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Zusammenfassung

Die Herztransplantation gilt als eine der letzten Therapieoptionen zur Behandlung
terminaler Herzerkrankungen. Hierbei stellen jedoch die verschiedenen Formen der
Transplantatabstof3ung einen limitierenden Faktor dar.

Durch den Einsatz immer neuerer immunsupprimierender Medikamente konnte die
Anzahl akuter AbstoRRungsreaktionen in der Nachsorge von
Herztransplantationspatienten stetig reduziert wefde2]. Die so hervorgerufene
generalisierte Immunsuppression fuhrt jedoch unter Umstédnden zu gravierenden
Nebenwirkungen, sodass weiterhin die Nachfrage nach selektiveren
Immunsuppressiva ohne die damit einhergehenden Nebenwirkungeakidei
verwendeten Therapeutika bestght4].

Die experimentelle Substanzcgtx544 ist ein selektiver Inhibitor des
spannungsabhangigen Kaliumkanals 1.3/1(R), der eine Schlusselrolle inerd
Aktivierungskaskade von chronisch aktivierté&ifectorMemoryT-Lymphozyten
(Tem-Lymphozyten) einnimmt. Dieser Lymphozytentyp isnhter anderem in
Vorgangen defransplantatabstol3ung involvig7].

In dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden erstmalig die Vertraglichkeit sowie die
Auswirkungen einer Therapie mitgtx544 auf Abstol3ungsreaktionen nach
Organtransplantation experimentell mittels eines allogenen, heterotopen
RattenherztransplantationsmddeintersuchtHierbei wurden in einem erst@&roof
of-ConceptAnsatz Empfangertiere verwendet, welche zuvor nicht mit
Spenderantigenen prasensibilisiert wurden.

Hierbei bestéatigte sich die gute Vertraglichkeit vagtx544 in einem
Rattenherztransplantahsmodell. Als Hauptzielgro3e der Therapieauswirkung wurde
das Transplantatiberleben definiert. Nebenzielgrof3en waren die histologisch
bestimmten Abstol3ungsgrade der Transplantate sowie die Analyse verschiedener
labormedizinischer Parameter.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten sich in der nugtx544 behandelten
Versuchsgruppe die Serumkonzentrationen aller untersuchter Zytokine vermindert.
Hierunter befanden sich auch Interleukin (Lynd IL-5 sowie Interferoro , Zyt oki ne,
welche unter anderem vaktivierten Em-Lymphozyten gebildet werd€i®]. Dies

kbnnte einen Hinweis darauf geben, dass eine Therapieegts44 chronisch
aktivierte Tem-Lymphozyten nach Herztransplantationen moduliert.
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In dem hier verwendeten Versuchsansatz fihrte dies jedoch nicht zu einer
Verlangerung des Transplantatiiberlebens unter der Monotherapegmi44 im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Alr zeigte sich kein positiver Effekt auf den
Serumspiegel des kardialen Lasionsmarkers Troponin | in der cgi¥544
behandelten Versuchsgruppe. Ferner konnten keine signifikanten Unterschiede bei der
histologischen Bewertung der AbstoRungsgrade am Tag @esplantatversagens
nachgewiesen werden.

Auch wenn in diesem Transplantationsszenario mit spcasensibilisierten
Empfangertieren in einem ersten Schritt kein Vorteil der Monotherapiegixt44
bezogen auf das Transplantatiiberleben nachgewiesdamiannte, zeigte sich eine
immunologische Beeinflussung auf Zytokinebene.

Daher besteht der nachste sinnvolle Schritt darin, die Auswirkungen einer Therapie
mit cgtx544 als Monce und vor allem als Kombinationstherapie mit anderen
Immunsuppressiva beirgisensibilisierten Empfangertieren mit spenderspezifischen,
chronisch aktivierten du-Lymphozyten zu untersuchen, wobei ein neues

Rattentiermodell in der Forschungsgruppe etabliert werden muss.
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|. Einleitung

Die Herztransplantation gilt derzeieben mechanischen Herzuntétaungssystemen
(AssistDevices als eine der letzten Therapieoptionender Behandlungerminaler
Herzerkrankungenwie beispielsweiseder medikamentds nichtufriedenstellend
behandelban HerzinsuffizienzObwohl bishenurwidersprichlichdaten fir einen
Uberlebensvorteikxistieren bestehteine tbereinstimmende Meinung dartiber, dass
Herztransplantationesowohl| dieLebenserwartungls auch die Lebensqualitder
Patientenerhdlen [9-11]. Um dies durch eine Herztransplantation erreiclzen
kénnen missen grundsatzlich zwei Kriterien erfillt sein. Auf der einen Seite muss das
Transplantat eine ausreichende Funktion und Uberlebenszeit aufweisen, auf der
anderen Seite mussen die negativen Aspekte der damit einhergehenden Therapien

reduziert werden.

1. Transplantatabstof3ung

Da sowohl akute als auch chronische AbstoRungsreakirengrof3e Rolle fur das
Transplantat und somit dasPatienteniberlebereinnehmen missen bei der
immunsuppressen Therapiezum Teil Kompromisse hinsichtlich dedaraus

resultierendemebenwirkungen eingegangen werdea).

AbstoRungsreaktionenlassen sich grundsétzlichanhand der ablaufenden
Mechanismerund dem Zeitpunkt des Auftretems hyperakut, akut zellular, akut

humoralund chronisch einteilefi3].

1.1. Hyperakute Abstolungsreaktion

Die hyperakute Abstofiungsreaktion basiert auf dem Vorhandensein prafarmierte
zytotoxischer Antikérper, sogenannteDonor-Specific Antibodies (DSA). Hierzu
zéhlen beispielsweise diejenigemelche sich gegen die ABBlutgruppenantigene
oder dashumanelLeukozytenantigeibystem(HLA) richten [14, 15] DSA kénnen

sich bei Organempfangern bereits vor einer Transplantation durch Antigenkontakt
bilden. Dieser Antigenkontakt kannbeispielsweise Uber eine vorherige
Fremdbuttransfusiorerfolgen[16].

Sobald dagransplantamit Empfangerblut perfundiert wirdhindendie DSA an die

im Spenderorganexprimierten Antigene Es resultiet eine Aktivierung des
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Komplemensystems welchezu Endothelzellnekrosen unthrombenbildungfihrt

und schlief3licheine Zerstérungdes Transplantatsur Folge haf14]. Diese Art der
AbstoRRung tritt innerhalb weniger Minuten bis Stunden auf.

1.2. Akute zellulare AbstoRungsreaktion

Die akute zellulare Abstof3urtgtt, im Vergleich zur hyperakutefibsto3ung Tage
bis teilweise Jahre nach einer Transplantation auf [14]. Sie ist durch
lymphozytemneiche Infiltrateinnerhalb des Transplantagskennzeichnet

Es kommtentwederdurch antigenprésentierende Zellen des Empféangers oder des
Spenderszur Prasentation vonransplantaigenen Antigeneniber den Major
Histocompatibility ComplexXMHC) 1, welche die Aktivierung von Cluster of
Differentiation(CD) 8 positivenzytotoxischen ILymphozyten des Empfangezsr
Folge hat [17]. Die von diesen Zellersezernigien Substanzenunter anderem
Perforine, fuhren zur Zerstérung de Transplantats Ferner werden durch
antigenprasentierende Zelléransplantaigene Atigenemittels MHC-2 CD4"-T-
HelferzellenprasentiertDie von diesen T-HelferzellenproduzierterZytokine fihren
zur Chemotaxis anderemmunkompetenter Zellemnd zur Aktivierung von B
Lymphozyten

Akute zellulare Transplantatabstof3ungen lassen sich mit den akbdedindenen

ImmunsuppressivgréRtenteilsowohlvermeideralsauch behandelfi8].

1.3. Akute humorale AbstoRungsreaktion

Die akutehumorale AbstoRungkann Tage bisNochennach der Transplantation
entstehen T-Helferzellen und antigemprasentierenden Zellervermitteln die
Aktivierung von BLymphozytenzu Plasmazellenwelche gegen das Transplantat
gerichteteAntikorper produzierenEin anderefTeil der BLymphozytendifferenziet

zu B-Gedachtniszellen welche den humoralen Anteil des immunologischa
Gedachtnisses bildeKommtes zu einem erneutémtigenkontakt werden diseB-
Gedachtniszellen zantikdrperproduzierenddPlasmazellemeaktiviert[19].

1.4.Chronische Absto3ungsreaktion Transplantatvaskulopathie

Die chronische Abstol3ungsreaktiohmaufig auch alsTransplantatvaskulopathie
bezeichnetist enederkoronaen Herzerkrankunghnliche Gefal3degeneratiff20].
Hierbei kommt eszu einer Proliferation des Endothels und zur Einwanderung von

Makrophagenn das Transplantg21]. Die so entstehende Entzindung fuhrt zu einer
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irreversiblen Fibrosierung der KoronargefalRe, welche in einer Minderperfusion des
Organs resultiert. Die et Transplantatvaskulopathie zugrundiegenden
Pathomechanismen sind noch nicht eindeutig geklart. Vermutlich spielen jedoch
antigenabhangige zellulare und antikérpervermittelte Mechanisemvie eine
Erh6hung der Blutfettwerteine Rolle. Die Transplartisaskulopathie tritt Monate bis

Jahre nach der Transplantation Fiuf].

2. ImmunsuppressiveTl herapie nach Herztransplantatioren

Um einer TransplantatabstoRurentgegenzuwirkerhat sich in deNachsorgevon
herztransplantierten Patientazine Dreifachkombination aus immunsuppressiven
Medikamenten als Standinerapie etabli¢r(Tabelle 1) Zu dieser Kombination
gehot ein Calcineurininhibitorwie zum Beispiel £. B.) Tacrolimusoder Cyclosporin

A. Zusatzlich wirdMycophenolatMofetil oder Azathioprin und eirGlukokortikoid,

wie beispielsweis@rednison verabreiclis, 22, 23]

Tabelle 1. Immunsuppressive Medikamente nach Herztransplantationen

Wirkstoffname Wirk stoffart Wirk ort
Tacrolimus Calcineurininhibitor T-Lymphozyten
Cyclosporin A Calcineurininhibitor T-Lymphozyten

MycophenolatMofetil | Inosinmonophosphat T- und B-Lymphozyten
Dehydrogenasénhibitor
Azathioprin Prodrug Metabolit T- und B-Lymphozyten
hemmt alsdlsches
Purinanalogomie
Synthesevon
Ribonukleinsduren
(RNA) und
Desoxyribonukleinsaure
(DNA)

Prednison Glukokortikoid Diverse Wirkorte

2.1.Problemeeiner unspezifisch@ Immunsuppression

Obwohl an der Entwicklung neudmmunsuppressivageforscht wird, besteht
weiterhin einédNachfrage an neuen Wirkstoffdgin Grundist einegeringeSelektivitat
der aktuell verwendeten Medikamente. So sirdiese zwar geeignet

TransplantatabstoRueg zu redwzieren dies gehtjedoch mit zum Teil €. T.)


https://de.wikipedia.org/wiki/Inosinmonophosphat-Dehydrogenase
https://de.wikipedia.org/wiki/Inosinmonophosphat-Dehydrogenase
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gravierenderNebenwirkungerwie eing erhéhte Infektanfalligkeit Niererschaden
und eirem erhdhte Langzeitrisiko fur die Entwicklungon Malignomen einher[4,
24]. Um das Auftreten solcheNebenwirkungen zu reduziereist es notwendig
Medikamente zu entwickeln welche durch spezifischere Angriffspunkte

AbstoRRungsreaktioneselektiverbeeinflusserkénnen.

2.2. Alternative Ansatzeeiner Immunsuppression

Wie bereitsgezeigt werden konnte, spielereMFLymphozyteneine Rolle in der
Entstehung vonTransplantatiastoRungn [5, 6]. So ist es naheliegenddass eia
selektive Hemmung von Tem-Lymphozyten zu einer Beeinflussung von
TransplantatabstoRueagfuhren kénnte Da bei einer solchen Therapie der Rest des
Immunsystems nicht gehemmt windéare es denkbar, dadge Nebenwirkungeder

etablierten Immunsuppressingcht hervogerufenwerden

3. Memory-T-Lymphozyten

Kommt es zum Kontakt mit einemarganismusfremdenfntigen, so startet das
Immunsystem eineAbwehrreaktion gegen dieses Antigenlm Laufe dieser
Immunantwort kommt es zu einklonalenVermehrung vorantigenspezifischem-
Lymphozyten Nach erfolgreich durchgefuhrtétmmunreaktiongehtder grof3te Tell
dieser antigenspezifischen Zellen durch Apeptounter Ein kleiner Antell
differenziert sich zu MemoryT-Lymphozyten welche das dJZell-Gedachtnis
darstellen [25]. Eine solche Sensibilisierung kanz. B. durch vorherige
Fremdhuttransfusionen, Organtransplantationen oder Schwangerschaften
hervorgerufen werde[6]. Zusatzlich ist es moglich, daséemoryT-Lymphozyten
ohne direkten Kontakt zu dem fiur sie spezifischen Antigen gebildet welldien.
Beispiel hierfir ist didildung vonMemoryT-Lymphozytengegen HLAB4402auf
Basis einer mlekularen Mimikry wahrend einelEpsteinBarr-Infektion [26]. Eine
weitere  Entstehungsmoglichkeit  furMemoryT-Lymphozyten ist die zur
Aufrechterhaltung des zellularen Immunsystems unabdingbare Proliferation-von T
Lymphozyten27].

MemoryT-Lymphozytenlassen sich irCentrakMemoryT-Lymphozyten(Tcwm) und
Tem-Lymphozyten unterteile[8, 25]. Tcm-Lymphozyten befinden dichauptséchlich

in Lymphknoten, wohingegereli-Lymphozyten zum grof3ten Teil im peripheren Blut

zirkulieren[8]. Ein weiteretUnterschied besteht in der Geschwindigkeit, mitTasi-
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Lymphozyten bei Antigenkontakt aktiviert werden. Tem-Lymphozyten
charakterisiene sich im Vergleichzu Tcm-Lymphozyten durch eine schnellee
Aktivierung, die nicht im Lymphknoten erfolgen musspdass sidriher mit der
Abwehr eines Fremdantigens beginnekénnen. Bei Ew-Lymphozyten hingegen
kommteszuvorzu einer Poliferation[10].

Im Rahmen verschiedener Krankheitsbilder, wie beispielswdidépler Sklerose
oder Arthritis kommt es durch stetigen Antigenkontakir Bildung chronisch
aktivierter, krankheitsspezifischeMemoryT-Lymphozyten welche sich unter
anderem in den Mechanismen der Zellaktivieraog nicht aktivierteniMiemoryT-

Lymphozytenunterscheidef28].

3.1. Kalziumabh&ngigeMechanismen derTem-Lymphozyten-Aktivierung

Die Aktivierung von Tem-Lymphozytenbeginnt mit der Bindung eines Antigens an
den fur es spezifischen -Zell-RezeptorKomplex [29]. Die sich hieran
anschlieBenden Prozesserdenmalf3geblich durch dierhéhung demntrazellulare
Kalziumkonzentration beeinflussHierfir gehen den Tem-Lymphozyten zwei
Mechanismen zur Verfugurigo].

Zum einen erfolgt nach der T-Zell-Rezeptotvermittelten Aktivierung der Tewm-
Lymphozyten die Abspaltung vonlInositol1,4,5trisphosphat (IPs) durch die
Phospholipase C, welches atxondmesgrger Kalziumkanale in der Membran des
endoplasmatischen Retikulum&R) aktiviert, sodases zu einem Einstrom von
Kalzium (Ca*) aus intrazellularen SpeicheimdasZytosolkommt DieseErhéhung
der Kalziumlonzentration ist allerdings nicht ausgepragt genugum Tgw-
Lymphozyten zu aktivierefy].

Zum anderen ist eSem-Lymphozytenmdéglich Kalzium aus dem Extrazellularraum
aufzunehmen Hierzu stehenauf der Zellmembran verschiedeneKanale zur
Verfugung.Durch denzuvor beschriebeneKalziumeinstrom aus dem ERerden
calcium releasectivated calcium channe(€RAC) geodffnet, die durclzusatzlichen
Einstrom von extrazellularem Kalzium digrazellulareKalziumkonzentration weiter
erhoher[30].

An dieser Stelle werden nuawei Arten von Kaliumkanélen aktiviert. Da Kalzium
zweifach positiv geladen ist, entsteht ein Ubergewicht an pasithadungen
innerhalb der Zed, wodurchder elektrochemische Gradieriigi der Membrasink.
Diese Depolarisation fuhrzur Aktivierung des spannungsabhangigeKy1.3

Kaliumkaralsundeinem,dem Konzentrationsgefalle folgend&asstrom von Kalium
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(K*) in das extrazellulare MilieuNebenKy1.3 existiert der kalziumabhangige
Kaliumkanal3.1 (Kca3.1). Dieser wird direkt Uber die Erhohung der intrazellularen
Kalziumkonzentration aktiviert und fiuhrt wie dkx/1.3 zum Ausstrom von Kalium
nach extrazellulaDieserKaliumaustromerhalt denelektrochemischen Graghiten

aufrecht und ermoéglicht so den weitekalziumeinstrom{30] (Abbildung 1)

Stlmulus extrazellular

T Zell-Rezeptor -Komplex
CRAC

W LA MMM il
WW ssdedd]ses W

Zellmembran

Phospholipase C

ER \ X. . /Kalziumkanal
C D,

intrazellular

Abbildung 1. Kalziumabhangige Kv1.3-vermittelte Aktivierungskaskade von
Tem-Lymphozyten

3.2. Die Verteilung von Kv1.3und Kca3.1auf T-Lymphozyten und ihr Anteil an
der T-Lymphozyten-Aktivierung

Auf der Zellmembran jedeS-Lymphozytensind sowohl K1.3 als auch Ka3.1
vorhanden Sobefinden sich sowolduf der Zelloberflache vonaivenals auchvon
nicht aktiviertenTem- und Tem-Lymphozytenetwa 300Ky 1.3 pro Zelle. De Anzahl
von Kca3.1 liegt bei 120 pro Zelle.Bei der Aktivierung dieser Zellenkommt es zu
einer Hochregulation der einzelnen lonenkanatyplierbei variiertdie Auspragung

je nach TLymphozytettyp. So erhéheifem-Lymphozytendie AnzahlderKy1.3 auf
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etwa 1500 pro Zelle, ohne eine deutliche Erhéhuog Kca3.1 zu zeigenTcwm-
Lymphozytenund nave T-Lymphozytenhingegen erhdhen die Anzahl ar8.1,
ohne K/1.3 vermehrt aufzuweisgf1].

Diese zellspezifische Erhdhung einzelner Kaniletet jedoch bei physiologisch
vorkommenden dLymphozyten keinen Angriffspunkt zur selektiven Hemmung. So
konnte nachgewiesen werden, dass physiologiSehd.ymphozytenbei Ausfall der
Funktion von K/1.3 die Fahigkeit zur Kompensation UbeeK1 besitzen28].
Physiologische Tem-Lymphozyten entwickeln sich jedoch nacthronischem
Antigenkontakt zu chronisch aktivierteMem-Lymphozyten Im Rahmen dieser
Transformabn verlieren siedie Moglichkeit derKompensation, sodass sie alleinig
von Kv1.3 abhangig werdeii28]. Diese Transformation bietet die Moglichkeit
selektiv chronisch aktiviert€em-Lymphozyteniber Kv1.3 spezifischmhibitorenzu

hemmen.

33Kvl.3

Kv1.3 ist ein spannungsabhangiger Kaliumkanal, welcléruiter anderenn der
Plasmamembran voFem-Lymphozyternbefindet SeineAnzahlwird bei Aktivierung
von Tem-Lymphozytendeutlichhochregulier{32]. Als Tetrameraufgebautpesteh
Kv1.3aus vier gleichen Untemheiten welche jeweilsechs Transmembrandoméanen
besitzen Die jeweils finfte und sechie Domane bilden die Kanalpore, wohingegen
die vierte Domanals Spannungssenséungiert Eine Aktivierungvon Ky1.3 fuhrt
uber eine Konformationsanderung zur Offnuiey Kanalporeund somit zu einem
dem Konzentrationsgradienten folgemssven Ausstrom von Kaliunvon intra
nach extrazelluldf7, 33].

4. Wirkweise von cgtx-544

Cgtx544 ist ein synthetisch hergestelltes Peptid, welcbelektiv Ky1.3 hemmt

sodass deruber diesen lonenkanalermittelte Kaliumausstromaus den T-

Lymphozytenunterbundenwird. Da wie zuvor erlauterim Falle von chronisch
aktiviertenTem-Lymphozyterein AufrechterhaltenleselektrochemischeGradienen

durch die Blockierung dieses Mechanismmicht mehmdaglich ist wird der weitere
Einstrom von Kalmm tber de CRAC gehemmt.In Folge dessenunterbleibtder

notwendigeAnstieg derKalziumkonzentratio30].



I. Einleitung Seite- 16-

5. Notwendigkeit einesTiermodells

In vitro konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine medikamentdse Blamkade
Kv1.3 zu einerHemmungvon krankheitsassoziierten, chronisch aktivierfguv-
Lymphozytenfuhrt [34]. Da Abstol3ungsreaktienjedochkomplexe Vorgangesind,

ist es nicht augichend isolierte Effekte aufTem-Lymphozytenzu untersuchenUm
eine Aussage Uber dertraglichkeit undeffektivitat einer Immunsuppression mit
cgtx544 nach Herztransplantationen treffen zu konnemss die Reaktion des
gesamtetmmunsystems auf die Beeinflusswan Tem-Lymphozytenvahrend einer
Transplantation betrachtet werden. beerfur kein suffiziertes in vitro Modell
existiert, ist es notwendiguf einin vivo Tiermodell zurtickzugreifenHierzu wurde
ein in der herzchirurgischen Forschummd unserer Arbeitsgruppetabliertes
Rattermodell ausgewahltDie im Rahmendieses Forschungsansatzeésrchgefinrten
Tierversucle wurde von der Regierung von Oberbayern nach 88 Abs. 1 des
Tierschutzgesetzes genehmigtudort untedem Aktenzeichen 55.2-54-2532169
2015gefuhrt.

6. Finanzielle Unterstlitzung dieser wssenschaftlichemrbeit
Diesewissenschaftliche Arbeit wurde im Rahmen des Sonderforschungslestdsigh
(SFB 127:Biologie derxenogenen Zel] Gewebe und Organtransplantation von der
Grundlagenforschung zur klinischen Anwenduagyefertigt. De finanziellen Mittel
wurden durch die Deutsche ForschungsgemeinschatDFG) bereitgestellt Der
verwendete Kv1.3dnhibitor wurde vom HerstelleconoGenetix biosciences GmbH

(Martinsried Deutschlangzur Verfligung gestellt.
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Il. Zielsetzung

Das Studienpeptidgtx544 wurde ds potenzielleTherapiezur selektiveninhibition
desKV1.3 entwickelt. Seitens daderstelles erfolgten bereitStudien zur Therapie
von rheumatoider Arthritisdie einegute Vertraglichkeiim Rattenmodellzeigten
(personliches Gesprach mit A. Klostemna conoGenetix biosciences GmbHiel
dieser wissenschaftlichen Arbeit ist eds Proof-of-ConceptAnsatz erstmaligzum
einendie Vertraglichkeit voncgtx544 im Rattentransplantationsmodetin Modell

mit hoherer Belastungir die Tiere zu eruierenund zum andererseine
immunologischerkinflussauf allogene Orgartsstol3ungsreaktionezu untersuckn.
Hierzu wird ein in der Forschungsgruppe etabliertes allogenes, heterotopes
Rattenherztransplantationsmodell genut8omit wird das Studiemgptid am
etablierten Modell vonzuvor nicht durch Spenderantigene prasensibilisierte
Empfangertiereevaluiert.In einem nachsten Schritt sollenste Versuckansatzém
Hinblick auf die Evaluation desStudienpeptidsn prasensibilisierte Empfangen
diskuiert werden Auf der Basis derin dieser Arbeiterhobenen Daten sollen erste
Erkenntnisseeiner selektiven und somit mdglicherweise nebenwirkungsédrmeren
immunsuppressiven Theragi@ Rahmen von Transplantationen gewonmemden

die weiterfhrend@ Forschungsansatzals Grundlage&lienen.
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[1l. Methoden und Materialien

1. Das Studiempeptid

Bei dem Studienpeptidgtx544 handelt es sichm einenselektivenKv1.3-Inhibitor.

Eswurdevonder FirmaconoGenetix biosciences Gmi§Martinsried)zur Verfliigung
gestellt Das Peptidiégt als Acetat in Pulverfornmit einer Reinheit von tber 9%

vor. Das Molekulargewicht beégt 4212 g/md& Basierend auf Vorstudieter Firma
conoGenetixvurde die Dosierung auf 15@/kg Korpergewich{KG) in einer Losung
von 250 pl 0,9 %iger NatriumchloridInfusionsbsung (NaCl) festgelegt In

Pulverformwurde das Peptidichtgeschitztei -80 °C flir mehrere Monatend in

Lésungbei 4°C fur wenigeWochen aufbewabhrt.

2. Versuchstiere

Als Versuchstiere digen ausschliel3lichir die Forschung geziichtete Ratté&im
einenzyklusabhangigen Einfluss von HormorauszuschlieRamd den Einfluss von
unentdeckten Schwangerschaften vermeiden wurden nur mannliche Tiere

verwendet.

2.1 Spendertiere
Als SpendertieravurdenBrown NorwayRatten BN/OrIRj, JANVIER LABS) vom
MHC-Typ RT1" verwendet Zum Zeitpunkt der Herztransplantation waren die

Spendertier® bis 8 Wochen alt undogenzwischen 20@ und 250g.

2.2 Empfangertiere
Als Empfangertiere wurden LewRatten(LEW/OrIRj, JANVIER LABS) vomMHC-
Typ RT1' verwendetMit einem Gewicht von 256 bis 300g und einem Alter von 8

bis 10 Wochen waren die Empfangertiere schwerer und grol3er als die Spendertiere.

2.3 Tierhaltung

Alle Tiere wurden in der von der Regierung von Oberbayern genehmiigidraltung
des WalterBrendelZentrums fur experimentelle Medizingehalten. Um eine
Eingewbhnung in das neue Umfeld zu gewahrlejstarrden die Tiere frihestens
sieben Tage nach Ankunh der Tierhaltungn den Versuch genommeDBie Tiere

wurden in Makrolon Typ IV Kafigemit erhéhtem Kafigeckelngehalten.Die mit
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Holzfasereinstreu ausgelegteafige wurderin einem maknalen Abstand von sieben
Tagen gereinigt und dieKafigdeckel alle zwei Wochen erneuertUm das
Sozialverhalten der Tiere zunterstlitzenywurdeeine Gruppenhaltung von bis zu vier
Tieren pro Kafig bevorzuglUm maogliche Effekte ausgeschiedendeptidresteauf
Kontrolltiere zu verhindern, wurden Tiere versatémerVersuchsgruppen nach der
Herztransplantation getrennt gehaltéds Enrichmentwurdenden TiereriTunnel aus
PappePlastikiohrg Plastikhduser undestbaumaterial aus HolzfasemgebotenAls
Nahrung dienten Hartpelletsielche genauso wikllissigkeitden Tierenad libitum
zur VerfugungstandenDie Haltungsbedingungen der Tiere waren standardifast
Temperatutbetrug22 + 2 °C bei einerrelativen Luftfeuchtigkeitvon 55 + 5 %. Im
Haltungsraum herrschte ein FaigchtRhythmusvon jeweils 12 Stundemit einer
maximalen Lichtintensitatvon 250Ix. Der Luftwechselim Haltungsrauntag etwabei
15- bis 20mal pro Stunde.

2.4. Untersuchung des Allgemeinzustandes

Im Hinblick auf die Vertraglichkeit voogtx544wurde cr Allgemeinzustanderin
den Versuch genommen Tiere taglich mittels einesScore Sheetdeurteilt
Belastungen wurden hand eineserrecimeten Punktewers bewertet und die
Abbruchkriteriendes Vesuchsdefiniert. Das Score Sheest im Anhang zu finden
(siehe XI, 2.)

3. Studiendesignder Transplantationsversuche

FUr diein vivo Versuche wurden insgesamt RP8wis-Ratten undB7 Brown Norway-
Ratten verwendet. Es wurden nur Tiere ausgewertet, deaasplantdtinktion nicht
durch eineperioperativekomplikation beeinflusst wirde Hierzu zahlten alle Tiere
derenTransplantdtinktion am ersten postoperativen Tag t A+ ++ i bewert et
(Tabelle3). Furdie Evaluation deStudienpeptids inm vivo Transplantationsmodell
wurden auf diese Weise 1Bmpfangertierehinsichtlich de Hauptzielgro3e, dem
Transplantatiiberlebeapysgewertet.

Die Versuclstiere wurden einer wn zwei Behandlungsgrupperrandomisiert
zugeordnet und anschlie3ehdterotopabdominellherztransplantiert. Tiere in der
cgtx544-Gruppeerhieltendas Studienpeptidgtx544 in einer Dosierung vori50
Hg/kg KG geldst in 25Qul 0,9 % NaClinfusionslosug. Tiere in derKontrollgruppe

erhielten250 pl 0,9 % NaClinfusionslésug. Die Studernsubstanavurde etwa 30
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Minuten vor der Herztragplantation undim Anschlusstaglich in die laterale
Schwanzvene injiziert

Zur Evaluation desTransplantatiiberlebenwurde das Transplantatversageals
primarer Endpunktdefiniert. Nach Erreichen des primaren Endpunkiasde der
Versuch beenret (Abbildung 2)

Zufallige Gruppenzuweisung
cgtx-544-Gruppe Kontrollgruppe
n=9 n=9
\ 2 \ 4
Préoperative Injektion Praoperative Injektion
(150pg/kg KG cgtx-544) (250l 0,9 % NaCl-Infusionslésung)
v v
Heterotope abdominelle Heterotope abdominelle
Herztransplantation Herztransplantation
\ 4 \ 4
Tagliche Injektion Tégliche Injektion
(150ug/kg KG cgtx-544) (250l 0,9 % NaCl-Infusionslésung)
v v
Transplantatversagen Transplantatversagen
\ 4 \ 4
Explantation des Transplantats Explantation des Transplantats

Abbildung 2: Studiendesign derTransplantationsversuche

4. Anasthesie
Eine Anasthesie der Versuchstiere erfolgte immer dann, wetekistendeEingriff
an den Tieren durchgefihrtwurde Es wurden sowohl Inhalationsals auch

Injektionsanésthetikaverwendet.

4.1 Inhalationsanasthesie
Alle belastendekingriffe, mit AusnahmealerHerztransplantatigwurdenuntereiner
Inhalationgnadsthesie durchgefihrt Hierzu zahlten die Injektionen der

Studienmedikation, die Blahihahmen aus der Schwanzvene, die finale
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Transplantateplantation und kardiale Punktion. Zusatzlich wurde die
Injektionsaanasthesiedes Empfangerties wahrend der Transplantatidoei Bedarf
mittels inhalativer An&sthetikavertieft Die Einleitung derinhalatven Anasthesie
erfolgte in eine Induktiorskamme. Uber ein Narkosegerat (Trajan 808, Drager)
wurde mittels eines Vaporisatorévapor 19.3, Dragerkin IsofluranSauerstoff
Gemisch mit einer Konzentration von % Isofluranin 2 I/min Sauerstoffflow
eingeleitet. Nach HEloschen desStellreflexes der Tiere erfolgte die weitere
Aufrechterhaltung deNarkosemit einer Maskeranasthesialurch ein halboffene
System mit Absaugumn Die Konzentration von Isofluran betrug je nach Anforderung

an de Narkosetiefe zwischdh 6% und 5% in 2l/min Sauerstoffflow.

4.2.Injektions anésthesie

Zur intraoperativen Anads#isie erhielten sowohl Spendafls auclEmpfangertier eine
Injektion einer aus Fentanyl, Midazolam und Medetomidirbestehenden
Anasthesielosung(Tabelle 2) in die ischiocrurale Muskulatur.Um einen
postoperativen Narkotikdoerhang zu vemeiden wurde die intramuskulare
Injektionsnarkosam Ende der Operatiantagonisiert. Die Antagonisierung erfolgte
als subkutae Injektion einer Kombinatiorslosungaus Naloxon, Flumazenil und
Atipamezol (Tabelle 2). Da eine solcheAntagonisierung auch dianalgetische
Komponentebetrifft, wurde dem Empfangertieintraoperaty, deutlich vor der

AntagonisierungMetamizol sukutan applizier(Tabelle2).

4 3. Postoperative Analgesie

Postoperativ erhielten die Empfangertiéme Abstand von vier Stunden zur ersten
Injektion eine weiteresubkutandnjektion von Metamizol Zudem erhielten die Tiere
am selben Tagnd am folgenden Morgegine subkutane Injektion mit Buprenorphin
(Tabelle2). Die postopestive Analgesiemit Buprenorphinvurdebei Bedarfauf die
ersten drepostoperativeage ausgeweitet
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Tabelle 2: Verwendete Narkotika, Analgetika und Antagonisten sowie ihre auf
das Korpergewicht adaptierte Dosierung

Verwendung Wirkstoffname | Wirkstoffklasse Dosierung
in mg/kg KG
Injektions anasthesie| Fentanyl Opioid 0,005
Midazolam Benzodiazepin 0,15
Medetomidin -Adrenorezeptor 2,0
Agonist
Antagonisierung Naloxon Opioid-Antagonist 0,12
Flumazenil Benzodiazepin 0,75
Antagonist
Atipamezol -Adrenorezeptor 0,2
Antagonist
Postoperative Metamizol Nichtsteroidales 200
Analgesie Antirheumatikum
Buprenorphin | Opioid 0,01-0,1

5. Heterotope abdominelle Herztransplantation

5.1. Praoperative Vorbereitung

Das Empfangertier wurde mittels inhalativeofluranNarkoseanésthesiergewogen

und es erfolgte die intraventse Injektion dersten Dosis der jeweiligen fur das

Versuchsier definiertenStudienmedikationlm Anschluss wurde dasntpfangertier

in den Kafig zurlickgesetztDas Spendertiewurde durch eineintramuskuléae

Injektion narkotisiertund gewogenThoraxund AbdomerdesSpendersvurderasiert

unddesinfiziert

5.2.Explantation desSpenderhterzes

Sobalddas chirurgische ToleranzstadiufAnasthesieStadium Ilb, Erléschen des

Zwischenzehenrefleg erreicht wurdegrfolgte dieLaparotomiedesin Rickenlage

positioniertenSpendetiers mittels Hautskalpell (Klingentyp 22 nach Rittgensund

Praparationsschergur systemischewollheparinisierungvurden 5001E Heparin in

1 ml 0,9 % NaCFkinfusionslésungn die abdominelleVena cava inferio{Venacava

caudalis)injiziert. Nach zweamnindtiger Zirkulationwurden Vena cava inferior und

Aorta abdominalislurchtrennt.

Im Anschlusserfolgte eine Sternotomie mittel Praparationshere Das Perikard

wurdeerdffnet der Thoraxaufgespreiztundfixiert. Es wurden Entlastungsschnitte in

die thorakalev/ena cava inferior undenTruncus pulmonaligesetzt und 3nl 4 °C

kalte BretschneideKardioplegiddsungretrogradin die thorakaleAorta infundiert.

Um den Abflussder Kardioplegielésungiber diethorakale Vena cava inferior zu
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verbessernyurdedas Lumen mit einé?inzette aufgehalterbie kardioplegiebedingte
Hypothermie de#derzes wurde durch eine &uf3ere Spulungt weiteren2 ml 4 °C
kalter Kardioplegielosunmtensiviert Durch das Erdffnen dgrof3en @falRe und die
Kardioplegie verstdt dasSpendetier in tiefer Narkose.

Sobald das Herz keirtkontraktionmehraufwies erfolgte die weitere Praparation der
herznahen Gefal3eDie thorakale Vena cava inferiorwurde mit einem nicht
resorbierbarerb-0 Polyesterfaden ligierund distal abgesetzt Die Venae cavae
superiores widen freiprapariert,herznah mittels eineGefaficlipsverschlossemnd
abgesetztDer Truncus pulmonaliand die Aorta ascendemngurde distal abgesetzt
Die Venae pulmonalesvurdenmit einem nicht resorbierbarés0 Polyesterfaden
gemeinsamligiert und anschlieRenddas Herzdistal der Ligatur abgesetzt und
entnommenUm die warme Ischaiezeit zu minimierenwurde das Transplantat
unverzuglichgewogen undbis zun Zeitpunkt derlmplantation in 4°C Kkalter

Kardioplegielosungufbewahrt

5.3. Implantation desSpenderterzes

Nach erfolgter Explantationwurde das Empfangertier auf die gleiche Art vaevor
das Spenderer narkotisiet. Zur Prophylaxeeiner intraoperativen Hypoglyk&mie
erhieltdasEmpfangeiier ein Gemisch aus thl 5%iger Glukoselnfusionslésung und
2 ml 0,9 %iger NaClkinfusionslésungubkutan injiziertEin Austrockhender Augen
wurden mit der Applikation einer dexpanthenolhaltigen Salbeerhindert Das
Empféangertier wurde in Rickenlagauf einer Warmemattgelagert,um eine
intraoperativa Hypothermieentgegenzuikken.

Es erfolgte einenediare LaparotomieDas Abdomenvurdeunter Zuhilfenahmeines
Wundspreizerdibersichtlich dargestelltDer durch Praparationdes Mesenteriums
mobilisierte Darm wurde in eing in 0,9 %iger NaCkinfusionslésung getrankte
Kompressevor dem Austrocknen geschu@atiRerhalb des Abdomenslagert Die
Vena cava inferior und die Aorta abdominalis wurdemterhdb der
Nierengefaliabgéngefreiprapariert und mittels einer Bulldog-Gefal3klemme
ausgeklemmtAnschlieRend wurdeie ausgeklemmtéorta mit einemSpitzskalpell
(Klingentyp 11lnach Ruttgenslangs inzidiert Eine Thrombenbildung wurdéurch
Ausspulung des GefalRast 0,9 %iger NaClInfusionslosungverhindert Die Aorta
des Transplantatsvurde mittels eines doppelt armierten, nicht resorbierbaren
PolypropylenFadens der Starke®in fortlaufender NahEnd-zu-Seit mit der Aorta

des Empfangers anastomosiert. Im Anschiussde die Vena cava des Empfangers
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langsinzidiertundmit 0,9%igerNaClInfusionsldsungon thrombotischem Material
freigespult. Mit dem gleichen Nahtmaterialwelches auch fur die arterielle
Anastomose verwendet wurdeurde die Vena cav&nd-zu-Seit mit dem Truncus
Pulmonalis des TransplantateastomosiertUm eire, durch das Arziehen de Naht
entstehend&tenosalerzartenVena cava zu verhindern, wurde die fortlaufende Naht
jeweils am proximakn und distatn Ende deAnastomosdixiert. Um postoperativ
eine bereits ausreichendénalgesiezu gewahrleistenerhielt das Tier bereitgum
ZeitpunktderarteriellenAnastomosierungine subkutae InjektionMetamizol Nach
Anlage beider Anastomosen wurde die Gefal3klenge&ffnet Der so geschaffene
Blutfluss durch das Transplantat entspricht dem Prinzip des Langeiimitélls
(Abbildung3).

Ein Abknicken der Anastomosen wurdeairch Umlegung eine resorbierbaren
hamostatischen Gelatineschwaesnverhindert Etwa 10-30 Sekunden nach
Reperfusionfing das Transplantatsan eigenstandig zu kontrahiereMorhof- oder
Kammerflimmern wurden durch mechanische Defibrillatiorbeendet Der zuvor
mobilisierte Darm wede zuriick in das Abdomen verlagert uneh WlasTransplantat
ausgebreitet. Die Bauchmuskulaturwurden mit einem nicht resorbierbaren
Polyesterfaden der Starked2die Hautmit einem Polypropyleffraden der Starke @

in fortlaufender Naht verschlosseDie Anasthesie jedoch nicht der analgetische
Anteil der Metanzolinjektion wurde mit einer subkutanen Injektion des Antidots

antagonisiertind dasTier in den Kéafig zurlicesetzt.
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Empféanger -Vena cava Spender -Aorta

Spender -Truncus pulmonalis Empfénger -Aorta

Rechter Vorhof Linke r Vorhof

Linker Ventrikel

Koronararterie

Sinus coronarius

Rechter Ventrikel Koronarvene

Abbildung 3: Prinzip des Langendorft-M odells

5.4. Postoperative$rozedere

Postoperatisstanden den Tieren Wasser Urutterpelletsad libitum zur Verfligung.
Zusatzlichwurdeden Empfangertieen regelmafigdirekt Flissigkeit angeboten. Um

die Aufnahme von Nahrung zu erleichtern, wurden Futterpellets direkt in den Kafig
gelegt. Alle Empfangere erhielteneine ihrem Allgemeinaistand angepasste
postoperativédnalgesienach dem zuvor beschriebenen Schema

5.5. Explantation beiVersuchsnde

Sobald einversuchser denprimarenEndpunkt erreicht hatte oder dieittels Score
Sheeerrechnet®elastung nichturechtfertiggnwar, wurde der Versuch beendet und
dasTransplantaentnommenDasEmpfangertiewurde mittels Inhalatiormhasthesie
narkotisiert und in RuUckenlagepositioniert Um eine adaquate Analgesie zu
gewahrleistenerhielt das Spendertier eisabkutane Injektion mit MetamizdNach
Erreichen deshirurgischa Toleranzstadims wurde das Abdomemedianmit einer
Praparationshere ertffnetind das Transplantat inspiziedinschlielRend wurde eine

finale Blutabnahmews demmativenEmpfangerherdurchgefuhrtDasEmpfangeiier
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verstarb in tiefer Narkose durchnibluten. Das Transplantatwurde mit einer
Praparationsscherabgesetzt von Ligaturen befreit,parallel zur Klappenebene
halbiertundgewogenAnschliel3end wurel das Transplantan 4 %iges Formaldehyd

Uberfuhrt und fur die histologischen Untersuchungen waiiéivereitet

6. Applikation der Studienmedikation

Alle Empfangertiere erhielteglich mit demTag der Transplantatidmeginnend30
Minuten vor der Transplantationkine intravendse Injektioned fur ihre Gruppe
definierten Studiersubstam. Zur Applikation wurden die Tiere mittels
Inhalationsanésthesmarkotisiert Die gestauteind zuvor durch Erwarmung dilatierte,
laterale Schwanzvene wwdnit einer Butterflykanule (255) punktiert. Um ein
Verbleib von Resten de Studienmedikments im Infusionsschlauch der
Butterflykantle zu verhindern, wurde nach der Injektion@tediensubstanmit 250

pl 0,9 %igerNaClinfusionslésungiactgespuilt.

7. Transplantatiiberleben

JedesTransplantatwurde taglich palpatorisch auf seine Funktion untersucht. Dies
erfolgtevor der Injektion des Studienmedikanents Die Transplantdtinktion wurde
mittels heartbeat strength sece nach Gordon beurteil85] (Tabelle 3) Konntekeine
Kontraktionpalpiertwerden galtder primare Enpunktalserreicht Erganzendvurde

eine traasabdominaleSonographie(SONOS 7500, Philipsfurchgefuhrt Hierfur
wurdeeins12Schallkopfmit einer Eindringtiefe von 2m und einer Frequenz von 88

MHz verwende{Abbildung4).
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Abbildung 4: Transabdominelle Sonographie von zwei Transplantaten: das
Transplantat zum Zeitpunkt des 7. postoperativen Tags (pod 7) zeigt im
Vergleich mit dem Transplantat zum Zeitpunkt direkt postoperativ (pod 0) eine
deutliche Zunahme der Ventrikelwand, eine Verengng des Ventrikellumens,
sowie das Vorhandensein eines intraventrikularen Thrombus

Tabelle 3: Heartbeat strength scoreach Gordon[35]

Transplantatfunktion | (-) (+) (++) | (+++) | Nicht beurteilbar

Per Palpation
Per Echo

Kontraktionsstarke(-) keing (+) sehr schwagh(++) stark (+++) sehr stark

8. Laboruntersuchungen

8.1.Blutentnahme

Vor der Explantatiorwurde dlen Empfangeieren final Blut entnommenHierfir
wurden die Empféangerties mittels Inhalationsanasthesierkotisiertund durch eine
subkutane Injektiovon 200 mg/kg KG MetamizolanalgesiertNach Erloschen des
Zwischenzehenrefleds wurde das empfangereigenéderz transthorakal punktiert,
sodass i@ Empfangertiee durchEntblutenin tiefer Narkose verstaem

8.2. Gewinnungvon Serum
Furlabocchemische dtersuchungen wurde SeruterEmpfangertieegewonnenDas
entnommene Volllnt wurde bei £C mit 2000G fir 5 Minutenzentrifugiertund das
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Uberstehende Serum abpipetti®ie zu je 200ul aliquotierten Serumproben wurde

bei-80 °C konserviert

8.3. Hamatologische Untersuchung.
Jeweils 50ul des Blutes wurde icthylendiamintetraacetérobebhrchen(EDTA)
aufgefangen undnittels eines HamatologiAnalysegerategProCyte Dx, Idexx

Laboratoriesuntersucht.

8.4. Serumchemie

500ul Serunwurdedurchdasklinische LabodesKlinik umsder Universitat Minchen
untersucht Dort wurden die Parameter Troponin (hochsensities Troponin)
Kreatinin, GlutamatPyruvatTransaminase3PT) und LaktatDehydrogenas@.DH)
bestimm.

8.5. Zytokin analytik

Zur AnalyseverschiedeneZytokine wurdevon jedemEmpfangertie200 pl Serum
an das Institufardiale Diagnostik und Therapie(Berlin) versendet. Dort wurde
mittels einedultiplex-ImmunoassayBio-Plex Pré&c Rat Cytokine Th1/Th2 tPlex
Multiplex-Immunoassay, BIGRAD Laboratories, Minchen) und zweier Singleplex
Immunoassays (Bi®Plex Pr&c Rat Singleplex IL-17A, BIO-RAD Laboratories,
Miinchen und BiePlex Pré& Rat Singleplex IL-12p40, BIGRAD Laboratories,
Munchen) die ZytokineGranulozyteAVlakrophagerKolonie-stimulierende Faktor
(GM-CSB, IFN-o , -110L -1 B -2, IL4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 (p70), L-13,
Tumornekrosefaktet) (TNF-U), IL-17A, 1L-12p40 (entspricht detnumanenL-23)

bestimmt.

9. Histologie

Sobald ein Empfangertier deWersuchsadpunkt erreicht hatte, wurde das

Transplantaentnommenundfir histologische Untersuchungen befeitet

9.1. Erstellung von histologischenGeweleschnitten
Die Transplantatevurde direkt nach derExplantationparallel zurKlapperebene

halbiert und fur 24 Stundenin 4 %igem Formalehyd eingebgert. Um eine
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Uberfixationzu verhindern wurden die Praparate im Anschiiissveitere 24 Stunden
in 70 %igem Ethanobufbewahrt AnschlieRendvurde das Transplantaimit einem
Skalpell in ca. 3nm dicke Scheiben geschnittend in einerEinbetkassettezum
Entwassern inein Entwasserungendell (Citadel 1000, SHANDON)elegt. Da
Entwasserungsptokoll desRondells befindet sich ilnhang(siehe X| 3.1).

Im Anschlussvurden die Praparataithilfe einer Ausgiel3statiofTissueTek TEC 5,
SAKURA) in Paraffinblicke gegossenMit einem Mikrotom (Microm HM 325,
Thermo Scientsjvurden 1um und 4um dicke Geweleschnitte angefertigtUm ein
Erweichender Paraffinblécke zu verhindern, werd diesevor dem Schneiden auf
einer -15 °C kalten Kalteplatte (COP 30 Cooling Plate, MEDITE) gelagéum
Glattenwurdendie Gewebschnite zuerst in eilkaltesund anschliel3end in ega. 40
°C warmes Wasserbad Uuberfghrton wo aus sie auf einen speziell fur
Immunhistochemie beschichtetendi#sivobjekttrageraufgezogenwurden Die
fertigen Geweleschnitte wurderzum Trocknerfir mindestens 24 Stunden @émem
37 °C temperierteWWarmeschranlkaufbewahrt

9.2. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zur histologischmorphologische Bewertungwurde wn jedem Transplantatein
Geweleschnitt mit einer HamatoxylinEosinFarbung (HE) eingefarbt Das
Farbeprotokoll ist im Anhang zu fied (siehe XI, 3.2.

9.3. Immunhistochemie

Im Gegensatz zur HEarbung beruht das Prinzip der Immunhistochemie nicht auf
dem direkten Anfarben der Zielstruktur. Bei der Immunhistochevineédie gesuchte
Zielstruktur durch Antikérper gebunderfPrimarantikorper). NachAuswaschen
ungebundene Antikorper wird ein zweiter Antikorper (Sekundarantikorper)
aufgetragen welcher an ds kristallisierbare Fragment~c) des Primarantikorpers
bindet An dasF. des Sekundaratikorpessist entweder eine Peroxidase gebunden oder
er ist biotinyliert, sodasser durchHinzugebenweitereg Substanen reagiert Die

entstehend¥erfarbungzeigtdasgesuchteédntigenindirekt an (Abbildung5).
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O

Sekundarantikorper \ DAB

Chromogenumsetzung

Gebundene Peroxidase

/ Priméarantikorper

— Antigen

Abbildung 5: Prinzip der Immunhistochemie

Zu allen immunhistochemischen Nachweis&urden Positivund Negativkontrolle
angefertigt

Die bei 37°Cin einem Trockenschranlber NachgelagerteitGeweleschnittewurden
fur 20 Minuten inXylol entparaffiniert Anschlieend wurde das Xylol dureine
absteigende AlkoholreireusgewaschemnddasPraparat schrittweise rehydrigfiir
die immunhistochemischen Nachweise W03, die Komplementfaktore@4d und
C5b-9 und Fibrinwurde eine Demaskierung der durch dasrRaldehydvernetzten
Antigene durchgefiihrtsodass die Bindestellen fir die Primarantikdrpergéieigt
wurden. Die Demaskierungfir die Antigene CD3 und C4d erfolgtelurch
Hitzedemaskierung

Um eine vorzeitigeChromogenmsetzungzu verhindern, wurdem ndchsten Schritt
die endogene Peroxidasesdeewebesit 1 %igem Wasserstoffperoxiolockiert In
den immunhistochemischen Nachweisen von -@5bnd Fibrin wurdeerst nach
Blockierung der endogenen Peroxidasne Demaskiemg durch Zugabe von
Proteinase K erreichtAnschlielBendwurden die Geweleschnitte mit Tris-Buffer
Saline (TBS) gespuilt.Um hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen
reduzieen, wurdendie Praparatemittels Normalserum gepuffeiDas Normalserum

stamntevon der jeweiligen Tierartjonderder Sekundéarantikorper gewonnen waird
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Im Anschlusswurde der fiir das gesuchte Antigen passenBemarantikdrper
aufgd@ragenlIm Falle deMegativkontroll& wurden anstelle deBrimarantikdrpesein
Antikorperverwendetdessen Antigen nicht in den Gevesbhnittervorkommt Eine
ausreichende Bindung de®rimarantikbrpes wurde durch eine Inkubation
gewahrleiste Bevorder Sekundarantikdrpeufgetragen und inkubienturde, wurde
derungebundene wteil an Primarantikbrper mit TBS ausgewaschBach erneutem
Waschen mit TBS wurde bei den immunhistochemischen Nachweisen, bei denen ein
biotinylierter Sekundarantikdrper verwendet wurde, ein AvBliotin-Komplex
aufgetagen Danachwurden ebendiese Nachweis&ubiert und erneutmit TBS
gewaschen

Anschliel3end wurden diéeweleschnittemit demChromoger8 , -Biddpinobenzidin
(DAB) bedecktwaobei sich bei einem positivékntigennachweigine Verfarbung auf
dem Objekttrager entwickel Um eine tGberschieBend€hromogenmsetzung zu
verhindern wurde das DAB unter flieRendem Wasser augewaschen.Mittels
Hamatoxylinsund anschlielBenderBlauen unter flieRendem Wassevurde eine
Gegenfarbung der Praparate erreicht.

Die Gewebsschnittevurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassedr
Alkohol mit Xylol ausgewaschen undiedGewebeshnitte mittels Histokitt und
Deckglasern eingedeckehlle Zeitangaben un@ubstratknzentrationen sind in den
einzelnen Protokollen festgehalt@&ie baeitszuvorin der Arbeitsgruppe etablierten
Farbeprotgolle sind im Anhang zu findegsiehe XI, 33. - 3.8.).Eine Auflistung der
verwendeten Primér Sekund&; und NegativKontrollantikbrper ist ebenfalls im
Anhang zu findengjehe Xl, 39. Tabelle 5).

9.4. HistologischeAuswertung

Alle Geweleschnitte wurderunter einem Lichtmikroskop (LEICA DMIL LEDLeica
Camera AG)eiverschiedeneVergroRerungn(Leica HI Plan 10x/0.22 PhlLeica
HI Planl 20x/0.30 PhJ, Leica HI Planl 40x/050 P2, Leica Camera Agnach einem
standardisiertescore Sheatnhand der von dénternational Society for Heart and
Lung TransplantatioISHLT) definierten Kriterienauf Absto3ungsreaktiondmn
untersucht uncdwusgewertef36, 37](Tabelle 4, Tabelle 5¥FUr eine aussagekrajt
Beurteilung forddr die ISHLT mindestens jedrei Schnittebenen vordrei
verschiedenemiopsieorten [37]. In den hier dargestellteNersuclen wurde eine
vergleichbar grol3e Gewebsflactherchdie Auswertung der kompletten Flaaheon

vier Herzquershnitten erreicht.DasScore Shedtann im Anhang gefunden werden
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(siehe Xl, 4.1., 4.2.)Alle histologischerBilder wurden mit einer Mikroskopkamera
(LEICA DFC425 G Leica Camera A{ und der zugehdrigersoftware (eica
Application Suitev4.5, Leica Camera Agaufgenommen.

9.4.1. Klassifikation der akuten zellularen Abstol3ung

Zur Auswertung der Transplantaef eineakute zellulare AbstoRur(@dCR) wurden
denRichtlinien der ISHLTentsprechend;lE-gefarbtePraparatdherangezogefB87].
Es erfolgte eine Untersuchuagf Kardiomyozytenschadesowie aufmononukleare
Infiltrate als Kriterien einer ACR. Ferner wurde das Vorhandenseinvon

Gewebsdenen Einblutungen und Vaskulitis ausgewelfEabelle4).

Tabelle 4. Grading: Akute zellulare AbstoRung(R) nach ISHLT 2004[37]

Grad HistopathologischeKorrelat e
OR Keine Infiltrate, keinéKardiomyozytenschaden
1R I nterstitielle und/ odler perivid

Kardiomyozytenschadesherd

2R O2 Infiltratherde mit assoziiertefardiomyozytenschaden

3R Diffuse Infiltrate mitKardiomyozytenschadeti Gewelstdemz=
Einblutung+ Vaskulitis

9.4.2 Klassifikation der antikdrpervermittelten AbstoRung

Gemald den Kriterien der ISHLTUr die Einteilung derantikdrpervermittelten
AbstoBung(AMR) (Tabelle5) werdensowohlhistopathologische Kriterien (Tabelle
6) als auctentweder einmmunhistochemischédachweis vonntrakapillarem CD68
und C4d (Tabelle 7) oder ein immunfluoreszeniNachweis von intrakapillaren
Immunglobulinen und Komplementablagerungen bend®§]. Dementsprechend
wurden msatzlich zu denHE-gefarbten Praparate, die immunhistochemischen

Nachweise vointrakapillaremC4d und Monozyten ausgewertet.
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Tabelle 5: Grading: Antikorpervermittelte Abstol3ung (pPAMR) nach ISHLT

Seite- 33-

2013[36]

Grad HistopathologischelmmunopathologischeKorrelat e

pAMR O Fehlende histopathologische und immunopathologische Kriter

pAMR 1 Fehlende immunopathologische, vorhandene histopathologisc

(H+) Kriterien

pPAMR 1 Fehlende histopathologische, vorhandiem@unopathologische

(I1+) Kriterien

pPAMR 2 Vorhandene histopathologische und immunopathologische
Kriterien

pAMR 3 Hochgradige histopathologische und immunopathologische
Kriterien

Tabelle 6: Histologisch morphologischeKriterien der AMR nach ISHLT 2013

[36]
Kriterium HistopathologischeKorrelat e Ergebnis
Intravaskuléar e - Ansammlung von Monozyten in | Negativ:
aktivierte Kapillaren oder Venolen, die die | Kein passendes
mononukleére Zellen GefalReausdehnen oder ausfillen | Korrelat
- groBkernige Endothelzellen mit | Positiv:

ausgedehntem Zytoplasma, welcl

O1 passendes

die Gefal3e einengen oder Korrelat
verschliel3en
Hochgradige - Einblutungen Negativ:
antikorper -vermittelte | - Thromben Kein passendes
AbstolRung - Kardiomyozytennekrose Korrelat
- Interstitielle Odeme Positiv:

- gemischte inflammatorische intra
beziehungsweise (bzw.)
perivaskulare Infiltrate

- kapillare Fragmentation

- EndothelialePyknosisund/oder

Karyorrhexis

O1 passendes

Korrelat




[ll. Methoden und Materialien Seite- 34 -
Tabelle 7. Immunhistochemische Kriterien der AMR nach ISHLT 2013[36]

Kriterium Einteilungsgrade Ergebnis
Intrakapillares C4d | Verteilung: Negativ:
0:10&  negativ Verteil ulng
1: 1050% negativ
2:<50% positiv Positiv:
Intensitat: Verteilungsgrad 2
0: kein Nachweis [und | nt enl
1: schwacher
Nachweis
2: starker Nachweis
Intravaskul are Verteilung: Negativ:
Monozyten (CD68) | 0: 10% negativ Verteilungsgrad 9
1: 1050% fokal positiv
2: >50% multifokal/diffus | Positiv:
positiv Verteil ulng

9.4 3. Differenzierung lymphozytarer Infiltrate in T - und B-Lymphozyten
Unabhangig von den Klassifikationen der ISHLT wurdenyhgphozytaren Infiltrate
auf ihre Zusammensetzung ausund B-Lymphozyten untersucht. Hierzu wurden
immunhistochemische Nachweise von CD3 und CD20 erstefiinach Haufigke

des Auftretenslerunterschiedlichen Lymphozytgqpenhin ausgewertet.

10. Statistik

Als HauptzielgroRe wurde das Transplantatiiberleben definleowohl dhs
Studiendesigrals auch die Berechnung der Gruppengrdf@sierterauf bereits von
unserer Arbeitsgruppe an dieseffiermodell durchgefiihrten Studieri38].
Unterschiedem Transplantatiberleben wurde duménLog-RankTests berechnet
und mittels KaplarMeier-Kurve dargestellt. Fir dasrdnsplantattiberlebenurden
die Mediare und Interquartilsabsinde der jeweiligen Gruppemerwendet, wobei ein
p-Wertunter0,05 als signifikant anerkannt wurde. Die Nebenzielgro3en wurdein

Cohenin Form von Effektgrof3er(dconen und ihren 95%-Konfidenzintervallen
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dargestellt NumerischeDaten wurden mit Mittelwert und Standalabweichung
angegeben.Unterschiede der verschiedenen Behandlungsgruppen wuatken
standardisierte Melwertdifferenen angegeben.Die als donen Vorliegenen

Ergebnise wurderin drei Gruppen unterteilt, wob#erte vonO 0, 2 kléging < 0, 5
O 0, 5 itlereun dO ,gBRe Effektalarsteller[39, 40]. Fir diestatistische
Auswertung und die Erstellung von Diagrammen wartBM SPSS Statistics 22

(IBM, Armonk, U.S.), GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., La Jol&) U

und Excel 2016 (Microsoft, Redmond.S.) genutzt.

11. Materiallist e

Eine ausfuhrlicheListe der verwendeten Materialigkann im Anhang gefunden
werden(siehe XI,6. Tabelle ®).
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V. Ergebnisse

1. Transplantatiiberleben

In dieser Studie wurde das Transplantatiiberleben als Hauptzielgro3e ddfimiert.
Vergleich zur Kontrollgruppe konnte bei degtx544-Gruppe keine signifikante
Verlangerung des mittleren Transplantatiberlebens beobachtet wemeRgnk
Test 1,0p=0,317) (Tabelle8, Abbildung 5).

Tabelle 8: Transplantattberleben der verschiedenen Versuchsgruppeim Tagen
(d) (n=18)

Kontrollgruppe cgtx-544-Gruppe
Transplantatiberleben (d) | 6,89+ 0,33 7,00+ 0,00

100
. =5 Kontrolle

—1 Kvl

B (2] 2]
T T T

Transplantatiiberleben (%)

o]
T

| | I | I I | |
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Zeit nach Herztransplantation (d)

Abbildung 5: Transplantatiiberleben in Tagen(d) der Kontrollgruppe und cgtx-
544-Gruppe (Kv1.3Inhibitor: Kvl), der Log-Rank betragt 1,0 mit einem p =
0,317(n =18)
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2. Histologische Auswertungder Transplantate

Aufgrund von technischen Problemevihrend der Organixierung konnten nur
jeweils dieTransplantateyon sechsVersuchstieren pr¥ersuchsguppe ausgewertet
werdenWahrend der Btwassenngin demEntwasserungendellkam es tiber Nacht

zu einem Stromausfalsodass die Praparate nicht fachgerecht bearbeitet wurden und

so fur die weitere Verarbeitung unbrauchbar waren.

2.1.HE-Farbung

In denTransplantaten beider Versuchsgrupptstite sichein multifokaler bis diffuser
hochgradiger Kardiomyozytenschaden dar (Tab&ll@&bbildung §. Sowohl n der
Kontrollgruppeals auch in decgtx544-Gruppe konntemittel- sowie hochgradige
gemischte Infiltrate nachgewiesen werdémabelle 10, Abbildung 7). Alle
Transplantate wiesen eine bandartige Epikarditis auf (Abbil@n®es Weiteren
zeigten sich in allen Transplantate®@deme, Hamorrhagien urmkrivaskulare bzw.
intravaskulare Infiltrate(Tabelle 11, Tabelle 12, Abbildung 9, Abbildung 10,
Abbildung 11, Abbildung 13. In allen Praparaten konnte ein ventrikularer

Abscheidungsthrombus nachgewiesen werden (Abbildung 12).

Tabelle 9: Auftreten von Kardiomyozytensché&len in den Transplantaten beider
Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagerfa = 12)

Kontrollgruppe COtx-544-Gruppe Gesamt
Keine 0 0 0
Geringgradig 0 0 0
Mittelgradig 0 0 0
Hochgradig 6 6 12
Gesamt 6 6 12
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Tabelle 10: Auftreten von zellularen Infiltraten in den Transplantaten beider
Versuchsgruppenam Tag des Transplantatversagesi(n = 12)

Kontrollgruppe cgtx-544-Gruppe Gesamt
keine 0 0 0
geringgradig 0 0 0
mittelgradig 2 2 4
hochgradig 4 4 8
gesamt 6 6 12

Tabelle 11: Auftreten von interstitiellem Odem in den Transplantaten beider
Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagerfa = 12)

Kontrollgruppe cgtx-544-Gruppe Gesamt
Nicht vorhanden 0 0 0
Vorhanden 6 6 12
Gesamt 6 6 12

Tabelle 122 Auftreten von Hamorrhagien in den Transplantaten beider
Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagerfs = 12)

Kontrollgruppe Cotx-544-Gruppe | Gesamt
Nicht vorhanden | O 0 0
Vorhanden 6 6 12
Gesamt 6 6 12
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Abbildung 6: Grol3flachiger Kardiomyozytenschadenin einemTransplantat der
Kontrollgruppe am Tag des Transplantatversagens (HEFarbung, 100fache
Vergro3erung)

Abbildung 7: Gemischtzellige Infiltrate in einem Transplantat der cgtx-544
Gruppe am Tag des Transplantatversagens (HHE-arbung, 200fache
Vergrol3erung)
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Abbildung 8: Gemischtzellige bandférmige Epikarditis in einem Transplantat
der cgtx-544-Gruppe am Tag des Transplantatversagens (HEarbung, 100
facheVergrofRerung)

Abbildung 9: Interstitielles Odemin einem Transplantat der Kontrollgruppe am
Tag des Transplantatversagens (HE&rbung, 10Gfache VergrolR3erung)
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Abbildung 10. Massive Hamorrhagien in einem Transplantat der
Kontrollgruppe am Tag des Transplantatversagens (HEFarbung, 100fache
VergréRerung)

Abbildung 11 Perivaskularer Infiltrate in einem Transplantat der
Kontrollgruppe am Tag des Transplantatversagens (HEFarbung, 200fache
Vergrol3erung)
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Abbildung 12 Linksventrikularer Abscheidungsthrombus in  einem
Transplantat der cgtx-544Gruppe am Tag desTransplantatversagens (HE
Farbung, 100fache Vergrol3erung)

Abbildung 13: Intravaskulare Ansammlung von mononukleéren Zellenin einem
Transplantat der Kontrollgruppe am Tag des Transplantatversagens (HE
Farbung, 40Gfache Vergrolierurg
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2.2. Immunhistochemischer Nachweis von ILymphozyten anhand von CD3

In allen Transplantaten der Kontrollgrupgennten massenhaft -Lymphozyten
nachgewiesn werden In der cgtx544-Gruppe hingegen zeigten sich in zwei
Transplantaten viele und in vier Transplantaten massenfafinphozyten (Tabelle
13, Abbildung 14.

Tabelle 13 Verteilung von T-Lymphozyten in den Transplantaten beider
Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagerfa = 12)

Kontrollgruppe Cotx-544-Gruppe | Gesamt
Keine 0 0 0
Wenige 0 0 0
Viele 0 2 2
Massenhaft 6 4 10
Gesamt 6 6 12
y o % » i p
;
+ > ¢ .
=
5 g M .:a o ¢ . ~ . -
i _ w
< - . S o gl ol
e " e > 2
a ' L » : L3
:'b b i ‘- e ‘) ‘- 3 0
” d I L= - 4
¢ > A5 Tondgl oW
~ - - L
< . € wor, “w
~ (54
‘E =] -~ 2 o 4 -~ *
‘. b -
- "R X -~ , s N
¥ . - o . . v <
[ v »
x{ o W y - *\ o0 % A 3
- - - = Y O - -~
. 4o "
o o 3 e
N . - -
Se. - 9 v *® |
X ’ 4 |
a - . o 100pm
- . 3 o -
g v - &, '. . - - ?

Abbildung 14: Interstitielle T-Lymphozyten in einem Transplantat der
Kontrollgruppe am Tag des Transplantatversagens (CD3mmunhistochemie,
200-fache VergroRerung)
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2.3. Immunhistochemischer Nachweis von B ymphozyten anhand von CD20
B-Lymphozyten zeigten sich im Vergleich zuLymphozyten in einer deutlich
geringeren Anzahln der Kontrollgrupp&onntendrei Transplantatenit vereinzelten

und dreiTransplantatenit wenigen BLymphozyten beobachtet werddn.dercgtx-
544-Gruppe konrg bei den Transplantaten von vier Tieren vereinzelte und bei zwei
Transplantaten wenige-Bymphozyten nachgewiesen werddiabelle ¥, Abbildung

15).

Tabelle 14: Verteilung von B-Lymphozyten in den Transplantaten beider
Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagerfa = 12)

Kontrollgruppe | cgtx-544-Gruppe | Gesamt
Keine 0 0 0
Vereinzelt 3 4 7
Wenige 3 2 5
Viele 0 0 0
Gesamt 6 6 12
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Abbildung 15: Vereinzelte interstitielle B-Lymphozyten in einem Transplantat
der cgix-544Gruppe am Tag des Transplantatversagens (CEZD-
Immunhistochemie, 400fache Vergrol3erung)

2.4. Immunhistochemischer Nachweis vorintravaskularen Monozytenanhand
von CD68

Sowohl in da Transplantaten ddfontrollgruppeals auch indenender cgtx544
Gruppe lie3ersichintravaskulareMonozytennachweisen. In beiden Gruppen waren
in jeweilszwei Transplantatefokal Monozytemachweisbarnnerhalb derestlichen
Transplantatewar eine multifokale bzw. diffuse Verteilung von Mnozyten
nachweibar (Tabelle %, Abbildungl6).
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Tabelle 15: Auftreten von intravasalen Monozytenin den Transplantaten beider
Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagerfa = 12)

Kontrollgruppe | cgix-544-Gruppe | Gesamt
<10% negativ 0 0 0
10%-50% fokal 2 2 4
>50% 4 4 8
multifokal/diffus
Gesamt 6 6 12
S0pm

Abbildung 16: Vereinzelter intravasaler Makrophage in einemTransplantat der
cgix-544-Gruppe am Tag des Transplantatversagens (CD6Bnmunhistochemie,
400-fache VergroR3erung)

2.5. Immunhistochemischer Nachweider Aktivierung des Komplementsystems
anhand von C4d

In allen Transplantaten konnte eine diffuse Verteilung von C4d in Ubét Sies
untesuchten Gewebesachgewiesen werden (Tabell®, Abbildung 17. Alle

Transplantate der Kontrollgruppe und funf Transplantateglss544-Gruppe wiesen
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eine starke Signalintensitat auf. Ein Transplantat agx544-Gruppe zeigte eine

schwache Signalintensitat (Tabellg).

Tabelle 16: Verteilung von C4d in den Transplantaten beider Versuchsgruppen
am Tag des Transplantatversagns (n= 12)

Verteilung Kontrollgruppe cgtx-544-Gruppe | Gesamt
<10% 0 0 0
10%-50% 0 0 0
>50% 6 6 12
Gesamt 6 6 12

Tabelle 17 Intensitdt des C4d-Nachweisesin den Transplantaten beider
Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagens fn12)

Signalintensitat Kontrollgruppe cgtx-544-Gruppe | Gesamt
Nicht angefarbt 0 0 0
Schwach angefarbt | O 1 1
Stark angefarbt 6 5 11
6 6 12

Gesamt
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Abbildung 17: Kapillare C4d-Ablagerungen in einem Transplantat der
Kontrollgruppe am Tag des Transplantatversagens (C4dmmunhistochemie,
100fache VergrofRerung)

2.6. Immunhistochemischer Nachweis von Fibrin

In allen Transplam@ten konnte Thromben in Venolen und Kapillaren nachgewiesen
werden (Tabelle 18, Abbildung 18). Des Weiterenkonnte in allen Transplantaten
diffuse Fibrinexsudationerund epikardiale Fibrinbelag@achgewiesen werden
(Abbildung 19, Abbildung 20.

Tabelle 18 Auftreten von Thromben in Venolen und Kapillaren in den
Transplantaten beider Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagens#$n
12)

Kontrollgruppe Cgtx-544-Gruppe | Gesamt
Nicht vorhanden 0 0 0
Vorhanden 6 6 12
Gesamt 6 6 12
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Abbildung 18 Intravasaler Thrombus in einem Transplantat der
Kontrollgruppe am Tag des Transplantatversagens (FibriAlmmunhistochemie,
400-fache Vergrol3erung)

e
100pm

Abbildung 19: Diffuse interstitielle Fibrinexsudation in einem Transplantat der
Kontrollgruppe am Tag des Transplantatversagens (FibriAlmmunhistochemie,
200-fache VergroRRerung)
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Abbildung 20: Epikardialer Fibrinbelag in einem Transplantat der cgtx-544
Gruppe am Tag des Transplantatversagens (Fibriimmunhistochemie, 200
fache Vergrof3erung)

2.7 Akute zellulare Abstol3ung

Anhand der in der HE&rbunguntersuchterriterien der ISHLT (Tabelles) konnte
in allen Transplantaterbeider Versuchsgruppegine hochgradige akute zellulare
AbstoRungGrad 3 nachgewiesen werden (TabeRE9).

Tabelle 19: Einteilung der akuten zellularen AbstoRung(R) der Transplantate
beider Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagens nach den Kriterien
der ISHLT (n =12)

Kontrollgruppe | cgtx-544-Gruppe | Gesamt
GradOR 0 0 0
Grad 1 R, geringgradig | O 0 0
Grad 2 R, mittelgradig | O 0 0
Grad 3 R, hochgradig | 6 6 12
Gesamt 6 6 12
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2.8. Antikdrpervermittelte Abstol3ung

Mittels der durchgefiihrten histologischen und immunhistologischen Untersuchungen
konntenalle untersuchten Transplantater nach ISHLT klassifizierternochgradig
pathologischenantikdrpervermittelten AbstoRungGrad 3 zugeordnet werden
(Tabelle20).

Tabelle 20: Einteilung der antikérpervermittelten AbstoRung (pAMR) der
Transplantate beider Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagens nach
den Kriterien der ISHLT , Nachweis in derHamatoxylin-Eosin-Farbung (H+),
Nachweis in derimmunhistologischen Untersuchungl+) (n = 12)

Kontrollgruppe | cgix-544-Gruppe | Gesamt
pAMR O 0 0 0
PAMR 1 (H+) 0 0 0
PAMR 1 (I+) 0 0 0
pAMR 2 0 0 0
pAMR 3 6 6 12
Gesamt 6 6 12
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3. Auswertung der Serumchemie

3.1. AuswertungdesTroponin | -Serumspiegels

Am Tag des Transplantatversagever der Troponin-Serumpiegel dercgtx-544
Gruppeim Durchschnittl9 % hoher als der der Kontrollgruppe (11,53,37 ng/ml
gegeriiber 9,65 £ 3,00 ng/ml). Dies entspricht einem mittleren Effekt nach Cohen
(dcohen= 0,59, 95% CI -0,38bis 1,50) (Abbildung21).
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Abbildung 21: Troponin |-Serumgiegel im Blut der Versuchstiere beider
Versuchsgruppen am Tag de3ransplantatversagens(n = 18)

3.2. AuswertungdesLDH -Serumgiegels

Im Vergleich zur Kotrollgruppe lag der mittlere LDRVert dercgix-544-Gruppeam
Tag des Transplantatversagens durchschnittlicBolledher 401,44+ 743,73 Ul
gegeniberl203 + 545,67 U/). Dies entspricht einem kleinen Effekt nach Cohen
(dcohen= 0,30, 95% CI-0,64bis 1,22)
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3.3 Auswertung vonGPT- und Kreatinin -Serumsiegel
DerKreatininSerumgpiegel wurdeam Tag des Transplantatversagens ircger544
Gruppe 3% hohergemesseals in der Kontrojruppe(0,39+ 0,11 mg/dl gegenluber
0,38+ 0,04 mg/dI).

Im Vergleich zur Kontrollgruppe lag dénale GPT-Serumgpiegel bei decgtx-544
Gruppe 1% hoher (51,8914,27U/1 gegeniber 51,22 11,70U/1).

Somit konnte sowdhbei den Kreatinin als auch den GRWerten dercgtx-544
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe kein Effekt nach Cohen nachgewiesen
werden(Kreatinin: dconen= 0,14, 95% CI-0,79bis 1,06 GPT:dcohen= 0,05, 95% CI
-0,88bis 0,97).

4. Auswertung der hdmatologischen Untersuchungen

Von allen Tieren wurde am Tag des Transplantatversagens Blut fiir hAmatologische
Untersuchungerentnommen.Aufgrund einer vorzeitigen Gerinnung einer Probe
konnte in dercgtx544-Gruppe nur das Blut von acEmpfangerteren untersucht
werden. In der Kontrollgruppe konnte das Blut aller nEmpfangetiere verwendet
werden. Des Weiteren konnte in dagtx544-Gruppe aufgrund einempparativen
Fehlmessung eines der adWiérsuchsere hinsichtlich der Zahl der neaphilen
Granulozytemicht ausgewertet werdemfolgedessenvarenauch die absolute Zahl

der Leukozyten und die relativémzahlen der unterschiedlichen Leukozytigrenfur

diesesversuchser nichtauswertbar
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4.1.Auswertung der Erythrozytenzahl

Am Tag des Transplantatversagens lag die durchschnittliche Zahl der Erythrozyten im
Blut der Tiere deKontrollgruppe2 % hoher als die degtx544-Gruppe(8,35+ 0,76

M/ul gegeniibeB,51+ 0,66 M/ul). Dies entspricht einem kleinen Effekt nach Cohen
(dcohen=-0,22, 95% CI-0,74bis 1,17) (Abbldung22, Tabelle21).
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Abbildung 22: Erythrozyten im Blut der Versuchstiere beider Versuchsgruppen
am Tag des Transplantatversagens (r 17)
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4.2. Auswertung der Thrombozytemzahl

Die mittlere Anzahl der Thrombozyten im Blut démpfangertre dercgtx544
Gruppe lagim Vergleich zur Kontrollgrupped % hoher $52,12 + 90,95 k/ul
gegenubeb06,33+ 152,94k/ul). Dieser Unterschied entspricht einem kleinen Effekt
nach Cohendgconen= 0,36, 95% CI1-0,62bis 1,30 (Abbildung23, Tabelle21).
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Abbildung 23: Thrombozyten im Blut der Versuchstiere beider
Versuchsgruppen am Tag des Transplantatversagens tnl17)
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4.3. Auswertung der Leukozytenzath

Die Leukozytemahlen im Blut der cgtx544Gruppe lag am Tag des
Transplantatversagens im Verglemir Kontrollgruppel3% hoher 19,98+ 3,80k/ul
gegenuberl7,62+ 4,76 k/ul). Dies entspricht einem mittleren Effekt nach Cohen
(dcohen= 0,54, 95% CI-0,49bis 1,51) (Abbildung24, Tabelle2l).
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Abbildung 24: Leukozyten im Blut der Versuchstiere beider Versuchsgruppen
am Tag des Transplantatversagens (s 16)
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4.4. Auswertung der Lymphozytenzahl

Die Lymphazytenzahlen im Blut défontroll- und dercgtx544-Gruppeunterschieden
sicham Tag des Transplantatversagarcht (11,21+ 3,39k/ul gegentibern 1,20+
3,34k/ul). Dies entsprichteinemEffekt nach Cohendgonen= 0,00, 95% CI1-0,95 bis
0,95 (Abbildung?25, Tabelle22).
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Abbildung 25: Lymphozyten im Blut der Versuchstiere beider Versuchsgruppen
am Tag des Transplantatversagens (r 17)



IV. Ergebnisse Seite- 58 -

Tabelle 21: AKleines Blutbildfi beider Versuchsgruppen am Tag des
Transplantatversagens(n = 17; fur Leukozyten n = 16)

Kontroll - cgtx-544 Effekt-Size nach
gruppe Gruppe Cohen/ 95% CI
Erythrozyten (M/ul) | 8,51+0,66 |8,35+0,76 dcohen=-0,22
95% CI-1,17 bis 0,74
Hamoglobin (g/dl) 13,78+ 1,02 | 13,38+ 1,19 dcohen=-0,36
95% CI-1,31 bis 0,61
Hamatokrit (%) 41,41+ 2,51 | 39,49+ 3,63 | dcohen=-0,62
95% CI-1,56 bis 0,38
Mittlere s 48,71+ 1,32 | 47,28+£1,10 | dcohen=-1,18
korpuskulares 95% CI-2,14 bis-0,09
Volumen
(MCV) (fl)
Mittleres 16,19+ 0,25 | 16,00+ 0,23 | dcohen=-0,78
korpuskulares 95% CI-1,72 bis 0,25
Hamoglobin
(MCH) (p9)
Mittlere 33,24+ 0,67 | 33,88+ 0,54 | dcohen=1,03
korpuskulare 95% CI-0,03 bis 1,99
Hamoglobin-
Kontentration
(MCHC) (g/dl)
Retikulozyten (k/pl) | 351,93+ 316,25+ 75,27 | dcohen=-0,34
124,16 95% CI-1,28 bis 0,63
Retikulozyten (%) 4,25+1,86 |3,85+1,14 dcohen=-0,25
95% CI-1,20 bis 0,71
Thrombozyten (k/ul) | 506,33+ 552,12+ 90,95 | dcohen= 0,36
152,94 95% CI-0,62bis 1,30
Leukozyten (k/ul) 17,62+ 4,76 | 19,98+ 3,80 | dcohen= 0,54
95% CI1-0,49 bis 1,51
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Tabelle 22 Differenzialblutbild beider

Seite- 59 -

Versuchsgruppen am Tag des

Transplantatversagens (n= 17; fur die absolute Anzahl an rutrophilen
Granulozyten und alle prozentualenZahlenangaben n= 16)

Granulozyten (%)

Kontroll - COtx-544 Effekt-Size nach
gruppe Gruppe Cohen/ 95% ClI

Lymphozyten (k/ul) | 11,21+3,39 | 11,20+ 3,34 | dcohen= 0,00

95% C1-0,95 bis 0,95
Monozyten (k/pl) 2,01+ 0,65 2,49+ 1,01 dcohen= 0,57

95% CI1-0,43 bis 1,51
Neutrophile 4,25+ 1,47 5,01+ 1,96 dcohen= 0,45
Granulozyten (k/ul) 95% CI1-0,58 bis 1,42
Basophile 0,03+ 0,02 0,03+ 0,02 dcohen=-0,16
Granulozyten (k/ul) 95% CI-1,11 bis 0,80
Eosinophile 0,12+ 0,05 0,16+ 0,23 dcohen= 0,24
Granulozyten (k/ul) 95% CI1-0,73 bis 1,18
Lymphozyten (%) 62,96+ 7,70 61,76+ 8,16 dcohen=-0,15

959% CI-1,16 bis0,85
Monozyten (%) 11,36+ 1,34 | 12,79+ 3,97 | dcohen=0,51

95% CI1-0,52 bis 1,49
Neutrophile 24,8+7,19 24,47+ 555 | dcohen=-0,05
Granulozyten (%) 95 % CI-1,04 bis 0,94
Basophile 0,73+ 0,29 0,84+ 1,05 dcohen=-0,14
Granulozyten (%) 95% CI-1,12 bis 0,86
Eosinophile 0,16+ 0,09 0,14+ 0,10 dcohen= 0,15

95% CI1-084 bis 1,13
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5. Auswertung der Zytokine

Fir die Zytokine 11 U , -1 BIU=2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12p70, I-13, IL17A,
GM-CSF, IFNo  uTN&-U konnten alleVersuchsere beider Versuchsgruppe
ausgewertet werden. Bei der Bestimmung vori2p40 konnten aufgrund von E.
extrapoliertenMesswerten nur funiVersuchsere der Kontrollgruppeund vier
Versuchsere der cgtx544Gruppe ausgewertet werdeie durchschnittlichen
Messverte aller Zytokine waren in der cgtx544-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppeniedriger Hierbeizeigtendie meistertWerteeinen grof3en, jedoch alle
Messwertanindestes einenkleinen Effekt nach Ghen(Tabelle23, Abbildung 29 bis
Abbildung 39.
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Tabelle 23: Ergebnisse der Zytokinmessundpeider Versuchsgruppen am Tag des
Transplantatversagens {ur IL -12p40n =9, fur alle anderen Zytokinen = 18)

Kontroll -Gruppe

cgtx-544-Gruppe

Relativer Unterschied /
Effekt-Size/ 95% ClI

IL-1 U |663,90 562,25 -18%/ dconen=-0,78

+107,27pg/ml + 149,70pg/ml 95% CI -1,70 bis 0,21
IL-1 b 1974,66 1606,27 -23% / dcohen=-1,14

+ 154,00pg/ml +430,25pg/ml 95% CI-2,08 bis-0,10
IL -2 3054,63 2636,42 -16 %/ dcohen=-1,15

+ 311,54pg/ml +411,02pg/ml 95% CI-2,08 bis-0,10
IL -4 170,25 136,09 -25% / dcohen=-1,01

+ 32,71pg/ml + 34,97pg/ml 95% CI-1,94 bis 0,02
IL -5 1750,27 1544,90 -13%/ dcohen=-1,26

+ 54,54pg/ml +224,17pg/ml 95% CI-2,20 bis-0,20
IL -6 2179,48 1868,34 -17 %/ dcohen= -0,57

+ 488,09pg/ml +590,59pg/ml 95% CI-1,49 bis 0,39
IL-10 3653,59 3012,69 -21%/ dcohen=-1,11

+ 414,48pg/ml +700,97pg/ml 95% CI-2,05 bis-0,07
IL-12p40 | 11,24 9,53 -18 %/ dcohen= -0,45

+ 4,03pg/ml + 3,44pg/ml 95% CI-1,73 bis 0,93
IL -12p70 | 994,27 772,11 -29% / dcohen=-1,44

+76,82pg/ml + 204,06pg/ml 95% CI-2,40 bis-0,35
IL-13 494,80 398,25 -24.% [ dcohen=-1,08

+49,09pg/ml +116,81pg/ml 95% CI-2,01 bis-0,04
IL-17A 435,29 387,81 -12% / dcohen= -0,85

+ 39,10pg/ml + 68,41pg/ml 95% CI-1,77 bis 0,15
GM-CSF | 1254,07 1012,26 -24% / dcohen=-0,95

+196,48pg/ml + 303,35pg/ml 95% CI-1,87 bis 0,07
IFN -2 2435,85 2091,48 -16 %/ dcohen= -0,59

+530,19pg/ml + 629,32pg/ml 95% CI-1,51 bis 0,38
TNF-U 1233,33 1031,91 -20% / dcohen=-0,77

+208,88pg/ml + 304,09pg/ml 959% CI-1,69 bis 0,22
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5.1. Auswertung der von Tem-Lymphozyten produzierten Zytokine

IL-4 und IL-5sowie Interferoro s i nd Zy t uteriamderenaomadtiviertene
Tem-Lymphozyten ausgeschittet werd&ie zeigten sichin der cgtx544-Gruppe

erniedrigt.

5.1.1.Auswertung von Interleukin-4

Am Tag ds Transplantatersagensvar derdurchschnittlichdlL -4-Wert dercgtx544-
Gruppe 25% niedriger als der der Kontrollgrupp&36,09+ 34,97 pg/ml gegentber
170,25+ 32,71 pg/ml). Dies entspricht einem groRen Effekt na@bhen (dconen =
-1,01, 95% CI-1,94bis 0,02 (Abbildung26).
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Abbildung 26: IL -4-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe ( 170,25+ 32,71
pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (136,09 + 34,97 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (d cohen=-1,01, 95% CI -1,94bis
-0,02 (n=18)
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5.1.2. Auswertung von Interleukin-5

Bei der IL-5-Messung lag dedurchschnittlicheNert in dercgtx544-Gruppel3 %
niedrigerals in derKontrollgruppe(1544,90+ 224,17 pg/ml gegentber 1750,27
54,54pg/ml). Dies entspricht einem groRen Effekt nach Cohesmd- -1,26, 95%
Cl -2,20bis -0,20) (Abbildung 27).
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Abbildung 27: IL -5-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe (1750,27 + 54,54
pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (1544,90 + 224,17 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (d conen=-1,26, 95% CI -2,20bis
-0,20)(n =18)
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5.1.3. Auswertung vonINF-2

Der durchschnittlicheWerte fur Interferono war cghR544Grippe 16%
geringerals der der Kontrollgruppe (2091,4& 629,32pg/ml gegeniiber 2435,85
530,19pg/ml). Dies entspricht einem mittleren Effekt nach Cohesnés= -0,59, 95
% CI1-1,51bis 0,38 (Abbildung 28).
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Abbildung 28 IFN-o-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe (2435,85 +
530,19pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (2091,48+ 629,32pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (d cohen=-0,59, 95% CI -1,51bis
0,38 (n =18)
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6. Auswertung des Allgemeinzustands der Versuchstiere

Der Allgemeinzustand der Versuchstiere wurde anhand eiwes der
Ethikkommission genehmigteBScore Sheetgur Einschatzungder postoperativen
Belastungbestimmt.Hierbei konnte ein maximaler Wert von 28 Punkten erreicht
werden, wobei die einzelnen Kategorienwie Verhaltensauffalligkeiten,
Schmerzsymptome und @ansystememit jeweils bis zu vier Punkterbewertet
wurden. EinScoreWert von unterzwei Punktenwvurde als geringe Belastung ohne
Interventionsbedarf angesehen (siehe XI, Pje postoperative Belastung der
Versuchstiere zeigte in beiden VersuchsgrugpeMittel jeweils ScoreWerteunter
zweiund ab dem dritten postoperativen Tag jeweils ueites (Tabelle 24) Keines
der Versuchstiere musste wegen hoher Belastung euthanasiert werdeietien
Gruppen kein Tier eimeBelastungsScore von Uber mehr als dreund keines der
Versuchgere langer als einen Tag einen Belastugere von drei aufwies Somit
kann eine gute postoperative Behandlung der Tiere und fir die Verabreichung des

Studienpeptids keine klinisch relevante zusatzliche Belastungwkritiert werden.

Tabelle 24: Mittelw ert © Standardabweichung der Belastung der Tiere der
beiden Versuchsgrupperan den einzelnen postoperativen Tagen (potestimmt
durch das postoperative RattenScore Sheefsiehe XI, 2)

Kontroll -Gruppe cgtx-544-Gruppe
pod 1 1,89° 0,60 1,89° 0,60
pod 2 1,33° 0,71 1,67° 0,50
pod 3 0,56° 0,53 0,89° 0,60
pod 4 0,22° 0,44 0,33° 0,50
pod 5 0,22° 0,44 0,56° 0,53
pod 6 0,89° 0,33 1,00° 0,87
pod 7 0,38° 0,52 0,78° 0,44
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V. Diskussion

1. Vertraglichkeit von cgtx-544im allogenen, heterotopen

Rattenherztransplantationsmodell

In den durchgefiihrten Versuchen konnte ueieer Therapie mit dem Kv1-Iahibitor
cgtx544 bei allogenen, heterotopederztransplantationen im Rattenmddelne
durchweg gute Vertraglichkeit des Studienpeptids gezeigt webdes.bestatigt die
vom Hersteller zuvor durchgefuhrten Versuche zur Vertraglichkeitsprifung im
weniger belastenden Arthritiodell (nochunveréffertlicht; personliches Gesprach
mit A. Klostermann, conoGenetix biosciences GmbHEur Beurteilung der
Vertraglichkeit wurderein Scorezur Berechnung der postoperativen Belastung und
somit des Allgemeinzustands der Versuchstiere stabigrchemische Markédiir die
Orgarfunktionenvon Nieren und Lebdrerangezogen.

Die durchschnittlichen Werte des postoperativen BelastB8ogsesder Tiere beider
Versuchsgruppen zeigten eine geringe Belastymgbelle 24). Keines der
Versuchstiere musste aufgrund einer hgrestigen oder anhaltenden mittelgradigen
Belastung euthanasiert werden. Neben der tolerablen operativen Belastung kann fr
die Therapie mit cgtx544 kein klinisch relevanter negativer Effekt awafen
Allgemeinzustandler Versuchstiertestgestellt werden

Zur Beurteilung der Vertraglichkeit voegtx544 fiur Niere und Leber erfolgte die
laborchemische Bestimmung von Kreatinin und GPT. Vergleicht man die Werte
beider Versuchsgruppero zeigten sich keine relevanten Unterschiede, sodass sich
eine Organvertraglichkeit vargtx544fur Niere und Leber ableiten I&sst.

Auch in den im Blutbild gemessenen Parametern zeigten sich bei degtrid4
behandden Versuchstierenkeine Auffalligkeiten wie beispielsweise eine
Leukopenie, Thrombozytopenie oder Andmie.

So ergibt sich im Hinblick auf die in diesem Versuch bestimmten Parameter kein
Zweifel an einer Vertraglichkeit voncgtx544 im allogenen, heterotopen

Rattenherztransplantationsmddel

2. Zytokine
Vergleicht man die durchschnittlichen Werte der gemessenen Zytokine, so zeigen sich

durchweg niedrigerenittlere Messwertén der cgtx-544-Gruppe.Tem-Lymphozyten
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produzieren nach ihrer Aktivierung die Zytokine-4l.IL-5 sowie IFN9 [8]. Auch

diese Zytokine waren in dergtx544-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
verringert Eine Verdinnung der gemessenen Zytokine durch die Appmikater
Studienmedikation in der Verumgruppe wurde durch die Gabe des gleichen Volumens
an NaCiLdsung in der Kontrollgruppe verhindert. Dies konnte ein Hinweis darauf
sein, dass eine Behandlung vaioht prasensibilisierte@rganempfangern magtx

544 zu einer Immunmodulation fiihrt.

Wahrend Absto3ungsreaktionen kommt es zur SezernierunglRidro durch
aktivierteMemoryT-Lymphozyten41]. Ein Unterdriicken der Produktion von INF
fuhrt im  Mauseherztransplantationsmodell zu einer Erhdéhung des
Transplantatiérlebens[42]. So ist es mdglich, analog zum DSiktektierenden
CrossMatch-Test mittels eine€€nzymdinked Immunosorbent AsséyLISA) IFN-
o-sezernierend&emoryT-Lymphozyten bei Organempfangern zu bestimri#s].
Stimuliert man Ev-Lymphozyten mit den passenden Antigenen und blockiert
gleichzeitig K/1.3 mit verschiedenen, fir diesen Kanal selektiven, Substanzen, so
kommt es zu einer deutlich reduziertAnsschittungvon IFN-2 im Vergleich zur
Kontrollgruppe[44]. Analog dazu zeigte sich auch unter der Blockade wdh3mit
cgtx544eine Erniedrigung ddFN-2-Serumspiegel im Vergleich zur Kontigiduppe.

Wahrend AbstoRungsreaktionen nach Herztransplantationen kommt es zu einer
erhohten Produktion von 1B [42]. Unter andeem untersttitzt 1-6 die Aktivierung

und Vermehrung von antigenspezifischehyinphozyten45, 46] Des Weiteren hat

es einen Uberlebensverlangernden Einfluss duffiiphozyter[46, 47] So konnte im
Herztransplantationsmodell bei MH@kompatiblen Mausen gezeigt werden, dass
eine IL-6-Defizienz in Kombination ntieiner INF2-Blockade, verglichen mit einer
alleinigen  INFo-Blockade zu eine signifikanten Verlangerung des
Transplantatiiberleberfiihrt [42]. Vergleicht man die It6-Werte dercgtx544
Gruppe und der Kontrollgruppe, so zeigt sclilercgtx544-Gruppe ein erniedrigter
Serumspiegel.

TNF-U hat eine proabstoCende Wirkung. So
gemeinsame Blockade von TNF u n-@ eirle ITransplantatakzeptanz induziert
werden[48]. In dercgtx544 Gruppe lag der TNfE+Serumspiegel unter dem der
Kontrollgruppe.
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IL-2 ist ein weiteres Zytokin, dessen Serumspiegel sich wahrend
Abstol3ungsreaktionen erhdftl]. In Modellen zur Multiple Sklerose konnte unter
der Blockade von du-Lymphozyten mittels eines \K.3-Kanalblockers eine
Reduktion der It2 Produktion nachgewiesen werd@&4, 44] Auch in der Gruppe

der mit cgtx544 behandelten Empfanger zeigte sich eine Reduktion de2- IL
Serumspiegel. Dies kdnnte Hinweis auf eine reduziette LymphozyterAktivitat

geben

Im Multiple SkleroseModell kommt es unter einerK.3-Kanalblockade neben iR
und IFN-2 des Weiteren zu einer Reduktion in der Produktion ved7l44]. Ein
erniedrigter 1-:17A-Serumspiegel liel3 sich auch unter der Therapie cgiit544
nachweisen, sodass auch hier ein Hinweis auf eine Hemmunglyphozyten
besteht.

3. Transplantattberleben

In dieser wissenschaftlichen Arb&nnte kein Vorteiflr dasTransplantatiiberleben
nach allogen&, heterotope Herztransplantationenin nicht prasensibilisierten
Empfangern fir eine Therapie mit einem selektiven vK.3-Kanalinhibtor
nachgewiesen werderin zwei zuvor von unserer Arbeitsgruppdurchgefiihrten
Herztransplantatiossudien mit Lewiss und Brown NorwayRatten lag das
durchschnittliche Transplantatiiberleben in der Kontrollgrinegp@,5 Tagenbzw. 7,9
Tagen [38, 49] Diese Ergebnise konntenin dieser Studiemit einem mittleren
Transplantatiiberleben der Kontrollgruppe von 7 Tagen reprodutzieerden

Als einen anderen Ansatz zur Evaluation eineerldalen K,1.3-Inhibition im
allogenen Transplantationsmodell fuhrt#AUTZ et al. eine/ascularized Composite
AllotransplantationStudie (VCA) im Rattenmodelldurch Eine Blockierung des
Kv1.3-KanalswurdedurchCorreolide ChervorgerufenHAUTZ et al. komtenbei der
BehandlungsgruppéMonotherapie Correolide C intraperetoneal applizi&i)e
signifikante Verlangerung ddsansplantattiberlebensn 1,67 Tagereigen[50].
Diese Studie unterschied sich irinigen Aspekten. So fihrtetHAUTZ et al. die
Transplantation eines Hinterlaufs von BroNorway auf LewisRatten durch. Des

Weiterenerfolgte die Applikationdes K,1.3-Inhibitors durch eineintraperitonealg
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Injektion (eine lokale Applikation fiahrte nicht zur Verlangerung des
Transplantattiberleben®0].

Sowohl de unterschiedlichdransplantatart (funktionelles Organ versus Extremitat)
das unterschiedliche Studienpraparat als auch die sich unterscheidende
Applikationsform oder eine Kombinatiorhiervon kdénnte grundsatzlichfir die
Differenz der Verbesserundes Transplantatiiberlebedarch dieKy1.3-Inhibition
urséchlich sein.

Bei HAUTZ et al. erfolgte in der Kontrollgruppe ohne vK.3-Inhibition eine
TransplantatestolRung der Extremitat Grad Il nad83 £ 0,98 Tagen und mit
systemischer (intraperitoneale Applikatidfy1.3-Inhibition nachl0,50+ 1,38 Tagen
(p=0,037). Es ware zu klaren, ob es durch den etwas langéeesuchsverlautzur
Differenzierungvon chronisch aktivierteiiem-Lymphozytengekommen sai sollte,

was im Herztransplantationmodell, das in der vorliegenden Arbeit angewandt wurde,
mit einer akuten Abstof3ung von 7 Tagen ungenigend erscheint.

Die Arbeit von HAUTZ et al.zeigte jedoch auch, dass die beiden Tiere mit den
hdchsten Plasmaleveln des Studienpraparates auch das langste Transplantatiberleben
mit 12 Tagereeigten[50]. Dies wirft die Frage auf, ob das Studienpeptitk544in

der vorliegenden Arbeit fur das Herzisplantationsmodell eventuell unterdosiert
gewesen sein kénnte, da sich die Dosierung am Rattenmodell zur rheumatoiden
Arthritis orientiert hat. Eine Dosisfindung ware somit fur weiterfiihrende
Untersuchungen im Transplantationsmodell empfohtehvor allen in Kombination

mit anderen Immunsuppressiva

GRGIC et al. fuhrten zur Untersuchung einer selektiven Blockade ven T
Lymphozyten Nierentransplantationsversuche im Rattenmodell @it¢hUm eine
Blockade der ILymphozyten zu erreicme wurde neben der\K.3-Inhibition mit
Triarylmethane34 (TRAM-34) eine Kca3.1-Inhibition mittels Stichodactylal oxins
(ShK) hervorgerufen. Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch
transplantationsbedingte technische Feldeszuschliel3enerfolgte eineinitiale
Monotherapie der Empféangertiere n@yclosporin A fir sieben Tage, gefolgt von
einemSeconeLook zur Beurteilung defransplantatinktion.

Zeigte sich hierbei ein intaktes Transplansat erhielt @ Empfangertier flr weitere
10 Tageje nach \érsuchsgruppenzugehoérigkahtweder Cyclosporin A, TRANS4

in Kombination mit ShK oder Na@hfusionslésung Anschlie3enderfolgten die

Explantation sowie histologische Untersuchung der Transplafidfe Hierbei
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untersuchten GRGIC et aie Infiltrationen mit mononuklearen Zellen innerhalb der
Transplantate der verschiedenen VersuchsgruppeBo zeigtensich in den
Transplantaten der mit TRANI4 uind ShK behandelten Gruppe im Vergleich zu den
Transplantaten der Kontrollgruppe eine deutliche Reduktion der Infiltrationen mit
CD43" T-Lymphozyten {32%), zytotoxischen CD8T-Lymphozyten {32%) und
CD68" Makrophagen.

Im Vergleich zu der hier vorliegendé\rbeit erfolgte fir die ersten sieben Tage eine
Immunsuppression mit Cyclosporin A sowie eiBecond.ook, um ein
Transplantatversagen auf Basis eines transplantationsbedingten technischen Fehlers
auszuschliel3en. Ider hier prasentierten Arbeit erfolgeene solche Kontrolle der
transplantierten Herzen durch Palpation, sodass eine zusatzliche initiale
Immunsuppression nicht notwendig ¥fenn man davon ausgeht, dass aufgrund der
in dieser Arbeit vergleichsweise kurzen Versuchszeit keine Bildung von T
Lymphozyten erfolgen konnte, kanmegefehlende zusétzliche Versuchszeit zu den
unterschiedlichen Ergebnissen der beiden wissenschaftlichen Arbeiten beitragen.
GRGIC et al. fuhrten in ihren Versuchen zusétzlich zu eingr. Xinhibition eine
Kca3.2-Inhibition durch [51]. Auch diese zusatzliche Beeinflussung der T
Lymphozyten kénnte die verschiedenen Ergebnisse der beiden Arbeiten erklaren.
Weiterhin ist zu erwahnen, dass GRGIC etdeh Einfluss einer \1.3- und Kca3.1-
Inhibition auf TransplantatabstoRungen ledigliakf aellularer und histologischer
Ebene untersucht haben. Aufgrund des Versuchsaufbaus konnte keine direkte Aussage

zur Transplantatfunktion und zum Transplantatiberleben gegeben werden.

4. Histologische Untersuchungen

4.1. Beurteilung der AbstoRungsreaktionen

Laut den Kriterien der ISHLT fssn zur Beurteilung von AbstoRungsreaktionen
mindestens Proben von drei Biopsieortentersucht werderi37]. Um diesem
Kriterium nachzukommenwvurde bei der Bewertung dbistologischen Praparate auf
Abstol3ungsreaktionge vier Querschnittsflachepro Transplantat untersucht.
Betrachtet man beide Versuchsgruppen im Hinblick auf die histologischen und
immunbhistologischen Untersuchungenssalt man festdassn allen Transpantaten

eine akute zellulare und antikdrpervermitteltesfol3ungsreaktion stattgefunden hat.
Die Transplantate dexgtx544-Gruppeund diejenigen der Kontrollgruppeeigten
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keinen Unterschied hinsichtlichder AbstoRnggrade. Ein weiterfihrender
Versuchsansatz waréie histologische Untersuchung der Transplantaeider
Versuchsgruppen vor dem jeweiligen Transplantatversagen. Auf diese Weise konnten
maogliche Unterschiedger AbstoRungsreaktionen zu friiheren Zeitpunkten untersucht

werden.

4.2. Beurteilung der lymphozytaren Infiltrate

Im immunhistochemischen Nachweis von CD3 zeigte sich incges544-Gruppe
viermal massenhaft und zweimal viele-L§ymphozyten, wohingegen in der
Kontrollgruppe alle sechs Transplantate massenhéfgriiphozyten aufwiesen. Da
cgtx544 chronisch aktiviertd em-Lymphozyten hemmtuyvelche sichwahrscheinlich

zum Zeitpunkt der AbstoRung aufgrund der vergleichsweise kurzen Versuchsdauer
noch nicht maf3geblich gebildet habesh dieser Unterschiedutmallichnicht auf die
Wirkung von cgtx544 zuriickzufihren.Des Waéteren handelt es sich bei dem
immunhistochemischen Nachweis von CD3 um eine Methode dlignphozyten in

den Transplantaten nachzuweisen. Da chronisch aktiviefteLymphozyten nur
einen Teil der an AbstoRungen beteiligehyinphozyten darstellerwarees, selbst
wenn es bereits zur Abngdungdieses Zelltyps gekommen ware, nicht sicher, ob die
Beeinflussung dieses einzelnen Zelltyps eine mit diesem immunhistochemischen
Nachweis erfassbare Reduktion der Infiltrate ergeben hatteeibendifferenzierte
Beurteilung der Infiltrate zu ermdglichenware es denkbareinen fir Ewm-
Lymphozyten selektiven immunhistochemischen Nachweis zu nutzen. Eine solche

Methode musste in unserer Arbeitsgrugperstneu etabliert werden.

5. Kardiales Troponin

Troponin ist einhoch sensitiver Marker fleine Kardiomyozyteschadigungohne
jedoch Riuckschliisse adie UrsachezuzulassenSo kommtes nicht nur wahrend
Abstol3ungen voRlerztransplantanzu einer Erhéhungondern auch beispielsweise
im Rahmen einelslyokardinfarktsoder einer Myokarditifs2]. Auchanderedas Herz
belastende Erkrankungewie beispielsweisesine Lungenarterienembolie oder eine
Niereninsuffizienz gehemit einer Troponierh6hungeinher[53]. Fur dasVorliegen
einer Niereninsuffizienz der Empfangertiemggab sich bei normwertig gemessenen

Kreatinin-Wertenkeinen Hinweis.
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DENNGLERet al. konnten zeigen, dass BdistoRungn von Herztransplantateine
Troponirwerteproportional mit dem Grad der Abstol3ungsreaksi@ger{54]. In den
ersten Tage nach Herztransplantationen kommt es regelhaft zu eiderch die
Operation selbst verursacht@nstieg vonTroponin Diese Erhéhung kannochbis
zu zwei Monate nacleiner Herztransplantatiomachgewiesen werdgb5]. Da die
Troponinmessungen in digseZeitraum erfolgten kdnnen die Troponinwerte nur
eingeschréankt zur vergleichenden Beurteilung von Abstol3ungen genutzt \WEden
56].

Vergleicht man trotz dieser Einschréankungdie durchschnittlichen Troponin
Serunspiegelder Versubsgruppen, so kann kein VorteiherMonotherapie micgtx
544nachgewiesen werden.

6. Periphere Leukozyten- und Lymphozytenzahlen

Betrachtet man die durchschnittliche Leukozytenzahl, so ist sie ircgteb44
Gruppe um 136 gegenuber der Kontrollgruppe erhdBthohteLeukozyterzahlen
werdenim klinischen Alltagals Indikator fiir eine Aktivierung des Immsystemsz.

B. im Falle eirer Infektion,genutzt Wahrend AbstolRungsreaktionen kommt es jedoch
nicht zu einem signifikanten Anstieg dem peripheren Blut gemessenen
Leukozytenzahl[57]. Ferner muss bedacht werden, dass eine Infiltration des
Transplantats mit Leukozyten nicht zwangslaufig mit einer peripheren Leukozytose
einhergehen muss.

Fur die Evaluation der Studiensubstanz ist die AnzahlLgephozyten interessanter

als dieGesamtzahtler Leukozyten da cgtx544 selektiv chronisch aktiviertelgv-
Lymphozytenhemmt Vergleicht man die durchschnittlichgmphozyterzahlbeider
Versuchsgruppen, so lasst sich kein Unterschied nachweisemé&gtieheErklarung
hierfir ist der Zeitpunktder hamatologischen UntersuchumgeDa sich Tew-
Lymphozytenerst nach mehrfacher Stimulation mit dem zu ihnen passendegeAnt

in ihre chronisch aktrerte Form umwandeln kdnnte die Zeitspanne zwischen
Antigenkontakt und Blutuntersuchung zu gering gewesen sein, um diese
Differenzierung erméglicht zu haben, sodasshkein Effekt nachwebar sein kann.
Ferner machenTem-Lymphozyten und somit auch chronisch aktiviert&gwv-
Lymphozytennur einen geringen Teil der Lymphozytenpopulation aus, sodass auch
bei Unterschieden in der Anzahl dieser Subtypen die Gesamtanzahl der Lymphozyten
nicht signifikant verandert sein muddm den Enfluss voncgtx544 auf die Tew-
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Lymphozytenbesser beurteilen zu kdnnenuss dieser Zelltyp selektiver betrachtet
werden.Hierbei ware ein Nachweis péuorescenceactivated cell sortingdFACS)
denkbar. So exprimierereyi-Lymphozyten weder de@hemokinrezeptor 7 (CCRY
nochCD45RA, sodass sie per FACS eindeutig von nativaryimphozyten und cu-

Lymphozyternzu unterscheiden sirf88].

7. Weiterfuhrende Versuchsansatze

7.1. Transplantationsversuchamit prasensibilisierten Tieren

Diese Arbeit beschéftigte sidum ersten Madls Proof-of-ConceptAnsatzmit dem
Einfluss einer Monotherapie miem selektiven K/1.3-Inhibitor cgtx544 auf das
Transplantatiiberlebenach experimenteller Organtransplantation. Es handelt sich
dabei unzuvor nichtmit SpenderantigengarésensibilisierterOrganempfangerrgie
konren jedochiber verschiedenste Mechanisnmeivor Tem-Lymphozytengebildet
haben26, 27]

Aufgrund der vergleichsweise kurzen Versuchsd&ugrzur Transplantatabstof3ung
muss davon ausgegangen werden, dass chronisch d&tiigrLymphozyten zum
Zeitpunkt der AbstofRung in kenrelevanterMengegebildet wurden und somit auch

keinen maf3geblichen Einfluss auf die Absto3ung gehabt haben dirften

Um die Wirkung bei Empfangern mit spenderspezifisclibronisch aktivierteiem-
Lymphozyten besser untersuchen zu konnsollten Empfangertierevor der
TransplantatiomurchSpenderantigensensibilisigdrwerden Hierzu wirde sich eim
unserem Fordwingsverbund IFG SFB/Transregiol27) bisher nurin der Maus
etabliertes Modell der Préasensibilisierung durch ein vorheriges Hauttransplantat
anbieter{59]. Mause exprimieren jedoch im VergleichRatten oder dem Menschen
mehrere spannungsabhangige Kaliung&ansodass eine alleinige Blockade von
Kv1.3 durch die nicht blockierten Kanéle kompensiert werden wgftje Aufgrund

dieser Tatsache musste die Methode der Prasensibilisierung durch ein Hauttransplantat
zuerst auf das Rattenmodell Glbagen und in unserer Arbeitsgruppe etabliert werden.
Diese fur die Empfangertiemiséatzlichbelastende Methodeei der die Ratten einer
zweiten Operation unterzogen und zum Schutz der transplantierten Haut bereits nach

der ersten Operation in Einkéfigen (nicht artgerechgehalten werden misstast
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jedoch nicht in dem fir diese ForschungsarlggibehmigtenTierversuchsantrag
enthalten

Auf der Idee der Prasensibilisierungasierenderfolgtenjedochbereitsgenehmigte
Vorversuchenin dieser Arbeit.Dabei erfolgte der Antigenkontaktmittels einer
Transfusion von Spenderblut an das Empfangerseben Tage vor der
Herztransplantatie HUANG et al.beschriebenn einem Rattenmodetlurch diese
Methode einePrasensibilisierung die zu eing vorzeitigen akuten humoralé
AbstoRungvon transplantieen Niererfihrte [61]. Analog hierzu versuchten wir mit
dieser Methodeire Prasensibilisierung und somit eine Induktion Wwb@mory-T-
Lymphozyten zu erreichen, die ein verkirztes Transplantatiiberleben erwarten liel3en.
Jedoch zeigten die so behandelten Empféangertiere auch in der niotgtxbid4
behandelten Kontrollgruppe eirdeutlich verlangertes Transplantatiberleben
(Kontrollgruppe (n=2) 15,2% 6,85 Tagegegenubergtx544-Gruppe (n=4 11,5+

0,71 Tage p=ns). Diese Beobachtung konnte sich mit der Generierung von
regulatorischen Fellen erklaren lassen, welche eine Traaspattoleranz
hervorrufen kdnnefi62]. Aufgrund dieses Mechanismus ist eine Prasensibilisierung
mit Blut in unserem Versuchsansaticht zielfihrendgewesen sodassin einem
nachsten Schritbasierendauf das bereiten der Mausbeschriebendlodell mittels
Hauttransplantatiorin entsprechendes Rattenmodell etabliert werden §ofife

7.2.Mogliche weitere Transplantationsversuche

Im Rahmen einer Prasensibilisierung erfolgie HUANG et al. bereits zeigen
konnten nicht nur die Aktivierung des zellularen, sondern auch des humoralen
Immunsystems [61]. Mochte man die Auswirkungen von sich durch
Prasensibilisierung bilaelen DSAund Plasmazellen verringerkdnnte man Uber
zusatzliche Versuchsgruppen mit eide@mbinierten Therapie aus cgtx544 und
intravendsen Immunglobulinen oder CD26Antikbrpern vor der erneuten

Organtransplantatiodiskutieren63].

Auch wéren Versuche mit Kombinationstherapien denkbar. Ein méglicher Ansatz
ware es die Empfangertiere méiner Kombination auscgtx544 und einem
konventionellen immunsuppressiven Medikament @Gjelosporin Azu behadeln.
Hierbei kbnnen verschiedene Dosierungen des konventionellen Immunsuppressivums

verwendet werdenAuf diese Weise konnte untersucht werden,cgb«544 eine
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Einsparung der etablierten Immunsuppressiva in der Therapie der akuten

AbstolRungsreaktionenrradglicht.

Geht man davon aus, dass es in den hier durchgefihrten Versuchen aufgrund der
vergleichsweise kurzen Versuchsdauer noch zu keiner Bildungexehymphozyten
gekommen ist, ware ein weiterer Ansatz zur Verlangerung der Versuchszeit denkbar.
So konnte eine initiale Therapie nmkbnventionellen Immunsuppressiva bis zur
Bildung vonTem-Lymphozytenakute Abstol3ungsreaktionen verhindern. Ab diesem
Zeitpunkt wird aufeine weitere Gabe des konventionellen Immunsuppressivums
verzichtet und die Versuchstiere erhalten entwedgtx544 oder NaCl
Infusionslosung. Auf diese Weikénnen Effekte einer Therapie mgtx544welche

durch die kurze Versuchsdauer nicht eintrét&mnen gezeigt werden

Tem-Lymphozyterwerdenzum Teilvon den aktuell verwendeten Immunsuppressiva
kaum gehemm(64]. Nichtsdestotrotapielen sie beAbstoRungen under Entstehung

der Transplantatvaskulopathie eine RdB5, 66] Auf diesem Wissen basierend
konnte man Transplantatversugblanen, die die Auswirkung vorgtx544 auf die
Entstehung der Transplantatvaskulopathie in Empfangern mit der aktuell etablierten
Immunsuppression untersuchen. So kdnnte, wan zuvor beschriebefempfanger
mittels Hauttransplantation der Spendertiessensibilisieren diese darauffolgend
herzransplantieren und sie mit detabliertenStandadtherapie zuzlglicktgtx544
behandeln. Im Anschluss kdnnte man die Entstehung der Transplantatvaskulopathie
im Langzeitverlauf untersuchen. Da die Transplantatvaskulopathie \elen
Transplantabnenden limitierenden Faktor darstellvare es interessant zu erfahren,

ob cgtx544 einen supportivenEffekt zur aktuell etablierten immunsuppressiven
Therapie hben kénntd67, 68]

7.3. Mixed-LymphocyteReaction

Um verschiedene Auswirkungen vocgtx544 auf die Proliferation und die
Zytokinproduktion von Ew-Lymphozyten weiter zu erforschen,bietet sich die
Evaluation mittelanixedlymphocytereactionan. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
orientierendbereits erste solcher Experimeimieunserem ForschungsverburaFG
SFB/Transregiol27) an der Universitat Hannovedurchgeflhrt Hierbei wurde in
einer ersten Versuchsreihe die Beeinflussung wegtx544 auf die generelle

Proliferation von stimulierten T-Lymphozyten evaluiert Hierzu wurden F
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Lymphozyten von LewiRattenmit dem MHC Rtiund bestrahlten Milzzellen von
Lewis-Ratten mit dem MHC Rtlin mixedlymphocytereactions mit und ohne
Hinzunahme vorgtx544 untersucht. Interessanterweise zeigten dig/mphozyten

ab einer bestimmten Konzentration vogtx544 eine reduzierte Proliferation im
Vergleich zu defKontrollen(data on filg.

In einem weiteren Schriist es naheliegendliese FLymphozyten mittelFACS
Analyse zu differenzieren, um Aufschluss Uber die einzelnen Subtypen zu erhalten.
Ferner ware es sinnvolanstelle von unselektiertenllymphozyten bereits vorher
selektierte chronisch aktivierted-Lymphozyten zu verwenden, sodass eine genauere
Betrachtung des Effekts vargtx544auf diese Zellen erlaubt wird. Zusétzlich konnte
man im Anschluss an die erfolgtemxedlymphocytereactionsdie von den Zellen
gebildeten Zytokine messemund diese Werte mit denen bereits in den

Transplantationsmodellaarhobenen Wertevergleichen.
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VI. Schlussfolgerung

In Anbetracht der in dieserrsten Proof-of-Concept Versuchen gewonnenen
Ergebnissezeigte das Studienpeptidgtx-544 bei allen Versuchstieren eine gute
Vertraglichkeitim TransplantationsmodelEine Monotherapie mitgtx544 fihrte
jedoch nicht zu einer histologisch objektivierbaren Pravention von
AbstoRRungsreaktionemach Herztransplantation bei vorher nicht sensdiditen
Empfangerrund nicht zu einem verlangerten Transplantatiberledirdingszeige
sich auf Zytokinebeneeine positive immunologische Beeinflussundurch die
Behandlungmit cgtx544. In weiterfihrenderuntersuchungesollte eruiert werden
ob prasensibilisierte Empfangertiereelche nach Herztransplantatiomn Verlauf
chronisch aktiviertd em-Lymphozyten bildenvon einer selektiven Hemmung dieser
Tem-Lymphozyten durch cgtx544 profitieren. Interessant ware auch eine
Kombinationstherapie andar Immunsuppressiva migtx544, um zu untersuchen,
obdiese Therapiereginmaurch Einsparung von herkdmmlichen Immunsuppresaiva
einer nebenwirkungsarmereimmunsuppressioritiihren wirden Um diese Frage
beantworten zu kodnnen, uss im nachsten Schritt must ein Tiermodell zur
Prasensibilisierung von Ratten in unserer Forschungsgretaidiert werden, um
weitere Experimente mitgtx544 durchfihrenzu kénnen Auch niissenangesichts
der gewonnenen Erkenntnisseeiterfuhrende Versuche zur Dosisfinduirg den

jeweiligen Kombinations herapieregimeerfolgen.
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XI. Anhang

1. Versuchsprotokoll flr die Herztransplantation
D

VERSUCHSPROTOKOLL FUR RATTEN

Projekinummer:

Datum Prisensibilisieruns: Datum OF:
Prisensibilisierun=  oonsin o ja, falls ja wann
Tiernummer de: Blutspenders zur Prisenzibiliziarung
Markose Prizenzibilizienng: o Isofluran o sonstiges:
Bemerkungan:

Operation: Hetarctope abdominells Harztransplantation

Spender:
Bemzsqualle:
Spender Tiernunumer:

Empfinzer:

Bezuzsquealle:

Empfinzer Tiemummer: D

Markose Operation: o Fentanyl o Midazolam o Medetemidin o Isofluran
Antasonisierune: o Naloxen o Flumazenil o Atipamezol
Analrasie- o Matamizol o Bupranorphm

Sonstizes:

OP-Zerten

Injektion Versuchszubstanz h

Imjektion MNarkese Spendar h

Injektion Narkese Empfinger h

Herz auf Eis h

Schnitt Empfinger h

Offnen Klemmen h

Mzht Empfinger h

Sonstiges h

Operateur/Azzistent:

Besonderhaitan:
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3. Histologische Protokolle und Materialien

3.1. Programm des Entwasserungsrondells

Medium Dauer

Alkohol 70% 60 Minuten
Alkohol 70% 60 Minuten
Alkohol 96 % 60 Minuten
Alkohol 96 % 60 Minuten
Alkohol 96 % 60 Minuten
Alkohol 99% 60 Minuten
Alkohol 99 % 60 Minuten
Alkohol 99% 60 Minuten
Xylol 90 Minuten
Xylol 90 Minuten
Paraplast 90 Minuten
Paraplast 90 Minuten
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3.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Bearbeitungsschritt Dauer
Entparaffinierungnit Xylol 10 Minuten
Absteigende Alkoholreihe

Hamatoxylin 7 Minuten
Leitungswasser 17 Minuten
Eosin 3 Minuten

Mehrmals inLeitungswassetauchen
Aufsteigende Alkoholreihe

Xylol

Eindeckeln mit Histokitt
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3.3. Immunhistochemie-Protokoll: Fibrinogen

Immunhistochemie-Protokoll: Fibrinogen

Gesuchtes Antigen: Fibrinogen Datum:

Kontrolle: Graft

Schnitte:
Bearbeitungsschritt Dauer
Trocknungbei 37 °C im Wéarmeschrank Uber Nacht
Entparaffinierungnit Xylol 20 Minuten
Absteigende Alkoholreihe
agua destillata
Blockierung mit HO, 1 % 15 Minuten
TBS 10 Minuten
Proteirese K 10 Minuten
TBS 10 Minuten
Normalserumswine 30 Minuten
Verdinnung: 1:10 in TBS
1. Antikorper:polyclonal rabbit antiFibrinogen 60 Minuten

Hersteller/Konzentration: DAKO; 6,&g/ml
Verdiinnung: 1:800 in TBS
Negativkontrollepolyclonal rabbit anti Escherichia coli
Hersteller/KonzentratiorDAKO; 13 mg/ml
Verdiinnung1:3300 in TBS

TBS 5 Minuten
2. Antikorper:polyclonal swine anti rabbiiG/HRP 60 Minuten
Hersteller/Konzentration: DAKO; 1,&g/ml
Verdinnung: 1:100 in TBS

TBS 5 Minuten
DAB und HO2 30% 2 Minuten
Verhéltnis: Iml DAB zu 1pl H0O»

Leitungswasser 5 Minuten
Hamatoxylin 30 Sekunden
Leitungswasser 5 Minuten

Aqua destillata
Aufsteigende Alkoholreihe
Xylol

Eindeckeln mit Histokitt
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3.4. ImmunhistochemieProtokoll: CD3

Immunhistochemie-Protokoll: CD3
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Gesuchtes AntigenCD3 Datum:
Kontrolle: Lymphknoten
Schnitte:
Bearbeitungsschritt Dauer
Trocknung bei 37 °C im Warmeschrank Uber Nacht
Entparaffinierungnit Xylol 20 Minuten
Absteigende Alkoholreihe
agua destillata
Demaskierung: 2X
Mikrowelle bei 700 Watt 10 Minuten
TRIS/EDTA Puffer pH 9,0
Abkihlen 25 Minuten
Aqua destillata
Blockierung mit HO, 1 % 15 Minuten
TBS 5 Minuten
Normalserumgoat 30 Minuten
Verdinnung: 1:10 in TBS
1. Antikorper:polyclonal rabbit anti huma&D3 60 Minuten
Hersteller/Konzentration: DAKO; 0,6g/ml
Verdinnung: 1:@0 in TBS
Negativkontrollepolyclonal rabbit anti Escherichia coli
Hersteller/KonzentratioDAKO; 13 mg/mi
Verdiinnung1:2000
TBS 5 Minuten
2. Antikorper:goat anti rabbit biotinylated 60 Minuten
Hersteller/KonzentrationVector Laboratories; 1,51g/ml
Verdinnung: 1:@0 in TBS+ 5% Rattenserum
TBS 5 Minuten
Avidin-Biotin-Komplex 30 Minuten
TBS 5 Minuten
DAB und HO2 30% 2 Minuten
Verhéltnis: Iml DAB zu 1l H20O»
Leitungswasser 5 Minuten
Hamatoxylin 30 Sekunden
Leitungswasser 5 Minuten

Aqua destillata

Aufsteigende Alkoholreihe

Xylol

Eindeckeln mit Histokitt
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3.5. ImmunhistochemieProtokoll: CD20

Immunhistochemie-Protokoll: CD20

GesuchtesAntigen: CD20 Datum:
Kontrolle: Lymphknoten
Schnitte:
Bearbeitungsschritt Dauer
Trocknungbei 37 °C im Wéarmeschrank Uber Nacht
Entparaffinierungnit Xylol 20 Minuten
Absteigende Alkoholreihe
agua destillata
Blockierung mit HO, 1 % 15 Minuten
TBS 5 Minuten
Normalserumrabbit 30 Minuten
Verdinnung: 1:10 in TBS
1. Antikorper:polyclonalgoat antiCD20 60 Minuten

Hersteller/KonzentratiorSsanta Cruz; @ mg/ml
Verdiinnung: 25in TBS

Negativkontrolle goat anti FeLV
Hersteller/KonzentratiorBiodesign International;-% mg/ml
Verdiinnung1:500

TBS 5 Minuten
2. Antikorper:polyclonalrabbit anti goatig/HRP 60 Minuten
Hersteller/Konzentration: DAKQ),55mg/ml|
Verdinnung: 1:100 in TBS

TBS 5 Minuten
DAB und HO2 30 % 2 Minuten
Verhéltnis: Iml DAB zu 1pl H0O»

Leitungswasser 5 Minuten
Hamatoxylin 30 Sekunden
Leitungswasser 5 Minuten

Aqua destillata
Aufsteigende Alkoholreihe
Xylol

Eindeckeln mit Histokitt
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3.6. Immunhistochemie-Protokoll: CD68

Immunhistochemie-Protokoll: CD68

Gesuchtes Antigen: CD68 Datum:
Kontrolle: Lymphknoten
Schnitte:
Bearbeitungsschritt Dauer
Trocknung bei 37 °C im Warmeschrank Uber Nacht
Entparaffinierungnit Xylol 20 Minuten
Absteigende Alkoholreihe
agua destillata
Blockierung mit HO, 1 % 15 Minuten
TBS 5 Minuten
Normalserumrabbit 30 Minuten
Verdinnung: 1:10 in TBS
1. Antik6rper:monoclonal mousenti rat CD68 60 Minuten

Hersteller/KonzentratiorAcris; 1 mg/ml
Verdinnung: 12200 in TBS
Negativkontrollennegative control mousigG
Hersteller/KonzentratiorDAKO; 100 mg/ml
Verdinnungl:20

TBS 5 Minuten
2. Antikorper:rabbit anti mouség/HRP 60 Minuten
Hersteller/Konzenation: DAKO; 1,3mg/ml
Verdinnung: 2200 in TBS+ 5% Rattenserum

TBS 5 Minuten
DAB und HO2 30 % 3,5Minuten
Verhaltnis: Iml DAB zu 1ul HO>

Leitungswasser 5 Minuten
Hamatoxylin 30 Sekunden
Leitungswasser 5 Minuten

Aquadestillata
Aufsteigende Alkoholreihe
Xylol

Eindeckeln mit Histokitt
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3.7. Immunhistochemie-Protokoll: C4d

Immunhistochemie-Protokoll: C4d

Gesuchtes Antigen: C4d Datum:
Kontrolle: Graft
Schnitte:
Bearbeitungsschritt Dauer
Trocknung bei 37 °C im Warmeschrank Uber Nacht
Entparaffinierungnit Xylol 20 Minuten
Absteigende Alkoholreihe
agua destillata
Demaskierung: 33 Minuten
Mikrowelle: Dampfkochtopbei 700 Watt
10mM Citratpuffer pH 6,0
Abkihlen 25 Minuten
aguadestillata
Blockierung mit HO, 1 % 15 Minuten
TBS 5 Minuten
Normalserumswine 30 Minuten
Verdinnung: 1:10 in TBS
1. Antikorper:polyclonal rabbit anthumanC4d Uber Nacht
Hersteller/KonzentratiorEmelca 0,2 mg/ml
Verdinnung: 150 in TBS
Negativkontrollepolyclonal rabbit anti Escherichia coli
Hersteller/KonzentratioDAKO; 13 mg/mi
Verdiinnung1:3300
TBS 5 Minuten
2. Antikorper:swine anti rabbit biotinylated 60 Minuten
Hersteller/Konzentration: DAKQD,56 mg/ml
Verdinnung: 1200 in TBS
TBS 5 Minuten
Avidin-Biotin-Komplex 30 Minuten
TBS 5 Minuten
DAB und HO2 30% 3 Minuten
Verhéltnis: Iml DAB zu 1l H20O»
Leitungswasser 5 Minuten
Hamatoxylin 30 Sekunden
Leitungswasser 5 Minuten
Aqua destillata
Aufsteigende Alkoholreihe
Xylol
Eindeckeln mit Histokitt
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3.8. ImmunhistochemieProtokoll: C5b-9

Immunhistochemie-Protokoll: C5b-9
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Gesuchtes Antigen: C5k9 Datum:
Kontrolle: Graft
Schnitte:
Bearbeitungsschritt Dauer
Trocknung bei 37 °C invarmeschrank Uber Nacht
Entparaffinierungnit Xylol 20 Minuten
Absteigende Alkoholreihe
agua destillata
Blockierung mit HO, 1 % 15 Minuten
TBS 5 Minuten
Proteinase K 10 Minuten
TBS 5 Minuten
Normalserumgoat 30 Minuten
Verdinnung: 1:10 in TBS
1. Antik6rper:mouse anti raC5b-9 60 Minuten
Hersteller/Konzentratiortdycult biotech; 0,83ng/ml
Verdinnung: 1:@0 in TBS
Negativkontrollennegative control mousigG
Hersteller/KonzentratiorDAKO; 100 mg/ml
Verdinnungl:25
TBS 5 Minuten
2. Antikorper:polyclonal goat anti mouse Ig biotinylated 60 Minuten
Hersteller/Konzentration: DAKQ),77 mg/ml
Verdinnung: 1:80 in TBS+ 5% Rattenserum
TBS 5 Minuten
Avidin-Biotin-Komplex 30 Minuten
TBS 5 Minuten
DAB und HO2 30 % 4 Minuten
Verhaltnis: Iml DAB zu 1pl H2O»
Leitungswasser 5 Minuten
Hamatoxylin 30 Sekunden
Leitungswasser 5 Minuten

Aqua destillata

Aufsteigende Alkoholreihe

Xylol

Eindeckeln mit Histokitt
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3.9. Verwendete Primar, Sekundar- und Negativkontroll-Antikorper

Tabelle 25: Liste der verwendeten Antikorper

Verwendung

Antigen

Bezeichnung

Konzentration

Verdinnung

Primar -

Antikorper

CD3

Polyclonal
rabbit anti
human CD3

0,6 mg/ml

1:100

CD20

Polyclonal
goatanti
CD20

0,2mg/ml

1:25

CD68

Monoclonal
mouse anti
rat CD68

1 mg/ml

1:200

C4d

Polyclonal
rabbit anti
human C4d

0,2mg/ml

1:50

C5b9

Anti-rat C5b-
9

0,83mg/ml

1:200

Fibrinogen

Polyclonal
rabbit anti

Fibrinogen

6,2mg/ml

1:800

Antikorper

Negativkontroll -

CD3

Rabbit anti E.
coli

13mg/mi

1:2000

CD20

Goat anti
FelLV

4-5 mg/m|

1:500

CD68

Negativ
control mouseg
IgG

100mg/ml

1:20

C4d

Rabbit anti E.
coli

13mg/mi

1:3300

C5b9

Negative
control mouse
lgG

100mg/mi

1:25

Fibrinogen

Rabbit anti E.

coli

13 mg/ml

1:3300
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Sekundar- CD3 Goat anti 1,5mg/ml 1:400
Antikorper rabbit

biotinylated

CD20 Rabbit anti 0,55mg/ml 1:100
goat PO

CD68 Rabbit anti 1,3mg/ml 1:200
mouse PO

C4d Swine anti 0,56mg/ml 1:200
rabbit
biotinylated

C5b9 Polyclonal 0,77mg/ml 1:300
goat anti
mouse Ig
biotinylated

Fibrinogen | Swine anti 1,3mg/ml 1:100

rabbit PO
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XI. Anhang

4.2 Auswertungsbogen zur hstologischenUntersuchung, Seite 2
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5. Losungen fir histologische Untersuchungen

5.1. 0,1%ige EosinL6sung

- 40ml 0,5%ige Eosin GLosung mit 160nl aqua destillatamischen
- 100ul 100%ige Essigsaurkinzugeben

5.2. 1%ige WasserstoffperoxidLosung
- 6ml 30%iges HO2 und 174ml aqua destillatamischen
5.3. 0,05 M TrisBuffer Saline pH 7,6

Stammldsung

- 121,0g TRIS in 1900l aqua destillatddsen

- 90,0g NaCl hinzugeben

- pH-Wert mit 37% Salzsaure auf pH 7d@nstellen
- L6sung auf 2000nl mit aqua destillataauffllen

- pH-Wert Uberprifen

Gebrauchslosung
- 1800ml aqua destillataund 200m| TBS-Stamml6sung pH 7,6 mischen
- pH-Wert Uberprifen

5.4. TRIS/EDTA Puffer pH 9,0

- 4ml 0,5M EDTA-L6sung in 2000n| aguadestillata |6sen
- 2,429 TRIS hinzugeben
- pH-Wert mit 25% HCI auf pH 9,0 einstellen

5.5. 10mM Citratpuffer pH 6,0

Stammldsung A

- 21,019 Citronensaurévionohydrat in 1000n| aqua destillatadsen

Stammlésung B
- 29,419 Tri-Natriumcitrat Dihydrat illOOOmI aqua destillatdésen

Gebrauchslosung
- 27 ml Stammldésungh und 123 ml StammldsundB in 1350ml aqua destillata
|6sen

- 1,5ml Tween 20 hinzugeben
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5.6. DAB-LGsung

- 5 3,3-Diamino-benzidintetrahydrochloridTabletten in 50nl aqua destillata
geben und im Dunklen Uber 45 Minuten I6sen lassen

- DAB-LOsung filtrieren

- Filtrat aliquotieren und beBO °C tieffrieren

- Vor Nutzung auftauen und [l 30 %iges HO. pro 1 ml DAB-LAsung

hinzugeben
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6. Verwendete Materialien

Tabelle 26: Liste der verwendeten Materialien

Materialb ezeichrung

Herstellerbezeichnung

Hersteller

Einmalartikel

Butterflykanule

SafetyMultifly 25 G

SarstedAG & Co.,

80mm lang Numbrecht
Chirurgischer Mundschut| ConvertorsOP-Maske Cardinal Health, Inc.,
Dublin, Ohio, U.S.
Combi-Stopper Combi-Stopper blau B. Braun Melsungen AG

Melsungen

Einmalkanile 20G

BD Microlance 3 20G

Becton, Dickinson und
Company, Heidelberg

Einmalkaniile 25G

BD Microlance 3 25G

Becton, Dickinson uah

Company, Heidelberg

Einmalskalpell Klingentyf
11

Feather Disposable

Scalpel

FEATHER Safety Razor
Co., Ltd., Osaka, Japan

Einmalskalpell Klingentyf
22

Einmal

Sicherheitsskalpell

B. Braun Melsungen AG
Melsungen

Kapillarblutréhrchen

Mikrotainer K2E Tubes

Becton, Dickinson und

Company, Heidelberg

LatexHandschuhe L,

unsteril

Vasco Basic L

B. Braun Melsungen AG
Melsungen

LatexHandschuhe M,

Vasco Basic M

B. Braun Melsungen AG

unsteril Melsungen
Mullkompressen, unsteril| Mullkompressen, NOBAMED Paul Danz
10x10cm 12-lagig unsteril, 10x1@&m 12 AG, Wetter

lagig

Multi-Clipapplikator

Ligaclip MCA / 23,8cm
20kleineTitanclips, 3,8

mm

Ethicon,Johnson &
Johnson Medical GmbH
Norderstedt

Nitril -Handschuhe L,

unsteril

sempercare nitrile skirL

Semperit
Aktiengesellschaft
Holding, Wien,
Osterreich
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Nitril -Handschuhe M,

unsteril

sempercare nitrile skin
M

Semperit
Aktiengesellschaft
Holding, Wien,

Osterreich

OP-Haube

Convertors Cosmos Ligh

Cardinal Health, Inc.,
Dublin, Ohio, U.S.

Pipettenspitzen 0;30 pl

ratiolab Pipettenspitzen
Kristall -E-0,5-20 pl

ratiolab GmbH, Dreieich

Pipettenspitzen-200 ul

ratiolab Pipettenspitzen
Gelb-E-1-200pl

ratiolab GmbH, Dreieich

Pipettenspitzen 160000
pl

LLG- Pipettenspitzen
Economy 1061000,

unsteril

Lab Logistics Group
GmbH, Meckenheim

Reaktionsgefald 0, Reaktionsgefal® 0,6 ml, | Biozym Scientific
rot GmbH, Hessisch
Oldendorf
Reaktionsgefal él Reaktionsgefal’ 2,0 ml, | Biozym Scientific
farblos GmbH,Hessisch
Oldendorf
Serummonovette S-Monovette 4,5 ml Z | SarstedAG & Co.,
NUmbrecht

Stark klebendes

Fixierpflaster

Leukoplast hospital, 1,25

cm

BSN medical GmbH,
Hamburg

Sterile Einwegspritzen 10

ml

BD Discardit Il 10 ml

Becton, Dickinson und

Company, Heidelberg

Sterile Einwegspritzen 2

ml

BD Discardit Il 2 ml

Becton, Dickinson und

Company, Heidelberg

Sterile Einwegspritzen 5

ml

BD Discardit 11 5 ml

Becton, Dickinson und

Company, Heidelberg

Sterile Eppendorzefalie

SafelLock Tubes 1,5nl
Eppendorf Tubes

Eppendorf AG, Hamburg

Sterile Latex puderfreie
Handschuhe 6 1/2

Protexis Latex Micro 6
1/2

Cardinal Health, Inc.,
Dublin, Ohio, U.S.
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Sterile Latex puderfreie
Handschuhe 7 1/2

Protexis Latex Micro 7
1/2

Cardinal Health, Inc.,
Dublin, Ohio, U.S.

Strauss Kanule

Strauss Kanule Luer 1,8

mm

Dispomed Witt oHG,

Gelnhausen

Zentrifugenrohrchen 15

FALCON BLUE MAX

Becton, Dickinson und

ml

mi Jr. 15ml Konisches Company, Heidelberg
Roéhrchen
Zentrifugenrohrchen 50 | FALCON 50ml Becton, Dickinson und

Konische Rohrchen

Company, Heidelberg

Materialien fir die Histologie

3 , -Biadpinobenzidin

DAB

Kem-En-Tec Diagnostics

A/S, TaastrupDanemark

ABC-Kit VECTASTAIN Elite Vector Laboratories,
ABC HRP Kit Burlingame, U.S.
(Peroxidase, Standard)

Adhasivobjekttrager Star Frost Adhéasiv Knittel Glasbearbeitungs

GmbH

Biopsie Schwammchen

Biopsie Schwammchen,

Engelbrecht Medizin

blau und Labortechnik GmbH
Ederminde
Calciumchlorid Cal ci umc h%, o| CarlRoth GmbH + Co.

getrocknet, Pulver

KG, Karlsruhe

Citronenséaure

Citronenséaure

Merck KGaA, Darmstadf

Monohydrat Monohydrat, ACS, ISO,
Reag. Ph.Eur.
Dampfkochtopf Nordic Ware Microwave| Hollander & Zacharias

Tender Cooker 2.5 Quar

GbR, Frankfurt

Deckglaser 24x4hm

MenzelGlaser,
Deckglaser 24x4thm

Gerhard Menzel B.V. &

Co. KG, Braunschweig

EDTA-LGOsung pH 8,0

EDTA-LGOsung pH 8,0
(0,5M) fur die

Molekularbiologie

AppliChem GmbH,
Darmstadt
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Einbettkassetten

Einbettkassetten, blau

Engelbrecht Medizin
und LabortechnikGmbH,

Edermiinde

Eosin GL6sung 0,26
wassrig fur die

Mikroskopie

Eosin GL6sung 0,20
wassrig fur die

Mikroskopie

Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe

Essigsaure 10%

Essigsaure Rotipuran 10

%, p.a.

Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe

Ethanol 96

Ethanol 96% Vollst.
Verg. MEK/BITREX

CLN GmbH,

Niederhummel

Ethanol 9946

Ethanol S990 VG 1
%Petrolether SAV K5L

SAV Liquid Production
GmbH, Flintsbach

Hamalaunldsung sauer
nach Mayer fir die

Mikroskopie

Hamalaunldsung sauer
nach Mayer flr die

Mikroskope

Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe

Histokitt

Histokitt Nr. 1025/500

Karl Hecht GmbH & Co
KG, Sondheim v. d.
Rhon

Mikrotom-Klingen

Feather Microtome Blad
S35

FEATHER Safety Razor
Co., Ltd., Osaka, Japan

Natriumchlorid

Natriumchlorid reinst
Ph.Eur., USP

AppliChem GmbH,

Darmstadt

Paraffin

Paraplast Plus

SigmaAldrich Chemie
GmbH, Minchen

Proteinase K

Proteinase K Reaédtp-

Use Pr Autostainer

DAKO GmbH, Jena

Salzsaure rauchend 8@

Salzsaure rauchend 974,
Ph.Eur.

Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe

Salzsaure 250

Salzsaure 290, reinst

Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe

Tri-Natriumcitrat Dihydrat

Tri-Natriumcitrat
Di hydr%PhE®9

Carl Roth GmbH + Co.
KG, Karlsruhe

Tris

Tris fur die

Molekularbiologie

AppliChem GmbH,

Darmstadt
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Tween 20 (Polysorbat)

Tween 20 (Polysorbat)

Merck KGaA, Darmstadt

Wasserstoffperoxid 3%

Wasserstoffperoxid 3%

AppliChem GmbH,

(w/v) (100vol.) Darmstadt
Xylol Xylol T Isomerengemiscl AppliChem GmbH,
fur die Histologie Darmstadt
Medikamente
Atipamezolhydrochlorid 5 Revertor 10ml CP-Pharma

mg/ml

Handelsgesellschaft
mbH, Burgdorf

Buprenorphin 0,3ng/ml

Temgesic Ampullen 1ml

RB Pharmaceuticals
Limited, Berkshire, U.K.

Dexpanthenebalbe 5%

Bepanthen Augennd
Nasensalbe 5 g

Bayea AG, Leverkusen

Fentanyl 0,5mg/10ml

Fentanyl B. Braun 0.5
mg 10ml

B. Braun Melsungen AG
Melsungen

Flumazenil 0,5mg/5ml

Flumazenil Hexal 0,1

mg/ml Injektionslésung

Hexal AG, Holzkirchen

Glucoselnfusionslésung &
%

Glucose 3 B.Braun G
5

B. Braun Melsungen AG
Melsungen

HeparinNatrium 25000
IE/5 ml

HeparinNatrium-25000
ratiopharm 5ml

ratiopharm GmbH, Ulm

HTK-LOsung nach
Bretschneider

Custodiol 1000nI

Dr. Franz Koéhler Chemie
GmbH, Bensheim

Isofluran

Forene 10046 (V/V) 250

mil

Abbott GmbH & Co.
KG, Wiesbaden

Medetomidinhydrochlorid
1 mg/ml

Dorbene vet 10nl

Zoetis Deutschland
GmbH, Berlin

MetamizotNatrium 2,5

Novalminsulfon

ratiopharm GmbH, Ulm

g/5ml ratiopharm 2,5/5ml
Injektionslosung
Midazolam15 mg/3mi Midazolam B.Braun 5 | B. Braun Melsungen AG

mg/ml

Melsungen

Naloxonhydrochlorid 0,4

mg/ml

Naloxon Inresa 0,4 mg

Inresa Arzneimittel
GmbH, Freiburg
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Natriumchlorid
Infusionslésung 0,%

Isotone Kochsakt6sung
0,9% Braun NaCl 0,96

B. BraunMelsungen AG,
Melsungen

Sonstiges

Alkoholisches

Kodan Tinktur forte

Schilke & Mayr GmbH,

Hautantiseptikum gefarbt Norderstedt
HautDesinfektionsspray | Cutasept F BODE Chemie GmbH,
Hamburg
Ohrmarken Ohrmarken fur HAUPTNER
Laboratoriumstiere INSTRUMENTE
GMBH, DIETLIKON-
ZURICH, Schweiz
Ohrmarkenzange Kleine Ohrmarkenzange| HAUPTNER
73855 INSTRUMENTE

GMBH, DIETLIKON-
ZURICH, Schweiz

Resorbierbarer
Hamostatischer

Gelantineschwamm

Spongostan Standard

Ethicon,Johnson &
Johnson Medical GmbH
Nordeistedt

Nahtmaterial

Nahtmaterial, Polyester
beschichtet, ®, MH

Ethibond Excel 20, MH

Ethicon,Johnson &
Johnson Medical GmbH
Norderstedt

Nahtmaterial, Polyester,
5-0,CG1

Ethibond Excel 89, G-1

Ethicon,Johnson &
Johnson Medical GmbH
Norderstedt

Nahtmaterial,

Polypropylen, 30, PS1

Prolene 30, PS1

Ethicon,Johnson &
Johnson Medical GmbH
Norderstedt

Nahtmaterial,
Polypropylen, 80, MV-14

Prolene 80, MV-14

Ethicon,Johnson &
Johnson Medical GmbH
Norderstedt

Chirurgische Instrumente

Anatomische Pinzette
mittelbreit 145 mm, 5 3/4

BD 27 INOX

Aesculap AG, Tuttlingen
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Anatomische zette BD 210 INOX Aesculap AG, Tuttlingen
schmal/fein 11%nm

AtraumataPinzette2,0 FB 400 INOX Aesculap AG, Tuttlingen
mm breit150 mm, 6

Chirurgische Pinzette 1x4 BD 555 INOX Aesculap AG, Tuttlingen
Z&hnel30 mm, 5 1/8

Chirurgische Pinzette 1x4 BD 670 INOX Aesculap AG, Tuttlingen

Z&hnel80 mm, 7

DeBakey Atraumata FB 353 Stainless Aesculap AG Tuttlingen
Bulldogklemme gebogen,
Maullange 27 mm

DeBakeyHess BH 30 INOX Aesculap AG, Tuttlingen
Bulldogklemme gebogen,

Maullange 20 mm 3/4
Dieffenbach BH 21 Aesculap AG, Tuttlingen
Bulldogklemme gebogen,

Maullange 12 mm, 1/2

Federschere 9150109 Fine Science Tools
GmbH, Heidelberg
Fogaty EinwegFederclip | CSOFT12 Edwards Lifesciences

Services GmbH,

UnterschleiRheim

Knopfkanule 95nm 1.5 | géangig Nicht naher bezeichnet
Metallschale 400 mi gangig Nicht naher bezeichnet
Mikrogefal3schere 125° | BRA-5 Fehling Instruments
Spitz GmbH & Co.KG,
Karlstein
Mikrogefal3schere 25° BCL-2 Fehling Instruments
Spitz GmbH & Co. KG,
Karlstein
Mikroknupfpinzette FD 286 Aesculap AG, Tuttlingen

gerade, 0,5 mmi80 mm,
7
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Mikronadelhalter ZC0O9 Fehling Instruments
GmbH & Co. KG,
Karlstein

Mikronahtpinzette, RU 406851G RUDOLF Medical

gerade, 0,6 mm, 15 cm, € GmbH + Co. KG,
Fridingen

Mikroskopische ihzette | HWC 07110 Karl Hammacher GmbH

fein, gebogn105 mm Solingen

Nadelhalter 14&m gangig Nicht naher bezeichnet

Nadelhalter 1&m

25164-15 R1/06

Handel Marketing

Service, Benningen

Plastikschale 250 ml gangig Nicht néaher bezeichnet

Praparierklemme geboge BJOOSR Aesculap AG, Tuttlingen

140 mm, 5%

Praparierschere 11-94320 GebrudeMartin GmbH

Metzenbauntyp / Gol3e & Co. KG, Tuttlingen

20,5cm-81/8"

Praparierschere 18n HM04.63.68 MEDICON eG,
Chirurgiemechaniker
Genossenschatt,
Tuttlingen

SplitterpinzetteB0 mm, 3 | BD 952R Aesculap AG, Tuttlingen

1/8

Wundspreizer schafif65 | BV 72 INOX Aesculap AG Tuttlingen

mm, 6 1/2
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7. Zytokin -Werte am Tag des Tranplantatversagens

IL-1o
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800 A .
: e T
o 6001 i ole
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0 L] |
Kontrolle ctgx-544

Abbildung 29: IL -1 BWerte und Mittelwerte der Kontrollgruppe ( 663,90+ 107,27
pg/ml) und der cgix-544-Gruppe (562,25 + 149,70 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagenamit Angabe des 936 Cl (d cohen=-0,78, 95% CI -1,70bis
0,21 (n =18)
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Abbildung 30: IL -1 BWVerte und Mittelwerte der Kontrollgruppe (1974,66+
154,00pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (1606,27+ 430,25pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (dcohen=-1,14, 95% CI -2,08bis
-0,10 (n =18)
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Abbildung 31 IL -2-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe (3054,63t 311,54
pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (2636,42 + 411,02 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (dcohen=-1,15, 95% CI -2,08bis

-0,10 (n =18)
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Abbildung 32: IL -6-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe ( 2179,48+ 488,09
pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (1868,34 £ 590,59 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (dconen=-0,57, 95% CI -1,49bis

0,39 (n = 18)
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Abbildung 33 IL -10-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe (3653,59+
414,48 pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (3012,69+ 700,97 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% Cl (dcohen=-1,11, 95% CI -2,05bis
-0,07(n = 18)
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Abbildung 34: IL -12p40-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe ( 11,24+ 4,03
pg/ml) und der cgtx-544Gruppe (9,53 = 3,44 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (dconen=-0,45, 95% CI -1,73bis

0,93 (n = 9)
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Abbildung 35: IL -12p70-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe ( 994,27+
76,82 pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (772,11 + 204,06 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% Cl (dcohen=-1,44, 95% CI -2,40bis

-0,35 (n = 18)
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Abbildung 36: IL -13-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe ( 494,80+ 49,09
pg/ml) und der cgtx-544Gruppe (398,25 £ 116,81 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (dconen=-1,08, 95% CI -2,01bis

-0,04) (n = 18)
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Abbildung 37: IL -17A-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe ( 435,29+
39,10 pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (387,81 + 68,41 pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (dcohen=-0,85, 95% CI -1,77bis

0,19 (n = 18)

GM-CSF
20001
2 1500- A
%n AT A ®
& AA o
= 1000
% A
' @
% 500 @
0 1 I
Kontrolle ctgx-544

Abbildung 38: GM-CSFWerte und Mittelwerte der Kontrollgruppe ( 1254,07+
196,48pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (1012,26+ 303,35pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% CI (dconen=-0,95, 95% CI -1,87bis

0,07 (n = 18)
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Abbildung 39 TNF-U-Werte und Mittelwerte der Kontrollgruppe (1233,33+
208,88pg/ml) und der cgtx-544-Gruppe (1031,91+ 304,09pg/ml) am Tag des
Transplantatversagens mit Angabe des 9% Cl (dcohen=-0,77, 95% CI -1,69bis

0,22 (n = 18)
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