Aus der Medizinischen Klinik III, Universität Heidelberg Abteilung für Kardiologie, Angiologie und Pulmologie (Ärztlicher Direktor: Prof. Dr. med. W. Kübler)

Perivaskuläre Vitronektinexpression als Marker der Progression der Transplantatvaskulopathie nach Herztransplantation

Inauguraldissertation zur Erlangung des medizinischen Doktorgrades der Medizinischen Fakultät Heidelberg der Ruprecht-Karls-Universität

vorgelegt von Michaela Steinbach aus Craiova 1997

Dekan: Prof. Dr. med. Dr. h. c. H.-G. Sonntag Referent: Priv.-Doz. Dr. med. R. Zimmermann

Inhaltsverzeichnis

1 Einleitung 1

2 Material und Methodik 4 2.1 Patienten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 2.1.1 Immunsuppressive Nachbehandlung . . . . . . . . . . . 4 2.1.2 Postoperatives Monitoring . . . . . . . . . . . . . . . . 6 2.1.3 Archivierung der Endomyokardbiopsien . . . . . . . . . 6 2.2 Koronarangiographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 2.2.1 Visuelle Beurteilung der Koronarangiographien . . . . 7 2.2.2 Quantitative Auswertung der Koronarangiogramme . . 8 2.3 Immunhistologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10 2.3.1 Das Gefriermikrotom (Kryotom) . . . . . . . . . . . . . 11 2.3.2 Gefrierschnittechnik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11 2.3.3 Einfachimmunfluoreszenzfärbung mit der

indirekten Biotin-Streptavidin-Methode . . . . . . . . . 13 2.3.4 Doppelimmunfluoreszenzfärbung . . . . . . . . . . . . . 16 2.3.5 Fluoreszenzmikroskopie . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19 2.4 Statistische Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

3 Ergebnisse 23 3.1 Patientendaten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23 3.2 Koronarangiographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23 3.2.1 Visuelle Beurteilung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23 3.2.2 Quantitative Auswertung . . . . . . . . . . . . . . . . . 24 3.3 Immunhistologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28 3.3.1 Kontrollen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28 3.3.2 Vitronektin in Endomyokardbiopsien der Patienten aus der Gruppe A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28 3.3.3 Vitronektin in Biopsien der Patienten aus der Gruppe B 32 3.3.4 α_v-Integrin in Biopsien der Patienten aus der Gruppe A 33 3.3.5 α_v-Integrin in Biopsien der Patienten aus der Gruppe B 33

3.3.6 Kollokalisation von Vitronektin und α_v-Integrin . . . . 34 3.3.7 Relation zwischen den immunhistologischen und klinischen Daten . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34 3.3.8 Relation zwischen den immunhistologischen Daten und der akuten Abstoßung . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35 3.3.9 Relation zwischen der Transplantatvaskulopathie und der Vitronektin-Expression . . . . . . . . . . . . . . . . 36

4 Diskussion 38 4.1 Fragestellung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38 4.2 Methodik . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 38 4.2.1 Koronarangiographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39 4.2.2 Immunhistologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40 4.3 Ergebnisse . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41 4.3.1 Patientenkollektiv . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41 4.3.2 Koronarangiographie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41 4.3.3 Immunhistologie . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41 4.4 Studienlimitationen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45 4.5 Schlußfolgerung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

5 Zusammenfassung 47

6 Literaturverzeichnis 48

7 Lebenslauf 55

8 Danksagung 56

1 Einleitung

Die Transplantatvaskulopathie (TVP) stellt im Langzeitverlauf die Hauptursache für die Morbidität und Letalität herztransplantierter Patienten dar (Bieber et al. 1981, Gao et al. 1988). Bei einer durchschnittlichen jährlichen Prävalenz von 10 % entwickelt nahezu die Hälfte der Patienten in den ersten fünf postoperativen Jahren angiographisch erkennbare Koronarstenosen (Uretsky et al. 1987, Billingham 1987, Olivari et al. 1989).

Das histologische Hauptmerkmal der vaskulären Veränderungen ist eine konzentrische Intimaproliferation (Billingham 1992). Diese betrifft gleichermaßen Arterien und Venen des Spenderorgans (Oni et al. 1992). Im Vergleich zu epikardialen Gefäßen neigen die distalen intramyokardialen oder mikrovaskulären Gefäße früher zum Verschluß (Russell et al. 1993, Billingham 1989). Eine Intimaproliferation wurde auch im aortalen Spendersegment beschrieben (Russell et al. 1993). Darüberhinaus kommt es zu einer Infiltration des perivaskulären Bindegewebes mit mononukleären Zellen (Billingham 1987). Die beschriebenen Gefäßveränderungen betreffen selektiv das Gefäßsystem des Spenderorgans (Russell et al. 1993). Ähnliche Befunde werden nach Nieren- oder Lebertransplantation erhoben (Porter et al. 1963, Mihatsch et al. 1983, Starzl et al. 1969). Es wird daher vermutet, daß die Gefäßveränderungen im Transplantat immunologisch vermittelt werden: der Transplantatvaskulopathie liegen wahrscheinlich T-Zell-vermittelte Reaktionen gegen spendereigene MHC-Moleküle zugrunde. So konnte experimentell gezeigt werden, daß eine Vaskulitis als Vorstufe der Allograftvaskulopathie nur in Transplantaten mit induzierten MHC-Antigenen der Klasse II vorkommt (Forbes et al. 1991). Die gegen MHC-II-Antigene gerichteten T- Lymphozyten können hierbei unter Vermittlung von endothelialen Adhäsionsmolekülen (ICAM/VCAM-1) vermehrt in die Intima vordringen und dort eine Entzündungsreaktion bewirken (Pober u. Contran 1990).

Aufgrund des diffusen und konzentrischen Befallsmusters werden die Gefäßveränderungen erst im fortgeschrittenen Stadium angiographisch erkannt (Hosenpud et al. 1992, Schroeder et al. 1992). Ein frühzeitiger Nachweis der Transplantatvaskulopathie gelingt durch den intravaskulären Ultraschall

(St Goar et al. 1992). Dieses Verfahren wird aber wegen hoher Kosten nicht routinemäßig eingesetzt. Alternativ bietet sich zur Diagnostik der Transplantatvaskulopathie eine quantitative Auswertung der Koronarangiogramme mit Bestimmung des mittleren Gefäßdurchmessers an, um so ohne zusätzlichen apparativen Aufwand das Fortschreiten der Intimahyperplasie zu objektivieren (Gao et al. 1990, Schroeder et al. 1992).

Bei der klassischen Atherosklerose peripherer Gefäße und in atherosklerotischen Plaques aus Koronarien ist eine veränderte Zusammensetzung der vaskulären extrazellulären Matrix mit lokaler Anreicherung von Vitronektin bekannt (Niculescu et al. 1989, Guettier et al. 1989). Vitronektin ist ein Polypeptid mit RGD-Adhäsionssequenz (Arginin-Glycin-Asparaginsäure) (Suzuki 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); außerdem können Monocyten/Makrophagen Vitronektin in vitro sezernieren (Hetland et al. 1989). Diesem Polypeptid werden verschiedene immunologische Funktionen bei der Zelladhäsion, Thrombogenese und Fibrinolyse zugeschrieben (Tomasini u. Mosher 1990). Als Bestandteil der extrazellulären Matrix kann Vitronektin über membranständige Integrine von einer Reihe von Zellen, einschließlich humaner glatter Muskelzellen und Endothelzellen (Athanasou et al. 1990) erkannt werden und dadurch Signale ins Zellinnere weiterleiten. Spezifische Rezeptoren für Vitronektin sind die Integrine α_vβ_1, α_vβ_3, α_vβ_5 und α_{IIb}β_3 (Preissner 1991).

Vitronektin scheint bei der Entstehung der Intimahyperplasie im Rahmen der Atherosklerose peripherer Gefäße beteiligt zu sein. Grundlage für diese Annahme sind Befunde, wonach die Migration humaner aortaler glatter 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 Antikörper gegen α_vβ_3-Integrin hemmten ebenfalls die Vitronektin-induzierte Migration humaner aortaler glatter Muskelzellen in vitro (Brown et al. 1994). Im Tierexperiment konnte in Analogie zu diesen Befunden eine nach Ballonverletzung 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/ α_vβ_3-Integrin-Systems für die klassische Atherosklerose als gesichert angesehen werden. Daten bezüglich der Expression von Vitronektin und der Vitronektinrezeptoren bei der Transplantatvaskulopathie liegen bislang jedoch nicht vor.

Da die histologischen Merkmale der Gefäßveränderungen nach Herztransplantation große Ähnlichkeiten mit denen der Atherosklerose aufweisen, ist auch bei der Transplantatvaskulopathie eine pathophysiologische Rolle dieses Rezeptor/Ligand-Systems denkbar.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Hypothese, daß der Intimaproliferation bei der Transplantatvaskulopathie eine ähnliche Pathogenese wie bei der Atherosklerose zugrunde liegt. In Analogie zur klassischen Atherosklerose peripherer Gefäße sollte also eine Veränderung der Zusammensetzung der perivaskulären extrazellulären Matrix (mit Anreicherung von Vitronektin) zu beobachten sein.

Die Untersuchung zielt daher zunächst auf die Charakterisierung der Expression des Ligand-Rezeptor Systems Vitronektin/α_vβ_3-Integrin in rechtsventrikulären Endomyokardbiopsien nach Herztransplantation. Hierbei soll insbesondere beantwortet werden, welche Gefäße betroffen sind (Arteriolen, Venolen oder Kapillaren), und ob ein topographischer und temporärer Zusammenhang zwischen der Expression des Vitronektins und der Expression der Vitronektinrezeptoren besteht. Ferner werden die koronarangiographischen Befunde mit den immunhistologischen Daten verglichen. Ziel dieser Analyse ist die Evaluation der diagnostischen Wertigkeit der Expression von Vitronektin und α_vβ_3-Integrin bezüglich der Transplantatvaskulopathie.

2 Material und Methodik

Die Expression des Vitronektin/α_v-Integrin-Systems in rechtsventrikulären Endomyokardbiopsien wurde mit immunhistologischen Färbemethoden an einem ausgewählten Patientenkollektiv untersucht. Parallel wurden die jährlichen Koronarangiogramme qualitativ und quantitativ beurteilt. Anschließend wurden die immunhistologischen Ergebnisse mit den angiographischen Daten verglichen.

2.1 Patienten

An der Medizinischen Klinik III (Kardiologie) befinden sich derzeit 113 herztransplantierte Patienten in der Nachsorge. Alle wesentlichen Informationen, die im Laufe der Nachsorge der herztransplantierten Patienten gewonnen werden, sind in der Datenbank der Transplantationsambulanz aufgeführt. Für die vorliegende Untersuchung wurden 16 Patienten ausgewählt, die zwischen August 1990 und April 1994 herztransplantiert wurden. Um über einen längeren Zeitraum die Entwicklung der Transplantatvaskulopathie beurteilen zu können, wurden nur solche Patienten ausgewählt, deren postoperative Beobachtungszeit mindestens ein Jahr beträgt. Der Koronarstatus war zu Beginn der Untersuchungen nicht bekannt. Die benötigten klinischen und laborchemischen Daten wurden der Datenbank der Transplantationsambulanz entnommen. Hierzu wurden folgende Parameter in die Auswertung einbezogen: Empfängerdaten (Alter, Geschlecht, präoperative Diagnose), Spenderdaten (Alter, Geschlecht, Ischämiezeit vor der Herztransplantation), Anzahl und Grading akuter Abstoßungen, darüberhinaus der systemische Blutdruck sowie der Cholesterin- und der Triglycerid-Serumspiegel. Die einzelnen Patientendaten sind in Tab. 1 aufgeführt.

2.1.1 Immunsuppressive Nachbehandlung

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

Tab. 1: Patientendaten. m, männlich; w, weiblich; DCM, dilatative Kardiomyopathie; HV, Herzvitium; KHK, koronare Herzerkrankung; n.v., Spenderdaten nicht verfügbar.

Patient Patienten- Patienten- Präoperative 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

sätzlich Antithymocytenglobulin (ATG), bis die therapeutische Serumkonzentration von Ciclosporin A erreicht wurde (im Mittel für 6 Tage). Die Gabe von Azathioprin wurde unterbrochen, falls die Leukozytenzahl unter 4,0/nl absank. Durch Endomyokardbiopsien diagnostizierte akute Abstoßungsreaktionen wurden initial mit Methylprednisolon intravenös behandelt (1 g täglich für 3 Tage). Zwei Patienten erhielten auch monoklonale Antikörper gegen den T3-Lymphozytenrezeptor (OKT3) für 10 Tage, nachdem 2 Zyklen Methylprednisolon intravenös und ein Zyklus ATG erfolglos verabreicht worden waren.

2.1.2 Postoperatives Monitoring

Die routinemäßige Jahreskontrolluntersuchung umfaßt eine Koronarangiographie und eine Rechtsherzkatheteruntersuchung mit Entnahme von sechs bis sieben Endomyokardbiopsien. Zusätzlich werden engmaschige histologische Untersuchungen im ersten Jahr nach der Herztransplantation vorgenommen. Zur Entnahme der Endomyokardbiopsien wird eine Biopsie-Zange (Cordis, Nr. 502-302) mit einem Schneidbacken-Volumen von 1,84 mm^3 verwendet. Das Grading der akuten Abstoßungsreaktionen wird im Lichtmikroskop im Pathologischen Institut (Leiter: Prof. Dr. H. G. Otto) nach der Klassifikation der International Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) bewertet (Billingham et al. 1990). Zum quantitativen Vergleich wurde für jeden Patienten ein Abstoßungsindex berechnet, basierend auf der Klassifikation der ISHLT: Die ISHLT-Abstoßungsgrade 0, 1, 2, 3A, 3B, 4 wurden mit 0, 1, 1,5, 3, 4, 5 gewertet und über die Anzahl der durchgeführten Biopsien gemittelt. In der Frühphase nach Herztransplantation treten häufiger Abstoßungsepisoden auf. Daher wurde zusätzlich zum Gesamt-Abstoßungsindex für jeden Patienten ein Früh-Abstoßungsindex für die ersten 12 Monate postoperativ errechnet.

2.1.3 Archivierung der Endomyokardbiopsien

Seit August 1992 wird bei jeder Entnahme jeweils eine der sechs Biopsien für spezielle Untersuchungen tiefgefroren und im Institut für Immunpathologie bei −70^∘C aufbewahrt. Insgesamt wurden bisher über 1600 Biopsien mit unterschiedlichen Ausprägungen der Transplantatvaskulopathie sowie der akuten Abstoßung gesammelt.

2.1.3.1 Einfrieren der Endomyokardbiopsien

Um eine möglichst gute Antigenerhaltung zu gewährleisten, wird auf schnelles und schonendes Einfrieren geachtet. Spätestens 5 Minuten nach der Entnahme werden die Biopsien auf einen kleinen Streifen Filterpapier (5 × 20 mm) in einem wasserlöslichen Klebemittel (Tissue-Tek, O.C.T. Compound, Miles, Nr. 4583) eingebettet. Gleich danach werden die Gewebeproben mit Hilfe einer Pinzette in eine gekühlte Flüssigkeit eingetaucht und tiefgefroren. Als Kältevermittler wird in flüssigem Stickstoff vorgekühltes Propanol verwendet. 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 ermöglichen, wurden im Rahmen dieser Arbeit alle 1600 Endomyokardbiopsien systematisch archiviert und eine ” Biopsiebank“ unter dBase IIIb angelegt. Neben Datum und Name sind darin der Lagerort der Biopsie und das Grading der akuten Abstoßung aufgeführt. Ein eigens entwickeltes dBase-Programm erleichtert die Archivierung zukünftiger Biopsien sowie eine Verlaufsbeobachtung bei einzelnen Patienten.

2.2 Koronarangiographie

Zur Evaluation der Entwicklung der Transplantatvaskulopathie innerhalb des untersuchten Patientenkollektivs wurden die jährlichen Koronarangiogramme qualitativ und quantitativ bewertet. Im Rahmen der Jahreskontrolluntersuchung wird routinemäßig sowohl die Linksherzkatheteruntersuchung mit der Koronarangiographie als auch die Entnahme von mehreren Endomyokardbiopsien durchgeführt. Zur Verminderung der lokalen Komplikationsrate werden 5F Katheter (Medtronic, Außendurchmesser 5 French oder 1,66 mm) benutzt. Die Koronarangiographie wird wie üblich in Judkins-Technik über die A. femoralis durchgeführt.

2.2.1 Visuelle Beurteilung der Koronarangiographien

Eine erste Beurteilung der Koronarangiographien wird routinemäßig nach der Untersuchung im Herzkatheterlabor vorgenommen. Die in den Koronarangiographie-Bögen eingetragenen Befunde wurden in dieser Arbeit zur Feststellung einer Transplantatvaskulopathie herangezogen. Als Kriterium für das Vorhandensein einer TVP wurde jede Verminderung des Gefäßdurchmessers von minimalen Wandkonturunregelmäßigkeiten (< 10 % Lumeneinengung) bis zu ”signifikanten“ Stenosen (> 50 %) definiert (Uretsky et al. 1987). Bereits im ersten Jahr postoperativ zeigten sich in zwei der 16 Koronarangiogramme beginnende Gefäßveränderungen. Für diese beiden Patienten wurde die Entwicklung einer TVP erst dann als nachgewiesen angesehen, wenn im zweiten Jahr neue Veränderungen in anderen Lokalisationen auftraten (Schroeder et al. 1993).

2.2.2 Quantitative Auswertung der Koronarangiogramme

Um die langsam verlaufende Progression der Vaskulopathie einzuschätzen, wurde eine quantitative Auswertung der Gefäßveränderungen durchgeführt. Mit Hilfe des Coronary Angiography Analysis System II (CAAS-II) wurden ausgewählte Koronarsegmente digitalisiert und vermessen (Reiber et al. 1985, Lesperance et al. 1989). Quantitative Auswertungen der Koronarangiogramme wurden bei 15 der 16 Patienten durchgeführt. Der Patient 1 verstarb 17 Monate postoperativ, bevor die zweite Jahresuntersuchung vorgenommen werden konnte. Eine aufgrund zunehmender Belastungsdyspnoe durchgeführte Koronarangiographie bestätigte 16 Monate postoperativ die Diagnose einer TVP. Dieses Koronarangiogramm stand leider nicht zur Verfügung, so daß auf eine quantitative Auswertung verzichtet werden mußte.

2.2.2.1 Beschreibung von CAAS-II

Das Coronary Angiography Analysis System II setzt sich zusammen aus einem Cine-Film-Projektor, einer Kamera, und einem Rechner zur Steuerung und Auswertung. Die 35 mm-Filmbilder werden auf 28×21 cm vergrößert und mit einer Auflösung 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 (Auflösung der Kamera: 1317 × 1035 pixel). Die genaue Dokumentation der Auswertungen ist durch einen automatischen Bildzähler gewährleistet. Die Auswahl der Koronarsegmente wird am Bildschirm des Projektors getroffen, anschließend wird das aufgenommene Bild am Rechner mit Hilfe der CAAS-II Software ausgewertet.

2.2.2.2 Meßmethodik und Kriterien

Bevor das ausgewählte Koronarsegment vermessen wird, erfolgt zunächst eine Kalibrierung des Systems an der Katheterspitze. Hierzu wird ein Bild ausgewählt, in der das Katheter noch kein Kontrastmittel enthält. Die Ergebnisse der Kalibrierung werden in Absolutzahlen (pixel/mm) ermittelt; gleichzeitig wird die kissenförmige Verzerrung des Aufnahmesystems korrigiert.

Um vergleichbare Meßergebnisse zu erzielen, wurde dieser Vorgang für jede neue Projektion wiederholt. Für jeden Patienten wurden auf der (chronologisch) ersten Koronarangiographie zwischen 8 und 12 Koronarsegmente mit Längen von 3,05 bis 40,28 mm ausgewählt. Für die Auswertung der rechten

Abb. 1: Quantitative Auswertung der linken Koronararterie (Segment 6).

Koronararterie wurde die LAO-Projektion (left anterior oblique) bevorzugt, für die linke Koronararterie die RAO-Projektion (right anterior oblique). Zur Verbesserung der Meßgenauigkeit der Methode umfaßt die Auswahl nur gut darstellbare Koronarabschnitte. Segmente, die entweder zu kurz oder überlagert waren, oder solche mit einer projektionsbedingten Verkürzung, wurden nicht in Betracht gezogen (Gao et al. 1990). Nur die so ausgewählten Segmente wurden auch in den späteren Koronarangiographien vermessen. Um das Identifizieren der Segmente zu erleichtern, wurden Abzweigungen zur Festlegung der Segmentgrenzen herangezogen und die quantifizierten Segmente als Papierausdrucke dokumentiert (Pinto et al. 1993) (Abb. 1).

Das ausgewählte Koronarsegment wurde enddiastolisch eingestellt und ggf. am Rechner bis 4× vergrößert. Danach wurde die Gefäßmitte mit Hilfe der Maus markiert. Ein Computeralgorithmus identifizierte dann die Gefäßkonturen und ermittelte den Gefäßdurchmesser (in mm) über die gesamte Länge in Form eines Linien-Diagramms. Weiter wurde der Gefäßdurchmesser für jedes Segment über die Länge gemittelt (mittlerer Gefäßdurchmesser). Falls der Computeralgorithmus die Gefäßkonturen im Bereich einer Verzweigung nicht korrekt identifizieren konnte, wurden die Segmentkonturen manuell über maximal 20 % der Segmentlänge korrigiert (Pinto et al. 1993).

Für jede Untersuchung wurde zur Beurteilung der Ausprägung der Transplantatvaskulopathie der Mittelwert der mittleren Gefäßdurchmesser aller beurteilten Segmente als Koronar-Index definiert. Die Differenz der Koronar- Indizes zwischen zwei aufeinanderfolgenden Jahresuntersuchungen wurde entsprechend der tatsächlichen Zeit zwischen den Koronarangiographien korrigiert (Schroeder et al. 1993).

2.2.2.3 Genauigkeit der Messungen

Um unterschiedliche Ausprägungen der Transplantatvaskulopathie (bzw. die Abnahme des Koronar-Index) definieren zu können, wurde die Meßgenauigkeit der Methode ermittelt. Eine solche Bestimmung wurde für das System von Vanguard Instruments (Melville, New York) von Gao und Mitarb. durchgeführt (Gao et al. 1990). Nach diesem Muster wurde auch für das Coronary Angiography Analysis System II die Meßgenauigkeit bestimmt. Hierzu wurden 36 Koronarsegmente ausgewählt, jeweils 18 verschiedene Segmente von der ersten und von der zweiten postoperativen Koronarangiographie. Beim ersten Drittel der Segmente war der Durchmesser klein (Durchmesser < 2,0 mm), beim zweiten Drittel mittelgroß (zwischen 2,0 und 2,9 mm), und beim letzten Drittel groß (Durchmesser > 2,9 mm). Für jedes Segment wurden zwei enddiastolische Bilder aus zwei konsekutiven Herzzyklen ausgewählt. Für jedes Bilderpaar wurden der mittlere Gefäßdurchmesser und die Differenz errechnet (Tab. 2).

Als Schwellenwert für eine signifikante Änderung des Gefäßdurchmessers wurde das Dreifache der Standardabweichungen aller Differenzen zwischen den Wertepaaren definiert (Gao et al. 1990). Dies ergibt etwa 0,1 mm, entsprechend 4,1 % Änderung des mittleren Gefäßdurchmessers. Der gleiche Schwellenwert von 0,1 mm wurde für eine signifikante jährliche Änderung des Koronar-Index zugrunde gelegt.

2.3 Immunhistologie

Ziel der immunhistologischen Färbemethoden ist der Nachweis der Vitronektin- und α_v-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 Gefrierschnittechnik verarbeitet. Diese Methode verbindet die Vorteile guter Antigenerhaltung mit Einfachheit der Durchführung (Denk 1989). Damit werden histologische Schnittpräparate von sehr geringer Dicke (5 μm) hergestellt. Für diese Arbeit wurde ein Gefriermikrotom (Leica, Frigocut 2700) benutzt.

Tab. 2: Bestimmung der Genauigkeit der quantitativen Auswertung der Koronarangiogramme durch Vermessung des Koronararteriendurchmessers in zwei konsekutiven Herzzyklen für 36 Koronarsegmente. (n, Anzahl der Koronarsegmente; *, Mittelwert ± SD).

Koronar- Koronardurchmesser SD der durchmesser in einem konsekutiven Differenz Koronargefäß n (end-diastolisch) end-diastolischen Bild zwischen D^∗_1 D^∗_2 D_1 und D_2 in mm in mm in mm

Durchmesser > 2,9 mm 12 3,39 ± 0,32 3,40 ± 0,32 0,033 Durchmesser 2,0–2,9 mm 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 Objekthalter durch Drehen eines Handrads an der feststehende Messerschneide auf und ab bewegt. Die Schnittfläche des Präparats ist dabei senkrecht gestellt. Das Mikrotom befindet sich in einer nach oben offenen Tiefkühltruhe, die eine konstante Temperatur von −30^∘C gewährleistet.

2.3.2 Gefrierschnittechnik

Die Endomyokardbiopsien wurden von der Tiefkühltruhe zum Gefriermikrotom in flüssigem Stickstoff transportiert und im Inneren des Kryotoms bei −30^∘C mindestens 15 Minuten temperiert. Die Gewebeproben wurden mit einem wasserlöslichen Klebemittel (Tissue Tek, O.C.T. Compound, Miles, Nr. 4583) auf der Objekthalterung aufgeklebt und mit dem selben Klebemittel umrandet bzw. eingebettet. Dadurch wird eine bessere Schneidequalität erreicht. Zum Schneiden wird ein C-Messer (keilförmig geschliffen) benutzt; der Anstellwinkel wird auf Position 0 eingerichtet, die Schneidetemperatur liegt bei −12^∘C. Zunächst wird eine Schnittdicke von 10 μm gewählt, das Anti-Rollplättchen (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 zur Messerschneide, zugerichtet. Nach Einstellen einer Schnittdicke von 5 μm wird der Schnittstrecker nach oben auf das Mikrotommesser geklappt. So schiebt sich der Schnitt während des Schneidevorganges von der Messerkante weg unter das Plättchen und wird am Aufrollen gehindert. Sobald das Gewebe vollständig an der Messerschneide vorbeigeführt wurde, wird der Schnittstrecker nach unten geklappt und der Schnitt auf einem warmen, mit Poly-L-Lysin beschichteten Objektträger (s. 2.3.2.1.) aufgenommen. Hierbei wird warmes Glas nahe genug über den gefrorenen Schnitt gebracht, so daß der Schnitt am Glas anschmilzt. Dieser erste Schnitt wird mit einer Hämalaun-Eosin Doppelfärbung (s. 2.3.2.2) gefärbt und im Lichtmikroskop beurteilt. Falls Arteriolen oder Venolen nachweisbar waren, wurden anschließend 20 aufeinanderfolgende Gefrierschnitte hergestellt und bei Raumtemperatur durch einen elektrischen Ventilator getrocknet. Falls der Schnitt nur Myozyten und einige Kapillaren enthielt, wurde der Gewebeblock weiter bis zu fünfmal angeschnitten, danach ein Schnitt auf einen Objektträger aufgenommen und mit Hämatoxylin-Eosin Doppelfärbung gefärbt. Dieses Verfahren wurde solange wiederholt, bis eine geeignete Schnittebene erreicht wurde. Waren nach mehrmaligem Anschneiden keine Arteriolen oder Venolen nachweisbar, wurde das Schneiden abgebrochen und der restliche Gewebeblock für weitere Untersuchungen (im Rahmen anderer Projekte) aufgehoben. Die getrockneten Gefrierschnitte wurden bis zur Durchführung der immunhistologischen Färbungen bei −70^∘C aufbewahrt.

2.3.2.1 Beschichtung der Objektträger

Eine Beschichtung der Objektträger ist erforderlich, um eine ausreichende Haftung der Gewebeschnitte während der mehrmaligen Waschvorgänge zu gewährleisten. 20 ml der Poly-L-Lysin Ursprungslösung (Sigma Diagnostics, Nr. P 8930) werden 1:10 mit Aqua bidest. verdünnt und in einen 9×7×6,5 cm^3 großen Glaskasten gefüllt. Jeweils 19 Objektträger werden in einem Färbegestell nach einem quer-schräg-quer-Muster angeordnet und für 5 Minuten in die verdünnte Poly-L-Lysin Lösung eingetaucht. Anschließend werden die Objektträger über Nacht bei Zimmertemperatur luftgetrocknet.

2.3.2.2 Hämalaun-Eosin Doppelfärbung (H & E)

Die Doppelfärbung mit Hämalaun-Eosin wurde für Übersichtspräparate während des Gefrierschnittvorgehens eingesetzt, um eine für die nachfolgenden immunhistologischen Methoden geeignete Schnittebene zu finden. Die für die Transplantatvaskulopathie typische Intimaproliferation wurde an Arteriolen und Venolen beschrieben. Deshalb wurde eine Schnittebene gesucht, die neben Kapillaren auch Arteriolen oder Venolen enthielt. Die einzelnen Schritte der Färbemethodik sind die folgenden:

1. Trocknen der Schnitte und 10 Min. fixieren in Aceton. 2. Kernfärbung in Hämalaun (5 Min.). 3. Spülen in Aqua dest.

4. Bläuen in fließendem Leitungswasser (10 Min.). 5. Färben in Eosin, 0,1 % in Aqua dest. (1 Min.). 6. Auswaschen in Aqua dest. 7. Differenzieren in 80%igem Äthanol. 8. 96- und 100%iges Äthanol (je 2 Min.). 9. Xylol (3–5 Min.). 10. Eindecken.

2.3.3 Einfachimmunfluoreszenzfärbung mit der indirekten Biotin-Streptavidin-Methode

Zum Nachweis von Vitronektin, α_v-Integrin sowie Kollagen IV wurden Färbungen nach der indirekten Biotin-Streptavidin-Methode durchgeführt. Diese Methode beruht auf der Affinität von Streptavidin (ein Protein von Streptomyces Avidinii) zum Vitamin Biotin. Der an das Antigen gebundene spezifische (primäre) Antikörper wird mit einem biotinylierten sekundären, gegen den primären Antikörper gerichteten Antikörper gebunden. Der Nachweis der Sekundärantikörper geschieht durch das mit Fluoreszenzfarbstoff (Fluorochrom) markierte Streptavidin (Abb. 2). Die Fluorochrome werden im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht.

Nachdem die Schnitte unter kaltem Fön mindestens 30 Min. getrocknet wurden, werden sie für weitere 10 Min. in Aceton fixiert. In den folgenden Färbeschritten werden die Präparate nacheinander mit Blockierlösungen (Avidin, Biotin), Normalserum, Primär-, Sekundärantikörper sowie Streptavidin in den Feuchtkammern bei Zimmertemperatur inkubiert. Eine Blockierung mit Avidin/Biotin ist erforderlich, um eine unspezifische Reaktion durch Anwesenheit von Biotin oder ähnlichen Substanzen im Gewebe zu unterdrücken. Die Vorbehandlung mit Normalserum (aus der gleichen Spezies wie der biotinylierte Antikörper) führt durch Bindung freier reaktiver Gruppen im Gewebe zu einer weiteren Steigerung der Spezifizität der Methode. Nach jedem Inkubationsschritt (Sequenz) werden die Schnitte gewaschen, um die unspezifische Hintergrund-Fluoreszenz möglichst gering zu halten. Anschließend an jeden Waschvorgang, bzw. vor jeder Applikation eines Antikörpers oder der Blockierlösung, werden die Objektträger vorsichtig um den

Abb. 2: Immunhistologische Färbemethoden; rechts, indirekte Immunfluoreszenz; links, Biotin-Streptavidin-Methode; B, Biotin; S, Streptavidin; F, Fluorochrom

Schnitt herum von der überflüssigen Waschlösung befreit, um eine unnötige Verdünnung der Antikörper zu vermeiden.

Die Inkubationszeiten wurden konstant gehalten (je nach Sequenz), außerdem wurden für jeden Schnitt stets 60 μl Lösung (Blockier-, Antikörper-, oder Streptavidinlösung) benutzt, um vergleichbare Ergebnisse zwischen den Serien zu erzielen.

Vor dem Durchführen der eigentlichen Färbeprozedur wurde zuerst die Waschlösung (phosphate balanced salt solution oder PBS-Lösung) angesetzt und die Antikörper, bzw. das Normalserum und das Streptavidin verdünnt. Die Feuchtkammer (bzw. der dazugehörige Zellstoff) wurden mit Aqua dest. benetzt, die Schnitte aus der Tiefkühltruhe geholt und mindestens 30 Min. unter kaltem Fön getrocknet.

2.3.3.1 Vorbereitung der PBS-Lösung

Zunächst wird eine 10 Liter PBS-Stammlösung bereitgestellt. Dazu werden folgende Reagenzien benutzt: 818,16 g NaCl, 29,80 g KCl, 32,12 g NaH_2PO_4 · H_2O, 166,82 g Na_2HPO_4 · 2H_2O, sowie 10 Liter Aqua bidest. Für die fertige PBS-Lösung werden 500 ml Stammlösung auf 10 l mit Aqua bidest. aufgefüllt. Vor jeder immunhistologischen Färbeprozedur werden 0,5 % bovines standard Albumin (BSA, Serva, Nr. 11930) hinzugefügt. Die PBS/BSA-Lösung wird

Tab. 3: Herkunft und Verdünnung der Antikörper und Kontrollgammaglobuline. Ak., Antikörper; Kan., Kaninchen; *, die anti-Vitronektin-Antikörper wurden freundlicherweise von Dr. K. T. Preissner, Kerckhoff-Klinik, Bad Nauheim, zur Verfügung gestellt.

Antikörper/Gammaglobulin Spezifität Herkunft (Bestell-Nr.) Species Verdünnung

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 α_v-Integrin α_v-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

täglich neu zubereitet, da sie bei Zimmertemperatur nicht haltbar ist. Sowohl für die Herstellung der PBS-Stammlösung als auch für die Auflösung der BSA wird ein Magnetrührer (Janke & Kunkel, KMO 2 electronic) benutzt. Für eine Färbeprozedur werden 2 Liter 0,5%ige PBS/BSA-Lösung hergestellt. Diese Lösung wird sowohl als Waschflüssigkeit als auch als Verdünnungsmittel für die Antikörper benutzt.

2.3.3.2 Vorbereitung der Antikörper

Die Merkmale, die Herkunft und die Verdünnung der benutzten Antikörper sind in Tab. 3 aufgelistet. Die optimale Verdünnung der Primärantikörper wurde in Vorversuchen mit Verdünnungsreihen (1, 5, 10 und 20 μg/ml) erarbeitet. Zur Verdünnung der Antikörper wurde die frisch vorbereitete PBS/BSA-Lösung benutzt. Nach der Verdünnung wurden die Antikörper zur Homogenisierung der Lösung mit einem Schüttelgerät (Janke & Kunkel, Vibrafix VF1 electronic) bei 2000 Rotationen/Min. gemixt. Die markierten Antikörper bzw. das Streptavidin wurden bis zum Gebrauch in einer Dunkelkammer aufgehoben.

2.3.3.3 Methodik

In einem Färbevorgang wurden 30 Gewebeschnitte (5 konsekutive Schnitte von 6 Endomyokardbiopsien) mit einem der folgenden Primärantikörper getestet: monoklonale Antikörper gegen Vitronektin, gegen α_v-Integrin, oder gegen Kollagen IV. Alle Antikörper stammen von der Maus. Für die Negativ- Kontrollen wurden (anstatt eines Primärantikörpers) 0,5%ige PBS/BSA- Lösung sowie Maus-Gammaglobulin benutzt.

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

1. Trocknen der Schnitte unter kaltem Fön (10 Min.). 2. Fixieren in Aceton (10 Min.).

3. Blockieren mit Avidinblockierlösung (15 Min.). 4. Waschen in PBS/BSA 0,2 % (max. 10 Min.). 5. Blockieren mit Biotinblockierlösung (15 Min.). 6. Waschen in PBS/BSA 0,2 % (max. 10 Min.).

7. Blockieren mit Maus-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 Primär-Antikörper von der Maus (gegen Vitronektin, α_v-Integrin oder Kollagen IV) (30 Min.).

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

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

13. Inkubieren (abgedunkelt) mit Streptavidin-Cy3 (30 Min.). 14. Waschen in PBS/BSA (3 × 5 Min.). 15. Eindecken mit Histogel.

2.3.4 Doppelimmunfluoreszenzfärbung

Zur Charakterisierung der perivaskulären Expression von Vitronektin werden Doppelimmunfluoreszenzfärbungen (mit anti-Kollagen IV-Antikörper als Marker der vaskulären Basalmembran) eingesetzt. Analog hierzu wird beim Nachweis der Koexpression des Vitronektins zusammen mit α_v-Integrin vorgegangen.

Für eine Doppelimmunfluoreszenz wurden zwei verschiedene Fluorochrome zum Nachweis zweier Antigene im selben Präparat eingesetzt. Dafür wurde die Biotin-Streptavidin-Färbung mit einer einfachen indirekten Immunfluoreszenz kombiniert (Abb. 2). Zunächst wurde eine Biotin-Streptavidin- Färbung mit einem Antikörper gegen Vitronektin durchgeführt. Als Fluorochrom wurde AMCA oder Cy5 benützt. Bei der darauffolgenden indirekten Immunfluoreszenz wird der an das Zweit-Antigen (hier Kollagen IV oder α_v- Integrin) gebundene spezifische (primäre) Antikörper über einen mit Cy3 fluorochromierten, gegen den primären Antikörper gerichteten Antikörper nachgewiesen. Zur Vermeidung von ungewünschten Kreuzreaktionen wurden Primärantikörper von zwei verschiedenen Spezies benutzt: Antikörper gegen Vitronektin vom Kaninchen und Antikörper gegen Kollagen IV bzw. gegen α_v-Integrin von der Maus.

In dieser Untersuchung wurden zwei Fluorochromkombinationen benutzt. Für die Mehrzahl der Doppelfluoreszenzfärbungen wurden Streptavidin und sekundäre Antikörper markiert mit AMCA bzw. Cy3 eingesetzt. Diese Schnitte wurden am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet und die Ergebnisse getrennt für den jeweiligen Fluoreszenzfarbstoff dokumentiert. Die Beurteilung der Antigenkollokalisation (das Auftreten von zwei Antigenen in der gleichen Lokalisation) war somit nur bedingt möglich. Infolgedessen wurden an einer geringen Zahl von Biopsien zusätzlich Doppelfluoreszenzfärbungen mit der Fluorochromkombination Cy5/Cy3 durchgeführt. Diese Schnitte wurden am Laser-Scan-Mikroskop untersucht (s. 2.3.5.2.).

Analog zur einfachen Biotin-Streptavidin-Färbung wurde vor der Durchführung der eigentlichen Färbeprozedur zunächst die Waschlösung angesetzt (s. 2.3.3.1.) und die Antikörper bzw. das Normalserum und das Streptavidin verdünnt (s. 2.3.3.2.). Die optimale Verdünnung der Primärantikörper wurde in Vorversuchen mit Verdünnungsreihen (1, 5, 10 und 20 μg/ml) erarbeitet.

2.3.4.1 Methodik

In einem Färbevorgang wurden 30 Gewebeschnitte (6 konsekutive Schnitte von 5 Endomyokardbiopsien) gleichzeitig mit zwei Primärantikörpern getestet: polyklonaler Antikörper gegen Vitronektin (vom Kaninchen) und monoklonaler Antikörper gegen α_v-Integrin bzw. gegen Kollagen IV (Tab. 3).

Für die Doppelimmunfluoreszenzfärbung wird zunächst eine Biotin-Strep-tavidin-Färbung (mit Anti-Vitronektin-Antikörper und AMCA- bzw. Cy5- markiertem Streptavidin) durchgeführt. Im Anschluß wird der Schnitt mit dem zweiten Primärantikörper (anti-Kollagen IV-Antikörper oder anti-α_v- Integrin-Antikörper) inkubiert, erneut dreimal gewaschen und danach mit einem Cy3-markierten anti-Maus-Immunglobulin überschichtet. Nach dem

Waschen erfolgt das Eindecken in Histogel. Die einzelnen Schritte der Färbemethodik sind die folgenden:

1. Trocknen der Schnitte unter kaltem Fön (10 Min.). 2. Fixieren in Aceton (10 Min.).

3. Blockieren mit Avidinblockierlösung (15 Min.). 4. Waschen in PBS/BSA 0,2 % (max. 10 Min.). 5. Blockieren mit Biotinblockierlösung (15 Min.). 6. Waschen in PBS/BSA 0,2 % (max. 10 Min.).

7. 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 Primärantikörper vom Kaninchen gegen Vitronektin (30 Min.).

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

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

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

13. Inkubieren (abgedunkelt) mit Streptavidin-AMCA (30 Min.). 14. Waschen in PBS/BSA (3 × 5 Min.).

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

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

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

18. Waschen in PBS/BSA 0,2 % (3 × 5 Min.). 19. Eindecken mit Histogel.

Zugleich wurden insgesamt 4 Negativ-Kontrollen (a–d) mitgeführt. Ab der Sequenz 9 wurde der Färbevorgang zu diesem Zweck teilweise geändert:

a) Statt des Vitronektin-Antikörpers wurde PBS/BSA-Lösung eingesetzt, danach wurden die Sequenzen 10 bis 13 ausgeführt und vorzeitig mit Histogel eingedeckt.

b) Nachdem die Sequenzen 9 bis 14 übersprungen wurden, folgte eine Inkubation mit PBS/BSA-Lösung anstatt des Kollagen IV- bzw. α_v- Integrin-Antikörpers; die übrigen Sequenzen blieben unverändert.

c) Statt der beiden Primärantikörper wurde PBS/BSA-Lösung eingesetzt;

die übrigen Sequenzen blieben unverändert.

d) Statt des Vitronektin-Antikörpers wurde Kaninchen-Gammaglobulin, und statt des Kollagen IV- bzw. α_v-Integrin-Antikörpers wurde Maus- Gammaglobulin benutzt; die übrigen Sequenzen blieben unverändert.

Für die Doppelfluoreszenzfärbung mit Cy5 und Cy3 wurde das Streptavidin-AMCA in der Sequenz 13 durch Streptavidin-Cy5 ersetzt. Die Färbemethodik und die Kontrollen blieben ansonsten unverändert.

2.3.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Auswertung der immunhistologischen Präparate (in Einfach- und Doppelimmunfluoreszenz) erfolgt am Fluoreszenzmikroskop im Auflicht-Hellfeld-verfahren.

2.3.5.1 Das Fluoreszenzmikroskop

Zur Ausrüstung eines Fluoreszenzmikroskops gehören eine spezielle Lichtquelle, Erregerfilter, Sperrfilter und dichromatische Teilerspiegel für das Auflicht-Hellfeldverfahren.

Das Präparat wird mit kurzwelligem Licht (Erregerlicht) beleuchtet, wahrgenommen wird hingegen nur das von Fluoreszenzfarbstoffen emittierte langwellige Licht (Fluoreszenzlicht). Durch das Erregerfilter werden aus dem Lichtquellenspektrum diejenigen Wellenlängen ausgewählt, die das zu untersuchende Fluorochrom zur Fluoreszenz bringen: das Erregerlicht soll dem Absorptionsmaximum der fluoreszierenden Substanz entsprechen. Das Sperrfilter im Strahlengang ist für das Erregerlicht undurchlässig. Infolgedessen kann nur das im Präparat erzeugte Fluoreszenzlicht das Sperrfilter passieren und in das Okular eintreten.

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

Die Auswertung der immunhistologischen Präparate (Einfach- und Doppelimmunfluoreszenz mit Cy3/AMCA) erfolgte mit einem Zeiss Mikroskop (Typ Standard 16) ausgerüstet mit einer Quecksilber-Höchstdrucklampe (Osram, HBO-100). Für die Darstellung der Cy3-Fluoreszenz wurde ein Filterkomplex eingesetzt, welcher von Fluoreszenzlicht mit Wellenlängen größer als 590 nm passiert werden kann. Der Filterkomplex besteht aus einem

546 nm Erregerfilter, einem dichromatischen Teilerspiegel für 580 nm sowie einem Sperrfilter für 590 nm. Zusätzlich wurde für die Doppelfluoreszenz ein AMCA-Filterkomplex benutzt. Dieser ist ausgestattet mit einem 365 nm Erregerfilter, einem dichromatischen Teilerspiegel für 395 nm sowie einem Sperrfilter für 420 nm, und kann von Fluoreszenzlicht mit Wellenlängen größer als 420 nm passiert werden. Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit einer an das Mikroskop angeschlossenen Leitz Kamera auf 400 ASA Ektakrome Filmen (Kodak, Tageslicht).

Zur Veranschaulichung der Vitronektin-Lokalisation innerhalb der Gefäßwand wurden bei einer Einfachimmunfluoreszenzfärbung die Gefäßkonturen exemplarisch herausgearbeitet (Abb. 9). Dazu wurden das Programm xv 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 Doppelfluoreszenzfärbungen mit der Fluorochromkombination Cy3/Cy5 wurden am Laser-Scan-Mikroskop ausgewertet und dokumentiert. Im Gegensatz zum einfachen Fluoreszenzmikroskop erlaubt das Laser-Scan-Mikroskop die gleichzeitige Anregung von zwei Fluorochromen. Die unter diesen Bedingungen emittierten Wellenlängen werden unterschiedlich farbkodiert (z. B. rot und grün) und auf einem Bild aufgezeichnet. Das Übereinanderliegen der zwei Farben (Nachweis für die Kollokalisation von zwei Antigenen) wird in einer dritten Farbe (z. B. gelb) dargestellt. Für das Erregerlicht wird im Laser-Scan-Mikroskop nur eine Wellenlänge verwendet, die dem Absorptionsmaximum der fluoreszierenden Substanz entspricht. Dies führt zu einer gesteigerten Spezifizität des erzielten Fluoreszenzlichtes bei Fluorochromen, deren Absorptionsmaxima in benachbarten Regionen des Spektrums liegen.

Das in dieser Arbeit benutzte Laser-Scan-Mikroskop (Deutsches Krebsforschungszentrum; Hersteller: Zeiss, Oberkochen) ist mit einem Helium-Neon- Laser ausgestattet. Für das Erregerlicht wurden Wellenlängen von 543 nm (für Cy3) oder 633 nm (für Cy5) benutzt. Die Dokumentation erfolgte mit einem Diabelichtungssystem (Focus Graphics, Farchant).

2.3.5.3 Quantifikation der immunhistologischen Ergebnisse

Die immunhistologischen Präparate wurden im Fluoreszenzmikroskop mit geeigneten Filterkombinationen für Cy3 bzw. AMCA untersucht. Um die sichtbare Fluoreszenz histologischen Strukturen zuzuordnen, wurden die konsekutiven Einfachfluoreszenzpräparate mit Kollagen IV als Marker der vaskulären Basalmembran beurteilt und somit Arteriolen, Venolen oder Kapillaren identifiziert. Für die Doppelfluoreszenzpräparate wurde der Schnitt abwechselnd mit dem einen oder dem anderen Filter betrachtet, so daß zusätzlich eine Kollokalisation der untersuchten Antigene beurteilt werden konnte.

Die Expression eines Antigens (bzw. die Intensität der nachgewiesenen Fluoreszenz) wurde subjektiv auf einer Skala von 0 bis 6 eingestuft (0: keine nachweisbare Fluoreszenz; 1: fragliche, sehr diskrete Reaktion; 2: leichte Fluoreszenzintensität, weniger als 25 % des Gefäßumfangs; 3: leichte bis mittlere Fluoreszenzintensität; 4: mittlere Intensität der Fluoreszenz, mehr als 50 % des Gefäßumfangs; 5: mittlere bis starke Fluoreszenzintensität; 6: starke Fluoreszenzintensität, über den gesamten vaskulären Umfang reichend). Die in einem Präparat morphologisch darstellbaren Arteriolen und Venolen wurden zunächst getrennt ausgewertet. Da nicht in allen Präparaten 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 vaskuläre Antigenexpression beurteilt. Falls ein Präparat Gefäße mit unterschiedlicher Ausprägung der Antigenexpression enthielt, wurde nur die höchste nachweisbare Ausprägung berücksichtigt.

Zum quantitativen Vergleich der Antigenexpression zwischen den Patienten wurde für jeden Patient die Antigenexpression über die Anzahl der Biopsien gemittelt, und zwar getrennt für die ersten zwei Monate postoperativ (Früh-Score) und für den späteren Verlauf (Folge-Score). Somit konnte die Antigenexpression auch im Verlauf für jeden einzelnen Patienten beurteilt werden. Für die beiden untersuchten Antigene (Vitronektin und α_v-Integrin) wurden jeweils die Früh- und die Folge-Scores errechnet.

2.4 Statistische Auswertung

In dieser Untersuchung wurden sowohl Methoden der deskriptiven als auch der analytischen Statistik eingesetzt. Zunächst wurden der Mittelwert und die empirische Standardabweichung (SD) der quantitativen klinischen und laborchemischen Daten errechnet (Spender- und Empfängeralter, Ischämiezeit vor der Herztransplantation, Blutdruck, Cholesterin- und Triglycerid- Serumspiegel). Die funktionale Abhängigkeit zwischen den klinischen sowie laborchemischen Daten und den immunhistologischen Ergebnissen (bzw. den Antigen-Scores) wurden für das Patientenkollektiv durch die Ermittlung des linearen Korrelationskoeffizienten r untersucht. Die gleiche Regressionsrechnung wurde für die Gesamtzahl der Endomyokardbiopsien zwischen der Vitronektin- und α_v-Integrin-Expression, sowie zwischen der Antigen- Expression und dem Grad der akuten Abstoßung durchgeführt.

Darüberhinaus wurden Tests der analytischen Statistik eingesetzt: die Prüfung der Signifikanz der erzielten linearen Korrelation erfolgte mit einem Ein-Stichproben-t-Test für den Korrelationskoeffizienten. Weiter wurde im Rahmen der quantitativen Auswertung der Koronarangiogramme geprüft, ob sich der Koronararteriendurchmesser im zeitlichen Verlauf ändert. Hierbei wurden die Koronarindizes zwischen dem ersten und dem zweiten Jahr postoperativ durch einen t-Test für paarige Stichproben verglichen und die Irrtumswahrscheinlichkeit P bestimmt. Ebenso wurde für die zeitliche Entwicklung der Antigen-Expression vorgegangen: verglichen wurden die Frühund Folge-Scores jeweils für die Vitronektin-und die α_v-Integrin-Expression.

Weiterhin wurden die erhobenen klinischen und laborchemischen Daten sowie die immunhistologischen Ergebnisse zwischen zwei Untergruppen des Patientenkollektivs (s. 3.2.2.) verglichen. Geprüft werden sollte, ob die beiden Untergruppen bezüglich eines Parameters zu zwei Grundgesamtheiten mit unterschiedlichem Erwartungswert gehören. Hierzu wurden t-Tests für unabhängige Stichproben durchgeführt und die Irrtumswahrscheinlichkeiten P bestimmt.

Sowohl für die deskriptive (Mittelwert ± SD) als auch für die analytische Statistik (t-Tests) wurde das Statistik-Programm der EXCEL 5.0 Software benutzt. Im Vorfeld wurde die Normalverteilung der Daten nach Errechnung der empirischen Verteilungsfunktion geprüft. Für die durchgeführten Tests galt ein P -Wert unter 0,05 als signifikant.

3 Ergebnisse

3.1 Patientendaten

Das Alter der untersuchten Patienten betrug im Mittel 53 ± 8 Jahre (Bereich 33 bis 63 Jahre; 15 männlich). Die postoperative Beobachtungszeit bis zum Zeitpunkt der zuletzt durchgeführten Koronarangiographie belief sich im Mittel auf 39 ± 13 Monate (Bereich 17 bis 60 Monate). Die präoperative 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 aufgeführt.

3.2 Koronarangiographie

Bei allen 16 Patienten wurde eine Koronarangiographie nach einem Jahr postoperativ durchgeführt, bei 15 Patienten außerdem 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 Koronarangiogramme (2 bis 5 je Patient) ausgewertet.

3.2.1 Visuelle Beurteilung

Die Auswertung der Koronarangiographie-Befunde zeigte, daß im Mittel 29 ± 8 Monate postoperativ bereits 8 von 16 Patienten eine Transplantatvaskulopathie entwickelt hatten (Abb. 3). Die relative Häufigkeit der TVP im Patientenkollektiv war 6 % nach einem Jahr, 25 % nach zwei Jahren und 50 % nach drei Jahren postoperativ. Nur der Patient 1 zeigte während der Beobachtungszeit signifikante Veränderungen der Koronarien (> 50 % Lumeneinengung). Dieser Patient hat im Verlauf eine schwere Transplantatvaskulopathie mit Befall aller epikardialen Herzkranzgefäße sowie mehrerer kleiner Äste entwickelt, die 17 Monate postoperativ zu seinem Tod führte.

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 Präoperative Diagnose

Dilatative Kardiomyopathie 14 Koronare Herzerkrankung 1 Vitium 1 Präoperative Ischämiezeit (Min.) 176,1 ± 48,9 Spender-Alter (Jahre) 38,0 ± 12,1 Spender-Geschlecht (m/w) 11/4 Abstoßungsscore

im ersten Jahr postoperativ 1,334 ± 0,562 Gesamt-Score 1,165 ± 0,459 Koronar-Index (mm)

im 1. Jahr 2,15 ± 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 ± 39,4

3.2.2 Quantitative Auswertung

Um die Progression der Transplantatvaskulopathie genauer einschätzen zu können, wurde eine quantitative Auswertung der Gefäßveränderungen mit dem Coronary Angiography Analysis System II (CAAS-II) durchgeführt. Dadurch konnten auch Patienten mit scheinbar unauffälligen Koronararterien erfaßt werden (Abb. 4).

Insgesamt wurden 471 Koronarsegmente (zwischen 20 und 40 je Patient) digitalisiert und vermessen. Die Koronar-Indizes wurden berechnet und für 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).

Abb. 3: Koronarangiographie-Bilder nach einem Jahr (oben) und nach drei Jahren (unten) postoperativ bei Patient 4. Neu aufgetretene Koronarveränderungen (25 % Stenose) im Bereich des Ramus circumflexus (Segment 12).

Abb. 4: ”Unauffällige“ Koronararterien nach 2 Jahren postoperativ (unten). Deutlich schmalere Koronargefäße im Vergleich zum Koronarangiogramm nach einem Jahr (oben). Rechts, rechte Koronararterie; links, linke Koronararterie.

Die Ergebnisse der Bestimmung der Meßgenauigkeit (s. 2.2.2.3.) wurden benutzt, um die Patienten in zwei Gruppen einzuteilen: Patienten mit einer schnelleren Entwicklung der Transplantatvaskulopathie einerseits (Gruppe A) und Patienten mit keiner oder einer langsameren Entwicklung der Transplantatvaskulopathie andererseits (Gruppe B). Von einer schnellen Progression der TVP wurde ausgegangen, wenn die Differenz zwischen den Koronar-Indizes der ersten und der zweiten Koronarangiographie das Dreifache der Standardabweichung der Meßfehler überschritt. Dieser Schwellenwert entspricht einer Änderung um ±0,1 mm, bzw. 4,1 % des Gefäßdurchmessers.

Die Abnahme des Koronar-Index war größer als 0,1 mm für zehn Patienten. Zur Gruppe A wurde außer diesen Patienten auch der Patient 1 gerechnet, der an den Folgen einer Transplantatvaskulopathie verstarb. Der Koronar-Index innerhalb der Gruppe A nahm während des zweiten Jah-

Tab. 5: Auswertung der Koronarangiogramme (qualitativ und quantitativ). TVP, Transplantatvaskulopathie; *, die Differenz wurde entsprechend der tatsächlichen Zeit zwischen den Koronarangiographien korrigiert.

Koronar- Koronar- Angiogr. Anzahl Index Index Differenz Pat. Anzahl Diagnose der für das für das zwischen der einer quantitativ 1. Jahr 2. Jahr KI_1 Koronar- TVP ausgewerteten postop. postop. und angio- in Tagen Koronar- (KI_1) (KI_2) KI_2 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 übrigen fünf Patienten (aus der Gruppe B) zeigten über die gesamte Beobachtungsperiode keine signifikante Abnahme des Koronar-Index, d. h. die jährliche Differenz zwischen den Koronar-Indizes hat zu keinem Zeitpunkt den Schwellenwert von 0,1 mm überschritten.

3.3 Immunhistologie

Die quantitative Auswertung der Koronarangiogramme zeigte eine schnelle Progression der Transplantatvaskulopathie bei zwei Drittel der Patienten. Um einen möglichen Zusammenhang der Transplantatvaskulopathie mit der Vitronektin- oder α_v-Integrin-Expression in den Endomyokardbiopsien zu erforschen, wurden immunhistologische Färbungen in Einfach- und Doppelfluoreszenztechnik an Gefrierschnitten durchgeführt.

Die Untersuchungen erfolgten an 93 rechtsventrikulären Endomyokardbiopsien von 16 herztransplantierten Patienten. Die Endomyokardbiopsien wurden zwischen 2 Wochen und 4 Jahren postoperativ gewonnen. Von den 93 Biopsien konnten 75 (81 %) für immunhistologische Untersuchungen benutzt werden. Die restlichen 18 Biopsien erwiesen sich nach dem Gefrierschneiden und einer Hämalaun-Eosin-Färbung 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

Für jede Einfach- oder Doppelfluoreszenzfärbung wurden Negativ-Kontrollen mit PBS und Maus- bzw. Kaninchen-Gammaglobulin durchgeführt. Die Auswertung der Kontrollen unter dem Fluoreszenzmikroskop hat erwartungsgemäß keine Anfärbung der angeschnittenen Strukturen gezeigt.

3.3.2 Vitronektin in Endomyokardbiopsien der Patienten aus der Gruppe A

Es wurden insgesamt 54 Endomyokardbiopsien von 11 Patienten mit einer schnellen Progression der Transplantatvaskulopathie untersucht. In der Mehrzahl der Präparate wurden Vitronektin-Ablagerungen in den Gefäßwänden der Arteriolen und Venolen nachgewiesen; die Kapillaren zeigten durchgängig keine Vitronektin-Expression (Abb. 5). Drei Biopsien, die früh postoperativ entnommen wurden, zeigten keine Expression von Vitronektin in den Gefäßen.

Im Verlauf wurde bei fast allen Patienten eine Zunahme der Vitronektin- Expression (Abb. 6 und 7) beobachtet. Für die Patienten, von denen eine Frühbiopsie zur Verfügung stand, zeigte der Vitronektin-Score (zusammengefaßt in Tab. 6) eine signifikante Zunahme nach zwei Monaten postoperativ (Früh-Score 1,1±0,8 versus Folge-Score 3,8±0,4, t-Test mit n = 7, P < 0,001, Abb. 8).

A B

C D

E F

Abb. 5: Immunfluoreszenzfärbungen mit anti-Vitronektin-Antikörpern (A, B, D, F) und anti-Kollagen IV-Antikörper (C, E). Nachweis des Vitronektin- Antigens in den Arteriolen (A, Vergrößerung 40 ×) und Venolen (B, Vergrößerung 40 ×). In Doppelimmunfluoreszenz zeigten die Kapillaren, dargestellt mit Kollagen IV-Antikörper (C, ⊳, Vergrößerung 100 ×) keine Vitronektin- Expression (D, ⊳, Vergrößerung 100 ×). Im Bereich der Basalmembranzone waren Kollagen IV (E, ⊲, Vergrößerung 40 ×) und Vitronektin (F, ⊲, Vergrößerung 40 ×) kollokalisiert.

A B

C D

Abb. 6: Doppelimmunfluoreszenzfärbungen (DF) mit Cy3/Cy5, ausgewertet am Laser-Scan-Mikroskop. DF nach 2 Wochen (A) und nach 6 Wochen (B) postoperativ mit anti-Vitronektin- und anti-Kollagen IV-Antikörper. In A: Kollagen IV rot und Vitronektin grün; in B: Kollagen IV grün und Vitronektin rot; das Übereinanderliegen 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-α_v-Integrin-Antikörper (C und D). Vitronektin rot, α_v-Integrin grün; das Übereinanderliegen der zwei Farben ergibt gelb. Nachweis der Kollokalisation von Vitronektin und α_v-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 vaskulären Basalmembran, kollokalisiert (Abb. 5 und 6). Folglich kann aus den Doppelfluoreszenzfärbungen abgeleitet werden, daß die Vitronektin- Ablagerungen in der vaskulären Basalmembranzone lokalisiert sind.

Außerdem wurde das Vitronektin-Antigen in der extrazellulären Matrix aller untersuchten Biopsien nachgewiesen.

Abb. 7: Antigen-Expression im Zeitverlauf bei 16 Patienten. Auf der Abszisse die Zeit (Tage postoperativ), auf der Ordinate die Antigen-Expression (.......⋄ , Vitronektin; . . .^△ , α_v-Integrin). Der Zeitpunkt der angiographischen Diagnose der Transplantatvaskulopathie ist ggf. mit einem Pfeil dargestellt.

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

Vitronektin-Expression α_v-Integrin-Expression Anzahl der Früh- Folge- Früh- 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 Präparaten wurde Vitronektin nachgewiesen. Die Lokalisation des Vitronektin-Antigens stimmte überein mit dem vorher beschriebenen Fall der Gruppe A. Allerdings hatten die Vitronektin-Ablagerungen eine niedrigere Intensität, und die Zunahme der Vitronektin-Expression trat zu einem späteren Zeitpunkt auf. Bei einem Patienten aus dieser Gruppe wurde ein granuläres Verteilungsmuster der Vitronektin-Expression in einer Arteriole beobachtet (Abb. 9).

Antigen-Expression

Vitronektin (n = 7) α_v-Integrin (n = 7)

Abb. 8: Zeitverlauf der Antigen-Expression.

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

Um zu prüfen, ob die Vitronektin Ablagerungen mit einer Expression des Vitronektin-Rezeptors α_vβ_3-Integrin assoziert sind, wurden Einfachfluoreszenzfärbungen für die α_v-Kette durchgeführt.

In allen Präparaten wurde α_v-Integrin-Antigen in der Gefäßwand der Arteriolen und Venolen nachgewiesen. Im Gegensatz zu Vitronektin wurde α_v- Integrin in den Kapillaren exprimiert (Abb. 10).

Analog zu Vitronektin wurde im Verlauf eine Zunahme der α_v-Integrin- Expression beobachtet (Abb. 7). Der α_v-Integrin-Score (zusammengefaßt in Tab. 6) zeigte eine signifikante Zunahme nach zwei Monaten postoperativ (Früh-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 α_v-Integrin korreliert (r = 0,513, P < 0,001).

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

In allen Präparaten wurde das α_v-Integrin-Antigen nachgewiesen. Seine Lokalisation stimmte wiederum überein mit der Gruppe A. Allerdings war in der Gruppe B die Expression des α_v-Integrin weniger intensiv und die Zunahme wurde später beobachtet.

Abb. 9: Vitronektin-Expression in einer Arteriole bei einem Patienten aus der Gruppe B. Die Gefäßkonturen (weiß umrissen) wurden mittels digitaler Bildverarbeitung herausgearbeitet.

3.3.6 Kollokalisation von Vitronektin und α_v-Integrin

Um herauszufinden, ob Vitronektin eventuell an seinen Rezeptor gebunden ist, wurden Doppelfluoreszenzfärbungen durchgeführt. Es zeigte sich, daß die Vitronektin- und α_v-Integrin-Antigene teilweise kollokalisiert sind, und zwar in den Arteriolen und Venolen am basalen Pol der Endothelzellen und unterhalb der vaskulären Basalmembran (Abb. 6). Das vaskuläre Endothel exprimiert das α_v-Integrin-Antigen (vor allem an der luminalen Zelloberfläche), während das Vitronektin-Antigen unter den Endothelzellen lokalisiert ist, wo es möglicherweise mit dem α_v-Integrin-Antigen zum Teil kollokalisiert ist.

3.3.7 Relation zwischen den immunhistologischen und klinischen Daten

Die Prüfung der funktionalen Abhängigkeit der immunhistologischen Ergebnisse mit den klinischen und laborchemischen Daten wurde getrennt für die Vitronektin- und α_v-Integrin-Expression vorgenommen (lineare Regression). Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen dem Vitronektinoder α_v-Integrin-Score einerseits und dem Spender- oder Empfängeralter, der Ischämiezeit vor der Herztransplantation, dem Blutdruck, oder dem Cholesterin- oder Triglycerid-Serumspiegel andererseits.

A