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L. Einleitung:

Die Transplantationschirurgie hat in den vergangenen Jahrzehnten signifikante Fortschritte
durchlaufen und kann mittlerweile als Standardtherapie fiir irreversible Organschiadigungen
angesehen werden. Trotzdem bleibt sie hinter ihrem ausgerufenen Ziel, eine Langzeittherapie
fiir diese Patienten darzustellen, zuriick. Dank Fortschritten bei der immunsuppressiven
Therapie sowie bei den Konservierungsverfahren der zu transplantierenden Organe konnten die
kurzfristigen Ergebnisse nach Transplantation entscheidend verbessert werden (19). Hingegen
konnte das Langzeitiiberleben transplantierter Organe nicht entscheidend verlangert werden (7,
18). So stieg das Transplantatiiberleben postmortal entnommener Nieren lediglich von 6.6
Jahren auf 8.8 Jahre in einem Zeitraum von 16 Jahren in den USA (15). Ahnliche Resultate
konnten fiir das Transplantatiiberleben von Lungen, Lebern, Pankreas und Herzen gezeigt
werden (7, 32, 43)

Der Organverlust in der Spatphase nach erfolgter Transplantation ist gekennzeichnet durch eine
schleichende Funktionsverschlechterung des transplantierten Organs. Hierbei zeigen sich je
nach Organ unterschiedliche Verdnderungen, die ursachlich fiir den Funktionsverlust sind (17).
In transplantierten Herzen kommt es zu einer zunehmenden Verengung der Koronararterien
durch die Bildung einer Neointima, bestehend aus glatten Gefafdmuskelzellen, welche langfristig
zu einer Minderperfusion des transplantierten Organs fiihrt (27). Diese Verdnderungen werden
als Transplantatvaskulopathie (TVP) bezeichnet. Vergleichbare Verdnderungen lassen sich auch
in Proben von Nieren und Lungentransplantaten nachweisen (17).

5 Jahre nach erfolgter Transplantation kann man TVP-spezifische Verdnderungen in 30% der
Herztransplantatempfianger nachweisen (5, 35) . Transplantatversagen durch TVP wird fiir
30% der Todesfalle nach erfolgter Transplantation verantwortlich gemacht (5).

Das vorherrschende Merkmal der TVP stellt die zunehmende Verdickung der arteriellen Intima
(Neointima) dar, welche sich konzentrisch in allen Gefiflen des transplantierten Organs

entwickelt (46).
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Sowohl immunologische Faktoren als auch nicht-immunologische Faktoren wie Alter,
Geschlecht, Hirntod, CMV-Infektion, Hypercholesterindmie spielen eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie der TVP (3).

Der genaue Mechanismus der Entstehung der TVP bleibt indessen bis heute ungeklart. Es ist
jedoch bekannt, dass sowohl Empfinger- als auch Spenderzellen bei der Pathophysiologie
beteiligt sind (42). Somit konnte gezeigt werden, dass sich pluripotente Stammzellen sowie
endotheliale Vorlauferzellen des Empfiangers nach erfolgter Transplantation in den
Gefalwanden der Transplantate ansiedeln und, bedingt durch eine dauerhafte Stimulation
durch einen persistierenden immunologischen Reiz, beginnen zu proliferieren (47). Zusatzlich
kommt es zu einer Proliferation intimaler sowie medialer glatter Gefiffmuskelzellen des
Spenders und somit zu einer Formation der Neointima in den Gefiafen der Transplantate (1).

In zwei Teilprojekten dieser kumulativen Habilitationsschrift haben wir uns mit den moglich
protektiven Effekten einer p38- bzw. SDF-1-Inhibierung in Bezug auf die Entstehung von TVP

beschéftigt (22, 38).

Die Hamoxygenase-1 (HO-1) hat zytoprotektive Eigenschaften. Sie ist das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym im Ham-Katabolsimus und konvertiert Him zu freiem
Eisen, Kohlenmonoxid und Biliverdin (49). Diese Produkte zeigen antioxidative,
antiapoptotische, antiproliferative, = immunmodulatorische und antiinflammatorische
Eigenschaften und wurden bereits in einer Vielzahl von transplantationsassoziierten
Pathologien getestet (23, 31).

In drei Teilprojekten dieser Kkumulativen Habilitationsschrift wurden sowohl die
organprotektiven Effekte einer intraoperativ verabreichten Kohlenmonoxidtherapie in einem
Grofdtier-Nierentransplantatationsmodell (9) sowie die immunmodulatorische Wirkung auf T-
regulatorische Zellen (T-regs) durch eine Bilirubin- und Kohlenmonoxidkombinationstherapie

von Mausen nach erfolgter allogener Inselzelltransplantation (16, 25) getestet.
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Die Transplantationsmedizin hat in den vergangen Jahrzehenten eine Evolution vom
experimentellen Feld chirurgischer Pioniere zu einer Standardtherapie fiir irreversible
Organversagen durchlaufen. Wahrend andere Lander (USA, Kanada, UK) diesen Wandel
ebenfalls mit klinischen Transplantationsprogrammen unter Einschluss von eigenen
Weiterbildungscurricula und entsprechenden Endpositionen begleitet haben, stellt die
Transplantationschirurgie in Deutschland weiterhin eine weniger anerkannte Subspezialiserung
der Allgemein- und Viszeralchirurgie dar.

Durch den hierdurch bedingten Mangel an attraktiven Endpositionen kommt es zu einer
zwangsldufigen Abwanderung von voll ausgebildeten Chirurgen aus dem Feld der
Transplantationschirurgie. In Zeiten steigender Zahlen auf den nationalen Wartelisten und im
Gegenzug stagnierender Zahlen verfiigbarer Organe hirntoter Spender (29) werden die
Anspriiche an die Transplantationszentren jedoch zunehmend mit einer steigenden
Spezialisierung verkniipft (12). Insbesondere durch die zunehmende Verwendung marginaler
Organe sowie durch die Etablierung von Lebendspendeprogrammen steigen somit die
Anforderungen an den Transplantationschirurgen sowohl im operativen Feld als auch in der
postoperativen Betreuung und dem Komplikationsmanagement.

Eine zusatzliche Herausforderung neben der Bindung von ausgebildeten Chirurgen an das Feld
der Transplantationschirurgie stellt die adaquate Ausbildung von jungen Chirurgen dar. Gerade
in Zeiten eines drohenden Nachwuchsmangels des gesamten chirurgischen Faches (48) miissen
hier junge Chirurgen frithzeitig an die Transplantationschirurgie gebunden und ausgebildet
werden. Aktuell stehen in Deutschland weder strukturierte Ausbildungsprogramme noch
ausreichend attraktive Endpositionen in der Transplantationschirurgie zur Verfiigung. In drei
klinischen Arbeiten dieser kumulativen Habilitationsschrift hat sich der Autor mit der
Arbeitswelt der Transplantationschirurgie auseinandergesetzt und erstmals Daten iiber
Spezialisierungsgrad und Qualifikation der in Deutschland tatigen Transplantationschirurgen

geliefert (36, 37, 39).
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IL. Teilprojekte und Signifikanz:

Heutzutage wird die Transplantation solider Organe als klinischer Standard fiir die Therapie
irreversibler Organversagen angesehen.

Insbesondere durch signifikante Weiterentwicklung auf dem Gebiet der Immunosuppression
konnten deutliche Verbesserungen des initialen Transplantatiiberlebens erreicht werden. 1-
Jahres Transplantatiiberleben von bis zu 90% sind heutzutage Routine (6). Im Gegensatz hierzu
konnte das Langzeitiiberleben von transplantierten Organen jedoch nicht in gleicher Weise
verbessert werden (15).

Insbesondere das Auftreten des chronischen Transplantatversagens muss man als eine noch
nicht beherrschte Komplikation des Transplantationsprozesses betrachten. Das Kklinische Bild
der chronischen Abstofdung stellt sich je nach transplantiertem Organ unterschiedlich dar.
Gemeinsam ist allen jedoch eine zunehmende Funktionsverschlechterung des Transplantats,
bedingt durch ischdmische Schidigung aufgrund einer zunehmenden Minderperfusion, die
ihrerseits auf die Bildung einer Neointima der zufiihrenden Gefafie zuriickgeht. Diese Neointima
besteht in erster Linie aus glatten GefifSmuskelzellen. Im transplantierten Herzen spricht man
bei diesen Veranderungen von einer chronischen Transplantatvaskulopathie.

In zwei Arbeiten dieser kumulativen Habilitationsschrift habe ich mich mit dem
zugrundeliegenden Pathomechanismus der Transplantatvaskulopathie beschaftigt und durch
selektive Blockade von zwei Mediatoren, die in diesem Prozess wirksam sind, eine signifikante
Besserung der mit der Transplantatvaskulopathie einhergehenden Verianderungen in einem
Mausmodell chronischer Transplantatvaskulopathie erzielt. Die eingesetzten Substanzen finden

sich aktuell in klinischer Testung fiir den humanen Einsatz (34).

Die Immuntoleranz eines Empfiangers fiir ein transplantiertes Organ ist das ausgeschriebene
Endziel der Transplantationsmedizin (41). In zwei Teilprojekten dieser kumulativen
Habilitationschrift wurden die immunmodulatorischen Eigenschaften einer Kohlenmonoxid-
und Bilirubintherapie in einem Inselzelltransplantationsmodell der Maus getestet (16, 25).

Durch die Kombination von Kohlenmonoxid- und Bilirubintherapie konnte ein

5
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Langzeitliberleben der transplantierten Inselzellen erzielt werden. Hierbei zeigte sich, dass
dieser Effekt insbesondere durch eine modulatorische Wirkung auf T-regs erzielt wird und eine
Bilirubintherapie zu einer de-novo-Bildung von T-regs fiihrt. Diese ist fiir die mit der Therapie
einhergehende Toleranzentwicklung verantwortlich.

In einem weiteren Teilprojekt wurde die zuvor in einem Kleintiermodell getestete
organprotektive intraoperative Gabe von Kohlenmonoxid in einem Grofdtiermodell angewandt.
Durch die intraoperative Gabe von Kohlenmonoxid in einem Nierentransplantationsmodell des
Schweines mit einer kalten Ischdmiezeit von 24h wurde eine deutliche Reduktion des Auftretens

einer verzogerten Transplantatfunktion (delayed graft function) erzielt (9).

In einem zweiten, klinischen Teil der vorgelegten Habilitationsschrift habe ich mich mit der
chirurgischen Arbeitswelt des Transplantationschirurgen in Deutschland beschaftigt.

Die Evolution der Transplantationsmedizin zu einer Standardtherapie irreversiblen
Organversagens wurde in einigen Landern (USA, Kanada,Grofdbritannien) durch die Einrichtung
von spezifischen strukturierten Trainingsprogrammen sowie einer formellen Spezialisierung als
Transplantationschirurg begleitet. In Deutschland stellt die Transplantationsmedizin jedoch
weiterhin eine Sub-Domine der Viszeralchirurgie dar. Die transplantationschirurgische
Ausbildung findet hier neben der viszeralchirurgischen Gesamtausbildung statt. Um eine
strukturiertere Ausbildung zu gewdhrleisten, wurde am Klinikum GrofShadern im Rahmen eines
Pilotprojektes ein Transplantations-Fellowship nach nordamerikanischem Vorbild etabliert (8).
Der Autor analysierte hier die Effekte einer friihzeitigen intraoperativen Ausbildung junger
Chirurgen an Nierentransplantationen auf das Auftreten intraoperativer und postoperativer
Komplikationen sowie kurzfristiger postoperativer Qualititsmerkmale (37).

Eine weitere Arbeit analysierte die Karrieren von 25 Transplantationschirurgen an einem
reprasentativen Lebertransplantationsprogramm in Deutschland (36). Hierbei zeigte sich, dass
durch den Mangel an entsprechenden Endpositionen eine Vielzahl von voll ausgebildeten
Lebertransplantationschirurgen der Transplantationschirurgie den Riicken kehren und

alternative Karrierepfade einschlagen. Der hierdurch bedingte stindige ,Brain-Drain“ aus der

6
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Transplantationschirurgie konnte mit einem Qualititsverlust einzelner Programme
einhergehen. Er spiegelt ein strukturelles Problem der Transplantationsmedizin in Deutschland
wider. Diese Arbeit legte den Grundstein fiir eine nationale Umfrage zur Arbeitswelt der
Transplantationschirurgie in Deutschland (39).

Dank dieser Umfrage wurden zum ersten Mal Daten zu einem Gesamtbild der in Deutschland
tatigten Transplantationschirurgen geliefert. Diese Daten konnten bei der Einrichtung der seit

langem geforderten ,Zusatzweiterbildung Transplantationsmedizin“ hilfreich sein.
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IL. 1. : Arbeiten zur Verbesserung des Langzeitiiberlebens transplantierter solider Organe

von ,bench”

II. 1.1.: Blockade of p38 MAPK inhibits chronic allograft vasculopathy:

Die chronische Transplantatvaskulopathie ist gekennzeichnet durch die Entstehung einer
konzentrischen Arteriosklerose-dhnlichen GefdfSwandverdnderung (Neointima) in den Arterien der
Transplantate. Diese besteht in erster Linie aus glatten GefdfSmuskelzellen und fiihrt durch eine
zunehmende Lumeneinengung zu einer irreversiblen Minderperfusion des transplantierten Organs
mit konsekutivem Organverlust. Zum jetzigen Zeitpunkt fehlen Therapiestrategien, um diesen
Prozess zu verhindern bzw. aufzuhalten. Da die mitogen aktivierte Proteinkinase p38 eine zentrale
Rolle in der Proliferation glatter GefdfSmuskelzellen spielt, habe ich in einem Tiermodell

chronischer Transplantatvaskulopathie die Effekte einer selektiven Blockade von p38 erforscht.

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK) p38
eine zentrale Rolle in der Proliferation glatter GefiRmuskelzellen spielt (21). Aus diesem Grund
testeten wir die Effekte einer pharmakologischen p38-Inhibierung in einem Mausmodell
chronischer Transplantatvaskulopathie.

Diesbeziiglich wurden Aorten in die A. carotis communis allogener Empfingertiere
transplantiert. Kontrolltiere entwickelten innerhalb von vier Wochen nach erfolgter
Transplantation eine ausgepragte Neointima.

Immunhistochemische Farbungen fiir SM22 zeigten, dass diese Formationen vornehmlich aus
glatten Gefafmuskelzellen bestanden und p38 durch Phosphorylierung aktiviert und
hochreguliert wurde.

Durch die Therapie der Empfangertiere iiber einen Zeitraum von 4 Wochen mit einem
spezifischen p38-Inhibitor- SB-239063 - wurde eine signifikante Reduktion der

Neointimaformation in den Spenderarterien erzielt (22).
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II. 1.2: SDF-1/CXCR4/CXCR?7 is pivotal for vascular smooth muscle cell proliferation and
chronic allograft vasculopathy

Die Herkunft der die Neointima bildenden glatten GefifSmuskelzellen wurde in der Vergangenheit
kontrovers diskutiert (1, 10, 42). Mittlerweile verdichten sich jedoch die Hinweise, dass sowohl
pluripotente Stammzellen des Empfdngers als auch residuale glatte GefdfSmuskelzellen der
Media/Intima des Spenders an der Entstehung der Neointima in den Gefdifsen beteiligt sind (42).
Stromal-derived-cell-factor 1 (SDF-1) ist ein potentes Chemokin der CC-Familie, welches seine
Effekte durch Bindung an die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7 vermittelt. SDF-1 spielt eine
Schliisselrolle in der Mobilisierung und zielgerichteten Wanderung pluripotenter Stammzellen
(14). Mehrere Arbeiten haben die zentrale Rolle der SDF-1/CXCR4- Interaktion in der Rekrutierung
und Proliferation glatter GefdfSmuskelzellen nach mechanischer Schddigung der GefdfSwand
gezeigt (30). Hierbei konnte die entstehende Neointima durch eine spezifische SDF-1- Blockade
signifikant reduziert werden (50). Aus diesem Grund habe ich in einer experimentellen Arbeit den
Effekt  einer  selektiven  SDF-1  Blockade in einem  Mausmodell  chronischer

Transplantatvaskulopathie erforscht.

Fiir dieses Versuchsvorhaben wurde ein Spiegelmer Nox-A12, das spezifisch SDF-1 bindet und
antagonisiert (11) verwendet. Spiegelmere sind aus unnatiirlichen L-Ribonukleotiden aufgebaut
und konnen ihr Zielmolekiill im nanomolaren Bereich binden. Die Funktion der Spiegelmere
dhnelt somit der eines Antikdrpers. Durch die Verwendung von unnatiirlichen L-
Ribonukleotiden zeigen Spiegelmere jedoch keine Antigenitit, wohl aber eine hohe Biostabilitat,
da sie von natiirlich vorkommenden Nukleasen nicht abgebaut werden kénnen (11).

Fir das Versuchsvorhaben wurden zwei etablierte, murine Modelle chronischer
Transplantatvaskulopathie verwendet: ein allogenes zervikales Aortentransplantationsmodell
sowie ein allogenes heterotopes Herztransplantationsmodell der Maus.

In beiden Modellen entwickelte sich in den Kontrolltieren die fiir die TVP typische,
konzentrische Neointima. Durch eine 2- tigige intraperitoneale Injektion des Spiegelmers NOX-

A12 in einer Dosis von 15.5 mg /kg wurde eine signifikante Reduktion der Neointimaformation

9
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im Vergleich zu den Kontrolltieren erzielt. Dieses Ergebnis lief? sich einerseits durch einen
direkten antiproliferativen Effekt auf glatte Gefifimuskelzellen sowie anderseits durch eine
Reduktion pro-fibrotischer Cytokine in den transplantierten Aorten/Herzen erklaren. Zusatzlich
zeigte sich eine signifikant reduzierte Infiltration durch CD3+- Zellen der Adventitia des

Transplantats.

II. 1.3: Heme-oxygenase-1, carbon monoxide, and bilirubin induce tolerance in recipients
towards islet allografts by modulating T regulatory cells.

Ein Hauptproblem der Inselzelltransplantation stellt das Auftreten akuter AbstofsSungsepisoden
dar. Um dem entgegen zu wirken, werden eine Vielzahl von immunsuppressiven Medikamenten
eingesetzt, welche zum Teil signifikante Nebenwirkungen aufweisen.

Bereits in Vorarbeiten wurde nachgewiesen, dass durch die Induktion einer HO-1-Expression bzw.
durch Gabe der wdhrend des Hdmekatabolismus entstehenden Produkte an den Spender, die
Inselzellen oder den Empfinger hdufig ein Langzeitiiberleben der transplantierten Inselzellen
erzielt werden konnte (44, 45).

Ziel dieser Arbeit war es, den zugrundeliegenden Mechanismus einer so erzielten Toleranz zu
erforschen sowie den Effekt einer solchen Therapie in einer noch stdrkeren immungenetischen

Kombination (Balb/c auf C57BL/6) zu testen.

Fir die Transplantationsversuche wurde in Empfiangermausen mittels Streptozotocintherapie
Diabetes induziert. Die Spendertiere wurden vor der Isolation der Inselzellen entweder mit
Kobaltprotoporphyrin (COPP) (20mg/kg), CO (250ppm fiir 1 Stunde) oder Bilirubin
(20umol/kg) vortherapiert. Nach Isolation wurden die gewonnenen Inselzellen unter die
Nierenkapsel der diabetischen Empfanger transplantiert.

Im Anschluss daran erfolgten Blutzuckermessungen der Empfingertiere. Im Falle von 2
aufeinanderfolgenden Messungen von Blutzuckerwerten von >300 mg/dl nach initial

normoglykdmen Werten wurde das Transplantat als abgestof3en gewertet.

10
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Die alleinige Therapie des Spenders mit COPP und Bilirubin fiihrte zu einem signifikant besseren
Uberleben der transplantierten Inselzellen als bei der Kontrollgruppe (40.6 d (COPP) vs. 31.33 d
(BR) vs. 20.86 d (Ctr)).

Aufgrund dieser positiven Ergebnisse testeten wir im Weiteren den Effekt einer
Kombinationstherapie von Spender und Empfianger. Dabei konnte gezeigt werden, dass durch
eine Kombinationstherapie das beste Langzeitergebnis erzielt wird. Hierbei wurden die
Empfangertiere am Tag vor der Spende mit 20mg/kg COPP therapiert. Zwei Stunden vor
Inselzellisolation wurden die Spender 250ppm CO ausgesetzt. Im Anschluss erfolgte eine
Inselzellisolation in CO-angereichertem Medium fiir drei Stunden. Die Empfanger wiederum
wurden taglich fiir eine Stunde 250ppm CO ausgesetzt und erhielten zwei Injektionen von
20pumol/kg Bilirubin/d von Tag 1 bis Tag 13 nach Transplantation. Durch dieses
Therapieprotokoll konnte in 3/5 Tieren ein Transplantatiiberleben von >100 Tagen erzielt
werden. Eine Toleranztestung erfolgte in einem weiteren Schritt durch die Explantation der
Inselzell-tragenden Niere der langzeitiiberlebenden Empfanger und einer erneuten Injektion
von Inselzellen des syngenen ersten Spenders (Balb-c). Auch die zweiten Transplantate zeigten
ein Langzeitiiberleben (>100 Tage) ohne weitere Therapie.

Real-time PCR (RT-PCR) zeigte eine deutlich gesteigerte Expression von Foxp3 in den Inselzellen
und Milzen der Empfiangertiere mit Transplantaten, welche zu den Langzeitiiberlebenden
zahlten. Immunhistochemische Farbungen mittels Anti-Foxp3-Antikorpern und Anti-Insulin-
Antikorpern zeigten 7 Tage nach Transplantation signifikant mehr positiv angefarbte Zellen in
der Kombinationstherapie-Gruppe als in der Kontrollgruppe (8.38% vs 4.28% (n=3)). Diese
Ergebnisse beweisen, dass die durchgefiihrte Kombinationstherapie eine Migration bzw. de-
novo-Generation von T-reg-Zellen am Ort der Inselzelltransplantate erzielte. Diese T-reg-Zellen
konnten die Aktivitdt der alloreaktiven T-Zellen inhibieren und somit die Zellen gegeniiber

Abstofdungsepisoden schiitzen.

11
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II. 1.4: Bilirubin promotes de novo generation of T-regulatory cells

Wie in Vorarbeiten gezeigt wurde (44), kommt es durch eine Bilirubin-Therapie des Spenders zu
einer Verbesserung des Uberlebens von Inselzelltransplantaten sowie einer Toleranzentwicklung
am ehesten durch die Modulation von regulatorischen T-Zellen (T-regs). Die Aktivierung von HO-1
ist unverzichtbar fiir die Entwicklung und Funktion von T-regs (2, 4). Da Bilirubin als Produkt der
HO-1-Aktivitdt in seinen Effekten HO-1 dhnelt, wurde die Hypothese gestellt, dass die beobachtete
Toleranzentwicklung durch eine Bilirubintherapie ebenfalls tliber eine Modulation der T-regs

erzielt wird.

Diesbeziiglich wurde in einem allogenen Inselzelltransplantationsmodell der Maus (Balb/c auf
C57BL/6) der Empfanger mit Bilirubin (20pg/kg 2x/d i.p.) bzw. Kohlenmonoxid (250ppm fiir 1
h/d) bzw. einer Kombinationstherapie aus Bilirubin (20pg/kg 2x/d i.p.) und Kohlenmonoxid
(250ppm fiir 1 h/d) therapiert - nach vorheriger Diabetes-Induktion durch die Gabe von
Streptomyzin an den Empfanger. Ohne weitere Therapie iberlebten die transplantierten
Inselzellen im Mittel 19.3 Tage (+3.4 Tage). Durch die Bilirubintherapie verlangerte sich das
mittlere Transplantatiiberleben auf 40.6 Tage (*18.3 Tage). Die tagliche Exposition des
Empfangers fiir eine Stunde in der Kohlenmonoxidkammer mit 250ppm CO fiihrte zu einem
mittleren Transplantatiiberleben von 30.1 Tagen (+8.1 Tage). Eine Kombinationstherapie mit
Bilirubin und Kohlenmonoxid hingegen fiihrte bei 50% der Empfinger zu einer
Toleranzentwicklung mit einem Transplantatiiberleben von >100 Tagen ohne weitere Therapie.
Antigen-spezifische Toleranz-Entwicklung wurde durch eine erneute Transplantation von
Inselzellen des gleichen Spenders t in Empfiangern gepriift, die >100 Tage eine gute
Transplantatfunktion zeigten.

Immunhistochemische Farbungen von Inselzelltransplantaten zeigten im Vergleich zur
Kontrollgruppe an Tag 7 und Tag 14 nach erfolgter Transplantation eine deutlich gesteigerte
Menge an Foxp3-positiven Zellen, welche die Inselzellen umgaben. Dies weist hin auf eine

zentrale Rolle der Treg-Zellen beim protektiven Effekt der Bilirubintherapie.
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Um dies zu verifizieren, erfolgte eine Vortherapie der Empfanger mittels anti-CD25- Antikorpern
vor Inselzelltransplantation. Bei den so therapierten Empfiangern kam es bereits am Tag 20
(£3.4 Tage) zu einer Abstofung. Vergleichbare Ergebnisse zeigten nun auch Empfanger, die mit
Bilirubin behandelt wurden (mittleres Transplantatiiberleben von 20.1 Tagen (+4.1 Tage).

In weiteren Versuchen wurde gepriift, ob die durch eine Bilirubin- und Kohlenmonoxid-
Therapie generierten Treg-Zellen fiir eine Toleranzentwicklung ausreichen. Diesbeziiglich
fiilhrten wir Hauttransplantationen in Kombination mit einem adoptiven Zelltransfer
verschiedener Zellpopulationen in Rag 1 /- Empfangern durch. CD4+CD25+-Teff Zellen (1x105)
naiver Mause sowie CD4+CD25+-Treg Zellen (1x105) naiver bzw. toleranzinduzierter Mause
wurden Rag 1 -/-Empfangern koinjiziert. Im Anschluss erfolgte 24h nach adoptivem Zelltransfer
eine Hauttransplantation entweder des vorherigen Insellzelltransplantationsspenders (Balb/c)
oder eines weiteren Spenders (DBA/1). Der Transfer von CD4+CD25+-Teff-Zellen allein fiihrte zu
einer schnellen Abstofdung der Hauttransplantate von Balb/c und DBA/1- Spendern (11.6 +0.6
Tage respektive 15.4 +1 Tag). Der Transfer von CD4+*CD25+-Treg Zellen naiver Mause fiihrte zu
einem leicht verlingerten Uberleben der Hauttransplantate von Balb/c respektive DBA/1-
Spendern (19.1 +5.1 respektive 15.4 +7.1 Tage). Der Ko-Transfer hingegen von Teff- Zellen von
naiven sowie Treg- Zellen von toleranzinduzierten Mausen fiihrte zu einem Langzeitiiberleben
der Hauttransplantate von Balb/c- Mausen, wihrend DBA/1- Hauttransplantate friihzeitig
abgestofien wurden. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass die durch eine CO- und Bilirubin-

Therapie erzeugten Treg-Zellen fiir die Toleranzentwicklung beim Empfanger ausreichen.
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II. 1.5: Intraoperative administration of inhaled carbon monoxide reduces delayed graft
function in kidney allografts in swine

In Vorversuchen wurde nachgewiesen, dass durch die intraoperative Gabe von Kohlenmonoxid in
Kleintiertransplantationsmodellen ein organprotektiver Effekt erzeugt wird. Er wird induziert
durch eine signifikante Reduktion des auftretenden Ischdmie-Reperfusionsschadens (20).

Aufgrund des Zusammenhangs zwischen dem Ischdmie- Reperfusionsschaden und dem Auftreten
von verzdgerter Organfunktion nach erfolgter Nierentransplantation sowie den zytoprotektiven
Effekten einer Kohlenmonoxidtherapie testeten wir den Effekt einer intraoperativen
Kohlenmonoxidtherapie in einem an die klinische Realitdt angelehnten

Nierentransplantationsmodell im Grofstier.

Vor Explantation und Perfusion mit 4°C kalter University- of- Wisconsin-Losung (UW) wurden
die Nieren einer warmen Ischdmiezeit zw. 45 und 120 Minuten ausgesetzt, indem die Aorta der
Spendertiere geklemmt wurde. Im Anschluss erfolgten die Explantation und die Lagerung der
entnommenen Nieren in 4°C kalter UW-Lo6sung fiir insgesamt 24h. Die entnommenen Nieren
wurden in bilateral nephrektomierte Empfangertiere transplantiert. Die Therapiegruppe erhielt
Kohlenmonoxid in einer Dosierung von 2-3mg/kg fiir insgesamt 1 Stunde zum Zeitpunkt des
Hautschnitts mittels eines speziell entwickelten Ventilators (Covox).

Im Rahmen der Vorversuche stellte sich eine warme Ischdmiezeit von 60 Minuten mit einer
anschlieflenden kalten Ischdamiezeit von 24h als ideales Modell fiir den gewiinschten Effekt
heraus.

Die intraoperative Gabe von Kohlenmonixid zeigte keinen Effekt auf den frithen Ischamie-
Reperfusionsschaden, wie der Verlauf der gemessenen Kreatinin- und Harnstoffwerte zeigte.
Kohlenmonoxid-therapierte Tiere zeigten jedoch ab Tag 3 eine signifikant bessere
Nierenfunktion mit Riickgang der Retentionswerte auf nahezu Normalwerte, wahrend die
Kontrolltiere erhohte Retentionswerte aufwiesen. Immunhistochemische Farbungen der
transplantierten Nieren zeigten eine ausgepragte akute tubuldre Nekrose (ATN). Durch die

intraoperative Gabe von CO konnte diese signifikant gemindert werden.
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Weitere in-vitro-Versuche zeigten, dass durch eine CO-Therapie - in dhnlicher Dosierung wie
der in vivo verwendeten - von Schweinenierenepithelzellen in einem Anoxie-
Reoxygenierungsversuch eine signifikante Reduktion des Zelltodes erzielt werden konnte.
Zusatzlich fiihrte eine CO-Therapie von Schweinenierenepitehelzellen zu einer signifikanten

Proliferation dieser Zellen.
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II. 2. Arbeiten zur Verbesserung des Langzeitiiberlebens transplantierter solider Organe

von ,bedside”

II. 2.1: Impact of surgical training and surgeon’s experience on early outcome in kidney
transplantation.

Die Nierentransplantation stellt die Therapie der Wahl bei terminaler Niereninsuffizienz dar (26).
Transplantierte Patienten zeigen im Langzeitverlauf im Vergleich zu Patienten, die an der Dialyse
verbleiben, eine deutlich geringere Mortalitdt (40). Jedoch muss bei Transplantationsempfdngern
ein initialer Anstieg der Mortalitdt und Morbiditit in der perioperativen Phase einkalkuliert
werden (40).

Neben patientenassoziierten Co-Morbiditdten spielen chirurgische Komplikationen hier eine
entscheidende Rolle (24). In verschiedenen Arbeiten gelang der Nachweis, dass die Erfahrung des
Chirurgen eine signifikante Rolle in der Inzidenz postoperativer Komplikationen spielt (28).
Demgegeniiber steht die Notwendigkeit, junge Chirurgen auszubilden. Aktuell stehen hierfiir eine
Vielzahl an virtuellen Trainingslaboren zur Verfiigung, die hilfreich eingesetzt werden kénnen
(33). Allerdings ersetzen auch die komplexesten Trainingslabore nicht das ,hands on-training” im
OP-Saal. Mehrere Studien zeigen, dass dank einer addquaten Supervision junger Chirurgen im
Operationssaal das MafS an chirurgischer Erfahrung keinen Einfluss auf das postoperative Ergebnis
hat (13).

Die Ausbildung zum Transplantationschirurgen in Deutschland folgt keinen formellen Richtlinien,
sondern erfolgt ,en passant“ zusammen mit der viszeralchirurgischen Ausbildung. Unter
Berticksichtigung der oben genannten Erkenntnisse haben wir in zwei aufeinanderfolgenden
Jahren die an unserem Zentrum durchgefiihrten Nierentransplantationen (n=184) in Bezug auf die
erzielten postoperativen Ergebnisse abhdngig vom Erfahrungsgrad des transplantierenden Teams

analysiert.

Hierbei wurden die durchgefiihrten Nierentransplantationen in insgesamt vier verschiedene

Gruppen eingeteilt: a) Assistenzirzte mit marginaler Erfahrung mit Nierentransplantationen
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(n=5), b) Fachidrzte mit geringer Erfahrung mit Nierentransplantationen (mindestens 30
tiberwachte Nierentransplantationen) (n=4), c) Fachirzte mit mittlerer Erfahrung (mindestens
30 tiberwachte und 30 selbststindig durchgefiihrte NTX) (n=5), d) Fachirzte mit grofier
Erfahrung mit Nierentransplantation (Fallzahl von iiber 200 selbststandig durchgefiihrten NTX)
(n=2).

Hierbei konnten wir zeigen, dass zwar die Operationsdauer sowie die warme Ischamie-Zeit in
den Gruppen der Chirurgen mit der grofiten Erfahrung signifikant geringer waren. Die
Komplikationsrate bzw. die frithen postoperativen Ergebnisse nach Nierentransplantation
zeigten jedoch keine signifikante Differenz. Daraus ergibt sich, dass auch in einem
Transplantationsprogramm durch eine addquate Teamzusammensetzung eine sichere
Ausbildung junger Chirurgen erfolgen kann, ohne dass die Operationen einen Qualitatsverlust

erleiden.

IL. 2.2: Loss of liver transplant surgeons into alternate career paths

Die Transplantationschirurgie in Deutschland stellt keine eigene Spezialisierung, sondern ein
Teilgebiet der Viszeralchirurgie dar. Dies bedingt eine geringe Anzahl an Endpositionen in diesem
Gebiet. Aufgrund dieser strukturellen Vorgaben ist ein langjdhriges Engagement in der
Transplantationschirurgie eher selten, und Chirurgen verfolgen meist alternative Karrierewege in
anderen Subspezialisierungen. Die hierdurch bedingte hohe personelle Fluktuation kénnte einen
Wissensverlust induzieren sowie einen Einfluss auf die Qualitdt des Transplantationsprogramms

haben.

Wir haben diesbeziiglich exemplarisch die Karrieren von 25 Allgemeinchirurgen unseres
Zentrums retrospektiv analysiert, die aktiv an unserem Lebertransplantationsprogramm
beteiligt waren. Insgesamt wurden die Jahre 1991 bis 2013 beriicksichtigt, in denen 729
Lebertransplantationen durchgefiihrt wurden. In dem beobachteten Zeitraum schieden

insgesamt 17 Chirurgen aus dem Lebertransplantationsprogramm aus; acht Chirurgen, bevor sie
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selbststindig eine Lebertransplantation durchfiihren konnten und neun Chirurgen, die
selbststandig den Eingriff durchfiihren konnten.

Die mediane Zeit zwischen der ersten Lebertransplantation und der letzten
Lebertransplantation der analysierten Karrieren lag lediglich bei 3.5 Jahren. Die mediane Anzahl
an durchgefiihrten Lebertransplantationen lag bei allen analysierten Karrieren bei 40. Lediglich
finf der Chirurgen, die selbstidndig Lebertransplantationen durchfiihren konnten, wiesen eine
individuelle Fallzahl von iiber 100 durchgefiihrten Lebertransplantationen auf.

Diese Daten unterstreichen die dringende Notwendigkeit einer anerkannten Subspezialisierung
fiir Transplantationsmedizin. Die Forderung danach fand Eingang in den Bericht der Deutschen
Transplantationsgesellschaft zur Lage der Transplantationsmedizin in Deutschland im Jahr

2015.

II. 2.3: A German survey of the abdominal transplantation surgical work force
Um zu kldren, ob die beobachteten Ergebnisse lediglich den Gegebenheiten eines individuellen
Zentrums entsprechen oder ein nationales Problem darstellen, fiihrten wir im Anschluss eine

nationale Umfrage zur chirurgischen Arbeitskraft deutscher Transplantationszentren durch.

Diesbeziiglich formulierten wir einen Fragebogen von insgesamt 19 Fragen, welche sich neben
demografischen Daten mit der individuellen Erfahrung, dem professionellen Alltag und der
Karriereplanung beschaftigten. Diese online-basierte Umfrage wurde an die insgesamt 32
aktiven deutschen Transplantationszentren weitergeleitet.

Insgesamt nahmen 85 Chirurgen an dieser Umfrage teil. Die grofite Berufsgruppe stellen
Oberarzte mit 60% der eingegangen Antworten dar.

Die Umfrage zeigte, dass lediglich 17% aller in der Transplantation tdtigen Chirurgen eine
spezielle Ausbildung (ASTS-Fellowship/ EBS-Diplom) besitzen. Die mittlere individuelle Anzahl
geleisteter ~ Transplantationen  ist  niedrig: 16  Lebertransplantationen, 15
Nierentransplantationen und 3 Pankreastransplantationen. Die meisten befragten Chirurgen

wirden sich primar als hepato-pankreatiko-bilidre Chirurgen einschitzen. Insgesamt gaben die
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befragten Chirurgen an, dass die Transplantationschirurgie lediglich 10% Ihres chirurgischen
Alltags ausmache. Es zeigte sich jedoch eine insgesamt hohe Arbeitsbelastung mit
durchschnittlich 15 Tagen Rufbereitschaft und einer Arbeitszeit iiber 66h pro Woche. Als
ausgesprochenes Karriereziel gaben die meisten befragten Chirurgen die Position des Chefarztes
eines akademischen Lehrkrankenhauses mit Transplantationsprogramm an. Lediglich 62% der
befragten Chirurgen wiirden jungen Kollegen eine Karriere in der Transplantationsmedizin
empfehlen. Erklarungen hierfiir wurden mit beschriankten Karriereoptionen, einer schlechten
Bezahlung, einer schlechten ,work-life-balance” sowie inaddquaten professionellen Strukturen
angegeben.

Wir konnten mit dieser Umfrage erstmals ein Bild der Arbeitswelt der

Transplantationschirurgie in Deutschland zeigen.
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III. Zusammenfassung

Die Transplantation solider Organe stellt heutzutage die Standardtherapie irreversibler
Organversagen dar. Trotz immenser Fortschritte im Verstindnis und bei der Suppression des
Immunsystems sowie der Weiterentwicklung von chirurgischen Verfahren bleibt die
Transplantationsmedzin hinter ihrem ausgerufenen Ziel, den Patienten eine Langzeittherapie zu
bieten, zuriick. Insbesondere das Langzeitiiberleben transplantierter Organe konnte in den
letzten Jahrzehnten nicht entscheidend verbessert werden. Ursachlich hierfiir ist das Auftreten
der chronischen Transplantatabstofdung. Dieser schleichende, irreversible Prozess ist
gekennzeichnet durch das Auftreten vaskulirer Verdnderungen, der sogenannten
Transplantatvaskulopathie, die zu einer zunehmenden Minderperfusion des transplantierten
Organs fiihrt. Aktuelle immunsuppressive Regime konnen diesen Prozess nicht verhindern bzw.
aufhalten. Die selektive Blockade von p38 bzw. SDF1 in Mausmodellen chronischer
Transplantatvaskulopahtie erzielte eine signifikante Reduktion der entstehenden
Neointimaformation Die verwendeten Substanzen Kkonnten in Kombinationstherapie zu
gangigen immunsuppressiven Regimen eine therapeutische Option darstellen, um das
Langzeitliberleben transplantierter Organe mafigeblich zu verlangern. Insbesondere durch die
Verwendung der Spiegelmer-Technologie steht hiermit eine neuwertige, nebenwirkungsarme
Technologie zur selektiven Hemmung zur Verfiigung.

Das Endziel der Transplantationsmedizin stellt die immunologische Toleranz dar. Hierdurch
konnte ein Langzeitiiberleben transplantierter Organe ohne die Einnahme der teils mit
schweren Nebenwirkungen assoziierten Immunsuppressiva erzielt werden. Die Himoxygenase-
1 katalysiert den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Degradierung von Ham zu
Kohlenmonoxid, freiem Eisen und Biliverdin, welches anschliefend erneut tber die
Biliverdinreduktase zu Bilirubin umgewandelt wird. Diese Produkte zeigen neben
antioxidativen und anti-inflammatorischen  ebenfalls cytoprotektive Eigenschaften. Die
Induktion von HO-1 bzw. die Applikation der Produkte Bilirubin und Kohlenmonoxid zeigen in
einer Vielzahl von Pathologien protektive Effekte. Wir konnten nachweisen, dass durch eine

Bilirubin- Kohlenmonoxidkombinationstherapie des Empfingers in einem allogenen, murinen
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Inselzelltransplantationsmodell ein Langzeitiiberleben der Inselzellen erzielt wird. Diese
erzielte Toleranz wurde durch eine Anreicherung von Treg-Zellen am Ort der Transplantation
erreicht.

Einige Lander haben die Evolution der Transplantationsmedizin zu einer Standardtherapie
irreversibler Organversagen in gleicher Weise im klinischen Alltag durch die Entwicklung von
Ausbildungskonzepten sowie einem professionellen Umfeld in Transplantationsprogrammen
mit entsprechenden Endpositionen begleitet. In Deutschland stellt die Transplantationschirurgie
hingegen weiterhin eine Subspezialitit der Viszeralchirurgie dar. Das Erlernen der komplexen
Transplantationsvorgidnge sowie der postoperativen Betreuung dieser speziellen
Patientengruppe erfolgt im Rahmen einer viszeralchirurgischen Gesamtausbildung an wenigen
Kliniken in Deutschland. Spezielle Ausbildungsprogramme nach nordamerikanischem Vorbild
(Fellowship) existieren nicht. Gleiches gilt fiir einen mdglichen Nachweis der erlangten
Qualifikation. Die Mdglichkeit einer Spezialisierung auf diesem Fachgebiet existiert bis heute
nicht. Hierdurch erscheint die Transplantationschirurgie wihrend einer viszeralchirurgischen
Gesamtausbildung zwar interessant, jedoch ohne den Ausblick auf eine langfristige Bindung.
Dies konnte eine hohe Fluktuation auf dem Gebiet der Transplantationschirurgie bedingen.
Gerade in Zeiten eines drohenden Nachwuchsmangels des gesamten chirurgischen Fachgebietes
miissen insbesondere in chirurgischen Nebenfichern Konzepte erarbeitet werden, um den
chirurgischen Nachwuchs fiir dieses Fach zu begeistern und langfristig zu binden. Wir konnten
zeigen, dass auch in der Transplantationschirurgie eine chirurgische Ausbildung maoglich ist,
ohne dass Qualititseinbufden gefiirchtet werden miissen. Des Weiteren konnte nachgewiesen
werden, dass durch den Mangel an ausreichenden Endpositionen der Transplantationschirurgie
eine hohe Fluktuation an Transplantationschirurgen entsteht, wenn voll ausgebildete Chirurgen
in leitende Positionen ohne angebundenes Transplantationsprogramm abwandern. Letztlich
wurden in einer nationalen Umfrage {liber die aktuelle Arbeitswelt der
Transplantationschirurgie in Deutschland Daten erfasst, die fiir die geplante Schaffung einer
Spezialisierung im Bereich Transplantationsmedizin genutzt werden konnen. So lassen sich

realistische Ziele setzen und entsprechende Forderungen stellen. Hierdurch sollte das Fach der
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Transplantationsmedizin aufgewertet werden und erneut an Attraktivitit gewinnen. In einem
durch Chirurgen mafdgeblich gepragten Fach sollte der Chirurg nicht nur fiir den rein
technischen Teilaspekt der eigentlichen Transplantation, sondern auch fiir die Ausarbeitung
einer fundierten Ausbildung fiir die postoperative Betreuung dieser komplexen Patientengruppe

herangezogen werden.
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