15/1
Préoperative Diagnose

Dilatative Kardiomyopathie 14

Koronare Herzerkrankung 1

Vitium 1
Préoperative Ischdmiezeit (Min.) 176,1 + 48,9
Spender-Alter (Jahre) 38,0 £ 12,1
Spender-Geschlecht (m/w) 11/4
Abstoflungsscore

im ersten Jahr postoperativ 1,334 £+ 0,562

Gesamt-Score 1,165 + 0,459
Koronar-Index (mm)

im 1. Jahr 2,154+ 0,32

im 2. Jahr 2,05+ 0,31
Blutdruck (mm Hg)

systolisch 130,8 £5,9

diastolisch 84,4+ 3,6
Triglycerid-Serumspiegel (mg/dl) 175,9 + 63,8
Cholesterin-Serumspiegel (mg/dl) 232,0£394

3.2.2 Quantitative Auswertung

Um die Progression der Transplantatvaskulopathie genauer einschétzen zu
kénnen, wurde eine quantitative Auswertung der Gefafverinderungen mit
dem Coronary Angiography Analysis System II (CAAS-II) durchgefiihrt. Da-
durch konnten auch Patienten mit scheinbar unauffilligen Koronararterien
erfait werden (Abb. 4).

Insgesamt wurden 471 Koronarsegmente (zwischen 20 und 40 je Pati-
ent) digitalisiert und vermessen. Die Koronar-Indizes wurden berechnet und
fiir 15 Patienten zwischen dem ersten und dem zweiten postoperativen Jahr
verglichen (Tab. 5). Es zeigte sich eine signifikante Abnahme des Koronar-
Index vom ersten zum zweiten postoperativen Jahr von 2,15 + 0,31 mm auf
2,05 £+ 0,31 mm (P = 0,008).
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Abb. 3: Koronarangiographie-Bilder nach einem Jahr (oben) und nach drei
Jahren (unten) postoperativ bei Patient 4. Neu aufgetretene Koronarverénde-
rungen (25 % Stenose) im Bereich des Ramus circumflexus (Segment 12).
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Abb. 4:  Unauffillige* Koronararterien nach 2 Jahren postoperativ (unten).
Deutlich schmalere Koronargefifie im Vergleich zum Koronarangiogramm
nach einem Jahr (oben). Rechts, rechte Koronararterie; links, linke Koro-
nararterie.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Mefigenauigkeit (s. 2.2.2.3.) wurden
benutzt, um die Patienten in zwei Gruppen einzuteilen: Patienten mit ei-
ner schnelleren Entwicklung der Transplantatvaskulopathie einerseits (Grup-
pe A) und Patienten mit keiner oder einer langsameren Entwicklung der
Transplantatvaskulopathie andererseits (Gruppe B). Von einer schnellen Pro-
gression der TVP wurde ausgegangen, wenn die Differenz zwischen den Ko-
ronar-Indizes der ersten und der zweiten Koronarangiographie das Dreifache
der Standardabweichung der Meffehler iiberschritt. Dieser Schwellenwert ent-
spricht einer Anderung um +0,1 mm, bzw. 4,1 % des GefaBdurchmessers.

Die Abnahme des Koronar-Index war grofler als 0,1 mm fiir zehn Pati-
enten. Zur Gruppe A wurde aufler diesen Patienten auch der Patient 1 ge-
rechnet, der an den Folgen einer Transplantatvaskulopathie verstarb. Der
Koronar-Index innerhalb der Gruppe A nahm wihrend des zweiten Jah-
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Tab. 5: Auswertung der Koronarangiogramme (qualitativ und quantitativ).
TVP, Transplantatvaskulopathie; *, die Differenz wurde entsprechend der
tatsdchlichen Zeit zwischen den Koronarangiographien korrigiert.

Koronar- Koronar-

Angiogr. Anzahl Index Index Differenz
Pat. Anzahl Diagnose der fiir das fiir das  zwischen
der einer quantitativ 1. Jahr 2. Jahr KI;
Koronar- TVP ausgewerteten  postop. postop. und
angio-  in Tagen Koronar- (KIy) (KI2) KIy
gramme  (Mon.) segmente in mm in mm in mm*
1 1 340 (11) - - - -
2 3 726 (24) 27 2,45 2,34 —0,11
3 2 764 (25) 18 1,85 1,73 —0,10
4 3 1098 (37) 33 2,72 2,55 —0,15
5 2 733 (24) 16 1,56 1,36 —0,19
6 4 1081 (36) 36 2,62 2,47 —0,14
7 3 1148 (38) 30 2,17 2,07 —0,10
8 4 1101 (37) 28 1,83 1,72 —0,11
9 2 - 20 2,48 2,17 —0,35
10 4 - 28 2,14 1,92 —0,21
11 4 - 40 2,11 1,91 —0,21
12 3 - 36 1,95 1,88 —-0,07
13 3 - 27 1,94 2,09 +0,14
14 4 - 40 1,96 2,05 +0,08
15 4 - 52 2,26 2,19 —0,07
16 5 - 40 2,21 2,30 —0,07

res postoperativ signifikant ab von 2,19 + 0,36 mm auf 2,02 + 0,35 mm
(P < 0,001).

Die iibrigen fiinf Patienten (aus der Gruppe B) zeigten iiber die gesamte
Beobachtungsperiode keine signifikante Abnahme des Koronar-Index, d.h.
die jahrliche Differenz zwischen den Koronar-Indizes hat zu keinem Zeitpunkt
den Schwellenwert von 0,1 mm iiberschritten.

27



3.3 Immunhistologie

Die quantitative Auswertung der Koronarangiogramme zeigte eine schnelle
Progression der Transplantatvaskulopathie bei zwei Drittel der Patienten.
Um einen moglichen Zusammenhang der Transplantatvaskulopathie mit der
Vitronektin- oder a,-Integrin-Expression in den Endomyokardbiopsien zu er-
forschen, wurden immunhistologische Farbungen in Einfach- und Doppelfluo-
reszenztechnik an Gefrierschnitten durchgefiihrt.

Die Untersuchungen erfolgten an 93 rechtsventrikuldren Endomyokard-
biopsien von 16 herztransplantierten Patienten. Die Endomyokardbiopsien
wurden zwischen 2 Wochen und 4 Jahren postoperativ gewonnen. Von den
93 Biopsien konnten 75 (81 %) fiir immunhistologische Untersuchungen be-
nutzt werden. Die restlichen 18 Biopsien erwiesen sich nach dem Gefrier-
schneiden und einer Hamalaun-Eosin-Farbung als ungeeignet: sie enthielten
nur Kapillaren; Arteriolen oder Venolen waren nicht vorhanden. Insgesamt
wurden von jedem Patienten mindestens 3 (im Schnitt 5) serielle Biopsien
immunhistologisch untersucht.

3.3.1 Kontrollen

Fiir jede Einfach- oder Doppelfluoreszenzfarbung wurden Negativ-Kontrollen
mit PBS und Maus- bzw. Kaninchen-Gammaglobulin durchgefiihrt. Die Aus-
wertung der Kontrollen unter dem Fluoreszenzmikroskop hat erwartungs-
geméaf keine Anfarbung der angeschnittenen Strukturen gezeigt.

3.3.2 Vitronektin in Endomyokardbiopsien der Patien-
ten aus der Gruppe A

Es wurden insgesamt 54 Endomyokardbiopsien von 11 Patienten mit ei-
ner schnellen Progression der Transplantatvaskulopathie untersucht. In der
Mehrzahl der Priparate wurden Vitronektin-Ablagerungen in den Gefaf3-
wéanden der Arteriolen und Venolen nachgewiesen; die Kapillaren zeigten
durchgéngig keine Vitronektin-Expression (Abb. 5). Drei Biopsien, die frith
postoperativ entnommen wurden, zeigten keine Expression von Vitronektin
in den Geféaflen.

Im Verlauf wurde bei fast allen Patienten eine Zunahme der Vitronektin-
Expression (Abb. 6 und 7) beobachtet. Fiir die Patienten, von denen eine
Friithbiopsie zur Verfiigung stand, zeigte der Vitronektin-Score (zusammen-
gefalt in Tab. 6) eine signifikante Zunahme nach zwei Monaten postoperativ
(Friith-Score 1,140,8 versus Folge-Score 3,8+0,4, t-Test mit n = 7, P < 0,001,
Abb. 8).
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Abb. 5: Immunfluoreszenzfirbungen mit anti-Vitronektin-Antikorpern (A,
B, D, F) und anti-Kollagen IV-Antikorper (C, E). Nachweis des Vitronektin-
Antigens in den Arteriolen (A, Vergroerung 40 x ) und Venolen (B, Vergrifie-
rung 40 x). In Doppelimmunfluoreszenz zeigten die Kapillaren, dargestellt
mit Kollagen IV-Antikorper (C, >, VergroBerung 100 x) keine Vitronektin-
Expression (D, >, Vergrolerung 100 x ). Im Bereich der Basalmembranzone
waren Kollagen IV (E, <, Vergrofilerung 40 x) und Vitronektin (F, <1, Ver-
grofierung 40 x ) kollokalisiert.
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Abb. 6: Doppelimmunfluoreszenzfarbungen (DF) mit Cy3/Cyb, ausgewertet
am Laser-Scan-Mikroskop. DF nach 2 Wochen (A) und nach 6 Wochen (B)
postoperativ mit anti-Vitronektin- und anti-Kollagen IV-Antikorper. In A:
Kollagen IV rot und Vitronektin griin; in B: Kollagen IV griin und Vitro-
nektin rot; das Ubereinanderliegen der zwei Farben ergibt gelb. Zunahme
der Vitronektin-Expression nach 6 Wochen postoperativ und Nachweis der
Kollokalisation der beiden Antigene (gelb). DF mit anti-Vitronektin- und
anti-ay-Integrin-Antikorper (C und D). Vitronektin rot, a,-Integrin griin;
das Ubereinanderliegen der zwei Farben ergibt gelb. Nachweis der Kolloka-
lisation von Vitronektin und «,-Integrin in einer Venole (C) und in einer
Arteriole (D) am basalen Pol der Endothelzellen.

Die Vitronektin-Ablagerungen waren mit Kollagen IV, einem Bestandteil
der vaskuldren Basalmembran, kollokalisiert (Abb. 5 und 6). Folglich kann
aus den Doppelfluoreszenzfarbungen abgeleitet werden, dafl die Vitronektin-
Ablagerungen in der vaskuldren Basalmembranzone lokalisiert sind.

Auflerdem wurde das Vitronektin-Antigen in der extrazelluldren Matrix
aller untersuchten Biopsien nachgewiesen.
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Abb. 7: Antigen-Expression im Zeitverlauf bei 16 Patienten. Auf der Ab-
szisse die Zeit (Tage postoperativ), auf der Ordinate die Antigen-Expression
(+-<--, Vitronektin; -4 «-Integrin). Der Zeitpunkt der angiographischen
Diagnose der Transplantatvaskulopathie ist ggf. mit einem Pfeil dargestellt.



Tab. 6: Antigen-Expression bei 16 Patienten (93 Endomyokardbiopsien).
Friith-Score: bis 2. Monat postoperativ; Folge-Score: ab 3. Monat postope-
rativ.

Vitronektin-Expression  ay-Integrin-Expression

Anzahl
der Friih- Folge- Friih- Folge-
Pat. Biopsien Score Score Score Score
1 6 1,00 4,50 1,00 3,00
2 4 0,00 3,50 2,00 3,00
3 4 0,00 4,00 0,00 4,00
4 10 2,00 3,67 2,00 2,80
5 3 2,00 4,00 2,00 3,00
6 10 - 3,80 - 3,30
7 4 2,00 4,00 2,00 3,33
8 8 - 3,25 - 2,75
9 4 1,00 3,00 2,00 2,50
10 4 - 3,00 - 3,67
11 6 - 3,67 - 3,00
12 7 2,00 2,33 2,00 2,00
13 6 4,00 2,67 4,00 2,00
14 5 - 2,40 - 2,80
15 5 - 1,67 - 2,00
16 7 - 2,17 - 3,20

3.3.3 Vitronektin in Biopsien der Patienten aus der
Gruppe B

Es wurden 21 Endomyokardbiopsien von 5 Patienten mit keiner oder einer
langsamen Progression der Transplantatvaskulopathie untersucht. In allen
Priaparaten wurde Vitronektin nachgewiesen. Die Lokalisation des Vitronek-
tin-Antigens stimmte {iberein mit dem vorher beschriebenen Fall der Grup-
pe A. Allerdings hatten die Vitronektin-Ablagerungen eine niedrigere Inten-
sitdt, und die Zunahme der Vitronektin-Expression trat zu einem spéteren
Zeitpunkt auf. Bei einem Patienten aus dieser Gruppe wurde ein granuléres
Verteilungsmuster der Vitronektin-Expression in einer Arteriole beobachtet
(Abb. 9).
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Abb. 8: Zeitverlauf der Antigen-Expression.

3.3.4 ay-Integrin in Biopsien der Patienten aus der
Gruppe A

Um zu priifen, ob die Vitronektin Ablagerungen mit einer Expression des
Vitronektin-Rezeptors «,(3-Integrin assoziert sind, wurden Einfachfluores-
zenztarbungen fiir die o,-Kette durchgefiihrt.

In allen Préparaten wurde a,-Integrin-Antigen in der Geféawand der Ar-
teriolen und Venolen nachgewiesen. Im Gegensatz zu Vitronektin wurde a-
Integrin in den Kapillaren exprimiert (Abb. 10).

Analog zu Vitronektin wurde im Verlauf eine Zunahme der o, -Integrin-
Expression beobachtet (Abb. 7). Der a,-Integrin-Score (zusammengefafit in
Tab. 6) zeigte eine signifikante Zunahme nach zwei Monaten postoperativ
(Frith-Score 1,5+0,7 versus Folge-Score 3,0+0,4, t-Test mit n = 7, P = 0,02,
Abb. 8).

In allen Endomyokardbiopsien war die Vitronektin-Expression signifikant
mit der Expression von ay-Integrin korreliert (r = 0,513, P < 0,001).

3.3.5 ay-Integrin in Biopsien der Patienten aus der
Gruppe B

In allen Praparaten wurde das a,-Integrin-Antigen nachgewiesen. Seine Lo-

kalisation stimmte wiederum iiberein mit der Gruppe A. Allerdings war in der

Gruppe B die Expression des a,-Integrin weniger intensiv und die Zunahme
wurde spéiter beobachtet.
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Abb. 9: Vitronektin-Expression in einer Arteriole bei einem Patienten aus
der Gruppe B. Die Gefékonturen (weiff umrissen) wurden mittels digitaler
Bildverarbeitung herausgearbeitet.

3.3.6 Kollokalisation von Vitronektin und a.,-Integrin

Um herauszufinden, ob Vitronektin eventuell an seinen Rezeptor gebunden
ist, wurden Doppelfluoreszenztarbungen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dafl die
Vitronektin- und a,-Integrin-Antigene teilweise kollokalisiert sind, und zwar
in den Arteriolen und Venolen am basalen Pol der Endothelzellen und unter-
halb der vaskuléren Basalmembran (Abb. 6). Das vaskuldre Endothel expri-
miert das a,-Integrin-Antigen (vor allem an der luminalen Zelloberfliche),
wéahrend das Vitronektin-Antigen unter den Endothelzellen lokalisiert ist, wo
es moglicherweise mit dem . -Integrin-Antigen zum Teil kollokalisiert ist.

3.3.7 Relation zwischen den immunhistologischen und
klinischen Daten

Die Priifung der funktionalen Abhéngigkeit der immunhistologischen Er-
gebnisse mit den klinischen und laborchemischen Daten wurde getrennt fiir
die Vitronektin- und «,-Integrin-Expression vorgenommen (lineare Regressi-
on). Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen dem Vitronektin-
oder o, -Integrin-Score einerseits und dem Spender- oder Empféangeralter, der
Ischédmiezeit vor der Herztransplantation, dem Blutdruck, oder dem Chole-
sterin- oder Triglycerid-Serumspiegel andererseits.
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Abb. 10: Immunfluoreszenzfarbungen mit anti-c-Integrin-Antikorper (A,
B, C) und anti-Vitronektin-Antikérper (D). Nachweis des ay-Integrin-
Antigens in den Arteriolen (A) und Kapillaren (B). In C und D sind die o~
Integrin- und Vitronektin-Antigene in den Venolen an konsekutiven Schnitten
dargestellt.

3.3.8 Relation zwischen den immunhistologischen Da-
ten und der akuten Abstoflung

Fiir alle 75 untersuchten immunohistologischen Préiparate wurde die Prisenz
bzw. die Auspridgung einer akuten Abstofung mit der Expression der Vi-
tronektin- und a,-Integrin-Antigene in den Endomyokardbiopsien verglichen
(lineare Regression). Sowohl fiir das Vitronektin als auch fiir das a.-Integrin
konnte keine signifikante Korrelation mit der Ausprigung der akuten Absto-
Bungen festgestellt werden (r = 0,04, P = 0,09).
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Abb. 11: Antigen-Expression ab dem 3. Monat postoperativ bei Patienten mit
einer schnelleren Progression der TVP (Gruppe A, n = 11) und bei Patienten
mit keiner oder einer langsameren Progression der TVP (Gruppe B, n = 5).

3.3.9 Relation zwischen der Transplantatvaskulopathie
und der Vitronektin-Expression

Die immunhistologischen Ergebnisse wurden zwischen den zwei Patienten-
gruppen mit unterschiedlicher Auspriagung der Transplantatvaskulopathie
verglichen.

Es zeigte sich, da der Vitronektin-Score (berechnet ab zwei Monaten
postoperativ, Folge-Score) in der Gruppe A signifikant hoher ist als in der
Gruppe B (3,6 + 0,4 versus 2,2 + 0,3, P < 0,001). Bei der «,-Integrin-
Expression war ebenfalls ein Unterschied zwischen den Gruppen A und B
vorhanden, aber schwécher ausgepragt (3,1 £+ 0,4 versus 2,4 + 0,5, P < 0,05,
Abb. 11).

Ferner ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen in Bezug auf das Spender- oder Empfangeralter, die préoperati-
ve Diagnose, die Ischdmiezeit vor der Herztransplantation, den Blutdruck,
den Friih- oder Gesamt-AbstofSungsindex, den Cholesterin- oder Triglycerid-
Serumspiegel (t-Test, Tab. 7).
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Tab. 7: Klinische und laborchemische Daten der Patienten mit einer schnellen
Progression der TVP (Gruppe A, n = 11) und mit keiner oder einer langsa-
men Progression der TVP (Gruppe B, n = 5). Die Daten sind als Mittelwerte
+ SD dargestellt; n.s., nicht signifikant (¢-Test).

Gruppe A Gruppe B P-Wert

(n=11) (n=5)

Postop. Beobachtungszeit (Mon.) 348+124 46,8 + 9,4 n.s.
Patienten-Alter (Jahre) 55,7 £ 6,1 46,3 + 8,8 n.s.
Patienten-Geschlecht (m/w) 10/1 5/0
Préoperative Diagnose

Dilatative Kardiomyopathie 11 3

Koronare Herzerkrankung 1

Vitium 1
Praoperative Ischdmiezeit (Min.) 181 £ 52 165 + 43 1.S.
Spender-Alter (Jahre) 37,8 £17,0 30,8 £9,3 n.s.
Spender-Geschlecht (m/w) 7/3 4/1
Abstoflungsscore

im ersten Jahr postop. 1,303 £ 0,508 1,403 0,730 n.s.

Gesamt-Score 1,173 +£0,499 1,148 +£0,407 n.s.
Blutdruck (mm Hg)

systolisch 131,8 £6.,5 128,4 + 3,7 n.s.

diastolisch 84,8 + 3,8 83,2+ 1,6 n.s.

Triglycerid-Serumspiegel (mg/dl) 186,6 £ 74,5 152,24+ 18,7 n.s.
Cholesterin-Serumspiegel (mg/dl) 227,5+46,6  241,8 + 14,3 n.s.
Koronar-Index (mm)
im 1. Jahr (KI;) 2194038  206+0,16  n.s.
im 2. Jahr (KIy) 2,02 + 0,37 2,10 £ 0,16 n.s.
Differenz zwischen KI; und Kls 0,167+ 0,078 0,002 40,101 0,003
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4 Diskussion

4.1 Fragestellung

Ziel dieser Untersuchung war die Charakterisierung der Expression des Vi-
tronektin/a,-Integrin-Systems in rechtsventrikuldren Endomyokardbiopsien
nach Herztransplantation sowie die Einschétzung der diagnostischen Wertig-
keit dieser Ligand/Rezeptor-Systems beziiglich der Transplantatvaskulopa-
thie.

Die Beschreibung der Antigenlokalisation und die Zuordnung zu den Ge-
faBen (Arteriolen, Venolen oder Kapillaren) kann Hinweise auf die patho-
physiologische Rolle dieses Rezeptor/Ligand-System liefern. Ahnliche Riick-
schliisse erlaubt die Beurteilung der topographischen und temporaren Zusam-
menhénge zwischen der Expression des Vitronektins und der Expression der
Vitronektinrezeptoren. Die Expression des Vitronektin/ay-Integrin-Systems
wurde am transplantierten Herzen bislang nicht untersucht. Mehrere Un-
tersucher beschreiben in der Intima normaler Koronararterien ein diskretes
granuldres Verteilungsmuster der Vitronektin-Expression sowie eine starke
Antigenanreicherung im Bereich atherosklerotischer Plaques (van Zanten et
al. 1994, Guettier et al. 1989, Niculescu et al. 1989). Experimentelle Daten
bestétigten die Rolle des Vitronektin/a,-Integrin-Systems bei der Entste-
hung atherosklerotischen Léasionen. Aufgrund der Analogien, die zwischen der
Pathogenese der Atherosklerose und der Transplantatvaskulopathie gezogen
werden (Intimahyperplasie, Migration und Proliferation glatter Muskelzel-
len), wurde die Vitronektin- und «-Integrin-Expression mit der Auspragung
der Gefafiveranderungen nach Herztransplantation verglichen.

4.2 Methodik

Die Expression des Vitronektin/a.,-Integrin-Systems wurde in seriellen En-
domyokardbiopsien herztransplantatierter Patienten untersucht und intra-
individuell verglichen (Longitudinalbeurteilung). Anschliefend wurde ein Zu-
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sammenhang der immunhistologischen Ergebnisse mit retrospektiv erhobe-
nen klinischen und koronarangiographischen Daten gepriift.

4.2.1 Koronarangiographie

Ziel der Auswertung der Koronarangiogramme war die Beurteilung der Ent-
wicklung einer Transplantatvaskulopathie im untersuchten Patientenkollek-
tiv. Zur Verbesserung der Sensitivitit der Untersuchung wurden auch mini-
male Wandkonturunregelméfigkeiten in die Bewertung eingeschlossen (Balk
et al. 1993). Als pathologisch wurden nur diejenigen Verédnderungen betrach-
tet, die sich im Verlauf nach der ersten Koronarangiographie entwickelt hat-
ten (Schroeder et al. 1993). Die aufgrund des erhthten Spenderalters mogli-
cherweise préexistenten Koronargefdfiverdnderungen konnten durch diese
Verlaufsbeobachtung erkannt werden.

Infolge des diffusen und konzentrischen Befalls der Koronargefiafie wird die
Présenz bzw. die Auspragung der Transplantatvaskulopathie durch die Ko-
ronarangiographie oft unterschétzt (Schroeder et al. 1992). Die quantitative
Auswertung der Koronarangiogramme erméglicht eine genauere Beurteilung
der Progression der Transplantatvaskulopathie bei glatten, ansonsten unauf-
falligen GefaBkonturen (Schroeder et al. 1992).

In dieser Arbeit wurde das CAAS II-System zur quantitativen Beurtei-
lung der jahrlichen Koronarangiogramme eingesetzt. Da diese Erhebung re-
trospektiv durchgefiithrt wurde, konnte die Vermessung der Koronarabschnit-
te {iber die Zeit nicht in identischen Projektionen durchgefiihrt werden. Des-
halb wurden nur Koronarsegmente ausgewéhlt, die senkrecht zum Strahlen-
gang verliefen, so daf§ kleine Winkelvariationen (wegen der konzentrischen
Natur der Intimahyperplasie) keinen wesentlichen Einflul auf die Mefer-
gebnisse bewirkt haben diirften. Ein weiterer Storfaktor fiir die Genauig-
keit der Meflergebnisse ist der Abstand zwischen Rontgenrohre und Tisch.
Ein groflerer Abstand bewirkte z. B. eine verkleinerte Darstellung der Koro-
narien mit relativer Koronardurchmesserabnahme. Deshalb wurde fiir jede
Einstellung eine Kalibrierung an der Katheterspitze durchgefiihrt. Aufgabe
der quantitativen Auswertung der Koronarangiogramme war die Errechnung
des mittleren Koronardurchmessers an zuvor definierten Koronarsegmenten.
Die Auswahlkriterien fiir die untersuchten Gefaflabschnitte erlaubten deren
Wiedererkennung in den konsekutiven Koronarangiogrammen und schlossen
ungeeignete Koronarsegmente aus. Fiir jedes Koronarangiogramm wurde der
Mittelwert der (mittleren) GefaBdurchmesser aller beurteilten Koronarseg-
mente als Koronar-Index definiert.

Zur Einschétzung der zeitlichen Abnahme des GefédBdurchmessers (bzw.
des Koronar-Index) wurde die Mefigenauigkeit der Methode bestimmt. Dazu
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wurden 36 Koronarsegmente in konsekutiven Herzzyklen vermessen und die
Differenz (sowie die Standardabweichung) der erzielten Werte ermittelt. Die-
se Bestimmung der Mefigenauigkeit konnte allerdings die interindividuellen
(zwischen mehreren Untersuchern) sowie patientenabhéngigen Abweichun-
gen (z. B. physiologischer Koronarstatus) nicht beriicksichtigen. Die erzielten
Ergebnisse (SD der Differenz: 0,031 mm) waren vergleichbar mit denen aus
der Arbeitsgruppe Gao et al. (0,033 mm) (Gao et al. 1990). Als Schwellenwert
fiir eine signifikante Anderung des mittleren Koronardurchmessers wurde das
Dreifache der Standardabweichungen nach der Bestimmung der Meflgenauig-
keit definiert (Gao et al. 1990). Da eine Verengung der Koronargeféfie nach
Herztransplantation frith postoperativ auftritt (Gao et al. 1990), wurde der
Zeitraum fiir die Feststellung einer Anderung der Koronar-Indizes zwischen
das erste und das zweite postoperative Jahr gelegt.

Die Beurteilung der jahrlichen Koronarangiogramme erlaubte somit die
Einteilung der Patienten in zwei Gruppen: solche mit einer schnelleren Pro-
gression (Gruppe A) und solche mit einer langsamen Progression der Trans-
plantatvaskulopathie (Gruppe B).

4.2.2 Immunhistologie

Die Expression des Vitronektin/ay-Integrin-Systems wurde in 93 Endomyo-
kardbiopsien untersucht. Bereits im Vorfeld wurde zur besseren Erhaltung
der Antigene auf schonendes Einfrieren der Biopsien geachtet. Dariiberhinaus
wurden zur Steigerung der Sensitivitéit/Spezifizitdt der immunhistologischen
Féarbungen zusétzliche Blockier-Sequenzen (mit Avidin/Biotin sowie Normal-
serum) eingesetzt. Sowohl die Mengen als auch die Inkubationszeiten fiir die
benutzten Antikoérper waren zwischen den Serien gleich. Um die Spezifizitét
der Methode zu iiberpriifen, wurden Negativ-Kontrollen (mit PBS und Maus-
bzw. Kaninchen-Gammaglobulin anstatt der Priméarantikorper) mitgefiihrt.
Erwartungsgeméf zeigte keine dieser Kontrollen eine Anfarbung. Demzufol-
ge konnten die Praparate unter Einsatz der Priméarantikdrper ohne stérende
unspezifische Hintergrundfluoreszenz beurteilt werden. Fiir die Darstellung
der Vitronektin-Expression wurden zwei Antikorper eingesetzt: monoklona-
ler Antikorper von der Maus (fiir die Einfachimmunfluoreszenzfarbung) so-
wie polyklonaler Antikérper vom Kaninchen (fiir die Doppelimmunfluores-
zenzfarbung). In den beiden Farbungen wurden mit den zwei verschiedenen
Antikorpern die gleiche Ergebnisse (beziiglich Lokalisation und Intensitét der
Vitronektin-Expression) erzielt. Dies spricht fiir eine dhnliche Sensitivitét
und Spezifizitdt der benutzten Antikérper gegen Vitronektin.
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4.3 Ergebnisse

4.3.1 Patientenkollektiv

Die Untersuchung wurde an 16 herztransplantierten Patienten durchgefiihrt.
Bei diesem Patientenkollektiv war das Spenderalter (im Mittel 38 +12 Jahre)
hoher als in anderen Studien: z. B. Gao et al. 22+ 5 Jahre (Gao et al. 1990),
Labarrere et al. 28 + 1 Jahre (Labarrere et al. 1995).

4.3.2 Koronarangiographie

Bei der visuellen Beurteilung der Koronarangiogramme wurde nach 3 Jahren
bei 50 % der Patienten eine Transplantatvaskulopathie diagnostiziert. Die-
ser Befund ist mit den Ergebnissen anderer Untersucher vergleichbar: bisher
wurde, je nach Methodik und Kriterien fiir die Diagnostik der TVP, {iber
Préavalenzen zwischen 44 % und 64 % nach 3 Jahren berichtet (Uretsky et al.
1987, Balk et al. 1993). Nach der quantitativen Auswertung hatten 11 der
16 Patienten (68 %) eine Abnahme des Koronarindex um mehr als 0,1 mm
wihrend des zweiten postoperativen Jahres. Demgegeniiber berichten Gao
et al. iiber eine signifikante Abnahme des mittleren Koronardurchmessers
wahrend des ersten postoperativen Jahres bei 84 % der untersuchten Pati-
enten (Gao et al. 1990). Der hohere Prozentsatz 148t sich durch eine hohere
Sensitivitéit dieser prospektiv durchgefithrten Studie erkléaren.

4.3.3 Immunhistologie

Die Expression von Vitronektin und «,-Integrin wurde in insgesamt 75 En-
domyokardbiopsien untersucht. Vitronektin- und «,-Integrin-Antigene wur-
den in den Arteriolen und Venolen nach Herztransplantation nachgewiesen.
Die Anreicherung der beiden Antigene ereignete sich wéahrend der ersten
zwei postoperativen Monate. Dariiberhinaus waren die Vitronektin- und
a-Integrin-Expression bei Patienten mit einer schnelleren Progression der
Transplantatvaskulopathie stédrker ausgeprégt.

4.3.3.1 Lokalisation der Antigene in den Gefifien

Vitronektin wurde in dieser Arbeit sowohl in den Arteriolen als auch in
den Venolen nachgewiesen. Der diffuse Befall dieser Gefidfle mit Entwick-
lung einer Intimahyperplasie ist andererseits ein bedeutendes histologisches
Merkmal der Transplantatvaskulopathie (Oni et al. 1992). Somit deutet die
Préasenz der Vitronektin- und a,-Integrin-Antigene in den Arteriolen und
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Venolen nach Herztransplantation auf eine mogliche Rolle in der Entstehung
der Gefafiverdnderungen hin.

In der Mehrzahl der Praparate wurden die Vitronektin- und «,-Integrin-
Antigene diffus iiber den gesamten Gefaflumfang in Arteriolen oder Veno-
len nachgewiesen. In einer Endomyokardbiopsie von einem Patienten ohne
angiographisch nachweisbare Transplantatvaskulopathie konnte eine gréfiere
Arteriole quer angeschnitten werden. Hierbei wurde ein diskretes granuléres
Muster der Vitronektindeposition (vorbeschrieben von Gueltier et al. in der
Media normaler Arterien) beobachtet (Gueltier et al. 1989). Dieses Muster
konnte der Lokalisation der glatten Muskelzellen entsprechen: Vitronektin
wurde perizelluldr in den glatten Muskelzellen unauffilliger Geféafie nachge-
wiesen (Simonton et al. 1985). Ob die in der vorliegenden Arbeit beobachte-
te ausgeprigte diffuse Vitronektin-Expression (vorwiegend bei Patienten mit
nachgewiesener TVP) einer Vermehrung der glatten Muskelzellen gleichge-
stellt werden kann, wurde nicht untersucht. Dafiir wiaren Doppelimmunfluo-
reszenzfarbungen mit Marker der glatten Muskelzellen (z.B. alpha-Aktin)
erforderlich.

Im Bereich der vaskuldren Basalmembran war Vitronektin mit Kolla-
gen IV kollokalisiert. Bisher wurde angenommen, daf in der Basalmembran
der Mehrzahl humaner Gewebe kein Vitronektin vorkommt. Ausnahme war
die tubulére Basalmembran bei Patienten mit tubulo-interstitieller Nephritis
(Falk et al. 1987). Allerdings wurde bei Kaninchen eine starke Expression
von Vitronektin in der vaskuldren Basalmembran gezeigt (Sawa et al. 1993).
Dariiberhinaus ist eine deutliche Interaktion von Vitronektin mit Kollagen IV
in vitro bekannt (Gebb et al. 1986). Moglicherweise konnte diese Reakti-
on auch in vivo stattfinden und infolgedessen die Prisenz des Vitronektin-
Antigens in der vaskuldren Basalmembran erkléren.

Die Ergebnisse zeigten, dafl das vaskulidre Endothel (in Arteriolen, Ve-
nolen und Kapillaren) a,-Integrin exprimiert, dariiberhinaus wurde dieser
Rezeptor subendothelial nachgewiesen. Das vaskuldre Endothel exprimiert
ayf3-Integrin als einziges Integrin mit einer «,-Kette (Bosman 1993). So-
mit entspricht die endotheliale a,-Integrin-Expression der Lokalisation des
o, B3-Integrins. Ferner wird a, (33-Integrin in den zelluldren Bereichen athero-
sklerotischer Plaques bzw. in Zellen, die als glatter Muskelzellen identifiziert
wurden, nachgewiesen (Hosinga et al. 1995). Folglich kann vermutet werden,
dafl subendotheliales a.-Integrin von glatten Muskelzellen exprimiert wird.

In den Doppelimmunfluoreszenzfarbungen zeigte sich, dafl Vitronektin
und a,-Integrin am basalen Pol der Endothelzellen teilweise kollokalisiert
sind, wobei beide Antigene subendothelial und «,-Integrin zusétzlich von
den Endothelzellen selbst exprimiert werden. Das Endothel als Zellschicht
mit Antigencharakter spielt bei der Transplantatvaskulopathie eine entschei-
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dende Rolle (Hosenpud et al. 1992). In diesem Zusammenhang wird iiber
die “response to injury” Hypothese gesprochen (Ross 1986, Ross 1993). Die-
se Hypothese nennt die Verletzung der Endothelzellen als einleitenden Fak-
tor fiir eine tiefergreifende Gefafischadigung. Infolge einer Immunantwort des
Empfangers gegen das transplantierte Organ tritt der Tod oder eine partielle
Schidigung der Endothelzellen auf. Die nachfolgende gesteigerte Endothel-
permeabilitdt konnte einigen mitogen wirkenden Plasmakomponenten den
Zugang zu den subendothelialen Schichten ermoglichen (Ross 1986). Die Fol-
ge wire eine Proliferation der vaskuldren glatten Muskelzellen mit Neointi-
mabildung. Somit kénnte die Koexpression der Vitronektin- und «,-Integrin-
Antigene im Bereich des basalen Pols der Endothelzellen einer Ligand-Re-
zeptor-Interaktion (mit nachfolgender Zellaktivation und gesteigerter Prote-
insynthese) entsprechen.

4.3.3.2 Vitronektin/a,-Integrin-System und die Transplantatvas-
kulopathie

Die Expression von Vitronektin und «,-Integrin war bei Patienten mit einer
schnelleren Progression der Transplantatvaskulopathie stéarker ausgeprégt.
Der Anstieg der Antigen-Expression wurde frither (im Mittel 8 Monate post-
operativ) als die angiographische Diagnose der Transplantatvaskulopathie
(im Mittel 29 Monate postoperativ) ermittelt. Moglicherweise ist somit Vi-
tronektin ein Frithmarker der Entwicklung einer Transplantatvaskulopathie.
Die Provenienz des vaskuldren Vitronektins blieb bisher ungewif. Einer-
seits konnte es sich um Ablagerungen des im Plasma zirkulierenden Glykopro-
teins handeln, begiinstigt durch den urspriinglichen Endothelschaden mit ge-
steigerter Endothelpermeabilitit. Anderseits kénnte Vitronektin lokal sezer-
niert sein. Dafiir spricht die Beobachtung, dafl die Monozyten/Makrophagen
und die glatten Muskelzellen Vitronektin in vitro sezernieren (Hetland et
al. 1989, Preissner 1991): die Intimahyperplasie nach Herztransplantation
enthélt eine grofle Zahl an glatten Muskelzellen und ,lipidbeladenen“ Ma-
krophagen (Billingham 1992). Bisher wurde Vitronektin in vivo perizellulir
in den vaskuldren glatten Muskelzellen unauffilliger Geféfle (Simonton et
al. 1985) und um ,lipidbeladene“ Makrophagen in den atherosklerotischen
Plaques nachgewiesen (Lupu et al. 1993). Nach Ballonverletzung der Aor-
ta bei Kaninchen unter hypercholesterolemischer Didt fanden Sawa et al.
Vitronektin-mRNA in den ,lipidbeladenen“ Makrophagen (Sawa et al. 1993).
Diese experimentellen Daten legen die Vermutung nahe, daf§ Vitronektin lo-
kal von Makrophagen und/oder glatten Muskelzellen in die Gefafiwand der
Patienten mit Transplantatvaskulopathie sezerniert werden konnte.
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Bei der klassischen Atherosklerose gilt die pathophysiologische Rolle des
Vitronektin/a,-Integrin-Systems als gesichert. In diesem Zusammenhang
zeigten Brown et al. eine Stimulation der Wanderung humaner aortaler glat-
ter Muskelzellen durch Vitronektin in vitro; inhibitorische Antikorper gegen
das ayf3-Integrin hemmten diese Zellwanderung (Brown et al. 1994). Im Tier-
experiment erzielten Choi et al. ebenfalls eine Hemmung der Intimahyper-
plasie der A. carotis nach Ballonverletzung durch einen Antagonisten des Vi-
tronektins (GpenGRGDSPCA) (Choi et al. 1994). Neben der o, f3-Integrin-
dependenten Migration der glatten Muskelzellen beeinflufit Vitronektin auch
deren Phénotyp in der Richtung eines ,,synthetischen“ Phénotyps (Hayward
et al. 1995). Die glatten Muskelzellen aus der Intima atherosklerotischer Ar-
terien sind zu unterscheiden von denselben Zellen aus der Media unauffilliger
Gefafle: sie exprimieren weniger Myofilamente, dafiir mehr Organellen, und
haben somit die Fahigkeit, Proteine der extrazellularen Matrix zu syntheti-
sieren: der ,synthetische* Phénotyp (Mosse et al. 1985, Mosse et al. 1986).
Ferner ist die Bedeutung des Vitronektin /., -Integrin-Systems fiir die Adhési-
on der Endothelzellen an die extrazelluldre Matrix bekannt (Ruoslahti et al.
1985, Preissner et al. 1988, Underwood u. Bennett 1989). Ebenfalls beein-
fluBt das Vitronektin/a,-Integrin-System die Tumorangiogenese (Brooks et
al. 1994, Lohr et al. 1994). Antikorper gegen das «.(33-Integrin hemmten im
Tierexperiment die retinale Neovaskularisation (Hammes et al. 1996) ebenso
wie die intrakutane Angiogenese des Mammakarzinoms (Brooks et al. 1995).
Bei der Transplantatvaskulopathie werden T-Zellen-vermittelte Reaktionen
gegen spendereigene MHC-Molekiile als Grundlage fiir die Entstehung der
Geféfverdanderungen vermutet (Pober u. Contran 1990). In diesem Zusam-
menhang konnte experimentell gezeigt werden, dafl die Bindung des o 3s-
Integrins an seinen Liganden eine Aktivation der T-Zellen mit konsekutiver
Sekretion von Zytokine zur Folge hat (Sturmhofel et al. 1995). Diese anti-
genunabhéngige Integrin-vermittelte Aktivation der T-Lymphozyten kénnte
also eine wesentliche Rolle in der Potenzierung der Immunreaktion spielen
(Sturmhofel et al. 1995, Halvorson et al. 1996).

Das Vitronektin /o -Integrin-System spielt eine Rolle in der Adhésion der
Endothelzellen an der extrazelluldren Matrix, in der Migration und Prolifera-
tion der glatten Muskelzellen sowie in der Aktivation der T-Lymphozyten. So-
mit konnten die Funktionen einer Mehrzahl von Zellen, die an der Entstehung
der Transplantatvaskulopathie beteiligt sind, durch dieses Ligand/Rezeptor-
Systems beeinflut werden. Demzufolge besteht moglicherweise bei der Trans-
plantatvaskulopathie dhnlich wie bei der klassischen Atherosklerose eine Be-
ziehung zur Entstehung der Geféafverdnderungen.
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4.3.3.3 Risikofaktoren bei der Transplantatvaskulopathie

Die Untersuchung der klinischen und laborchemischen Parameter (Spender-
und Empféangeralter, préaoperative Diagnose, Ischdmiezeit vor der Herztrans-
plantation, Blutdruck, Cholesterin- oder Triglycerid-Serumspiegel) zeigte kei-
ne signifikanten Unterschiede zwischen den Patienten mit einer schnelleren
oder einer langsameren Progression der Transplantatvaskulopathie. Uber das
Fehlen einer engen Korrelation zwischen der Transplantatvaskulopathie und
den ,klassischen®“ koronaren Risikofaktoren wie Hyperlipiddmie, arterielle
Hypertonie oder Raucheranamnese wird auch in einer Mehrzahl von Studien
berichtet (Uretsky et al. 1987, Gao et al. 1987, Billingham 1989, Labarrere
et al. 1995). Dies bestétigt die Annahme, dafi die Gefafiverdnderungen im
Transplantat immunologisch bedingt sind.

4.4 Studienlimitationen

Die hauptséchlichen Limitationen dieser Untersuchung sind einerseits auf die
retrospektive Auswertung der Koronarangiogramme und anderseits auf das
Fehlen von time-zero Biopsien zuriickzufiihren.

Die quantitative Auswertung der Koronarangiogramme wurde zur Steige-
rung der Sensitivitit der Methode durchgefiihrt. Die Hauptergebnisse dieser
Untersuchung wéren jedoch auch ohne quantitative Auswertung erzielt wor-
den: der Unterschied der Vitronektin-Expression zwischen Patienten mit und
ohne angiographisch nachweisbare Transplantatvaskulopathie ist weiterhin
vorhanden (3,8 + 0,3 versus 2,6 + 0,6, P < 0,001).

Zur Kontrolle der immunhistologischen Ergebnisse standen keine Probe-
entnahmen zum Zeitpunkt der Transplantation zur Verfiigung. Allerdings
zeigten sehr frithe Endomyokardbiopsien (ca. 2 Wochen postoperativ) kei-
ne Vitronektin-Expression. In anderen Arbeiten werden zwar deutliche Vi-
tronektin-Ablagerungen in den atherosklerotischen Plaques beschrieben, die
unbetroffene gegeniiberliegende Gefaflwand exprimierte jedoch kein oder nur
wenig Vitronektin (Guettier et al. 1989, Niculescu et al. 1989). Es kann folg-
lich angenommen werden, dafl die normalen Gefiafle kein Vitronektin expri-
mieren und dafl die Ablagerung von Vitronektin in den Arteriolen und Ve-
nolen nach Herztransplantation ein Zeichen fiir erfolgte Geféfiveranderungen
ist. AuBerdem empfiehlt sich aufgrund des begrenzten Stichprobenumfangs
(Patientenzahl), die statistischen Auswertungen an einem grofleren Patien-
tenkollektiv zu bestétigen.
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4.5 Schluf3folgerung

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die Hypothese, dal bei der Trans-
plantatvaskulopathie analog zur klassischen Atherosklerose eine Beziehung
des Vitronektin/a,-Integrin-Systems zur Entstehung der Gefafiverdnderun-
gen besteht.
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5 Zusammenfassung

Die Langzeitprognose nach Herztransplantation wird mafigeblich durch das
Auftreten einer Transplantatvaskulopathie bestimmt. Diese ist gekennzeich-
net durch eine Intimahyperplasie, die gleichermafien in Arterien und Venen
des Transplantats auftritt und schliefilich zum Funktionsverlust des trans-
plantierten Organs fiihrt.

Bei der klassischen Atherosklerose kann die pathogenetische Bedeutung
des Vitronektin/ay fs-Integrin-Systems fiir die Entstehung der Intimahyper-
plasie als gesichert angesehen werden. Arbeitshypothese der vorliegenden Un-
tersuchungen war, daf§ diesem Ligand/Rezeptor-System bei der Transplan-
tatvaskulopathie eine dhnliche pathogenetische Bedeutung zukommt. Da-
her wurde zunédchst die Expression des Vitronektin/ca, Gs-Integrin-Systems
in rechtsventrikuldren Endomyokardbiopsien charakterisiert. Die Untersu-
chungen erfolgten an 93 seriellen Endomyokardbiopsien von 16 herztrans-
plantierten Patienten. Hierzu wurden Einfach- und Doppelimmunfluores-
zenzfarbungen mit Antikorpern gegen Vitronektin und o,-Integrin einge-
setzt. Parallel wurden die jahrlichen Koronarangiogramme qualitativ und
quantitativ (mit dem CAAS-II System) beurteilt. Anschliefend wurden ko-
ronarangiographische Befunde mit den immunhistologischen Daten vergli-
chen. Ziel dieser Analyse war die Bewertung der Expression von Vitronek-
tin und o fG3-Integrin als Marker fiir die Progression der Transplantatvasku-
lopathie. Die immunhistologischen Untersuchungen brachten den Nachweis
der Vitronektin- und a,-Integrin-Expression in den Arteriolen und Venolen
nach Herztransplantation. Im Gegensatz hierzu zeigten die Kapillaren keine
Vitronektin-Expression, wohl aber eine «-Integrin-Expression. Im Verlauf
wurde bei Patienten, bei denen eine Friihbiopsie vorlag, eine Zunahme der
Vitronektin- und o -IntegrinExpression in den Arteriolen und Venolen beob-
achtet. Dariiberhinaus war die Vitronektin- und o-Integrin-Expression bei
Patienten mit nachgewiesener Transplantatvaskulopathie stiarker ausgepragt.
Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen demnach die Hypothese, daf3 bei
der Transplantatvaskulopathie ebenso wie bei der klassischen Atherosklero-
se eine Beziehung des Vitronektin/a,-Integrin-Systems zur Entstehung der
Gefafiverdnderungen besteht.
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