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1  Einleitung

Chemische Botenstoffe haben die Aufgabe, die Ubertragung von Signalen
zwischen Gehirn, Organen und Effektorzellen sicherzustellen. Da sie fur die
Homoostase von essentieller Bedeutung sind, besitzt jeder komplexe
Organismus spezielle Zellen oder Zellverbande zu ihrer Produktion und
Freisetzung. So sezernieren Nebenschilddriisen (Glandulae parathyroideae),
die auch als Epithelkdrperchen bezeichnet werden, das Parathormon oder PTH.
Es reguliert mit seinem Gegenspieler, dem von den C-Zellen gebildeten
Kalzitonin, den Kalziumhaushalt. (Klinke R et al., 2003). Durch diese hormo-
nelle Regulation werden zu hohe und zu niedrige Kalziumspiegel (Hyper- bzw.
Hypokalzamie) verhindert. Das Parathormon, das fur seine Wirksamkeit
Vitamin-D bendtigt, erhdht die Aufnahme von Kalzium aus dem Darm, verstarkt
die Abgabe von Kalzium und Phosphat aus den Knochen ins Blut und senkt die
Ausscheidung von Kalzium Uber die Nieren (Akerstrom G et al., 1991; Greger
RF, 2000). Kalzitonin wird bei einem deutlich erhéhten Plasmakalziumspiegel
freigesetzt, es stoppt die Aufnahme von Kalzium aus dem Darm, lagert verstarkt
Kalzium und Phosphat im Knochen ab und fuhrt zu einer vermehrten Aus-

scheidung von Kalzium tber die Nieren.

1.1 Die Erkrankungen der Nebenschilddrisen: Hyper- und

Hypoparathyreoidismus

Erkrankungen der Nebenschilddrisen stellen sich pathophysiologisch als
Hyper- oder Hypoparathyreoidismus dar. Die Nebenschilddrisentberfunktion
l&sst sich dabei in drei Formen unterteilen: primarer Hyperparathyreoidismus
als Ursache einer Erkrankung der Nebenschilddriise und sekundarer bzw.
tertiarer Hyperparathyreoidismus als eine Reaktion der Nebenschilddrise auf

andere Erkrankungen.

Beim prim&ren Hyperparathyreoidismus liegen ein oder mehrere Adenome vor,

die als urspriinglich gutartige Neubildung zu einer erhéhten Ausschittung von




Parathormon fihren. Durch ihre operative Entfernung wird der Hyper-
parathyreoidismus therapiert. Auch eine diffuse Zellvermehrung (Hyperplasie)
aller Nebenschilddrisen kann einen primaren Hyperparathyreoidismus zur
Folge haben. Zur Behandlung werden bis auf eine halbe Druse samtliche
Epithelkérperchen reseziert und im gefrorenen Zustand aufbewahrt, um sie bei
einer moglichen Unterfunktion zu reimplantieren. In sehr seltenen Féllen kann
die primare Nebenschilddruseniberfunktion durch ein Nebenschilddrisen-
karzinom verursacht werden. Die Therapie dieser Erkrankung besteht in der

Entfernung des Tumors einschlie3lich des gleichseitigen Schilddrisenanteils.

Der sekundare Hyperparathyreoidismus wird meist durch Hypokalzamien bzw.
Vitamin-D-Mangel verursacht. Diese Erkrankungsformen finden sich bei chroni-
scher Niereninsuffizienz oder Stérungen der Metabolisierung (Verstoffwechse-
lung) von Vitamin-D. Zur Besserung des Krankheitsbildes werden alle Epithel-
korperchen entnommen und ein Teil in die Unterarmmuskulatur reimplantiert.
Die restlichen Drusen werden tiefgefroren. Nach mehreren Jahren kann sich
aus einem sekundaren ein tertiarer Hyperparathyreoidismus entwickeln, bei
dem trotz eines normalen Kalziumspiegels weiterhin Parathormon ausge-
schittet wird. Oftmals wird dieses Krankheitsbild bei Patienten mit chronischer
Niereninsuffizienz beobachtet (Lorenz K und Dralle H, 2000).

Beim Hypoparathyreoidismus, der auf einer Nebenschilddrisenunterfunktion
basiert, wird zu wenig oder kein Parathormon gebildet. Infolgedessen kommt es
pathophysiologisch zu einer Hypokalzamie und Hyperphosphatamie (Miyake |
und Hiromatsu Y, 2002). Das Blut ist Ubersauert, und die Betroffenen leiden
unter Tetanie mit Stimmritzenkrampf und Pfotchenstellung aufgrund einer er-
hohten neuromuskularen Erregbarkeit der Skelettmuskulatur. Langerfristige
Folgen konnen eine gestorte Zahnentwicklung, trockene Haut, Katarakt
(, Tetaniestar) und Haarausfall sein. Seltener wird eine Verkalkung der Stamm-
ganglien mit einhergehender geistiger Retardierung beobachtet (Schafer M und

Ferbert A, 1998). Diese Symptome unterstreichen, dass es sich bei einem un-




behandelten Hypoparathyreoidismus um eine schwerwiegende, in einigen Fal-

len sogar lebensbedrohliche Erkrankung handelt.

Ursache einer solchen Nebenschilddriisenunterfunktion sind oft medizinische
Eingriffe, so z. B. Bestrahlungen oder Schilddriisenoperationen, wie die radikale
Thyreoidektomie aufgrund maligner Neoplasmen (Lange A, 1986). Gerade in
den Staaten der ehemaligen Sowjetunion, hauptsachlich in Russland, Weil3-
russland und der Ukraine, sind derzeit zahlreiche Félle des Hypoparathyreoi-
dismus bekannt. Ursache hierfir war die verheerende Reaktorkatastrophe in
Tschernobyl im Jahre 1986 (Stiller CA, 2001). Die durch die hohe Strahlen-
exposition induzierten Schilddriisentumore mussten oftmals radikal chirurgisch

entfernt werden, wobei haufig die Nebenschilddriisen nicht erhalten wurden.

Zur Erganzung dieser Ubersicht sei noch die idiopathische Form der Neben-
schilddrisenunterfunktion genannt. Ihre Ursache ist nicht genau bekannt. Sie
tritt jedoch teilweise in Zusammenhang mit pernizioser Andmie (Vitamin-B-12-
Mangel) oder M. Addison (Nebennierenrindeninsuffizienz) auf (Kistler HJ,
1996). Bei angeborenen Fehlbildungen wie dem DiGeorge-Syndrom (Nichtan-
lage des Thymus) ist eine verminderte Ausreifung der Gl. parathyreoideae mog-
lich, wéhrend sie bei der Nebenschilddriisenagenesie nicht angelegt werden
(Greenberg F, 1989).

1.2 Therapien zum Hypoparathyreoidismus

Die Erfahrungen endokriner Chirurgen zeigen, dass Nebenschilddriisen, die im
Rahmen von Schilddriisenoperationen entfernt wurden oder Stérungen in ihrer
Durchblutung aufweisen, durch Autotransplantate ersetzt werden kdnnen; dies
bewahrt die Patienten vor einer Hypokalzdmie. Diese Erfahrungen sind auch
bei der chirurgischen Therapie des sekundaren Hypoparathyreoidismus ge-
macht worden. Auch hyperplastische Nebenschilddriisen funktionieren als
Autotransplantate ohne Probleme langfristig. Des Weiteren ist es mdglich,




Nebenschilddrisengewebe von Dialysepatienten einzufrieren, um sie nach dem

Auftauen erfolgreich als Autotransplantate zu Ubertragen.

Zur physiologischen Einstellung des Kalziumstoffwechsels ist die Autotrans-
plantation von Epithelkdrperchen in jedem Fall die optimale Therapieform. Wo
die autologe Transplantation nicht mdglich ist, z. B. bei nicht angelegten oder
aufgrund von malignen Erkrankungen nicht reimplantierbaren Nebenschild-
drusen bzw. wenn bei Schilddrisenoperationen von benignen Erkrankungen die
Nebenschilddrisen ohne Belassung eines Autotransplantates entfernt wurden,
bestent das aktuelle Therapieregime in der lebenslangen Einnahme von
Vitamin D und Kalzium (Arlt W et al., 2002). In der Regel treten nach Schild-
drisenoperationen Komplikationen mit den Nebenschilddriisen bei einem von
100 Patienten auf; dies entspricht ca. 1000 Patienten pro Jahr. Wesentliche
Probleme bei der Therapie mit Kalzium und Vitamin D bestehen in der dauer-
haften und hochdosierten Applikation der Medikamente, wobei eine physiolo-
gische Spiegelanpassung nicht zu erreichen ist. Nach einiger Zeit zeigen die
Patienten unter dieser Substitutionstherapie einen erkennbaren chronischen
Kalziummangel. Als weitere Nebenwirkungen dieser Therapie sind Hyper-
kalziurie mit Nephrokalzinose, Nierensteine oder Nierenfunktionsstorungen zu
nennen, was bis zur Dialysepflichtigkeit fihren kann. Zusétzlich kénnen sich
Depressionen einstellen, die offenbar durch den Mangel an Parathormon
hervorgerufen werden. Eine Therapie mit synthetischem humanen PTH kann
hier zwar Abhilfe schaffen, doch induziert dieses PTH die Produktion von Anti-

korpern, was einen Therapieabbruch notwendig macht (Audran M et al. 1987).

Die klinischen Erfahrungen zeigen somit eindeutig, dass Patienten mit auto-
logen Nebenschilddrisentransplantaten in heterotoper Position (z.B. im
Unterarm) gut von dieser Therapie profitieren (Feldman AL, 1999). Da jedoch,
wie bereits erwahnt, eine solche autologe Transplantation nicht in jedem Fall
maoglich ist, konnte sich die Transplantation von MHC-differenten bzw.
allogenen Nebenschilddrisen als effektive therapeutische Alternative zur
gegenwartigen Therapie des Hypoparathyreoidismus erweisen. Der gravieren-




de Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass eine dauerhafte Immunsuppression
notwendig ist, um die Transplantatabstol3ung, also die Zerstérung der fremden
Organe durch das Immunsystem, zu verhindern. Die dauerhafte immun-
suppressive Therapie kann zwar die Transplantatabstol3ung verhindern, sie
fuhrt jedoch haufig zu schwerwiegenden Nebenwirkungen wie einer gesteiger-
ten Infektionshaufigkeit und zu einer erhéhten Tumorinzidenz (Penn |, 1975).
Aus diesem Grund ist die allogene Nebenschilddriisentransplantation gegen-
wartig keine Alternative zu der konventionellen Substitutionstherapie. Liel3en
sich jedoch die Nachteile der Immunsuppression l6sen, so ware auch die

allogene Nebenschilddrisentransplantation die Therapie der Wahl.

1.3 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit befasst sich im Wesentlichen mit der Frage, ob eine
kurzfristige immunsuppressive Behandlung die AbstoRung von primar nicht-
vaskularisierten Nebenschilddrisentransplantaten verhindert. Nach aktuellen
Erkenntnissen fihrt eine kurzfristige, d.h. eine weniger als drei Monate
dauernde niedrigdosierte immunsuppressive Therapie nicht zu den geflirchteten
Nebenwirkungen (s. oben). Diese Strategie ist zwar fur vaskularisierte Grol3-
organe wie Niere, Leber oder Herz nicht anwendbar, doch sind gegenwartig
keine Informationen vorhanden, ob nicht-vaskularisierte allogene Nebenschild-
drisentransplantate durch ein solches immunsuppressives Regime vor der Ab-
stolung geschitzt werden. Um dies zu untersuchen, wurden Therapieansatze
an transplantierten hypokalzamischen Lewis-Ratten getestet, die zuvor allogene
Nebenschilddrisentransplantate erhalten hatten. Dartber hinaus sollte fir das
Experimentalmodell Ratte die Frage geklart werden, inwieweit der Transplan-
tationsort, Glutaeusmuskel oder Nierenkapsel, die Wirkung der Immunsuppres-

sion beeinflusst.
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Fragen

Folgende Fragen sollten im Rahmen dieser Arbeit beantwortet werden:

Nebenschilddrisen regeln den Kalziumspiegel tber die Ausschuittung
von Parathormon. Sind hierzu auch Nebenschilddrisentransplantate in

heterotoper Position in der Lage?

Cyclosporin schutzt vaskularisierte Organe vor der Abstof3ung. Ist es
ebenfalls moglich, mit diesem Immunsuppressivum nicht-vaskularisierte

Nebenschilddrisentransplantate vor der Abstol3ung zu schitzen?

In dieser Arbeit wurden Nebenschilddrisen in den Glutaeusmuskel und
unter die Nierenkapsel transplantiert. Beeinflusst die Auswahl dieser
Transplantationsorte die Transplantatfunktion und ist in Bezug auf den
Transplantationsort ein Unterschied in der protektiven Wirkung von

Cyclosporin festzustellen?

Zusatzlich zur Variation des Transplantationsortes wurden auch ver-
schiedene immunsuppressive Therapieschemata ausgetestet. Welche
Kombination aus Transplantationsort und immunsuppressiver Dosierung

verlangert dabei die Transplantatiberlebenszeit am effektivsten?




3 Material und Methoden

3.1 Topographie der Nebenschilddrisen bei der Ratte

Im Operationssitus imponieren die Epithelkérperchen als weil3liche, leicht er-
habene Strukturen (Abb. 3.1). Anders als der Mensch verfugen Ratten lediglich
Uber zwei stecknadelkopfgro3e Epithelkdrperchen (Abb. 3.2), die beiderseits
ventrolateral dem oberen Pol der Schilddrise in unmittelbarer Umgebung der A.

thyroidea sup. aufliegen.

Abbildung 3.1: Darstellung eines Epithelkdrperchens in situ (Kreis). Zu sehen ist oben

links ein Anteil der Trachea, darunter der laterale Anteil der Schilddriise (Stern). Rechts

oben und unten lateralisierte Halsmuskulatur (Doppelpfeil). 10-fache VergroRerung.

3.2 Tiere und Tierhaltung

Als Spender fur die Epithelkérperchen wurden mannliche Ratten des
Inzuchtstammes Wistar Furth (WF, RT1Y) mit einem Kdrpergewicht zwischen

170 und 210 g verwendet. Die ebenfalls mannlichen Empfangertiere vom




Inzuchtstamm Lewis (LEW, RT1') wogen zwischen 150 und 170 g. Beide

Stamme wurden von der Fa. Charles River GmbH, Sulzfeld, bezogen.

Abbildung 3.2: Explantiertes Epithelkérperchen. Der Abstand zwischen beiden Teil-

strichen betragt 1mm.

Abhangig von GrolRe und Gewicht der Tiere wurden jeweils zwei oder vier
Ratten in einem Macrolon® Kéfig gehalten. Die Unterbringung der Transplan-
tatspender erfolgte raumlich getrennt von den Transplantatempfangern. Post-
operativ wurden die Tiere mit den Boxen in Scantainer® Klimaschranken der
Firma Scanbur, Kggen, Danemark gehalten, die keimarme Bedingungen ge-
wabhrleisteten. Das Raumklima war wie folgt: Temperaturkonstanz im Bereich
von 22 = 2 °C sowie eine relative Luftfeuchtigkeit von 50-60%. Die Tiere, die




einem Hell-Dunkelrhythmus von jeweils 12 Stunden ausgesetzt waren, erhielten

zu ihrer Ernahrung Altromin® Pressfutter sowie Wasser in Trinkflaschen.

3.3 Experimentalgruppen

Als allogene Stamm-Kombination fur die heterotope Nebenschilddrisentrans-
plantation wurde Wistar-Furth (WF) auf Lewis (LEW) gewahlt. Das von unserer
Arbeitsgruppe etablierte Spender-Empfanger-Verhaltnis von 5:1 wurde auch fur
diese Arbeit ubernommen (Timm S et al.,, 2001). Hierzu erhielt ein LEW-
Empféangertier 10 Nebenschilddrisentransplantate von WF-Ratten. Als Immun-
suppressivum wurde Cyclosporin (Sandimmun® Infusionslésungskonzentrat)
der Firma Novartis Pharma GmbH, Nirnberg, verwendet. Die einzelnen
Experimentalgruppen sind in Tabelle 4.1 im Ergebnisteil aufgelistet. Die jeweils
notwendige Tagesdosis, verdinnt mit isotoner NaCl-L6sung, erhielten die Tiere
subkutan in eine Hautfalte im Nacken injiziert. Je nach immunsuppressivem
Protokoll erhielten die Tiere Cyclosporin Uber 9 oder 15 Tage. Dabei variierte
das tagliche Zeitfenster fur die Applikation der Immunsuppression nicht mehr
als eine Stunde.

3.4 Blutentnahmen

Fur eine regelmalRige Bestimmung des Serumkalziums durch das Zentrallabor
der Universitat waren jeweils 300 pl Vollblut notwendig. Zu ihrer Gewinnung
wurden verschiedene Techniken der Blutentnahme durchgefihrt. Alle hier
vorgestellten Blutentnahmetechniken wurden in Narkose durchgefihrt.

1. Sublinguale Blutgewinnung. Das Tier wurde mit dem Ricken auf eine
Korkunterlage gelegt, und an der Innenseite seiner Oberkieferschneidezahne
ein dunner Kunststoffschlauch mit ca. 2 mm Durchmesser tGber den Gaumen
gefuhrt und seitlich am Kopf mit Nadeln an der Unterlage befestigt. Ein zweiter

Schlauch gleichen Durchmessers wurde an den Unterkieferschneidezdhnen




vorbeigefuhrt und hiermit das Maul leicht gespreizt. Mit einem Klemmchen, das
keine Riffelung aufweist, wurde die Zunge ca. 5 mm herausgezogen. Auf bei-
den Seiten des Zungengrundes wurden zwei oberflachliche Venen sichtbar. Die
Punktion erfolgte mittels einer 1ml-Spritze mit einer 26G-Nadel. Nach erfolgter
Blutgewinnung wurde die Punktionsstelle bis zur Blutstillung mit einem Watte-

stabchen tamponiert.

2. Finale Blutentnahme durch Herzpunktion. Das Tier wurde in Rickenlage
gebracht. Mit den Fingern wurde auf der linken Thoraxseite das Herz ertastet.
An diesem Punkt wurde in einem Winkel von ca. 45° eine 1ml-Spritze mit 26G-
Nadel bis zur Halfte der Nadel eingeschoben. Anschlie3end wurde der Punk-
tionswinkel auf ca. 30° reduziert und die Spitze komplett eingefuhrt. Unter As-
piration wurde die Nadel soweit zurlickgezogen, bis sich die Spritze mit Blut

fullte.

3. Retrobulbéare Blutentnahme. Dieses technisch anspruchsvolle Verfahren
beinhaltet bei sachgemaRer Durchfiihrung kaum ein Risiko fur das Tier. Der
Kopf des betaubten Tieres wurde mit einer Hand fixiert, wahrend mit der
anderen vorsichtig eine Kapillare (wir verwendeten 30 mm lange heparinisierte
Einmalkapillaren mit einem Durchmesser von 1 mm) mit regelmafigen Drehbe-
wegungen entlang der medialen knéchernen Begrenzung des Augenbulbus vor-
geschoben wurde. Nach Uberwinden eines leichten Widerstandes war der oku-
lare Gefal3plexus erdffnet, und das Blut lief durch die Kapillare in ein 1 ml
Eppendorf-Reaktionsgefald. Weitere Informationen zur fachgerechten Blutent-
nahme finden sich u.a. auf der Homepage des Bundesamtes fir Veterinar-

wesen (www.bvet.admin.ch) der Schweiz im Unterverzeichnis Tierschutz.
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3.5 Bestimmung des Serumkalziums zum Nachweis des

Hypoparathyreoidismus

Das Blutkalzium wurde im Zentrallabor der Medizinischen Fakultat der
Universitdt Wurzburg nach der Schwarzenbach-Methode bestimmt. Hierftr
stand das Vitros Chemistry System 750XRC zur Verfligung, fir das ,Ca-Slides*
der Firma Ortho-Clinical Diagnostics, Neckargemuind, verwendet wurden. Der
Kalziumgehalt des Blutes, in mmol/l angegeben, wurde gerateseitig auf zwei
Nachkommastellen bestimmt und standardmé&f3ig vom Labor auf eine Nach-

kommastelle gerundet.

Innerhalb von sieben bis zehn Tagen nach Parathyroidektomie wurde eine
Serumkalziumspiegelbestimmung bei den parathyroidektomierten Lewis-Ratten
durchgefuhrt. Bei einem Wert von 1,8 mmol/l oder darunter wurde von einer
erfolgreichen Entfernung der Epithelkérperchen ausgegangen, sodass diese
Tiere die perfekten Transplantatempfanger darstellten. Nach Transplantation
wurde der Kalziumspiegel in wdchentlichen Abstanden kontrolliert. Stieg dabei
der Kalziumspiegel unmittelbar (in der Regel zwischen dem 3. und 5. postope-
rativen Tag) nach Transplantation auf Werte von tber 2,0 mmol/l an, so wurde
das Transplantat als funktionell angesehen, und nur diese Tiere wurden auch
weiter beobachtet. Ein spateres Absinken des Kalziumspiegels auf unter 2,0
mmol/l markierte den Abstol3ungszeitpunkt. Der physiologische Referenzbe-
reich fur Kalzium liegt bei der Ratte zwischen 2.0 und 2.7 mmol/l (Mittelwert: 2.4

mmol/l; n = 62 Blutproben).

In der Klinik gehdort die Bestimmung des Parathormonspiegels zur Standard-
methode, um Hyperparathyreoidismus nachzuweisen. Zum Funktionsnachweis
der Nebenschilddrisen-Transplantate wurde der Kalziumspiegel bestimmt.
Aufgrund der engen Interaktion zwischen Parathormonspiegel und Serumkal-
zium ist dies moglich, da die Ausschittung von Parathormon einen Anstieg des

Serumkalziumwertes bewirkt und umgekehrt (vergl. Einleitung).
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3.6 Die heterotope Nebenschilddrisentransplantationen

3.6.1 Die Narkose

Es wurden zwei unterschiedliche Narkoseverfahren angewandt:

1. Injektionsnarkose. Zur Durchfihrung wurden die Tiere in eine mit Zellstoff
ausgelegte Kunststoffoox gesetzt, die mit einer Narkosegaszufihrung und
einem zweiten Schlauchanschluss zum Absaugen des Isofluran-Sauerstoff-
gemisches ausgestattet war. Fur die Dosierung wurde 3 Prozent Isofluran
(Forene®, Abbott GmbH) gewahlt, das tiber einen Verdampfer (Vapor 19.3 der
Firma Dragerwerk AG, Liubeck) mit einem Gasfluss von 2,0 Liter/Minute abge-
geben wurde. Mit der Injektionsnarkose wurde begonnen, sobald das Tier eine
dafur ausreichende Schlaftiefe erreicht hatte, was nach ca. 3 Minuten der Fall
war. Als Medikamente wurden Ketamin in einer Dosierung von 100 mg/ml
(Ketavet®, Pharmacia & Upjohn GmbH) und Xylazin 2% (Rompun®, Bayer Vital
GmbH) verwendet. Zur Berechnung der Applikationsmenge wurde die Ratte
gewogen. Die Applikationsmenge von 10 mg Ketamin pro 100 g Korpergewicht
zuziiglich 0,1 ml Rompun® wurde dem Tier intramuskuldr in die mediale
Oberschenkelmuskulatur injiziert. Die danach eintretende Narkosetiefe sollte im
Allgemeinen ca. 2 Stunden andauern. Diese Narkose beinhaltet den Nachteil,
dass sie nicht immer optimal steuerbar ist, sodass es zu Atemdepressionen
kommen kann, was eine direkte unterstitzende Beatmung erforderlich macht.
Auch wurden in einigen Féllen leichte Reflexe auf Berihrungsreize beobachtet,
weshalb Isofluran Uber eine Maske zugefiihrt werden musste. Auf eine Nach-
dosierung der Injektionsnarkose wurde aufgrund der schlechten Steuerbarkeit

verzichtet.

2. Inhalationsnarkose. Die Einleitung erfolgte wie unter 1. beschrieben. An-
schlieend wurde den Tieren auch wahrend der Operation weiterhin das
Narkosegas-Sauerstoffgemisch Uber eine Maskenkonstruktion, die lediglich
Nase und Maul6ffnung bedeckte, zugefihrt. Als Vorteil ist hierbei heraus-
zustellen, dass die Narkosetiefe durch Anpassung des Isoflurananteils jederzeit

variiert werden konnte und das Tier kurz nach der Operation erwachte.
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3.6.2 Die Parathyreoidektomie

Dem narkotisierten Tier wurde der ventrale Halsbereich zwischen Unterkiefer
und Brustbein rasiert. AnschlieBend wurde es in Rulckenlage auf ein mit
Zellstoff bespanntes Korkbrett gelegt. Unmittelbar Gber dem Brustbein erfolgte
medial der Hautschnitt, der bis kurz unterhalb des Unterkiefers verlangert
wurde. (Abb. 3.3) Um eine bessere Ubersicht des Operationssitus zu erlangen,
wurde zu beiden Seiten das Unterhautfettgewebe mit einer feinen Schere
vorsichtig nach lateral von der Haut abprapariert. Mittig wurde das
Bindegewebe von kaudal, unter Schonung der Speicheldrisen und Gefalie, in
ventrolateraler Richtung vorsichtig frei prépariert. AnschlielBend wurde der
Bindegewebslappen nach kranial hochgeklappt und fixiert. Der darunter
liegende Musculus sternohyoideus wurde mittig in La&ngsrichtung gespalten,
wodurch der Blick auf die Luftréhre frei wurde.

Um im Operationsgebiet ausreichen-
de Bewegungsfreiheit zu erhalten,
war es notwendig, die muskularen
Anteile lateral mit zwei Klemmchen
zu befestigen. Auf beiden Seiten der
Trachea lagen die Schilddrisenlap-
pen, die durch den der Luftréhre auf-
liegenden Isthmus miteinander ver-
bunden waren. Zum Auffinden der
Epithelkdrperchen wurde der
Musculus thyrohyoideus, der lateral

ﬁ‘ der Schilddrise anliegt, abprapariert.

7' Zum Auffinden der Epithelkdrperchen
wurde die Vena thyroidea nach
kranial verfolgt. Zwischen der Vene

‘ und einem ebenfalls in diesem

_ e Bereich gelegenen Fettkdrperchen
Abbildung 3.3: Angedeutete Schnittfiihrung

fiur den Hautschnitt zur Entnahme der imponierte  die  Glandula  para-

Epithelkdrperchen. thyroidea als leicht erhabene,
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Abbildung 3.4: Paravertebraler Haut-
schnitt zur Transplantation der Epithel-

kérperchen in den Glutaeusmuskel.

feinen Faden (6-0O Prolene® blau,

stecknadelkopfgro3e Struktur, die mit
einer  Mikroschere entfernt  wurde.
Eventuell auftretende Blutungen wurden
durch Kompression mit einem
Wattestdbchen gestillt. Da das umliegen-
de Gewebe sehr gut durchblutet war, war
es dringend erforderlich, wéhrend des ge-
samten Operationsverlaufes auf eine aus-
reichende Blutstillung zu achten. Bei den
Empfangertieren wurde die Muskulatur
wieder leicht aneinandergedriickt und das
Bindegewebe an den Ursprungsort zu-
rickverlagert. Anschlieend erfolgte die
Hautnaht mit einem nichtresorbierbaren,

Ethicon, Norderstedt). Die Spenderratten

erhielten intrakardial 300 pl T 61 (Hoechst Roussel Vet) zur exzitationslosen

Totung.

3.6.3 Die Transplantation

1. Muskel

Nach erfolgter Narkoseeinleitung wurde
der Rilcken des Empfangertieres im
Bereich des Oberschenkelansatzes, ein-
schlie3lich der Uber der Wirbelsaule lie-
genden Haut, rasiert und desinfiziert. Zur
Durchfiihrung der Operation befand sich
die Ratte in Bauchlage, wobei die para-
vertebrale Schnittfihrung 0,5 cm lateral
der Lendenwirbelséule erfolgte und eine

Lange von ungefahr 2,5 cm aufwies. Nach

Abbildung 3.5: Muskeltasche zur Im-

plantation der Epithelkdrperchen in
den Glutaeusmuskel.

14



Er6ffnung der Haut wurde die darunter liegende Faszie durchtrennt und im
Muskel mit Hilfe einer feinen Schere eine kleine Tasche gebildet. Die in 0,9%
NaCl-Lésung aufbewahrten Epithelkdrperchen wurden mit einer Pinzette in
diese Tasche gelegt, welche anschlieend mit 2-3 Einzelknopfnéhten
verschlossen wurde. Als Nahtmaterial wurde ein nichtresorbierbarer 6-0
Prolene® Faden der Firma Ethicon, Norderstedt, verwendet. Dieses
Nahtmaterial erleichterte das Auffinden des Transplantationsortes. Der

Verschluss der Haut erfolgte mit einem 3-0 Prolene® Faden.

2. Niere

Hierzu wurde das Abdomen des narkotisierten Tieres rasiert und desinfiziert.
. Der gesetzte Bauchschnitt wurde ca. 0,5
~ cm kranial des Penisansatzes angesetzt
und bis zum unteren Sternalrand gefuhrt.
Dabei war darauf zu achten, dass weder
Blase noch Leber verletzt wurden. Die
erdffnete Bauchhaut wurde mit Retrak-

toren beiseite gezogen. Die ausgelager-

Abbildung 3.6: Paramedianer Bauch- t€n Darmanteile wurden in eine mit iso-
schnitt. toner NaCl-Losung benetzten Kunststoff-
folie gelegt. Die linke Niere wurde mit Wattestdbchen nach kaudal mobilisiert.
Mit der metallenen Fiihrungsnadel einer o
12G Venenverweilkanile wurde die
Nierenkapsel vorsichtig am unteren
Nierenpol angeritzt, mit einer spitzen
Pinzette leicht angehoben und die

Venenverweilkanile ohne Fihrungs-

nadel vorsichtig mit leichten Drehbewe-

Abbildung 3.8: Das Epithelkérperchen

gungen zwischen Niere und Nierenkap-
) ) wurde mit einer Kunststoffkanule zwi-
sel eingeschoben, so dass die Auslass- _
schen Nierenkapsel und Parenchym ge-

offnung am oberen Nierenpol zu liegen legt
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kam. AnschlieRend wurden die Epithelkérperchen unter die Nierenkapsel
gespritzt, und die Kanile vorsichtig herausgezogen. Der Darm wurde in das
Abdomen zuriickgelegt, und die Bauchmuskulatur mit einem 6-0 Prolene®

Faden, die Haut mit einem 3-0 Prolene® Faden fortlaufend verschlossen.

3.7 Immunhistologische Analysen

A)Vorbereitung der Praparate
Die erforderlichen Gewebeproben wurden in Narkose entnommen und zusam-
men mit Tissue-Tek® (Sakura Finetek
Europe B. V., Zoeterwoude, NL) in
Probenbehélter aus Polyethylen (Harten-
stein, Wiurzburg) gesammelt, in flissi-
gem Stickstoff schockgefroren und im
Gefrierschrank bei -20 °C gelagert. Von
den Gewebeproben wurden Schnittpra-
parate mit einer Dicke von 5 um ange-
fertigt (Kryostat 2800 Frigocut N, Fa.
Reichert-Jung) und anschlieRend auf
Histo-Bond-Objekttrager der Fa. Marien-
feld aufgetragen, die gegeniber unbe-
schichteten Objekttragern eine verbes-

serte Haftung der Préparate aufwiesen.

Nach einer Trocknungszeit von mindes-

Abbildung 3.9: Niere mit Epithelkdrper-

tens 30 Minuten wurden die Schnitte ent-
weder gefarbt oder bis zur spateren Ver- Chen (Kreis) in situ.

wendung bei -20°C gelagert.

B) Primarantikorper
Es wurden drei verschiedene Primarantikdrper eingesetzt: Ox18 richtet sich

gegen MHC—Klasse-I-Molekulle, die sich auf nahezu allen Korperzellen
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befinden. Ox6 bindet spezifisch an
MHC-Klasse-1I-Molekiile. Diese
werden hauptsachlich von Zellen
des Immunsystems exprimiert. Der

von uns eingesetzte Antikorper

erkennt eine monomorphe Deter-
minante des Ratten-la-Antigens, Abbildung 3.10: Niere mit aufgelagertem
das auf B-Lymphozyten, dendri-

Epithelkdrperchen (Kreis).

tischen Zellen, einigen Makro-

phagen und verschiedenen epithelialen Zellen vorliegt. Bei Ox42 handelt es
sich um einen Antikorper, der ein bestimmtes Epitop auf den meisten

Makrophagen, dendritischen Zellen und Granulozyten erkennt (Tab. 3.1).

Tab. 3.1: Ubersicht (iber die verwendeten Antikdrper und ihre Spezifitat

Antikorper  Antigen Spezifitat

Ox18 MHC | alle kernhaltigen Zellen

B-Lymphozyten, dendritische Zellen, teils

Ox6 MHC I Makrophagen und epitheliale Zellen

Ox42 CD11b/c  Makrophagen, dendritische Zellen, Granulozyten

C) Farbungen

Die Schnittpraparate wurden fur 15 Minuten in Aceton fixiert und anschlieend
fur 20 Minuten luftgetrocknet. Danach wurden sie, wie auch nach jedem
weiteren Farbeschritt, zweimal in PBS fir jeweils 5 Minuten getaucht
(,gewaschen®). AnschlieBend wurden sie mit einem Gemisch aus Natriumacid
(12-2 g/l PBS) und 30% Wasserstoffperoxid zur Inaktivierung der endogenen
Peroxidase behandelt. Nach Absattigung unspezifischer Bindungen mit 2%

bovinem Serumalbumin wurden die Préparate mit dem jeweiligen Primar-
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antikorper (Verdinnung 1:100) fur 30 Minuten inkubiert. In einem weiteren
Schritt wurde der biotinylierte Sekundarantikérper aus dem LSAB-Kit (Labelled
StreptAvidin-Biotin von Dako, Hamburg) zugegeben, fur 15 Minuten inkubiert
und anschlieBend mit phosphatgepufferter, physiologischer Kochsalzl6sung
abgesplilt. Die LSAB Kits zeichnen sich durch eine gesteigerte Sensitivitat aus,
die eindeutige und empfindliche Anfarbungen ergeben. Das mit Meerrettich-
peroxidase konjugierte Streptavidin wurde hinzugefigt und fir 15 Minuten
inkubiert. Die Farbung zeigte sich nach Zugabe des Chromogens Diamino-
benzidin (DAB) und Wasserstoffperoxid. Durch die Reaktion der Peroxidase
kam es zu einer Braunfarbung der von den Primarantikbrpern markierten
Zellen. AbschlieRend wurde mit Hamalaun gegengefarbt und nach zehnminuti-
gem Spuilen mit kaltem Wasser die Schnitte fir zehn Sekunden in 100%
Ethanol entwéssert. Bis zu ihrer Eindeckung mit Entellan (Merck) wurden die

Objekttrager in einem mit Xylol gefillten Rack belassen.

D) Verwendete Puffer- und Farbeldsungen

Phosphate Buffered Saline (PBS): Pro Liter Aqua dest. wurden eingewogen: 8,2
g NacCl, 0,89 g Na,HPO4 x 2H,0, 0,68 g KH,PO4 (pH 7,4).

Tris-HCI-Puffer: Pro Liter Aqua dest. wurden 7,88 g Tris-HCI eingewogen und

der pH-Wert auf 7,4 eingestellt.

Wassriges Hamalaun nach Mayr: Fur 5 Liter Aqua dest. wurden eingewogen: 6

g Hamatoxylin, 1 g Natriumjodat, 250 g Kaliumaluminiumsulfat und 5 g
Zitronensaure. Die L6sung wurde 6 Wochen im Dunkeln unverschlossen aufbe-

wabhrt.

E) Auswertung der Farbungen

Die Schnitte wurden mikroskopisch begutachtet (Olympus BH-2, Olympus
Optical Co. Ltd., Hamburg) und mit einer auf das Mikroskop aufgesetzten
Digitalkamera (Olympus C5050 Zoom) unter Zuhilfenahme einer Software
(Camera Controller, Pine Tree Computing, LLC) zur Steuerung der Kamera
fotografiert. Mit der Bildbearbeitungssoftware Photoimpact XL Trial (Ulead

Systems GmbH, Kaarst) wurden die Bilder nachbearbeitet.
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4. Ergebnisse

4.1 Induktion der experimentellen Hypokalzamie

Untersuchungen der eigenen Gruppen an Lewis-Ratten haben ergeben, dass
die komplette Entfernung der Epithelkbrperchen zu einem dauerhaften
Absinken des Kalziumspiegels fihrt (Marco Etzel: Einfluss der Histokom-
patibilitatsantigene MHC Klasse | und Il auf die Transplantatfunktion nach allo-
gener Nebenschilddrisentransplantation in der Ratte. Inaugural-Dissertation
der Medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg; http://opus.bibliothek.uni-
wuerzburg.de/opus/volltexte/2004/992/).

Als Hypoparathyreoidismus wird bei Ratten die Situation bezeichnet, bei der der
Serumkalziumspiegel dauerhaft unter 2,0 mmol/l fallt. Um die Wirkung der
Nebenschilddrisentransplantation auf den Serumkalziumspiegel klarer darzu-
stellen, wurden ausschlief3lich hypokalzamische Empfangertiere ausgewahlt,
deren Kalziumspiegel unter 1,8 mmol/l lag. Parathyreoidektomierte Tiere, deren
Kalziumspiegel zwischen 1,8 und 2,0 mmol/l schwankte, wurden deshalb als
Empfanger ausgeschlossen. Dies traf jedoch nur bei fiinf von 60 Tieren zu. Als
Ursache hierfir wird eine inkomplette Resektion oder eine ektope Parathor-

monproduktion angenommen.

4.2 Die experimentellen Gruppen

Als Transplantatempfanger dienten in allen Gruppen Ratten der Inzuchtlinie
Lewis. Pro Tier wurden Epithelkdrperchen von 5 Spendertieren, somit 10
Nebenschilddrisen, transplantiert. Die syngene Kontrollgruppe sowie die
allogen transplantierte Gruppe NK2 (vergl. Tab. 4.1) bestand aus zwei Tieren;
alle weiteren Gruppen enthielten je drei Tiere. In der nachfolgenden Tabelle 4.1

sind die in dieser Arbeit untersuchten experimentellen Gruppen aufgelistet.
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Tabelle 4.1: Ubersicht tiber die experimentellen Gruppen, den Transplantationsort (Tx-
Ort), die Dosierung an Cyclosporin A in mg/KG Koérpergewicht (#) und den Zeitpunkt

und die Dauer der Applikation (Zeitintervall angegeben in Tagen (~)).

Gruppe Kombination Tx-Ort* CsA-Dosierung ®  Zeitintervall @ n*
K-Syn LEW — LEW M* | NK* ---- ---- 4
K-Allo WF — LEW M* [ NK* ---- ---- 6
M1 WF - LEW M* 20 0 bis 14 3
M2 WF — LEW M* 10 0 bis 14 3
NK1 WF - LEW NK* 10 0 bis 14 3
M3 WF — LEW M* 5 0 bis 14 3
M4 WF - LEW M* 10 -7 bis +7 3
NK2 WF — LEW NK* 10 6 bis 14 2

In den allogenen Gruppen Allo, M1 bis M4 sowie NK1 und NK2 erhielten parat-
hyreoidektomierte LEW-Ratten Nebenschilddrisentransplantate von WF-Ratten
(Symbol: WF — LEW). In der syngenen Kontrollgruppe K-Syn erhielten parathyroid-
ektomierte LEW-Ratten Nebenschilddrisentransplantate von LEW-Tieren (Symbol:
LEW — LEW).

*Abkirzungen: ,K-Syn“: syngene Kontrollgruppe; ,K-Allo“: allogene Kontrollgruppe;
LEW: Lewis-Ratte; WF: Wistar-Furth-Ratte; NK: Nierenkapsel; M: Muskel; n: Anzahl

der transplantierten Empfangertiere innerhalb der Gruppe.

4.2.1 Die syngene Nebenschilddrisentransplantation

Transplantationsort Glutaeusmuskel

In vorausgegangenen Untersuchungen hat die Arbeitsgruppe gezeigt, dass bei
hypokalzamischen Lewis-Ratten, die syngene Nebenschilddriisentransplantate
von Lewis-Spendern erhielten, der Kalziumspiegel innerhalb von drei bis vier

Tagen nach Transplantation auf einen Wert von Gber 2,0 mmol/l anstieg. Dabei
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war diese Normalisierung fir einen Beobachtungszeitraum von mehr als 100
Tagen stabil. Aus praktischen Grinden wurde in der vorliegenden Arbeit der
Versuch am 56. postoperativen Tag beendet. Wie Abb. 4.2 zeigt, war der

Kalziumspiegel bis zum Versuchsende uneingeschrankt stabil.

30 - Transplantationsort: Glutaeusmuskel
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Abbildung 4.1: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach syngener Neben-
schilddriisentransplantation ohne Immunsuppression (Gruppe K-Syn; Tab. 4.1). Hypo-
kalzamische Lewis-Ratten mit einem Kalziumspiegel unter 2,0 mmol/l erhielten zehn
Nebenschilddrisentransplantate in den Glutaeusmuskel. Innerhalb von sieben Tagen

stieg der Serumkalziumspiegel auf Gber 2,0 mmol/l an.

Transplantationsort Nierenkapsel

Hypokalzamische Lewis-Ratten erhielten zehn Nebenschilddrisentransplantate
unter die Nierenkapsel, um festzustellen, ob der Serumkalziumspiegel auch bei
diesem Transplantationsort in den physiologischen Bereich ansteigt. Wie bei
der Transplantation in den Glutaeusmuskel, so war auch fir diesen Transplan-
tationsort festzustellen, dass der Kalziumspiegel am dritten bzw. vierten post-

operativen Tag auf iber 2,0 mmol/l angestiegen war (Abb. 4.2).
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Transplantationsort: Nierenkapsel
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Abbildung 4.2: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach syngener Neben-
schilddriisentransplantation ohne Immunsuppression (Gruppe K-Syn; Tab. 4.1). Hypo-
kalzamische Lewis-Ratten mit einem Kalziumspiegel unter 2,0 mmol/l erhielten zehn
Nebenschilddrisentransplantate unter die Nierenkapsel. Wie bereits fir den Transplan-
tationsort Glutaeusmuskel (Abb. 4.1) gezeigt, stieg innerhalb von sieben Tagen der

Serumkalziumspiegel dauerhaft auf Gber 2,0 mmol/l an.

4.2.2 Die allogene Nebenschilddrisentransplantation ohne
Immunsuppression

Wie gezeigt, stellt die heterotope Nebenschilddrisentransplantation eine
effektive Therapieoption zur Behandlung des induzierten Hypoparathyreoidis-
mus dar. Bei der syngenen Transplantation werden die Transplantate jedoch
nicht durch das Empfangerimmunsystem attackiert. Da aber die autologe
Transplantation (gleichzusetzen mit der syngenen Transplantation im Tier-
modell) in der Klinik eher die Ausnahme darstellt, sollte nun die Moglichkeit der
allogenen Nebenschilddrisentransplantation untersucht werden. Deshalb
erhielten hypokalzamische Lewis-Ratten Nebenschilddrisentransplantate von

Wistar-Furth-Ratten (allogene Stammkombination).

22



Transplantationsort Glutaeusmuskel

Auch nach der Ubertragung allogener Nebenschilddriisen stieg der Serum-
kalziumspiegel innerhalb von drei bis vier Tagen nach Transplantation auf
Werte von tber 2,0 mmol/l an (Abbildung 4.3). Im Gegensatz zur syngenen
Transplantation kam es jedoch zwischen dem 12. und 16. postoperativen Tag
zu einem erneuten Abfall des Kalziumspiegels in den hypokalzadmischen Be-
reich. Diese erneute und dauerhafte Hypokalzamie wurde durch die Trans-

plantatzerstérung oder Abstol3ung verursacht (vgl. auch Abbildung 4.14 a-c).
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Abbildung 4.3: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach allogener Neben-
schilddriisentransplantation ohne Immunsuppression (Gruppe K-Allo; Tab. 4.1). Die
Epithelkdrperchen wurden in den Glutaeusmuskel transplantiert. Nach einem initialen
Anstieg des Serumkalziumspiegels fiel dieser binnen 16 Tagen kontinuierlich aufgrund
der einsetzenden AbstoRung ab. Diese gegen die allogenen Nebenschilddrisen-

transplantate gerichtete Immunantwort flhrte zu einem irreversiblen Funktionsverlust.

Transplantationsort Nierenkapsel

Wie bereits fur den Transplantationsort Glutaeusmuskel gezeigt, normalisierten

auch die unter der Nierenkapsel befindlichen allogenen Nebenschilddrisen-
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transplantate den Kalziumspiegel auf Werte von tber 2,0 mmol/l. Auch hier war
aufgrund der fortschreitenden Abstol3ung ein erneuter Abfall des Serum-
kalziumspiegels zu beobachten. Im Vergleich zum Glutaeusmuskel scheint sich
jedoch hier die vollstandige Organzerstdrung etwas friher auszubilden und

zwar zwischen dem 8. und 13. postoperativen Tag (Abb. 4.4).
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Abbildung 4.4: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach allogener Neben-
schilddrisentransplantation ohne Immunsuppression (Gruppe K-Allo; Tab. 4.1). Die
Epithelkdrperchen wurden unter die Nierenkapsel gelegt. Im Vergleich zur Transplan-
tation in den Glutaeusmuskel (Abb. 4.3) kam es bereits zwischen dem 8. und 13.
postoperativen Tag zur vollstdndigen Zerstérung der Nebenschilddrisentransplantate,
weshalb der Kalziumspiegel erneut abfiel.

4.2.3 Die allogene Nebenschilddriusentransplantationen mit
Immunsuppression

Da das Immunsystem der Empfangertiere die allogenen Nebenschilddriisen-

transplantate irreversibel zerstort, wurde in einer weiteren Experimentalserie

versucht, den Zeitpunkt der Transplantatabstol3ung durch Immunsuppression

hinauszuzdgern. Hierzu erhielten die hypokalzdmischen Lewis-Tiere eine
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Dosierung von 20, 10 oder 5 mg Cyclosporin A pro kg Kdrpergewicht flir jeweils
15 Tage, beginnend mit dem Tag der Operation, als gewichtsbezogene

Dosierung subkutan in den Nackenbereich injiziert.

Transplantationsort Glutaeusmuskel: Immunsuppressive Dosierung:
20 mag/kg KG

Bei allen drei Tieren stieg der Serumkalziumspiegel drei bis vier Tage nach

Transplantation auf 2,0 mmol/l an. Die verabreichte Immunsuppression
bewirkte, dass die Transplantate erst um den Tag 28 bis 35 abgestol3en wurden
(Serumkalziumspiegel unter 2,0 mmol/l). Somit flihrte diese zeitlich begrenzte

Immunsuppression zu einer Verlangerung der Transplantatfunktionszeit.
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Abbildung 4.5: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach allogener Neben-
schilddrisentransplantation mit Immunsuppression Gruppe M1; Tab. 4.1). Die Neben-
schilddrisen wurden in den Muskel transplantiert. Vom Tag der Transplantation an
erhielten die Tiere fiinfzehn Tage lang eine immunsuppressive Dosis an Cyclosporin A

von 20 mg/kg KG. Wahrend der Immunsuppression kam es zu keiner Abstof3ung.
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Transplantationsort Glutaeusmuskel: Immunsuppressive Dosierung:
10 ma/kg KG

Bei weiteren drei Tieren wurde die immunsuppressive Therapie auf 10 mg pro

kg Korpergewicht reduziert. Auch hier war ein Anstieg des Serumkalzium-
spiegels nach Transplantation auf Werte von tber 2,0 mmol/l zu beobachten
(Abb. 4.6). Nach vier Wochen waren die Kalziumwerte zweier Tiere unter den
Grenzwert von 2,0 mmol/l abgefallen, beim dritten Tier war dies eine Woche
spater der Fall. Trotz Halbierung der Immunsuppression war keine wesentliche
Verkirzung der Transplantatiiberlebensdauer gegeniber der hohen Dosierung
(Abb. 4.5) feststellbar.

5
e
E
5
=
<1, -
G Dosierungs
005 intervall
- Tierl & Tier 2 = Tier 3
0,0 L) L) L) L) L) L) L) L) | ]
0 7 14 21 28 35 42 49 56

Zeit (Tage)

Abbildung 4.6: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach allogener Neben-
schilddrisentransplantation mit Immunsuppression (Gruppe M2; Tab. 4.1). Die Neben-
schilddrisen wurden in den Glutaeusmuskel transplantiert. Vom Tag der Transplan-
tation an erhielten die Tiere finfzehn Tage lang eine immunsuppressive Dosis von 10
mg pro kg Korpergewicht. Wahrend der Immunsuppression kam es zu keiner Ab-
stoBung. Der Abfall des Kalziumspiegels fand im gleichen Zeitintervall statt wie bei der
Gruppe, die mit 20 mg Cyclosporin A behandelt wurde.
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Transplantationsort Nierenkapsel: Immunsuppressive Dosierung: 10

mqg/kg KG
Bei 10 mg Cyclosporin A pro kg Korpergewicht, verabreicht Gber 15 Tage ab

Transplantation der Epithelkérperchen unter die Nierenkapsel, kam es zu einem
Anstieg des Serumkalziumspiegels auf physiologische Werte binnen einer
Woche nach Transplantation. Diese Transplantatfunktionszeiten sind vergleich-
bar mit der Muskulatur als Transplantationsort. Innerhalb der darauf folgenden
zwei Wochen fiel dieser zunachst maRig ab. Die AbstoBung der Transplantate

erfolgte zwischen dem 21. und 28. postoperativen Tag.
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Abbildung 4.7: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach allogener Neben-
schilddrisentransplantation mit Immunsuppression (Gruppe NK1; Tab. 4.1). Die
Nebenschilddrisen wurden unter die Nierenkapsel transplantiert. Vom Tag der Trans-
plantation an erhielten die Tiere finfzehn Tage lang eine immunsuppressive Dosis von
10 mg Cyclosporin pro kg Korpergewicht. Wahrend der Dauer der Immunsuppression
kam es zu keiner AbstoRung, wéhrend nach Absetzen der Immunsuppression die
AbstoRung zwischen Tag 21 und 28 zu beobachten war.
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Transplantationsort Glutaeusmuskel: Immunsuppressive Dosierung:
5 ma/kg KG

Nachdem es ebenfalls in dieser Versuchsgruppe zu einem Anstieg der

Serumkalziumwerte in den normokalzamischen Bereich gekommen war, zeigte
sich bei den drei Empfangertieren ein Verlust der Transplantatfunktion bereits
nach 20 Tagen (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach allogener Neben-
schilddrisentransplantation mit Immunsuppression (Gruppe M3; Tab. 4.1). Die Neben-
schilddrisen wurden in den Glutaeusmuskel transplantiert. Vom Tag der Transplan-
tation an erhielten die Tiere fliinfzehn Tage lang eine immunsuppressive Dosis von 5
mg Cyclosporin A pro kg Korpergewicht. Wahrend der Immunsuppression kam es zu
keiner Abstof3ung. Doch bereits eine Woche nach Beendigung der immunsuppressiven
Therapie war die Abstof3ung feststellbar und fand damit deutlich friher statt als bei den
Gruppen M1 (20 mg/kg) und M2 (10 mg/kg).
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4.3 Die allogene Nebenschilddrisentransplantation: Variation

des Dosierungsintervalles

Der Vergleich der Versuchsergebnisse der Gruppen M1 bis M3 (Tab. 4.1) zeigt,
dass die mit 20 mg/kg hochste von uns eingesetzte immunsuppressive
Dosierung an Cyclosporin A (Versuchsgruppe M1) im Vergleich zur Versuchs-
gruppe M2, die 10 mg/kg erhielt, keinen wesentlichen Unterschied in der
Verlangerung des Transplantatiiberlebens aufwies. Hingegen bewirkte die
immunsuppressive Dosierung mit 5 mg/kg Cyclosporin A eine sehr viel gerin-
gere Verlangerung der Transplantatfunktionszeit. Aus diesem Grund erhielten
alle nachfolgenden experimentellen Gruppen (M4, NK1 und NK2; Tab. 4.1) eine
Dosierung von 10 mg/kg Cyclosporin A.

Eine eventuelle Beeinflussung des Absto3ungszeitpunktes durch den Beginn
der immunsuppressiven Therapie sowie durch ihre Dauer sollte durch die
Variation weiterer Parameter untersucht werden. So erhielt eine Versuchs-
gruppe bereits praoperativ eine Woche lang Cyclosporin A. Bei diesen Tieren
trat jedoch bereits nach 21 beziehungsweise 28 Tagen eine hypokalzamische
Stoffwechsellage ein, sodass das Vorgehen keinen Vorteil gegentuber der rein

postoperativen Gabe von Cyclosporin A zeigte.
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Abbildung 4.9: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach allogener Neben-
schilddrisentransplantation mit Immunsuppression (Gruppe M4; Tab. 4.1). Die Neben-
schilddrisen wurden in den Glutaeusmuskel transplantiert. Das Zeitintervall der
Immunsuppression wurde veréndert: Die hypokalzamischen Lewis-Tiere erhielten 7
Tage vor Transplantation sowie 7 Tage nach Transplantation Cyclosporin A in der
taglichen Dosierung von 10 mg pro kg Korpergewicht.

In der Vergangenheit haben verschiedene Studien gezeigt, dass die
postoperative Applikation eines Immunsuppressivums ebenfalls zu einer Ver-
langerung der Transplantatiiberlebenszeit fihren kann. In unserer Versuchs-
reihe erhielten zwei Empfangertiere, denen vorab allogene Nebenschilddriisen
unter die linke Nierenkapsel implantiert wurden, 10 mg Cyclosporin pro kg
Kdrpergewicht, beginnend am 6. postoperativen Tag, um eine mégliche Beein-
flussung der Transplantatiiberlebensdauer zu untersuchen. Beide Tiere zeigten
bei der ersten Blutentnahme eine Woche nach Transplantation einen Anstieg
des Serumkalziumspiegels auf tiber 2,0 mmol/l, der sich auch an den folgenden
Kontrolltagen 14, 21 und 28 bestatigte (Abb. 4.10). Trotz der verzdgert be-
gonnenen Immunsuppression war diese Therapie, von allen in dieser Arbeit
getesteten Therapien, die wirkungsvollste.
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Abbildung 4.10: Verlauf des Serumkalziumspiegels in mmol/l nach allogener
Nebenschilddriisentransplantation mit Immunsuppression (Gruppe NK2; Tab. 4.1). Die
Nebenschilddriisen wurden unter die Nierenkapsel transplantiert. Auch in dieser
Gruppe wurde das Zeitintervall der Immunsuppression verandert. Hierzu erhielten die
hypokalzadmischen Lewis-Tiere 10 mg Cyclosporin A pro kg Koérpergewicht fir neun
Tage, beginnend am sechsten postoperativen Tag. Trotz der kurzen Medikationsdauer
und der spater begonnenen Immunsuppression kam es erst zwischen vier und funf

Wochen nach Transplantation zur AbstoRung der Transplantate.

Vergleich der AbstolRungszeitpunkte (Mittelwert und Standardab-

weichung) der behandelten experimentellen Gruppen

In der Ubersicht zeigt sich, dass durch die Immunsuppression eine Verlan-
gerung der Transplantattiiberlebenszeit erreicht wurde. Diese war abhangig von
der applizierten Dosis, vom Beginn und der Dauer der Medikation und
unabhangig vom  Transplantationsort. Dabei wurde die langste
Transplantatiiberlebenszeit in der Gruppe NK2 erreicht; hier war der

Transplantationsort die Nierenkapsel. Die verwendete Dosierung von
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Cyclosporin A betrug 10 mg/kg Korpergewicht und wurde vom sechsten

postoperativen Tag Uber neun Tage verabreicht.

Transplantationsort: Glutaeusmuskel Transplantationsort:

Nierenkapsel
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Abbildung 4.11: Ubersicht Uber die Transplantatiiberlebenszeiten der einzelnen
Gruppen als Mittelwert und Standardabweichung. Die Transplantate der syngenen
Kontrollgruppe waren auch nach iiber 56 Tagen noch funktionsfahig. Eine Ubersicht
Uber die immunsuppressive Therapie der einzelnen Gruppen gibt Tab. 4.2. Die
Gruppen sind zudem nach dem Transplantationsort bezeichnet: M = Muskel und NK =

Nierenkapsel.

Tabelle 4.2: Ubersicht tiber die experimentellen Gruppen in Erganzung zur Abb. 4.11.

KG = Kdrpergewicht

Gruppe ALLO M1 M2 M3 M4  ALLO  NK1  NK2

M NK
Applikati
p(%gae')on 0-14 0-14 014 -7-+47 @ 0-14  6-14
Medikati
(mZ/Lgalgz;n) @ 20 10 5 10 ) 10 10
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4.4 Die allogene Nebenschilddrisentransplantation: Verkap-

selung der Transplantate

Eine weitere Mdoglichkeit, immunkompetentes Fremdgewebe vor einer Ab-
sto3ung durch das Empfangerimmunsystem zu schitzen, stellt die Verkapse-
lung mit biokompatiblem Alginat dar. Ziel unserer Versuche war es, die Durch-
fuhrbarkeit dieses Verfahrens auch fir Nebenschilddrisentransplantate zu
Uberprufen. Hierzu wurden bis zu 20 Alginatkapseln mit einem Durchmesser
von etwa 1,5 mm, die mit bis zu sechs zerkleinerten Epithelkérperchen gefillt
waren, in den Glutaeusmuskel der hypokalzdmischen Lewis-Tiere transplantiert
und sie dort fir 56 Tage belassen. Eine Transplantation von Alginatkapseln
unter die Nierenkapsel war aufgrund ihrer Grél3e nicht realisierbar. Diese kleine,
nicht-reprasentative Versuchsserie zeigte, dass die Transplantate selbst nicht
infiltriert worden waren (Daten nicht gezeigt). Andererseits konnte bei keinem
Tiere ein Anstieg des Serumkalziumspiegels nachgewiesen werden, weshalb
wir das Zerkleinern der Nebenschilddriisen vor ihrer Transplantation als

Ursache fir diese Nichtfunktion sahen.

4.5 Immunhistochemische Analysen

Die Darstellung der immunhistologischen Analysen wird auf wesentliche

Ergebnisse konzentriert.

4.5.1 Die allogene Nebenschilddrisentransplantation ohne

Immunsuppression

Wie bereits in Abschnitt 4.2.2 gezeigt, wurden allogene Nebenschilddriisen-
transplantate nach 14 * 2 Tagen (Glutaeusmuskel) bzw. nach 8-13 Tagen
(Nierenkapsel) abgestolRen, wenn keine Immunsuppression verabreicht wurde.
In den nachfolgenden immunhistologischen Analysen der allogenen Kontroll-
gruppe K-Allo (Tab. 4.1) wurden die postoperativen Tage 5, 10 und 15 naher fur

den Transplantationsort Glutaeusmuskel betrachtet. FiUr die unter der
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Nierenkapsel befindlichen Transplantate wird der 9. postoperative Tag

reprasentativ fir die bereits ablaufenden Abstol3ungsvorgange prasentiert.

Transplantationsort: Glutaeusmuskel

5. postoperativer Tag (Abbildung 4.12): Die immunhistochemische Farbung
mit dem Antikorper Ox 6, der gegen MHC-Klasse Il-Molekiile gerichtet ist,
zeigte innerhalb des Epithelkoérperchens eine homogene, deutlich abgrenzbare
Anfarbung von Zellen. Da nicht-transplantierte Epithelkdrperchen kaum Ox6-
positive Zellen aufwiesen (Daten nicht gezeigt), wurde dies als Infiltration mit
immunkompetenten Zellen des Empfangers, wie B-Lymphozyten oder Makro-

phagen, interpretiert.

MHC-Klasse-I-positive Zellen befanden sich diffus verteilt innerhalb der
Nebenschilddrise sowie in unmittelbarer Umgebung. Dabei konnte nicht
zwischen der MHC-Klasse-I-Expression auf Parenchymzellen (nicht gezeigt)

und immunkompetenten Empféangerzellen unterschieden werden.

In der mit dem Antikérper Ox 42 durchgefuhrten Farbung erkannte man ein
deutliches Infiltrat innerhalb der Nebenschilddriise. Ebenfalls kam es zur Anfar-
bung einzelner Zellen in der Umgebung des Transplantates. Dies wurde als ein

Einwandern von Makrophagen interpretiert.

Die immunhistologischen Analysen belegen somit eine rasche Infiltration der
allogenen Nebenschilddrisentransplantate innerhalb der ersten 5 Tage nach
Transplantation. Diese frihe Infiltration, die von MHC-Klasse-II-positiven Zellen
(= Ox42-positive Makrophagen?) dominiert wurde, beeinflusste nicht die Sezer-
nierung von Parathormon, da zu diesem frihen Zeitpunkt keine Auffalligkeiten

beim Serumkalzium festzustellen waren (s. auch Abb. 4.3).
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E) Ox42-positive Zellen (Makrophagen), F) Ox42-positive Zellen (Makrophagen),
x100. x400.

Abbildung 4.12: Immunhistologische Analysen allogener Nebenschilddriisentrans-
plantate im Glutaeusmuskel der Kontrollgruppe K-Allo (Tab. 4.1) am 5. postoperativen
Tag.
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10. postoperativer Tag: Zu diesem Zeitpunkt waren nur noch vereinzelt Ox6-
positive Zellen im Randbereich nachweisbar. Im Gegensatz zum Tag 5
(Abbildung 4.12) war die zentrale Region im Transplantat frei von Ox 6-
positiven Zellen. Auch der Anteil Ox18- und Ox42-positiver Zellen lief3 deutlich
nach (Abbildung 4.13).
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B) Ox18-positive Zellen, x100.
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Abbildung 4.13: Immunhistologische Analyse allogener Nebenschilddrisentrans-
plantate (Pfeil) im Glutaeusmuskel der Kontrollgruppe K-Allo (Tab. 4.1) am 10.
postoperativen Tag. Der Pfeil zeigt auf das Epithelkoérperchen.
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15. postoperativer Tag: Unmittelbar nach Abfall des Kalziumwertes auf unter

2,0 mmol/l war eine klare zellulare Binnenstruktur im Epithelkérperchen nicht

mehr zu erkennen (Abbildung 4.14).

Abbildung 4.14:
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B) Ox18-positive Zellen, x100.
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Immunbhistologische Analyse allogener Nebenschilddrisentrans-

plantate (Pfeil) im Glutaeusmuskel der Kontrollgruppe K-Allo (Tab. 4.1) am 15.

postoperativen Tag. Der Pfeil zeigt auf das Epithelkérperchen.
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Transplantationsort: Nierenkapsel

Nierenschilddrisentransplantate unter der Nierenkapsel waren bereits am Tag
9 nach Transplantation abgestol3en (gesunkener Kalziumspiegel). Zu diesem
Zeitpunkt waren keine klaren Strukturen in der Morphologie der Nebenschild-
drise mehr zu erkennen (Abbildung 4.15).

R B D o

B) Ox18-positive Zellen, x100.
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C) Ox42-positive Zellen, x100.

Abbildung 4.15: Immunhistologische Analyse allogener Nebenschilddriisentransplan-
tate (Pfeil) unter der Nierenkapsel der Kontrollgruppe K-Allo (Tab. 4.1) am 9.
postoperativen Tag. Der Pfeil zeigt auf das Epithelkérperchen.
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4.5.2 Die allogene Nebenschilddrisentransplantation mit

Immunsuppression

Allogene Gruppe NK2, Nierenkapsel, 10 mg/kg Cyclosporin ab Tag 6

28. postoperativer Tag: Die Struktur der transplantierten Epithelkérperchen
war auch vier Wochen nach der Transplantation noch deutlich von der
Umgebung abzugrenzen. Dies ist auf die neuntdgige immunsuppressive
Therapie zurtickzufihren. MHC-Klasse |- und MHC-Klasse ll-positive Zellen
befanden sich vornehmlich in identischen Bereichen des Epithelkdrperchens,
wohingegen die Ox42-positiven Zellen diffus verteilt waren (Abbildung 4.16).

B) Ox18-positive Zellen, x100.

' ! Abbildung 4.16: Immunhistologi-
Y - sche Analyse allogener Neben-
schilddrisentransplantate unter der
Nierenkapsel der Gruppe NK2. Der
Pfeil zeigt auf das Epithelkdrper-
chen

y 1 = v;l?r N
C) Ox42-positive Zellen, x100.
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4.5.3 Die allogene Nebenschilddrisentransplantation: Verkapselung

der Transplantate

70. postoperativer Tag: Der Aulenbereich der angeschnittenen Alginatkap-

seln war von einem massiven Infiltrat aus Ox6-positiven Zellen umgeben,

wahrend leere Alginat-Kapseln keinen Infiltrationssaum aufwiesen (Daten nicht

gezeigt). Gleichzeitig waren ebenfalls eine hohe Anzahl Ox18-positiver Zellen

sowie Ox42-positiver Makrophagen vorhanden. Diese Zellen umgaben die

Kapsel saumartig (Abbildung 4.17). Die Bilder deuten darauf hin, dass sich die

Infiltration der Nebenschilddriisentransplantate effektiv durch Verkapselung

verhindern lasst.

B ASs

A) Ox6-positive

C) Ox18-positive Zellen, x40.
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D) Ox18-positive Zellen, x100.

Abbildung 4.17: Bildlegende auf der nachsten Seite
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E) Ox42-positive Zellen, x40. F) Ox42-positive Zellen, x100.

Abbildung 4.17: Immunhistologische Analyse verkapselter Nebenschilddrisentrans-
plantate am 70. postoperativen Tag. Die Epithelkérperchen sind in der Farbung nicht
zu erkennen, da sie durch den Gefrierschnitt aus der Kapsel herausgeltst wurden. In

den Abbildungen E und F sind innerhalb der Kapseln Schnittartefakte zu erkennen.
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5 Beantwortung der Fragen

1. Nebenschilddrisen regeln den Kalziumspiegel tUber die Ausschittung von
Parathormon. Sind hierzu auch Nebenschilddrisentransplantate in hetero-

toper Position in der Lage?

Der physiologische Kalziumspiegel bei Ratten liegt bei einem Median von 2,4
zwischen 2,0 und 2,7 mmol/l. Die Explantation der Nebenschilddrisen fihrt
innerhalb einer Woche zu einem dauerhaften Abfall des Serumkalziums auf 1,8
mmol/l oder darunter. Unmittelbar nach Transplantation nehmen sowohl syngen
als auch allogen transplantierte Nebenschilddriisen ihre Funktion auf, was sich
in einem Anstieg des Kalziumwertes auf tber 2,0 mmol/l widerspiegelt.
Waéhrend bei syngen transplantierten Tieren dieser Wert auch 56 Tage nach
Operation noch im physiologischen Bereich lag, kam es in den allogenen unbe-
handelten Gruppen spatestens 14 Tage nach Transplantation zu einem
erneuten und dauerhaften Abfall des Kalziumspiegels. Die Ursache hierfiur ist
die AbstofRung der allogenen Transplantate.

2. Cyclosporin schutzt vaskularisierte Organe vor der AbstoB3ung. Ist es
ebenfalls maoglich, mit diesem Immunsuppressivum nicht-vas-
kularisierte Nebenschilddrisentransplantate vor der Abstof3ung zu

schitzen?

Der Einsatz von Cyclosporin schitzt die nicht-vaskularisierten Epithelkorper-
chen vor der AbstoRung. Bei allen in dieser Arbeit ausgetesteten Dosierungen
kam es unter Therapie zu keiner TransplantatabstoRung. Jedoch waren
Abstol3ungszeichen (Abfall des Kalziumspiegels) nach Absetzen der
Immunsuppression innerhalb von 6 bis 20 Tagen in Abhéangigkeit der

immunsuppressiven Therapie zu beobachten.
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3. In dieser Arbeit wurden Nebenschilddrisen in den Glutaeusmuskel
und unter die Nierenkapsel transplantiert. Beeinflusst die Auswahl
dieser Transplantationsorte die Transplantatfunktion und ist in Bezug auf
den Transplantationsort ein Unterschied in der protektiven Wirkung von

Cyclosporin festzustellen?

Die Funktion allogener Nebenschilddrisentransplantate ohne Immunsuppres-
sion betrug im Glutaeusmuskel durchschnittlich 14,1 + 1,5 Tage und unter der
Nierenkapsel 10,6 + 2,2 Tage. Eine Cyclosporin-Dosis von 10 mg/kg Korper-
gewicht Uber 15 Tage verabreicht, verlangerte die Funktion allogener Trans-
plantate im Muskel auf durchschnittich 25,8 +2,1 Tage und unter der

Nierenkapsel auf 23,4 + 1,1 Tage.

4. Zusatzlich zur Variation des Transplantationsortes wurden auch ver-
schiedene immunsuppressive Therapieschemata ausgetestet. Welche
Kombination aus Transplantationsort und immunsuppressiver
Dosierung verlangert dabei die Transplantatiberlebenszeit am
effektivsten?

Der in dieser Arbeit erfolgreichste Therapieansatz bestand aus einer
Cyclosporin-Dosierung von 10 mg/kg Korpergewicht, verabreicht vom 6. bis
zum 14. postoperativen Tag nach Transplantation. Dies flihrte im Mittel zu einer
Verlangerung der Transplantatfunktionszeit auf 30,9 + 1,1 Tage, wahrend die
allogenen Transplantate der nichtbehandelten Kontrollgruppe K-Allo bereits

nach durchschnittlich 10,6 + 2,2 Tagen keine Funktion mehr aufwiesen.
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6 Diskussion

Im Rahmen der hier durchgefiihrten Untersuchungen wurde die Frage
untersucht, ob eine kurzfristige immunsuppressive Behandlung der Empfanger
mit Cyclosporin A die Abstol3ung von Nebenschilddrisentransplantaten im

Rattenmodell langfristig verhindert.

6.1 Klinischer Hypoparathyreoidismus: Krankheitsbild und

Therapieoptionen
Das Krankheitsbild des permanenten Hypoparathyreoidismus wird oftmals
iatrogen verursacht (Thomusch O et al., 2002). Nach Zahlen des statistischen
Bundesamtes werden in Deutschland pro Jahr circa 100.000 Schilddriisenesek-
tionen und ca. 1000 Thyreoidektomien durchgefuihrt. Bei einer Inzidenz von 1-
5% ist davon auszugehen, dass es hierzulande in tGber 1000 Fallen zu einer
manifesten, behandlungsbediirftigen Nebenschilddriisenunterfunktion kommt.
Die aktuelle Therapie besteht in der hochdosierten Gabe von Kalzium, doch
werden die physiologischen Verhéaltnisse nicht adaquat erreicht. Dies bedeutet,
dass beim Hypoparathyreoidismus die fehlende Nebenschilddriisenfunktion

dauerhaft nur schwer zu ersetzen ist.

Eine sinnvolle Alternative ware ein kausaler Therapieansatz, der den natir-
lichen hormonellen Regelkreis berlcksichtigt. Die heterotope Transplantation
autologer Nebenschilddriisen wird, wo mdglich, mit grof3em Erfolg angewandt
(Lutz L und Sundler F, 1998). In der Regel sind jedoch autologe Transplan-
tationen, wie bereits in der Einleitung erlautert, nicht immer zu realisieren. In
solchen Féllen ware die allogene Nebenschilddrisentransplantation eine Alter-
native, doch sind hierflir Immunsuppressiva zur Verhinderung der Abstof3ung
notwendig (s. auch Abschnitt 1.2 der Einleitung). Der durch eine lebenslange
Immunsuppression zu erwartende Nutzen einer physiologischen Parathormon-
ausschuttung steht jedoch in keinem Verhaltnis zur Belastung der Patienten mit

Immunsuppressiva, weshalb die Suche nach Alternativen, um die allogene
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Nebenschilddrisentransplantation als klinische Therapieoption etablieren zu

konnen, von allergréf3ter Relevanz ist.

Um dieses Ziel zu erreichen, wird ein wesentlicher Ansatz sein, die Immuno-
genitat der Nebenschilddrisentransplantate zu reduzieren. Diese Auffassung
basiert auf Beobachtungen von Lafferty, wonach die in Schilddrisentransplan-
taten befindlichen Leukozyten fur die Transplantat-lmmunogenitat verantwort-
lich sind (Lafferty KJ et al., 1975). Diese organstandigen Leukozyten werden
auch als ,passenger leukocytes” bezeichnet, da sie mit dem Organtransplantat
in den fremden Organismus Ubertragen werden. Die Ergebnisse der Gruppe um
Lafferty zeigen, dass diese ,passenger leukocytes” selektiv entfernt werden
konnen. Neben der von den Autoren vorgeschlagenen in vitro Kultivierung sind
im Laufe der Zeit weitere Verfahren hinzugekommen, die insbesondere an
Nebenschilddrisentransplantaten erprobt wurden. Hierzu gehort neben der
selektiven Depletion der ,passenger leukocytes”, z.B. mit Hilfe monoklonaler
Antikorper oder durch Kryokonservierung, die temporare Passage dieser
.Kleinen Organe” in immuninkompetenten Tieren wie der Nacktmaus (Sollinger
HW et. al., 1983; Wozniewicz B et al., 1996; Saxe AW et al., 1990; Timm S et
al., 2001). Weitere Protokolle, die Toleranz gegeniiber dem Transplantat indu-
zieren, beinhalteten den Einsatz von Spenderantigenen in Verbindung mit einer

kurzfristigen perioperativen Immunsuppression (z.B. Oluwole SF et al., 2004).

Ebenso stellt die Verkapselung des Spendergewebes mit biokompatiblen
Materialien, z.B. mit Alginaten, einen hochattraktiven Ansatz dar. Hierdurch wird
zum einen die Erkennung des Fremdgewebes durch das Empfanger-
immunsystem erschwert, zum anderen werden zytotoxische Zellen, wie CD8+
T-Lymphozyten, NK-Zellen aber auch Makrophagen, gehindert, mit dem
Fremdgewebe in Kontakt zu kommen (Hasse C et al., 1994; Picariello L et al.,
2001; Orive G et al., 2003). Die Effektivitat der Verkapselung wird ebenfalls
durch die Tatsache unterstitzt, dass sie die einzige Methode ist, die sich bisher
langfristig erfolgreich im experimentellen Bereich durchsetzen konnte; sie wird
momentan auch fir eine klinische Anwendung favorisiert (Otto C et al., 2005).
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6.2 Charakteristika des experimentell induzierten Hypopara-

thyreoidismus im Rattenmodell
Die wichtigste hormonelle Funktion der Nebenschilddrisen liegt in der Bildung
von Parathormon, das fur die Bereitstellung von Kalzium aus Knochen und der
Nahrung verantwortlich ist (siehe hierzu auch die Einleitung). Eine Minder-
funktion der Epithelkérperchen oder ihre operative Entfernung fihrt somit zu

einem Abfall des Serumkalziumspiegels (Hypokalzamie).

Auch in der Ratte fuhrt die operative Entfernung der beiden Epithelkdrperchen
zu einer dauerhaften Hypokalzdmie, die sich durch die Transplantation
syngener (Abb. 4.2) bzw. allogener (Abb. 4.10) Nebenschilddriisentransplantate
erfolgreich therapieren lasst. Nach allogener Transplantation kommt es jedoch,
wie in dieser Arbeit gezeigt, 8 bis 14 Tage nach Transplantation zu einem
dauerhaften Abfall des Kalziumspiegels (Abb. 4.3). Dieser ist darauf zurtickzu-
fuhren, dass die Epithelkérperchen durch das Empfangerimmunsystem voll-
standig zerstort werden, wie die histologischen und immunhistologischen
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit bestatigen (Abb. 4.14). Ein wesent-
liches histologisches Zeichen der Abstol3ung ist die massive Infiltration der
Transplantate u.a. mit Ox6-positiven immunkompetenten Zellen. Wie bereits
Untersuchungen einer weiterfiihrenden Doktorarbeit aus dieser Gruppe zeigen,
dominieren in diesem Infiltrat in erster Linie Makrophagen (Michael Ulbrich,
Inaugural-Dissertation der Medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg, in
Fertigstellung). Es scheint sich immer mehr herauszustellen, dass
Makrophagen bei der Absto3ung nicht-vaskularisierter Transplantate eine
gréRere Bedeutung sowohl bei Zellzerstérung als auch bei der Aktivierung von

T-Lymphozyten zukommt, als bei vaskularisierten Organen.

Eine Immunantwort gegen allogene Transplantate wird ausgelost, wenn die
Zellen des Immunsystems diese als fremd erkennen, wobei den T-Lymphozyten
hierbei eine besondere Bedeutung zukommt. Fir ihre Aktivierung sind zwei
unterschiedliche Wege bekannt: Auf dem direkten Weg der Alloantigenerken-

nung erkennen CD8" und CD4" T-Lymphozyten des Empfanger-lmmunsystems
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die MHC-Klasse-I- bzw. MHC-Klasse-lI-Molekile auf der Zelloberflache von
Spenderleukozyten oder ,passenger leukocytes”. Dabei sind in erster Linie die
antigenprasentierenden Zellen wie Makrophagen und dendritische Zellen aus
dem Spenderorgan von Bedeutung, da sie die zur Aktivierung von T-Lympho-
zyten notwendigen kostimulatorischen Moleklle exprimieren (Kreisel D et al.,
2002; Wood KJ, 2003).

Trotz intensiver Untersuchungen ist bisher nicht vollstandig geklart, ob die
AbstoRung von Epithelkdrperchen-Transplantaten tGber den indirekten Weg der
Alloantigenerkennung, als den zweiten wichtigen Weg (neben dem indirekten
Weg; siehe oben) der T-Zellaktivierung, erfolgt. Nach Daten unserer Gruppe ist
namlich der Anteil an ,passenger leukocytes” in diesen Organen zu gering, um
eine so heftige AbstoBung auszulésen (Timm S et al.,, 2001). Im Gegensatz
dazu konnten Bloom et al. zeigen, dass Epithelkdrperchen, deren ,passenger
leukocytes” depletiert wurden, eine deutlich verlangerte Transplantatfunktion
aufwiesen als unbehandelte Epithelkdrperchen (Bloom AD, 1986; Bloom AD,
1987).

Unsere Gruppe favorisiert die Auffassung, dass das Ausmali der MHC-Expres-
sion auf den Parenchymzellen die Starke der AbstoRungsreaktion maf3geblich
bestimmt (Timm S et al.,, 2001). Diese MHC-Moleklle werden wohl in erster
Linie Uber die indirekte Alloantigenerkennung prasentiert (Rogers NJ, 2001).
Hierzu nehmen antigenprasentierende Zellen des Empféangers von der Zellober-
flache ,abgeschilferte® oder von abgestorbenen Zellen freigesetzte allogene
Proteine Uber Endozytose auf und prozessieren diese. AnschlieRend werden
sie als Fragmente (iber Selbst-MHC-Klasse II-Molekiile den eigenen CD4" T-
Lymphozyten prasentiert (Benichou G et al., 1992; Auchincloss H und Sultan H,
1996; Murphy B et al., 1996). Die uber diesen Weg aktivierten CD4" T-
Lymphozyten steuern ihrerseits weitere Effektorzellen, die aktiv das allogene

Organ zerstoren.
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6.3 Kriterien fur die Auswahl der Implantationsorte bei der
Ratte

Mogliche Implantationsorte flir Nebenschilddriisen sollen fiir den Operateur gut
zuganglich sein, um eine einfache und schnelle Transplantation mit kurzer
Narkosedauer und geringer Belastung des Empfangers zu ermdglichen. Die
Auswahl des Transplantationsortes ist selbstverstandlich auch klinisch relevant.
Insbesondere bei der tierexperimentellen Nebenschilddriisentransplantation
sind Verletzungsfolgen durch Knabbern und Kratzen an der Operationsnarbe zu
vermeiden. Aul3erdem ist es wichtig, bei der Auswahl des Transplantationsortes
darauf zu achten, dass dieser die Nahrstoffversorgung der Transplantate
sicherstellt, d.h. er sollte gut durchblutet sein. Auch sollten sich die Praparate
zum Zeitpunkt der Explantation gut auffinden lassen. Im Folgenden werden die
Vor- und Nachteile der ausgewdahlten Implantationsorte bei der Ratte gegen-

Ubergestellt.

6.3.1 Glutaesusmuskel

Hierbei handelt es sich um ein exponiert gelegenes Organ, das sich unmittelbar
unterhalb der kaudalen Ruckenhaut lateral der Wirbelsaule befindet. Die Kutis
ist sehr dick und verheilt schnell. Zur Eroffnung ist lediglich ein 2 cm langer
Schnitt notig, der postoperativ mit 3 Nahten verschlossen wird. Da sich die
Wunde auf dem Ruicken des Tieres befindet, ist eine Beeinflussung der Wund-
heilung durch Nagen oder Kratzen nicht zu erwarten. Eine Beeintrachtigung der
Transplantate durch die starke mechanische Beanspruchung im Muskelgewebe
wurde nicht beobachtet. Von wesentlichem Nachteil ist jedoch, dass die Epithel-
korperchen an diesem Transplantationsort nicht leicht wieder aufzufinden sind,
da sie mit dem Muskelgewebe verwachsen. Aufgrund der Narbenbildung im
Muskel ist auch eine genaue makroskopische Lokalisation nicht méglich.
Andererseits sichern diese Verwachsungen, dass sich kryokonservierte Epithel-
korperchen beim Schneiden mit dem Kryostaten nicht aus dem Strukturverband

l6sen. Die Verwendung von nicht resorbierbarem Nahtmaterial, mit der die
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Muskeltasche, in der sich die Epithelkdrperchen befinden, verschlossen wird,

kann als ,Landmarke" genutzt werden.

6.3.2 Nierenkapsel

Die Nierenkapsel umgibt als feines ,Hautchen“ die Niere, die sich dorsal im
Bauchraum des Tieres befindet. Bei der Implantation ist die linke Niere des
Empfangertieres zu bevorzugen, da der Zugang aufgrund der anatomischen
Gegebenheiten einfacher ist, und das Organ besser mobilisiert werden kann.
Die Epithelkdrperchen werden zwischen Kapsel und Nierenparenchym mit einer
Kunststoffkantle eingebracht. Vorteilhaft hierbei ist, dass die Niere gut ge-
schitzt und von auRReren Einflissen weitestgehend unbeeintréachtigt ist. Da es
sich um ein gut durchblutetes Organ handelt, ist die ausreichende Nahrstoff-
versorgung der Transplantate gesichert. Das Auffinden der Epithelkdrperchen
ist im Gegensatz zum Glutaeusmuskel hier unproblematisch, da sie als weil3e,
erhabene Bereiche auf dem roten Nierengewebe imponieren und somit auch

makroskopisch sofort wieder erkannt werden (siehe auch Abb. 3.9).

Verglichen mit dem Muskelgewebe ist jedoch der Aufwand bei diesem
Transplantationsort deutlich groRer: Das Abdomen der Ratte muss mit einem
10 cm langen medianen Bauchschnitt erdffnet werden, und die Wunde ist nach
Beendigung der Operation sorgfaltig zu verschlieRen und abzudecken. Durch
die Eroffnung der Nierenkapsel mit einer scharfen Kanule kann es zu
Verletzungen des Nierenparenchyms mit Blutungen kommen. Wahrend die
Epithelkérperchen in den Muskel hineinwachsen, liegen sie der Niere auf, ohne
mit ihr zu verwachsen. Dies kann bei der Anfertigung von Gefrierschnitten zu
Problemen fuihren, da sich die Epithelkdrperchen vom Nierengewebe abldsen.
Dies ist ein wesentlicher Nachteil dieser Methode.
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6.4 Nebenschilddrisentransplantation und Immunsuppression
Um den durch die AbstoBung verursachten Funktionsausfall nach einer
allogenen Organtransplantation zu verhindern, ist es notwendig, das Immun-
system des Transplantat-Empfangers dauerhaft zu supprimieren. Hierzu sind so

genannte Immunsuppressiva notwendig.

Die Entdeckung der immunsuppressiven Wirkung von 6-Mercaptopurin im
Jahre 1959 gilt als Beginn der immunsuppressiven Ara in der Transplantation
(Schwartz R, und Dameshek W, 1959 und 1960). Ein Meilenstein der
medikamentdsen Immunsuppression ist zweifelsohne die Entdeckung von
Cyclosporin A, das auch in dieser Arbeit verwendet wurde. Seine Einfihrung in
die Klinik fuhrte zu einer Steigerung der Ein-Jahres-Uberlebensrate auf mehr
als 78 Prozent nach Nierentransplantation. Bei Cyclosporin A handelt sich um
ein aus dem Pilz Tolypocladium inflatum Gams isoliertes Peptid, das als
Calcineurininhibitor durch selektive Bindung an Cyclophiline den Calcineurin-
Calmodulin-Komplex hemmt und so die Transkription von Interleukin-2
unterdriickt (Clipstone NA und Crabtree GR, 1992; O Keefe SJ et al., 1992; Li
W, 1993). Da T-Lymphozyten bei fehlendem IL-2 nicht aktiviert werden und
solche, die bereits aktiviert sind, nicht mehr proliferieren kdnnen, sollte dies

einen wesentlichen Teil des Immunsystems selektiv hemmen.

Die Abbildung 6.1 verdeutlicht die Wirkungsweise von Cyclosporin auf zellularer
Ebene. Jedoch birgt der Einsatz immunsuppressiver Medikamente nicht zu
vernachlassigende Risiken: Eine ,Uber-Immunsuppression®, vor allem kurz
nach der Transplantation, kann zu vermehrten bakteriellen, viralen und fungalen
Infekten mit gelegentlich fulminantem Verlauf fuhren. Eine langfristige Immun-
suppression birgt die Gefahr lymphoproliferativer Erkrankungen (Stiller CR,
1996). Auch die dosisabhangige toxische Wirkung dieser Medikamente stellt ein
Problem dar: Fur Cyclosporin sind als haufigste Nebenwirkungen Nieren-
schadigungen, arterielle Hypertonie, Beeintrachtigung des Nervensystems und
gastrointestinale Beschwerden beschrieben (Miller LW et al., 1996). Wahrend

fur die ,Vollorgane* eine dauerhafte Immunsuppression unerlasslich ist, liegen
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fur solche ,kleinen" Organtransplantate, wie den Epithelkérperchen, keinerlei
Daten Uber den Einsatz einer zeitlich begrenzten Immunsuppression vor. Die in
dieser Arbeit durchgefihrten Experimente sollten deshalb die Wirksamkeit einer

solchen Therapiestrategie untersuchen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die kurzfristige
immunsuppressive Behandlung mit Cyclosporin die Transplantatliberlebenszeit
im Vergleich zur unbehandelten Gruppe deutlich verlangerte. Ohne Immunsup-
pression kam es nach spatestens 16 Tagen zur Transplantatabstof3ung. Die
Medikation mit Cyclosporin fuhrte im glnstigsten Falle zu einer Funktionsdauer
von 28 Tagen. Diese Verlangerung wurde erreicht, wenn mit der Therapie erst
am sechsten postoperativen Tag begonnen wurde. Unter diesen Bedingungen

konnte die medikamenttse Belastung minimiert werden (Abb. 4.11).

Diese Beobachtung unterstitzt die aktuelle Meinung, dass fir einen effektiven
Transplantatschutz eine intensive Auseinandersetzung zwischen Immunsystem
und Transplantat stattfinden muss. Diese Erkenntnis bildet die Grundlage der
von Sir R. Calne formulierten WOFIE-Hypothese (= window of opportunity for
immunological engagement) (Calne R, 1996; Dresske B et al., 2003). Die
Gultigkeit dieser Hypothese, namlich die Interaktion zwischen immunkom-
petenten Zellen des Transplantates und des Empfangers fir einen bestimmten
Zeitraum kontrolliert zuzulassen, scheinen die Ergebnisse der Gruppe NK2
(vergl. Abb. 4.11) zu bestatigen. Sollte sich dies bewahrheiten, so ware in
dieser Arbeit zum ersten Mal gezeigt, dass WOFIE auch auf primér nicht
vaskularisierte Organe anzuwenden ist. Trotz dieser ermutigenden Ergebnisse
bleibt aber festzuhalten, dass Transplantatfunktionszeiten von mehr als 100

Tagen nicht erreicht wurden.
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Abbildung 6.1: Hemmung der IL-2-Bildung durch Cyclosporin Quelle: Novartis Pharma GmbH,
Nurnberg 2003

Im Gegensatz zu dieser Arbeit konnten andere Gruppen, die mit &hnlichen
immunsuppressiven Protokollen arbeiteten, Langzeitiiberleben von mehr als
100 Tagen erzielen. So berichtete die Gruppe um Bloom von Funktionszeiten
bis zu einem Jahr (Bloom AD, 1986 und 1987). Bei diesem Versuchsansatz
waren die Empfangertiere unmittelbar vor der Transplantation drei Tage lang
mit 30 mg/kg Cyclosporin A pro Kilogramm Ko&rpergewicht behandelt worden.
Von ahnlichen Ergebnissen berichtete auch Zhang. Dabei kombinierte er die
Depletion der ,passenger leukocytes” (s. oben) mit einer immunsuppressiven
Therapie (Zhang TP et al., 1986). Leider sind bisher seine Daten in keiner

internationalen Zeitschrift veroffentlicht worden.
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In der vorliegenden Arbeit wurde bei unbehandelten Tieren der AbstoRungs-
zeitpunkt um den Tag 16 und bei behandelten Tieren um den Tag 28 festge-
stellt (Abb. 4.11). Dass an der Abstof3ung von Nebenschilddrisentransplantaten
auch CD4+ T-Lymphozyten beteiligt sind, zeigen experimentelle Arbeiten, in
denen die Transplantatempfanger vor Erhalt von humanem Nebenschilddrisen-
gewebe mit einem monoklonalen Antikdrper gegen CD4 behandelt worden
waren (Niimi M et al., 2000). Uber einen Zeitraum von 30 Tagen wurde eine
stabile Transplantatfunktion beobachtet, und im Blut der Tiere wurde humanes
Parathormon nachgewiesen. Doch auch mit dieser Methode war kein Lang-

zeitiberleben zu erreichen.

Die Frage, ob sich Nebenschilddriisentransplantate in der Heftigkeit der von
ihnen ausgelosten Immunantwort von den vaskularisierten Grof3organen wie
Niere, Leber oder Herz unterscheiden, lasst sich im Rahmen dieser Arbeit nicht
eindeutig beantworten. Doch bringt der Vergleich der Uberlebensraten von
Nebenschilddrisen- und Dinndarmtransplantaten unter Immunsuppression
Uberraschende Ergebnisse zutage: So wurde ein Langzeitiberleben von
165+ 21 Tagen nach allogener Dunndarmtransplantation in der gleichen
Stammkombination, in der auch die Nebenschilddriisentransplantationen durch-
gefuhrt wurden, mit einer Dosierung von 20 mg/kg erreicht. Tiere, die 10 mg
Cyclosporin pro Kilogramm Korpergewicht erhielten, wiesen immerhin noch
eine Transplantatiberlebenszeit von 80 + 19 Tagen auf (Timm S et al., 2004).
Wahrend, wie in Tab. 6.1 gezeigt, die immunsuppressive Dosierung sehr gut
mit der Dauer der Transplantatfunktionszeit korreliert, ist dies fur die Neben-
schilddrisen nur bedingt zu sehen. Die Griinde hierfir sind zurzeit noch unbe-
kannt. Erste neuere Daten der eigenen Gruppe lassen jedoch den Schluss zu,
dass dieser Effekt zumindest nicht abhangig vom verwendeten Immunsuppres-
sivum zu sein scheint. So ist auch die Wirkung des neuen Immunsuppres-
sivums Sirolimus fur den Erhalt von Nebenschilddriisentransplantaten geringer
als bei Tieren mit vaskularisierten Herztransplantaten (Michael Ulbrich,
Inaugural-Dissertation der Medizinischen Fakultat der Universitat Wirzburg, in
Fertigstellung).
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Tabelle 6.1: Auswirkung unterschiedlicher immunsuppressiver Dosierungen auf das
Transplantatiberleben von Nebenschilddrisentransplantaten im Vergleich zum vasku-

larisierten Dunndarmtransplantat (aus Timm S et al., 2004).

Immunsuppressive Dosierung

Transplantate 20 mg/kg 10 mg/kg 5 mg/kg
Nebenschilddriise 28+3* 28+3 20+1
Dunndarm 165 + 21 80+ 19 50+4

* Das Transplantatiberleben in Tagen ist jeweils als Mittelwert und Standard-
abweichung von wenigstens 3 Transplantationen angegeben. Die Stammkombination
war WF — LEW (s. hierzu auch Tab. 4.1). Die angegebene immunsuppressive

Dosierung wurde von Tag 0 bis 14 (= 15 Gaben) verabreicht.

Somit ist die durch allogene Nebenschilddrisentransplantate ausgeldste
Immunantwort nur schwer mit einer kurzzeitigen Immunsuppression zu kontrol-
lieren. Selbst Dosierungen, die protektiv fur den sehr immunogenen Dinndarm
sind (Tab. 6.1), zeigen nur geringe Effekte auf die Transplantatfunktionszeit
allogener Nebenschilddrisen. Dieses Uberraschende Ergebnis ist bisher nicht
bekannt gewesen. Eine wesentliche Erkenntnis dieser Arbeit ist, dass der Effekt
der Immunsuppression dadurch gesteigert werden kann, dass die immuno-
logische Auseinandersetzung zwischen Nebenschilddrisentransplantaten und
Immunsystem unter kontrollierten Bedingungen zugelassen wird (Abb. 4.10).
Dieser in der Literatur als WOFIE bekannte Effekt kdnnte sich insbesondere fur
nicht-vaskularisierte Organe wie den Nebenschilddrisen als bedeutsam zur
Entwicklung neuer, zeitlich begrenzter immunsuppressiver Therapien heraus-

stellen.

(WOFIE = window of opportunity for immunological engagement)
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7 Ausblick

Die Transplantationsmedizin nimmt einen wichtigen Stellenwert im Bereich der
medizinischen Therapie von Organerkrankungen, aber auch in der medizini-
schen Forschung ein: Ihr Ziel ist, allogene Organtransplantate dauerhaft und

nebenwirkungsfrei zu erhalten.

Wie in dieser Arbeit gezeigt, induziert eine zeitlich begrenzte Immunsup-
pression nicht ein dauerhaftes Uberleben von Nebenschilddriisen-Transplanta-
ten. Trotzdem sind Daten zu der zeitlich verzogerten Immunsuppression sehr
hoffnungsvoll. Sollten sie sich reproduzieren lassen, so ware das zugrunde
liegende WOFIE-Konzept (siehe Diskussion) auch fir primér nicht-vaskularisier-
te Organtransplantate &uf3erst interessant, um die notwendige Immunsup-
pression reduzieren zu kénnen. Aus diesem Grund sollten Experimente hierzu

weitergefuhrt werden.

Eine weitere, sehr aussichtsreiche Methode, die auch von unserer Gruppe in-
tensiv untersucht wird, ist die Verkapselung von Zellen und Gewebe-
transplantaten (Vasiliy Moskalenko, Inaugural-Dissertation der Medizinischen
Fakultat der Universitat Wirzburg; http://opus. bibliothek.uni-wuerzburg.de/
opus/volltexte/2004/1037/)*. Diese fur Zelltransplantate attraktive Methode der
Immunisolation ware auch eine Alternative fur die Nebenschilddrisen-
Transplantate. Hierzu ist wahrscheinlich ein Aufschluss des Gewebes in
Einzelzellen erforderlich. Dies ist prinzipiell fur die Nebenschilddriisen von Ratte
und Mensch moglich. Die optimale Losung des Problems der Abstof3ung
bestiinde jedoch in der Zichtung von parathormonproduzierenden Zellen aus
autologen Stammzellen. Die erfolgreiche Realisierbarkeit dieses &aufl3erst

attraktiven Ansatzes wird jedoch noch mehrere Jahre in Anspruch nehmen.

* In-Vitro-Untersuchungen an mikroverkapseltem humanem Nebenschilddriisengewebe : Vorarbeiten zur Therapie des

permanenten Hypoparathyreoidismus mittels Allotransplantation ohne Immunsuppression
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8 Zusammenfassung

Mit dem in unserer Gruppe etablierten klinisch relevanten Tiermodell zum
Hypoparathyreoidismus ist es moglich, unterschiedliche Therapiestrategien auf
ihre Wirksamkeit zu Uberprifen. Eine &ulierst attraktive Option, den perma-
nenten Hypoparathyreoidismus langfristig und nebenwirkungsfrei zu heilen,
stellt die allogene Nebenschilddrisentransplantation dar. Ihre klinische Reali-
sierbarkeit scheitert bisher jedoch daran, dass diesen Patienten die notwendige
Immunsuppression zur Verhinderung der Transplantatabstof3ung nicht zuge-
mutet werden kann. Der Hypoparathyreoidismus stellt eine ernstzunehmende
Erkrankung dar, doch sollte man diesen Patienten als Folge der allogenen

Transplantation keine dauerhafte Immunsuppression zumuten.

Als Alternative zur Dauerimmunsuppression ware eine zeitlich begrenzte
niedrig-dosierte immunsuppressive Therapie vorstellbar. Doch liegen hierzu
kaum experimentelle Daten vor. Das wesentliche Ziel dieser Arbeit war somit zu
Uberprifen, ob primér nicht-vaskularisierte Nebenschilddrisentransplantate
durch eine kurzfristige Immunsuppression vor der Abstof3ung geschutzt werden
kénnen. Hierzu wurden unterschiedliche Dosierungen (20, 10, 5 mg/kg Korper-
gewicht) sowie Applikationsintervalle (pré- oder postoperativ) des Immunsup-

pressivums Cyclosporin A untersucht.

Dabei zeigte sich, dass wahrend der immunsuppressiven Therapie keines der
Transplantate zerstort wurde. Dies war unabhéngig davon, ob der Implanta-
tionsort der Glutaeusmuskel oder die Nierenkapsel ist. Nach Absetzen der
Immunsuppression kam es innerhalb von 14 Tagen zur Abstof3ung der Trans-
plantate. Interessanterweise zeigte sich das langste Transplantatiiberleben bei
Tieren, die lediglich fur neun Tage, beginnend ab dem sechsten postoperativen
Tag, immunsuppressiv behandelt wurden. Dies unterstreicht, dass zur effek-
tiven Verhinderung der Transplantatabstol3ung nicht ausschlie3lich die immun-
suppressive Dosis von Bedeutung ist, sondern dass dem Immunsystem im Vor-

feld einer immunsuppressiven Therapie die Mdglichkeit gegeben wird, sich mit
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dem Transplantat effektiv auseinanderzusetzen. In der Literatur wird dieses
Phanomen als ,window of opportunity for immunological engagement oder
abgekurzt WOFIE diskutiert.

Offenbar besitzen Epithelkdrperchen als primar nicht vaskularisierte Organe
eine starke Immunogenitat, die zur friihzeitigen AbstoRung nach Absetzen der
Immunsuppression fuhrt. Die Experimente zeigen somit eindeutig, dass eine
temporare Immunsuppression zur Verhinderung der Transplantatabstof3ung
auch bei so kleinen Organen wie den Epithelkdrperchen nicht effektiv genug ist.
Ein Grund hierfir scheint zu sein, dass gegenwartig die zellularen Mecha-
nismen zur AbstoRung primar nicht vaskularisierter Transplantate im Detail
noch nicht vollstandig bekannt sind. Die immunhistologischen Untersuchungen
zeigen bereits sehr frih nach Transplantation eine starke Infiltration der
Epithelkérperchen mit immunkompetenten Zellen, die letztlich zum Verlust der
Organbinnenstruktur und zum Funktionsverlust fihren. Ein mdglicher klinischer
Ansatz fur die allogene Nebenschilddrisentransplantation konnte das WOFIE-
Konzept sein, dass kontrolliert eine immunologische Auseinandersetzung
zwischen Transplantat und Immunsystem zuldsst. Hierzu sind weiterfiihrende

Experimente notwendig.
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