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Abkiirzungsverzeichnis

A
APC Antigen- Préisentierende- Zellen
C
CCR CC-Chemokin Rezeptor
CD Cluster of Differentiation
CMV Cytomegalievirus
CO2 Kohlendioxid
CTLA Cytotoxic T- Lymphocyte Associated protein
D
DC Dendritische Zelle
DMSO Dimethyl sulfoxide
E
EDTA Ethylen Diamin Tetra Acetat
ELISA Enzyme Linked Immunosorbance Assay
F
FACS Fluorescence Activated Cell Sorter
FCS Fetales Kélberserum
G
g Gramm
GvHD Graft versus Host Disease
H
HLA Human Leukocyte Antigen
HSC Héamatopoetische Stammzellen
HTX Herztransplantation
|
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
IL-2R IL-2 Rezeptor
K
Kg Kilogramm
M
mADb Monoklonaler Antikorper
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MHC Major Histocompatibility Complex
min Minute
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1. Einleitung

Verschiedene, frither terminale Krankheiten werden heute mittels einer Organtransplantation thera-
piert. Zwar konnten grof3e Fortschritte beziiglich der benétigten immunsuppressiven Therapie ver-
zeichnet werden, es bestehen aber die lebenslangen Risiken der AbstoBung, Neoplasien und Infek-
tionen. Das groB3e Ziel der Forschung im Gebiet der Transplantation (TX), dem auch diese Arbeit
dient, ist daher das Erreichen einer spenderspezifischen Toleranz unter Erhalt eines ansonsten intak-

ten Immunsystems.

1.1. Vorteile der Organtransplantation

Es konnen nicht nur die Lebenserwartung und Lebensqualitit eines vorher herzinsuffizienten, leber-
insuffizienten oder von der Dialyse abhéngigen Patienten verbessert, sondern auch die damit ver-

bundenen hohen Kosten gesenkt werden *° 78122 242,

1.2. Arten von derzeit durchgefihrten Organtransplantationen

Folgende Gewebe werden derzeit routinemafig als allogenes Material transplantiert:

Herz, Niere, Lunge, Leber, Pankreas, Darm, Cornea, Knochen und Knochenmark bzw. Stammzel-
len.

Gelegentlich finden sich auch einzelne Transplantationen anderer Organe, z.B. des Larynx *'* oder
der Hand "', die, da v.a. nicht lebensnotwendig oder lebensverlingernd, jedoch selten durchgefiihrt
werden und eher experimentellen Charakter haben.

Auch die Xenotransplantation, d.h. die Transplantation von Organen einer anderen Spezies, konnte
in der Zukunft eine Rolle spielen, die immunologische Barriere ist aber hierbei deutlich héher ",

Siehe auch Tabelle 1.

Die folgenden Ausfithrungen beziehen sich fast ausschlieBlich auf die Nierentransplantation, die
zahlenmaBig wichtigste Art der Transplantation®. Abgesehen davon ist sie relativ problemlos als
Lebendspende moglich und stellt daher auch die Transplantation mit den meisten klinischen und

wissenschaftlichen Erfahrungen dar.



Tabelle 1: Verschiedene Bezeichnungen von Transplantationstypen

Autolog Syngen Allogen Xenogen

Gewebeursprung | korpereigenes Nicht korpereigen, | Nicht korpereigen, | Von einer anderen

Gewebe aber genetisch nicht genetisch Spezies stammend

identisch identisch

z.B. bei Hauttrans- | z.B. eineiige Normalfall bei ei- |Vorteil wére die
Verwendun plantation korper- | Zwillinge, syngen |ner Organtrans- | Ziichtbarkeit von

eigener Haut zur | geziichtete Ver- | plantation fiir den Menschen

Defektdeckung an |suchstiere bendtigten Organen

anderer Stelle

1.3. Probleme bei der Organtransplantation

In der Transplantationsmedizin sind seit ihrem Beginn deutliche Fortschritte gemacht worden ¥, die
Transplantatfunktion bleibt im Regelfall aber nur {iber einen begrenzten Zeitraum erhalten.
Zahlreiche Einflussfaktoren existieren und konnten in den letzten Jahren und Jahrzehnten dank ei-

ner groflen Zahl durchgefiihrter Transplantationen erkannt und besser kontrolliert werden.

1.3.1. Faktoren der TransplantatabstoRung und Komplikationen der Transplantation

1.3.1.1. Chirurgische Komplikationen

Chirurgisch- technische Komplikationen spielen zwar eine Rolle, sind in den letzten Jahrzehnten

aber deutlich in den Hintergrund geriickt * '3,

1.3.1.2. Spenderalter

Hohes Alter der Organspender beeinflusst die Langzeitergebnisse der Transplantation negativ > 7,

Dass die Organe relativ alter, und dadurch nicht idealer Spender Verwendung finden, liegt v.a. an
einem Mangel an Organspendern. Zum Jahresende 2008 warteten im von der multinationalen Koor-
dinationsstelle ,,Eurotransplant* betreuten Gebiet iiber 14.000 * Patienten auf ein oder mehrere Or-
gane. Es wurden aber nur 6124 Transplantationen durchgefiihrt und 1253 Wartende verstarben im

gleichen Jahr, noch bevor ein Organ zur Verfiigung stand *.




1.3.1.3. Ischamiezeit

Die Ischimiezeit, also die Zeit von Entnahme des Organs aus dem Spender bis zur Reperfusion
nach Implantation in den Empfénger, ist ein wesentlicher Faktor fiir eine gute Transplantatfunktion
196193 “Mittels moderner logistischer Methoden, z.B. Einsatz von Hubschraubern und stéindiger Ein-
satzbereitschaft von Transplantationsteams, wird die Ischdmiezeit moglichst kurz gehalten. Dies ge-
lingt problemlos bei der planbaren Nierenlebendspende, die im Falle der Nierentransplantation rou-
tineméBig durchgefiihrt wird.

Ein weiterer Vorteil der Nierenlebendspende ist, dass ein gesundes Transplantat **° mit einem im

Allgemeinen besseren Match zu Verfiigung steht '™

1.3.1.4. AbstoRungsepisoden

Das Auftreten von akuten AbstoBungsepisoden wirkt sich negativ auf das Langzeitergebnis des

Transplantats aus und ist der wichtigste Risikofaktor fiir die chronische AbstoBung **'*' ',

1.3.1.5. Weitere Faktoren

Ab einem bestimmten Zeitpunkt spielt nicht mehr vorwiegend die Immunologie die gréfite Rolle
beim Verlust der Transplantatfunktion. Wie es auch im normalen Organ des nicht transplantierten
der Fall ist, kommen dann vermehrt andere Faktoren, die eine chronische Transplantatdysfunktion
begiinstigen, ins Spiel. Meist sind dies Stoffwechselstorungen u.4. Abgesehen von einer primiren
Schadigung des Organs konnen sie aber auch die Immunantwort augmentieren. Dazu zédhlen z.B. ar-

29 180

terielle Hypertonie *°, Proteinurie **!, Hyperlipiddmie und Rauchen %',

1.4. Komplikationen der Immunsuppression

Die Immunsuppression, die zur Verhinderung einer OrganabstoBung notwendig ist, bringt zahlrei-
che Nachteile mit sich.

Zum einen ist das Risiko einer Infektion bedeutend groBer, als im immunologisch gesunden Patien-
ten. Hinzu kommt auch das vermehrte Auftreten von malignen Prozessen und metabolischen St6-

rungen.



1.4.1. Infektionen

Infektionen sind eine hiufige und schwerwiegende Komplikation der immunsuppressiven Therapie

nach Organtransplantation ''.

1.4.1.1. Bakterielle Infektionen

Bakterielle Infektionen, wie etwa die Tuberkulose *, konnen im immunsupprimierten Patienten ein

gravierendes Krankheitsgeschehen ausldsen.

1.4.1.2. Pilzinfektionen

Pilzinfektionen betreffen bis zu 20% der Empfénger eines soliden Organtransplantats **. Aspergil-
lus, Cryptococcus und Candida gehdren zu den wichtigsten Vertretern ', Die Therapie ' stellt

hohe Anforderungen an Behandlung, Patient und Forschung.

1.4.1.3. Virusinfektionen

Die haufigste Virusinfektion geht vom Cytomegalievirus (CMV) aus, das in ca. 80% der Bevolke-
rung * nach der Infektion lebenslang latent vorhanden ist- also auch hiufig in Organspendern und —
empfingern. 25- 33% der transplantierten Patienten entwickeln CMV-bedingte Komplikationen *
148 Auch andere Viren konnen z.B. Ursache fiir einen Transplantatverlust sein, wie in den 80er Jah-

ren gehduft bei Polyomavirusinfektion beobachtet wurde *.

1.4.2. Neoplasien

In engem Zusammenhang mit latent vorhandenen Viren, z.B. dem Epstein Barr Virus ” ', steht
auch das vermehrte Auftreten von malignen Prozessen ', wie lymphoproliferativen Erkrankungen.
AuBer den viralen Faktoren werden dabei auch andere Faktoren postuliert, z.B. die durch die Im-
munsuppression bedingte Toleranz von Tumorzellen *. Maligne Neoplasien treten im Gegensatz
zur Normalbevolkerung gehduft bei nierentransplantierten Patienten auf '' und reduzieren auch die

)5061

Langzeitiiberlebensrate nach Herztransplantation (HTX und Lebertransplantation .
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1.4.3. Metabolische Stérungen

Ein weiterer beachtenswerter Nachteil der immunsuppressiven Therapie ist das gehdufte bzw. ver-
starkte Auftreten von metabolischen Stérungen, deren wichtigstes Resultat ein arterieller Hyperto-
nus ist. Kardiovaskuldre Erkrankungen sind nach dem ersten Jahr in 30% der primér nierentrans-

plantierten eine bedeutende Todesursache '*'.

1.4.3.1. Hyperlipidamie

Eine grofle Rolle spielt hierbei die Hyperlipiddmie in Form der Hypertriglyceriddimie und der Hy-

percholesterindmie ' %, die unter verschiedener immunsuppressiver Medikation auftreten kann **.

1.4.3.2. Diabetes Mellitus

Der so genannte Posttransplant new onset diabetes mellitus (PTDM), der erstmals nach einer Trans-
plantation auftritt, ist eine hiufige Komplikation der Immunsuppressiva * und fiihrt in bis zu 24%
der Nierentransplantierten nach drei Jahren zu einem Diabetes, der dann wiederum zu kardiovasku-
liren Komplikationen fiihrt *' ', Glucocorticoide erhdhen die periphere Insulinresistenz, wihrend
Calcineurininhibitoren, also Cyclosporin und Tacrolimus, sowohl die Insulinresistenz erh6hen, als

auch die Synthese und Sekretion von Insulin im Pankreas vermindern '*.

Es ist also im Rahmen einer Organtransplantation eine Reduktion der bendtigten Medikamente, im

Idealfall gar der vollige Verzicht, wiinschenswert.
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2. Theoretische Grundlagen

Mit dem Beherrschen grundlegender immunologischer Vorginge steht und fillt die Akzeptanz des
transplantierten Organs. Die zugrunde liegenden Mechanismen sollen daher im Folgenden erlautert

werden.

2.1. Generelle Erlauterungen zum Immunsystem

Das Immunsystem der Sdugetiere und insbesondere das des Menschen kann in zwei Komponenten
aufgeteilt werden: die angeborene Immunitét und dike adaptive Immunitét.

Die angeborene Immunitét ist ein nicht spezifisches Immunsystem, das unter Beteiligung von Ma-
krophagen, Neutrophilen, Natiirlichen Killer Zellen (NK- Zellen), Zytokinen und zelluldren Rezep-
toren sowie Komponenten des Komplementsystems ablduft. Physischer Schaden oder ein fremdes
bzw. infektioses Agens bewirken eine Vielzahl verschiedener entziindlicher Reaktionen. Auch ohne
ein Antigen ergibt sich durch bestimmte Eigenschaften, wie etwas das Fehlen von komplement- in-
hibitorischen Rezeptoren auf den meisten Mikroorganismen, eine deutliche inflammatorische Ant-
wort. Weitere Mechanismen dieses komplizierten und noch nicht zur Ginze verstandenen Teils des

Immunsystems, wie etwa die Rolle des Toll like Receptor, werden untersucht ®.

Die adaptive Immunantwort setzt das Erkennen eines spezifischen Antigens voraus und beinhaltet

sowohl Spezifitit als auch eine ,,Geddchtnisfunktion® seitens der T- und B- Lymphozyten.

Eine andere Art der Einteilung richtet sich danach, ob die Immunantwort auf zellulédrer, oder humo-
raler Ebene erfolgt. Dabei haben beide jeweils spezifische und unspezifische Komponenten. Die fiir
die Transplantationsimmunologie bedeutende ist die zelluldre Immunantwort. Sie soll ausfiihrlich

erlautert werden.

2.1.1. Die zellulare Immunantwort

T- Zellen regulieren die Aktivitdt von anderen T- Zellen bzw. die eigene Aktivitit, aber auch die
Aktivitidt von B- Zellen und anderen an der Immunantwort beteiligten Zellen. Sie unterstiitzen die
B- Zellen bei der Produktion spezifischer Antikorper und sind die Effektorzellen der antigenspezifi-

schen, zellvermittelten Immunitt.

12



2.1.2. Oberflachenmolekile und Rezeptoren

Es gibt auf T- Zellen zahlreiche Oberflichenmolekiile, die bei der Interaktion der T- Zelle mit einer
anderen Zelle eine Rolle spielen, sei es bei der T- Zellaktivation durch Antigen- Prisentierende-
Zellen (APC), bei der T- Zellregulation durch andere T- oder B- Zellen oder bei der T- zellvermit-
telten Zytotoxizitit. Diese Oberflichenmolekiile dienen z.B. der Adhésion oder der Weiterleitung
aktivierender bzw. regulierender Signale. Einige wichtige dieser Oberfldchenmolekiile sind in der
Tabelle im Anhang aufgelistet. Bei der Entwicklung und auch fiir die Aktivierung der T- Zelle sind
zwei Molekiile von groer Bedeutung: CD (Cluster of Differentiation) 4, das auf sog. T- Helferzel-
len (Th) exprimiert wird und mit dem sog. Major Histocompatibility Complex (MHC) Typ II (s.u.)
interagiert, bzw. CD8, das auf sog. T- Killerzellen exprimiert wird und mit MHC Typ I interagiert.
In beiden Fillen spielt der T- Zellrezeptor (TCR) die tragende Rolle der Erkennung von Antigen
durch die T- Zelle. Eine weitere Einteilung der CD4 T- Zelle geschieht gemiB ihres Zytokin- Sekre-
tionsprofils. Am wichtigsten sind hier die Profile Th1 und Th2 *'”.

2.1.3. Zytokinprofile Th1 und Th2

Thl- Zellen produzieren vor allem IL (Interleukin) -2 sowie Interferon (IFN) -y und aktivieren
Makrophagen. Es kommt zu einer Immunreaktion vom verzogerten Typ. Auch die akute
Transplantatabstoung wird durch eine Immunantwort vom Typ Th1 induziert.

Th2- Zellen produzieren IL-4, IL-5, IL-10 sowie IL-13 und unterstiitzen hauptsichlich die Funktion
von B- Zellen ®. Dabei ist IL-4 ein Wachstumsfaktor fiir B- Zellen und inhibiert gleichzeitig die
Ausdifferenzierung von Thl- Zellen. Der Th2- Zytokintyp findet sich z.B. bei parasitiren Infektio-
nen, wobei ein Wechsel von Thl zu Th2 mit einer Toleranzinduktion assoziiert wird, kausale Zu-

sammenhénge dabei aber nicht geklart sind '*.

2.2. Der Major Histocompatibility Complex (MHC)

Das wichtigste Ziel der Immunantwort nach der TX solider Organe sind die auf der Oberfldche der
Transplantatzellen exprimierten Molekiile des MHC. Es findet eine Reaktion im Sinne der adapti-
ven Immunantwort auf Allo- MHC statt. MHC- kompatible Transplantate zeigen ein deutlich besse-

res Outcome als nicht kompatible '*°

, wobei Unterschiede im MHC I Lokus besser zu tolerieren sind
als im MHC II Genlokus . Die Schliisselrolle spielen dabei T- Zellen, die Antigen erkennen, das

in Form von Peptiden an MHC gebunden prisentiert wird ''". Der MHC wird von einer Region
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11.-2 -Zellvermittelte Zytotoxizitit
FN-y -Aktivierung von Makrophagen
-B- Zell- Unterstiitzung

IL-4,5,6

TFIN-y -Transplantattoleranz

Abbildung 1: Die Zytokinprofile Thl und Th2

hochpolymorpher Gene kodiert.

Das menschliche MHC- System heifit ,,Human Leukocyte Antigen* (HLA), das der Maus H-2. Sie-
he auch Tabelle 2 fiir die Nomenklatur.

Die kodierten MHC- Proteine werden auf der Oberfldche zahlreicher Zellarten exprimiert und sind
die mafligebenden antigenen Determinanten der TransplantatabstoBung. Daher kommt es bei einer
Transplantation zwischen HLA identischen Individuen, also bei einer syngenen TX wie beispiels-
weise zwischen eineiigen Zwillingen, nicht zu einer AbstoBungsreaktion. Im Normalfall aber ist der
Transplantatspender nicht HLA- identisch mit dem Empfanger und es kommt ohne Einsatz von Im-

munsuppressiva unvermeidlich zu einer immunologischen AbstoBungsreaktion.

Die von den MHC- Genen kodierten Proteine werden in zwei Kategorien eingeteilt, MHC I und
MHC II. Sie sind sich in ihrer Struktur &hnlich und erfiillen prinzipiell auch die gleiche Aufgabe. In
einer Vertiefung des aus mehreren Komponenten bestehenden MHC- Proteins, in der so genannten
,peptide binding groove®, werden Peptide priasentiert. Welche Peptid- Motive hier gebunden wer-
den, wird durch den groflen Polymorphismus der kodierenden Gene beider MHC- Klassen be-
stimmt.

Die Unterschiede der beiden MHC- Klassen bestehen in ihrer Struktur und Expression sowie der

Quelle der priasentierten Peptide.
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2.2.1. MHC |

Uber MHC 1 werden Peptide zelleigenen, zytoplasmatischen Ursprungs prisentiert. Dies sind so-
wohl Teile der Proteine des normalen Zellstoffwechsels, als auch die immunologisch auftilligen
Peptidprodukte intrazelluldrer Parasiten bzw. Viren oder Peptide von Tumorzellen. Hierzu werden
intrazelluldre Proteine im Proteasom gespalten, im Endoplasmatischen Retikulum an MHC gekop-
pelt und im Verbund schlieBlich in die Zelloberfldche integriert. Hier kann das immunogene Peptid
nun einer zirkulierenden CDS positiven T- Killerzelle présentiert werden. Aufler auf den Erythrozy-
ten findet MHC I sich auf allen Korperzellen. Eine besonders hohe Dichte an MHC I findet sich auf
der Oberfldche von APCs, also Dendritischen Zellen (DC), B- Zellen, Makrophagen und auflerdem
Endothelzellen.

2.2.2. MHC I

MHC II Molekiile binden Peptide, die aus Proteinen des extrazelluldren bzw. exogenen Raums pro-
zessiert werden. MHC 1I findet sich in relevanter, dauerhafter Expression nur auf Dendritischen
Zellen, B- Zellen und Makrophagen ', allerdings wird auch auf der Oberfliache von Epithel- und
Endothelzellen die MHC II- Expression nach Kontakt mit proinflammatorischen Zytokinen wie IL-
2 oder IFN- y stark hochreguliert. Dendritische Zellen, die auch als ,,professionelle” APCs bezeich-
net werden, da ihre Hauptaufgabe eben aus der Prisentation von Antigen besteht, konnen durch En-
dozytose aufgenommene Proteine fragmentieren, diese dann intrazelluldr mit den MHC II- Molekii-
len verbinden und das entstandene Peptid- MHC II- Konglomerat auf der Zelloberflidche préasentie-
ren .

Unter dem Einfluss von Chemokinen und Zytokinen reifen Dendritische Zellen und wandern ins se-
kunddr lymphatische Gewebe, wo sie mit T- und B- Zellen interagieren. Hier kann dann eine CD4
positive T Zelle iiber den T- Zell Rezeptor (TCR) mit dem MHC II- Peptid Komplex eine Verbin-
dung eingehen *°.

Das adaptive Immunsystem bedient sich der somatischen Umgruppierung von Teilen des Genoms,
und generiert so die klonale Vielfalt der immunologischen Rezeptoren, also der TCR von T- Zellen,
und der Antigenrezeptoren der B- Zellen. Da dieses System der Vielfalt von Rezeptorvariationen
unvermeidbar auch Klone mit Rezeptoren fiir das immunologische ,,Selbst™ produziert, hat das Im-
munsystem Wege entwickelt, autoreaktive Lymphozytenklone an ihrer fehlgeleiteten Funktion zu
hindern. Diese immunologische ,,Selbsttoleranz beinhaltet einen zentralen und einen peripheren

Zweig. Dazu mehr im Kapitel iiber die Stammzelltransplantation.
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Tabelle 2: Nomenklatur der MHC-Komplexe

Mensch Maus

MHC I HLA-A, HLA-B, HLA-C H2K,H2D,H-2L

MCH II HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR I-A, I-E

MHC III Auch hierfiir existiert ein Genlokus, seine Genprodukte sind Zytokine, Kom-
plement und Hitzeschockproteine.

2.3. T- Zellaktivierung

Die Aktivierung der T- Zelle ist die Grundlage fiir das Einleiten einer Immunantwort "7 . Hierzu

sind zwei Signale notwendig '*:

- Signal 1: Interaktion des TCR mit dem von einer Antigen prisentierende Zelle (z.B. APC
oder Parenchymzelle) iiber MHC in Form eines Peptids prasentiertem Alloantigen. Die Si-
gnaltransduktion ins Zellinnere der T- Zelle erfolgt dabei {iber mit dem TCR assoziierte

CD3- Molekiile.

- Signal 2: Kostimulation durch eine Rezeptor- Ligand Interaktion von T- Zelle und APC oder
Parenchymzelle, z.B. CD28 auf der T- Zelloberfliche mit CD80 (B7-1) auf der APC 7* '®,

CD28- Kostimulation ist fiir die meisten T- Zellantworten notwendig.
Das Cytotoxic T- Lymphocyte Associated Protein (CTLA) 4 wird auf aktivierten T- Zellen expri-
miert und liefert mit B7 ein negatives Signal an die T- Zellen. Es werden damit die TCR und CD28

vermittelten positiven Signale unterdriickt ¥ '*2,

Durch Stimulation von Zytokinen kommt es zur klonalen Expansion: IL-2 wird von der aktivierten
T- Zelle sezerniert und sie stimuliert sich selbst. Je nach Zytokinsekretion (z.B. Th1, Th2) und Ko-
rezeptor- Expression (CD4- MHC II oder CD8- MHC 1) der beteiligten Zellen kommt es dann im
Falle von CD8- MHC I auBlerdem auch zur Lyse der Zielzelle, in diesem Fall einer Transplantatzel -
le, oder zur Induktion der Apoptose der Transplantatzelle. Die CD4- MHC II Interaktion fiihrt auch
zur Aktivierung einer Subpopulation von T- Effektorzellen, die entweder durch Blut und Gewebe
zirkulieren und so den Ort des Geschehens, also das Transplantat, erreichen '®, oder innerhalb des
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lymphatischen Gewebes in die B-Zellreichen Regionen wandern und dort B- Zellen zur Antikdrper-
produktion anregen. Dies geschieht durch Expression von Rezeptoren, Adhisionsmolekiilen fiir den
Kontakt mit anderen Zellen, z.B. Endothelzellen, oder Matrixproteinen, sowie Produktion von Che-

mokinen.

Durch Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen kdnnen diese autoaktivierten T-Zellklone im

Rahmen der lokalen Entziindungsreaktion also (sieche auch Abbildung 2)

- Stimulation der Antikdrperproduktion durch B- Zellen vermitteln.
- die durch CDS8 positive T- Zellen vermittelte Zytotoxizitédt induzieren.
- Makrophagen zur Migration und Induktion einer zellvermittelten Immunreaktion vom Spét-

typ stimulieren.

Abbildung 2: T- Zellaktivierung bei der Immunantwort

Alloerkennung T{ Costimulation

-2  T-Zellaktivierung

!

EKlonale Expansion
allorealtiver Zellen

h Effektunnlechanismen ﬁ
r CD4+ Zellen j r CDB+ Zellen j

B- Zellen Makrophagen Induktion von Zelllyse
l Apoptose
Produktion von Immunrealktion
Alloantikdrpern vom

wverzigerten Typ

2.3.1. Fortbewegung der T- Zellen

Naive T- Zellen zirkulieren stdndig tiber das Blut durch sekundére lymphatische und andere Gewe-
be . Die Migration der im Blut zirkulierenden Leukozyten in das entziindliche Gewebe geschieht

in folgenden Schritten:
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- Rollen: Die Leukozyten haften durch den Kontakt mit Endothelzellen {iber Selektine und deren
Rezeptoren an den Endothelzellen *' **. Diese Bindung ist nicht von hoher Affinitét, die Leukozy-

ten ,,rollen* gewissermalen an der GefaBwand entlang.

- Aktivierung der Lymphozyten durch Chemokine, produziert von Endothelzellen oder anderen

Lymphozyten.

- Adhésion: Im Gegensatz zum Rollen kommt der Leukozyt nun am Endothel fest haftend zum

Stillstand. Dies geschieht mit Hilfe von sog. Integrienen und ihren Rezeptoren **,

- Es folgt die Transmigration. Die Leukozyten durchdringen die Endothelbarriere und die extrazel-

luldre Matrix ®, um in das Parenchym des Spenderorgans zu gelangen.

Leukozyteninfiltration ist essentiell fiir die Induktion einer akuten, inflammatorischen Antwort am
Ort einer Infektion, nach einer Verletzung oder eben im Allotransplantat. Chemotaktische Zytokine
(Chemokine) und deren Rezeptoren sind dabei die Mediatoren fiir die Migration der Leukozyten.
Sie haben ein niedriges molekulares Gewicht, es wurden bereits liber 40 verschiedene Chemokine
nachgewiesen **. Die lokale Chemokinproduktion sorgt einerseits flir ein Anlocken der Leukozyten
an den Ort der Entzlindung, andererseits flir die Expression der Adhdsine, um den Schritt vom Rol-
len zum Anhaften der Leukozyten zu vollziehen. Ein Chemokinrezeptor der Leukozyten ist z.B.
CCR4, dem bei der Leukozytenaktivitdt im Allotransplantat eine grofe Bedeutung zugesprochen

wird .

Das Erkennen von Alloantigen durch T- Zellen ist das zentrale, eine Kaskade von Reaktionen aus-
l6sende Ereignis, das schlieBlich in der TransplantatabstoBung gipfelt. Jede einzelne T- Zelle, bzw.
ein T- Zellklon, sind monospezifisch, d.h. sie konnen nur ein einziges bestimmtes Peptid, das im
Kontext von MHC présentiert wird, erkennen. Man unterscheidet hierbei zwei verschiedene, sich
aber nicht ausschlieBende Signalwege, und zwar den direkten und den indirekten Signalweg. Jeder
einzelne fithrt zur Entstehung eines unterschiedlichen, allospezifischen T- Zellklons. Siehe auch

Abbildung 3.
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2.3.2. Direkter Signalweg

Die T- Zellaktivierung erfolgt liber den direkten Weg, wenn eine T- Zelle des Empféingers auf eine
Spender- APC trifft, die iiber ihr MHC endogene Spenderpeptide priasentiert. Spender- APCs finden
sich in soliden Transplantaten quasi als blinde Passagiere und gelangen mit dem Organ in den Emp-
fangerorganismus. Sie sind dank der bereits erwidhnten hohen Oberflichendichte von MHC und des,
im Gegensatz zur gewdhnlichen Parenchymzelle, Vorhandenseins der notwendigen Kostimulations-
faktoren, zur T- Zellstimulation pridestiniert. Die entscheidende Rolle spielt hierbei die Struktur
des Spender MHC- Molekiils, das als Alloantigen wirkt, nicht die des prasentierten Peptids. Das
Peptid ist allerdings insofern von Bedeutung, als dass nur MHC, das ein Peptid gebunden hat, auch
stabil ist und somit von der T- Zelle erkannt werden kann ',

Diese Form der Immunerkennung ist ein Charakteristikum, das im Unterschied zur gewohnlichen
Immunerkennung von Mikroorganismen nur bei der Alloimmunerkennung von Transplantaten vor-
kommt. Da die Zahl der proliferierenden T- Zellen nach Kontakt mit allogenen Spender- APCs be-
deutend hoher ist als nach dem Kontakt mit Eigen- APCs (siehe indirekter Signalweg), scheint der
direkte Weg der vorherrschende Ausldser einer friithen Allo- Immunantwort zu sein '**, Bei der aku-
ten AbstofBung ist daher die direkte Erkennung von grofer Bedeutung. Im Laufe der Zeit verliert
dieser Mechanismus jedoch an Bedeutung, da die Zahl der Spender- APCs mit der Zeit abnimmt.

2.3.3. Indirekter Signalweg

Der indirekte Signalweg beschreibt die Aktivierung von T- Zellen durch Alloantigen, also Spender-
material, das zuvor von Empfanger- APCs zu Peptiden prozessiert und tiber MHC préasentiert wurde
3. Grundlegende Voraussetzung fiir diese indirekte Erkennung von allogenem Material ist also,
dass Spender- MHC vom Transplantat abgesondert und durch Empfanger- APCs prozessiert und
prasentiert wird. Im Prinzip entspricht der indirekte Weg dem normalen System der Antigenerken-
nung, wie es bei Invasion durch Mikroorganismen vorkommt und mit der chronischen Form der

AbstoBung assoziiert wird **.

2.4. Vorgange bei der AbstoRung

Obwohl die primdre Immunantwort charakterisiert wird von T- Zellproliferation, die sich auf eine
geringe Anzahl von MCH- Allopeptiden beschréinkt, gehen sekundére Antworten wie bei der chro-

nischen AbstoBung mit einem groBeren Repertoire an T- Zellklonen einher '°. Es werden dann auch
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vorher immunologisch unauffillige Peptide mit einer Immunantwort bedacht. Diesen Mechanismus
bezeichnet mal als ,,Epitope Switching®.
Es konnte auch ein Zusammenhang zwischen MHC- Allopeptid reaktiven T- Zellen und der Ent-

wicklung einer akuten vaskuldren AbstoBung mit beschleunigter Antikdrperbildung gezeigt werden

234

Abbildung 3: Direkter und Indirekter Signalweg der Transplantatabstoffung

Organtransplantation

— .
7S T

Antigen Prisentierende Zelle Antigen Prisentierende Zelle
vom Spenderallotyp vom Empfingerallotyp
ﬁ Direkte Prisentation Indirekte Prisentation ﬂ

CD4+ Thl Helferzelle CD4+ Thl Helferzelle

ﬁ Zytokine ﬂ

CD8+ zytotoxische T- Zelle B- Zelle
Akute AbstoBBung Chronische Abstof3ung

Die Immunantwort, die als Reaktion auf Spendergewebe entsteht, ist also vorwiegend gegen die
MHC Proteine gerichtet. In der Literatur werden aber auch so genannte ,,Minor Transplantation An-
tigens* beschrieben. Dies sind erstmals in der Maus gefundene, nicht MHC kodierte Histokompati-
bilitdtsunterschiede, die zur TransplantatabstoBung fiihren.

Solche Minor Antigene werden beispielsweise vom Y- Chromosom kodiert und konnen so eine Ab-
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stoBungsreaktion hervorrufen, wenn minnliches Gewebe in einen weiblichen Empfénger transplan-

tiert wird .

Neben den beschriebenen, alloantigenabhéngigen, tragen zur AbstoBung auch allogenunabhingige
Mechanismen bei * '**,

Nichtimmunologische Antworten, wie z.B. nach ischamischem Schaden des Transplantats, induzie-
ren zundchst eine nicht spezifische, inflammatorische Antwort. Durch vermehrte Expression von
Adhisionsmolekiilen, MHC II, Chemokinen und Zytokinen werden den T- Zellen dann vermehrt
Antigene prisentiert. Eine unspezifische Entziindung bewirkt einen Zellschaden im Transplantat
und damit auch verstérktes Ablosen von Allo- MHC, das daraufhin in den Kreislauf gelangt, und
den indirekten Weg in Gang setzen kann. Aktivierte CD4 Zellen stimulieren dann einerseits Makro-
phagen zur Immunreaktion vom verzogerten Typ, andererseits B- Zellen zur Produktion von spezi-
fischen Antikorpern. Auch CD8 Zellen werden aktiviert. Diese CD8 vermittelten Abwehrmechanis-
men spielen in der akuten AbstoBung eine entscheidende Rolle ®. Im Verlauf kénnen Endothelzel-
len, die von durch T- Zellen ausgeschiitteten Zytokinen aktiviert werden, Adhédsionsmolekiile, Ko-
stimulatorische Molekiile sowie MHC II exprimieren und dadurch weitere T- Zellen in den Absto-

Bungsprozess involvieren.

2.5. Formen der AbstoRung

Verschiedene Mechanismen bewirken eine AbstoBung zu verschiedenen Zeitpunkten bzw. mit
unterschiedlichen histopathologischen Bildern. Dabei geschieht das Auftreten einzelner Formen der
AbstoBung nicht notwendigerweise in einer bestimmten Reihenfolge. Vielmehr wird versucht, am
klinischen Erscheinungsbild und z.B. durch Ultraschalluntersuchungen und Labortests frithzeitig

auf Verdanderungen des Transplantats aufmerksam zu werden.

2.5.1. Hyperakute AbstoRung

Die Hyperakute AbstoBung tritt innerhalb von Minuten bis Stunden nach Reperfusion des Trans-
plantats ein. Préformierte, kreuzreagierende Antikérper im Empfangerserum binden hierbei an
Endothelzellstrukturen des Transplantats und fiihren {iber Komplementaktivierung zur Mediatoren-
freisetzung. Es kommt zur Thrombosierung und damit zum ischdmischen Vitalitdtsverlust des
Transplantats *. In den Anfingen der Organtransplantation war dies eine gefiirchtete Komplikation,

die aber durch das tiefere Verstindnis der zugrunde liegenden Prozesse °' beherrschbar wurde.
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Heutzutage werden daher vor der Transplantation routineméfig Kreuzproben von Spenderlympho-
zyten und Empfangerserum durchgefiihrt, um ein eventuelles reagieren préaformierter Antikorper
des Empfiangers mit den HLA Antigenen des Transplantats vorherzusehen ', Das Vorhandensein
vorbestehender Antikdrper beruht auf dem vorherigen Kontakt des Immunsystems beispielsweise
mit dem ABO- System. Ahnliche Antigene werden auch auf den Endothelzellen des Transplantats
exprimiert. Die Gabe von Erythropoetin, das die Notwendigkeit von Bluttransfusionen fiir Nieren-

kranke vermindert hat, hat das Problem der Hyperakuten AbstoBung in den Hintergrund gedriangt *.

2.5.2. Akute AbstoRung

Haufigste Ursache fiir einen Transplantatverlust zwischen dem 5. und 15. Tag nach der Operation
ist die akute AbstoBung '"'. Im Gegensatz zur Hyperakuten AbstoBung finden sich hier verschiedene
Einflussgroen wie Infektionen, individuelle Reaktion des Empfangers auf die immunsuppressive
Medikation und unterschiedlicher Grad des Matching (Ubereinstimmung) zwischen Spender und
Empféanger *°.

NK- Zellen kdnnen ohne vorherigen Antigenkontakt {iber eine limitierte Auswahl an MHC I Rezep-
toren ihre Zielzelle attackieren *** und infiltrieren bereits in den ersten drei Tagen post TX das myo-
kardiale Interstitium und die Endothelzellwand allogen transplantierter Rattenherzen. Dann erst
kommt es zur Infiltration durch B- und T- Zellen ®. Zelluldre Faktoren - z.B. CD8- Lymphozyten
mit folgender Zelllyse- und humorale Faktoren - z.B. Ig (Immunglobulin) G Antikorper gegen Allo-
antigene des Transplantatendothels- kdnnen zu gefdf3schiddigenden Endothelzellnekrosen des Trans-
plantats fiihren. Histologisch zeigt sich eine Vaskulitis ',

Zu Zellnekrosen des Transplantats kommt es auch durch lympho- und monozytire Infiltrate. CDS8
Zellen, von ihnen aktivierte Makrophagen oder auch NK- Zellen, lysieren ihre Zielzellen ® *2. Im
Nierentransplantat werden zundchst die Epithelzellen der Tubuli angegriffen '”°. Das Portalfeld und
mit ihm die Gallengénge und das vendse Epithel, sind Ziel der mononukleédren und lymphozytiren
Infiltrate in der transplantierten Leber . Im Falle der akuten AbstoBung eines Herztransplantats
finden sich perivaskuldre und endotheliale Infiltrate mit Myozytenschaden durch Lymphozyten und
Makrophagen bis zur himorrhagischen Vaskulopathie.

2.5.3. Chronische AbstoRung

146 163

Da gerade die chronische AbstoBung als Hauptgrund des spéten Transplantatversagens von

vielen Variablen beeinflusst wird, geht der Trend von der Definition der chronischen Abstoung per
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se weg zu umschreibenden Kriterien *. Zunédchst erfolgt die Diagnose anhand klinischer Hinweise
auf den langsamen Riickgang der Transplantatfunktion. Durch eine Biopsie kann sie histologisch
charakterisiert und gesichert werden.

Bei der chronischen Rejektion des Herztransplantats zeigt sich ein der Herzinsuffizienz dhnliches
Bild. Verlust von Leistungsfahigkeit mit Rhythmusstdrungen und subfebrilen Temperaturen bele-
gen klinisch die Dysfunktion des Transplantats **. Der Patient mit chronisch abgestoBenem Leber-
transplantat zeigt sich entsprechend des histologischen Bildes ikterisch und mit pathologischen Le-
berfunktionswerten. Klinische Parameter des chronischen Nierenversagens sind wie bei der nicht
transplantierten Niere erhohte Kreatininwerte, renal bedingter Bluthochdruck und progrediente
Proteinurie ' %4,

Mikroskopische zeigt sich eine Obliteration der Lumina des Transplantats. Nicht nur GefaBstruktu-
ren, sondern auch der Verschluss von Bronchiolen in Lungentransplantaten und des Gallengangsys-
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tems der Leber zeigen sich im histopathologischen Bild. Im Fall der Niere zeigen sich Glome-

rulosklerose, tubulidre Atrophie und arterielle Intimaverdickung ® '7> 27,
Diesen Verdnderungen folgt ein fibrotischer Umbauprozess, der schlieflich zum Erliegen der

Transplantatfunktion fiihrt.
Andere Griinde des spéten Transplantatverlustes sind postoperative Infektionen und mangelnde

Compliance des Patienten gegeniiber den Therapieschemata. Die groflite Gruppe an Transplantatver-

sagern stellt jedoch die chronische AbstofBung dar.

2.6. Bedeutung der Immunabwehr in der Transplantation

Es wird also eine immunsuppressive Therapie bendtigt, um eine AbstoBung zu verhindern und so
Transplantatiiberleben und -funktion iiberhaupt erst zu ermoglichen. Dies gelingt nur {iber einen be-
grenzten Zeitraum und ist vor allem in Anbetracht der Hiufigkeit, mit der Organtransplantationen

inzwischen durchgefiihrt werden konnen, ein verbesserungswiirdiger Punkt.

Die medikamentenfreie Toleranzentwicklung, oder wenigstens die Reduktion der bendtigten Medi-
kamente, ist also Kernpunkt fiir das Erreichen einer Verldngerung der postoperativen Transplantat-
funktion und kénnte durch mehrere Mechanismen gleichzeitig das Outcome nach TX verbessern.
Durch Einsparen immunsuppresiver Medikamente konnten auch durch deren Nebenwirkungen be-
dingte Transplantatverluste vermindert werden. Gleichzeitig wiirde sich ein verbessertes Nebenwir-

kungsprofil positiv auf die Compliance des Patienten auswirken.
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2.7. Stammzellen

Ein viel versprechender Ansatz, um eine Toleranzinduktion zu erwirken, ist die der eigentlichen Or-
gantransplantation zeitlich nahe Transplantation von allogenen hdmatopoetsichen bzw. mesenchy-
malen Stammzellen (SCX/ MCX) des Spenders des soliden Transplantats. Die genaue Abgrenzung
zwischen mesenchymal/ hdmatopeitisch gelingt zwar teils durch Rezeptorklassifizierung, allerdings
sind die Grenzen flieBend- auch die in diesen Versuchen betrachteten CD34neg, strenggenommen
mesenchymalen, Stammzellen kdnnen wiederum hdmatopoetische Zellen hervorbringen. Eine ge-
wisse Synonymitét ist in diesem Fall sicher angebracht. Ziel ist es, im Empfénger einen gemischten
Chimerismus zu etablieren, bei dem zwei immunologische Systeme nebeneinander im Empfanger
existieren und sich gegenseitig tolerieren. Insbesondere bietet sich diese Methode bei einer Nieren-
lebendspende an, da jederzeit auf das Blut und damit auf die Stammzellen (SC) des Spenders zu-

riickgegriffen werden kann.

2.7.1. Definition und Eigenschaften von Stammzellen

Hématopoetische Stammzellen (HSC) werden traditionsgemal3 definiert als

-radioprotektiv, d.h. nach einer eigentlich letalen, myeloablativen Bestrahlungsdosis kann durch
Einbringen der Stammzellen das himatopoetische System wiederhergestellt werden.

-fahig zur Ausdifferenzierung in alle hamatopoetischen Linien, also die myeloide, lymphoide und
erythroide Zelllinie.

-féahig zur Selbsterneuerung © 133 144 223 224 244 245

Mit diesen Versuchen wurde am Tiermodell die Grundlage fiir die Knochenmarkstransplantation
sowie die SCX beim Menschen gelegt und es wurde begonnen, verschiedene maligne und benigne
Krankheiten mit einer SCX zu behandeln .

Genau genommen muss zwischen Knochenmarks- und reiner Stammzelltransplantation unterschie-
den werden. Knochenmark enthilt eine Vielzahl von Zellen, eine SCX dagegen kann mit gereinig-
ten, ja gar nur aus einem Klon bestehenden, klassifizierten/ typisierten Zellen durchgefiihrt werden.
Immunologische Vorginge, die durch die transfundierten Zellen entstehen, sind dann nur den HSC
oder deren de novo entstandenen Zellen zuzuschreiben und nicht etwa im immunologischen Sinne
kontaminierenden, ausdifferenzierten Zellen, wie sie im Knochenmark reichlich zu finden sind.

Der Begriff des ,,Homing* beschreibt das sich ,,Einnisten* der Zelle im Gewebe, v.a. im Knochen-

mark und lymphatischen Gewebe ' 190 167,
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2.7.2. Periphere Stammzellen

HSC machen bis zu 0.05% der Zellen des Knochenmarks aus, das als blutbildendes Organ gewis-
sermaflen als ,,Heimatort* der HSC angesehen werden kann '*. Friiher erfolgte die Gewinnung von
HSC immer durch Entnahme von Knochenmark, etwa aus dem Beckenkamm, des Spenders. In ge-
ringer Zahl finden sich HSC aber auch im peripheren Blut '*. Seit Einfiihrung suffizienter Aphere-
setechniken > werden HSC auch zunehmend aus peripherem Blut des Spenders gewonnen ' 10178
1%, Dies ist prinzipiell auch fiir mesenchymae Zellen méglich. Vor Entnahme ist es jedoch von Nut-
zen, im Spender eine chemotherapeutische Mobilisation der HSC mit Wachstumsfaktoren durchzu-
filhren, um deren ausreichende Auswanderung aus dem Knochenmark ins periphere Blut zu ge-
wihrleisten ** 2, Periphere Blutstammzellen (PBSC) haben sich gegeniiber HSC aus dem Knochen-
mark auch als potenter im Erreichen der Remission erwiesen, d.h. der letal bestrahlte Organismus
wird schneller und effektiver von den neuen Stammzellen besiedelt *.

Monoklonale Antikdrper (mAbs) kdnnen benutzt werden, um die Oberflichenmolekiile der gewon-
nen Zellen zu markieren und so Zellen (aus)zu sortieren um letztlich die erwiinschten SC zu erhal-
ten 2%, Problem der Definition der SC ist die positive Selektion. HSC sind insbesondere negativ fiir

Marker der reifen Myelo- Eythro- und Lymphoiden Zelllinien (lin-) '.

2.7.3. CD 34 negqative (CD34neg) mesenchymale Stammzellen

Bisher gingen die Klassifizierungen der pluripotenten HSC auch immer davon aus, dass die HSC
positiv fiir CD34 ° #! ' (CD34+) ist, welches dann bei der Entwicklung zur differenzierteren Zelle
verloren geht. Es konnten inzwischen aber auch mesenchymale Stammzellen (MSC) isoliert wer-
den, die negativ beziiglich des Markers CD34 (CD34neg) sind 7 *° '*7 %7, Es handelt sich gewisser-
massen um hématopoeitsche Stammzellklone mit mesenchymalen Eigenschaften ''°. Sie scheinen
ein Vorldufer der CD34+ Zellen zu sein ** ° ' und, was die Repopulationsfihigkeit betrifft,

76157 " ein Fak-

auch potenter als diese '°' bzw. als einzige fahig zur langfristigen Repopularisierung
tor der im Zusammenhang mit der Induktion und Erhaltung von Transplantattoleranz von grofer
Bedeutung ist. Die Meinungen beziiglich des Markers CD34 sind noch divergent, wie Dooley et al.
ausfiihrlich diskutieren ** und werden kompliziert durch Resultate, die einen Zusammenhang zwi-
schen dem Alter der Maus und der CD34 Expression ihrer Stammzellen finden '*. Der Unterschied
zwischen humaner und muriner CD34neg SC wird zurzeit erforscht ',

Die SC braucht fiir ihre aktive Funktion im Knochenmark bestimmte Arten und Konzentrationen
von Wachstumsfaktoren *° *'7 2! die, neben interzelluldren Kontakten, von Stromazellen bereitge-

stellt werden >°%13%,
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Versuche mit CD34neg SC konnten deren Féhigkeit zur Repopulation von mit tddlicher Dosis be-
strahlten Méusen ''® und wahrscheinlich autokriner Stimulation mit den zur Ausdifferenzierung und
Proliferation notigen Wachstumsfaktoren ' zeigen. Mathew et al. gehen von spezifischen und un-

spezifischen immunregulatorischen Einfliissen von ,,primitiven* Stammzellvorlaufern aus '/,

2.7.4. Immortalisierung der Zellen

Die in vitro mit einer begrenzten Lebenszeit behafteten CD34neg SC konnen immortalisiert werden
2% infolge als Zellklon weiterbestehen ''® und schlieBlich zur Therapie eingesetzt werden. So auch

geschehen mit den bei den vorliegenden Versuchen benutzten MSC '*, siche Methodenteil.

2.7.5. Dosis fiur die Stammezelltransplantation

Als fiir die CD34+ SCX bendtigte Dosis beim Menschen hat sich eine Zellzahl >(3.0x 1076)/kg als
glinstig erwiesen 7 7.

Van Pel et al. injizierten in die Schwanzvene bestrahlter Méuse je 15x1076 Zellen mit Knochen-
marksursprung, die jedoch nicht weiter klassifiziert oder purifiziert waren **. Gandy und Weissman
benutzten nach Konditionierung des Empfangers klonale HSC und waren mit nur 3x10”3 retroorbi-

tal verabreichten Zellen erfolgreich ™.

2.7.6. Chimerismus

Der Begriff des Chimerismus wurde gepriagt von Anderson et. al ’ sowie Owen "** und ist aus dem
Griechischen abgeleitet von ,,Chimera“, einem Wesen das aus verschiedenen anderen Lebewesen
zusammengesetzt ist.

Ziel der SCX im Rahmen dieser Arbeit ist das Erreichen eines sog. gemischten Chimerismus, wobei
die immunkompetenten Zellen zweier Allotypen, und zwar der empfangereigene, sowie der Allotyp
der transplantierten Stammzellen, in einem Organismus den jeweils anderen Allotyp tolerieren. An-
dernfalls kommt es entweder zu einem Graft versus Host Disease (GvHD), wobei die Spenderleu-
kozyten gegen Empfangerzellen immunologisch aktiv werden oder zu Abstoung der transplantier-
ten Zellen, wenn die Empfangerlymphozyten gegen diese aktiv werden.

Bereits im Rahmen standardméBiger Transplantationen ohne SCX konnten Formen von gemischtem

Chimerismus beobachtet werden, und zwar durch ,Passagierzellen des Immunsystems des
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Spenders, die mit dem Organ transplantiert wurden "', wobei allerdings nicht immer ein Zusam-

menhang mit klinischer Toleranz oder AbstoBung gefunden werden konnte ' 2%,

2.7.7. Zentrale und periphere Toleranz

Die immunologische ,,Selbst- Toleranz* ist in der Physiologie des Immunsystems von grof3er Be-
deutung. Zwei Mechanismen sind hierfiir, wie auch fiir die Toleranzinduktion bei der allogenen
Spender SCX, verantwortlich. Man unterscheidet zentrale von peripherer Toleranz.

Die zentrale Toleranz bezeichnet im Thymus induzierte T-Zelltoleranz. Prinzipiell geschieht folgen-
des: die Spender- SC oder deren differenzierte Abkommlinge wandern in den Thymus ein ° und
konnen dort, wie es im Rahmen der physiologischen T- Zellreifung durch Dendritische Zellen ge-
schieht, die Deletion von Thymozytenklonen erwirken, also von Vorldaufern derjenigen T- Zellen,
deren T- Zellrezeptor die von den SC exprimierten Antigene erkennt **° 2'°, Dies entspricht dem nor-
malen Selektionsprozess im Thymus, der auch die Eigentoleranz sicherstellt **”. Es resultieren T-
Zellen, die Spender wie Empfinger tolerieren und voll immunkompetent fiir dritte, von Empfanger-

APCs prisentierte Antigene sind '**,

Von peripherer Toleranz spricht man, wenn Spender- SC in bereits existierenden reifen T- Zellen
im peripheren Lymphsystem Toleranz induzieren. Dies kann durch Prédsentation von Antigen erfol-

38 173

gen oder durch Unterbindung der zur T-Zellaktivierung notwendigen Kostimulation , insbeson-

dere durch die unten erwdhnten Eigenschaften der CD34neg SC.

2.7.8. Konditionierung

Bereits 1984 konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass in Kombination mit einer SCX bzw. mit
Hilfe einer Knochenmarkstransplantation, Toleranz fiir ein allogenes, solides Transplantat, z.B. ein
Herz in der Maus, erwirkt werden kann- allerdings nur mit vorheriger Konditionierung durch Be-

strahlung # 70 %8 99201216232 Tnzwischen konnten viele Gruppen im Tierversuch eine Toleranzinduk-
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tion auch ohne Bestrahlung fiir ein allogenes ¥’ oder xenogenes , solides Organtransplantat er-

reichen.

Eine Immunsuppression irgendeiner Art war jedoch immer notwendig, da T- Zellen des Empfén-

gers im Rahmen einer Host versus Graft- Reaktion die transplantierten Zellen eliminieren '*7 2%,

126

NK- Zellen spielen dabei keine tragende Rolle '*°.
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Neben immunologischen Barrieren gibt es auch physiologische. Es muss im Empfénger ,,Platz ge-
schaffen* werden fiir die Zellen der SCX *** - diese Hiirde konnte allerdings bereits durch eine hohe
Dosis von transplantierten Zellen '7° und/ oder eine hohe Reinheit an HSC innerhalb des Transfun-
dats * iberwunden werden.

Die genannten Versuche benutzten alle entweder nicht ndher klassifiziertes Knochenmark, das letzt-
lich CD34+ HSC enthélt oder verabreichen diese in Reinform. Gelegentlich werden dabei auch
CD34neg Zellen erwéhnt, gemeint sind hier aber die bereits differenzierteren Nachfolger der

CD34+ HSC "7,

2.7.9. Toleranzinduktion durch Transplantation von Stammzellen

Klinische Erfolge mit Toleranzinduktion am Menschen lieen sich bereits ab 1976 verzeichnen '*.
Dabei wurden jeweils CD34+ Zellen, sowie ein immunsuppressives Schema benutzt * », oder zu-
sétzlich ein Konditionierungsschema mit Cyclophosphamid u.a. durchgefiihrt *, oder gar zusitzlich
zur Chemotherapie bestrahlt ** 2,

Eine Chimerismusrate von 1%- d.h. 1% des chimerischen Pools der HSC im Empfanger sind Zellen

mit Spenderursprung- scheint zur Induktion einer Toleranz im Menschen ausreichend ** >,

Ein Problem der SCX stellt das GvHD dar. Dies bezeichnet die immunologische Aktivitit von
Spenderzellen gegen Emptiangergewebe.

Durch Verwendung reiner, klonaler SC kann ein GvHD vermieden werden, da die verursachenden,
differenzierten Zellen, im Gegensatz zum ,,unsortierten Blut, hier nicht enthalten sind **.

Die gleichzeitige Transplantation von SC und Herz mit Toleranzinduktion in der- allerdings be-
strahlten- Maus gelang Gandy und Weissman ™.

Ohne eine Immunsuppression der Empfangerméuse kann es kein GvHD geben.

2.8. Der B7-H1 (PD-L1) und PD-1- Komplex

Viele Studien zeigen Erfolg versprechende Ansitze zur Toleranzinduktion im Sinne eines periphe-

ren Mechanismus, der seinen Ansatzpunkt im Rahmen der zur T- Zellaktivierung notwendigen Ko-

stimulation findet.

Ein kostimulierendes Rezeptor- Ligand- Paar sind PD-1 (Programmed Death Receptor) und sein Li-

gand B7-H1 (PD-L1).

Der PD-1/ B7-H1 Komplex kann die Immunantwort unabhiangig vom CD28/ CTLA4- B7 Komplex
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runterregulieren ',

B7-H1 wurde in der Literatur anfangs auch als PD-L1 (Programmed Death Ligand) bezeichnet, da
Anfangs nicht klar war, dass es sich bei B7-H1 und PD-L1 um ein und dieselbe Struktur handelt.
Es handelt sich um ein Oberflaichenmolekiil verschiedener Zellsysteme, das als Ligand des PD-1
Oberflachenmolekiils von T-, B- und monozytiren Zellen fungiert.

Alle folgenden Literaturverweise beziehen sich, wenn nicht anders erwéhnt, auf die Maus.

2.8.1. Vorkommen von B7-H1 (PD-L1) und PD-1

PD-1 ist ein auf TCR- vermittelt aktivierten * 2! 1% 197 125199 ynq proliferierenden '* T-, B- und mono-
zytiren Zellen exprimierter, immuninhibitorischer Rezeptor '*°. Stimulation des PD-1 Rezeptors ei-
ner Zelle bewirkt deren Apoptose * ' bzw. verhindert deren CD3/ TCR vermittelte Aktivierung .
Dies gilt auch fiir alloreaktive Zellen '

PD-1 wird insbesondere nicht auf DCs oder Makrophagen exprimiert >,

Die extrazelluldre Region von PD-1 besteht aus einer einzelnen, Ig- artigen, variablen Doméne '*,

die zytoplasmatische Region enthilt ein Tyrosin basiertes inhibitorisches Motiv *°.

Bisher wurden zwei Liganden fiir PD-1 gefunden, B7-H1 ¥ 7 2! und B7-DC (PD-L2) '*' *¥7,
Verschiedene Autoren finden B7-DC auf verschiedenen Zelltypen. Ito et al. beispielsweise finden
B7-DC praktisch nur auf DCs exprimiert, daher der Name, und als nicht beitragend zum Transplan-
tatiiberleben '*'. Andere zeigen aber, dass B7-DC auf vielen Geweben, auch Leukozyten und T-
Zellen, allerdings nicht B- Zellen, vorkommt und zur T- Zellinhibition beitrigt '*' ¥,

Humane und murine B7-H1 Molekiile sind sich strukturell sehr dhnlich (70%) und gehoren, wie

auch B7.1 und B7.2, die Liganden von CTLA4 und CD 28, der B7 Genfamilie an ¢’.

Immunkompetente Zellen, die B7-H1 exprimieren, sind T- Zellen, B- Zellen, DCs und Makropha-
p p

gen '2! 14 26 B7-H1 ist auch Oberflichenmolekiil verschiedener Zellsysteme wie Herz, Lunge, Ske-
lettmuskel, Niere, Leber, Endothelzellen, Tumorzellen und Tubulusepithelzellen > 62 102139218240

B7-H1 wird auf den in dieser Arbeit zur Transplantation verwendeten Stammzellen exprimiert '**,

Die genannte Untersuchungen rdumen nicht die letzten Zweifel beziiglich der genauen Rezeptor-
Ligand- Verhiltnisse zwischen verschiedenen Zellsystemen aus. B7-H1, wie auch im folgenden zu

sehen, ist demnach aber fiir die Toleranzinduktion der wichtigere Ligand von PD-1 und zweifelsfrei
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regulierend an der peripheren Toleranz beteiligt.

2.8.2. Toleranzinduktion durch den B7-H1/ PD-1- Komplex

Viele Ergebnisse belegen die toleranzinduzierende Wirkung des B7-H1/ PD-1- Komplexes.

PD-1 Knockout- Miuse entwickeln durch Verlust der peripheren Toleranz Krankheitsbilder mit
tiberschieBender Immunaktivitit, wie Glomerulonephritis ', lupusartige Arthritis '*' oder eine Au-
toimmunkardiomyopathie *°. Die T- Zellantwort im Rahmen experimenteller Autoimmunencepha-

litis in der Maus kann durch B7-H1 positive DC gebremst werden ¥

. Allogene Nagetier- Herz-
transplantate werden bei der AbstoBungsreaktion von PD-1 positiven Leukozyten infiltriert ',
Dabei wird nicht nur die Eigentoleranz, sondern auch die Fremdtoleranz durch PD-1 induziert *'.
Blockierende B7-H1 mAbs konnen im Rahmen einer AbstoBungsreaktion allogener muriner Herz-
transplantate die auftretende entziindliche GefaBinfiltration, und damit die Abstoung, beschleuni-
gen "' 2 "sowie die Toleranz nach einer murinen allogenen Transplantation durchbrechen '°. Auch
fithren sie zur AbstoBung von Inselzelltransplantaten, die unter einem Regime ohne den neutralisie-
renden mAb toleriert werden '*.

PD-1/ B7-H1- Interaktion ist fiir die Induktion immunregulierender Zellen essentiell '°, des weiteren
erhoht die Blockade von PD-1 mittels mAbs die fiir die Unterdriickung einer immunproliferativen
Antwort benétigte Zahl an regulatorischen CD4+ CD25+ T- Zellen '°. Administration von B7-H1-
Rezeptor stimulierenden mAbs ist bei Inselzellallotransplantaten in der Maus an der Verminderung
einer AbstoBungsreaktion beteiligt ' und inhibiert in vitro die Proliferation von T- Zellen ¢ 2%,
Auch die Aktivierung und Reifung antigenprisentierender Zellen konnte auf diese Weise verhindert

werden.

Mit Hilfe von menschlichen, unreifen DC konnte eine B7-H1 abhédngige, unter Hilfe von CD4+
CD25+ regulatorischen T-Zellen vermittelte Immunsuppression an Patienten mit Multipler Sklerose
erreicht werden ',

Cao et al. konnten zeigen, dass autologe Keratinozyten in gemischt allo- autogenen Hauttransplan-

taten in der Maus nach Expression von B7-H1 Toleranz induzieren *°.

Der Hintergrund dieser immunmodulierenden Wirkung von PD-L/ B7-H1 ist, dass die im Rahmen
immunologischer Aktivierung notwendige Zytokinsynthese unterdriickt wird. Die Produktion von

IL-2 und IFN- y durch die T- Zelle wird beispielsweise durch stimulierende B7-H1 mABs bzw. auf

62 159 194

Zellen exprimiertes B7-H1 im Menschen "*° und der Maus vermindert, und so die Immun-
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antwort runterreguliert.

Dabei ist die Einleitung sowie die Aufrechterhaltung einer T- Zell- Inhibition nur moglich, wenn

t 21 37.

der IL-2 Spiegel nicht zu hoch is

Weitere Details beeinflussen diese periphere Immunregulation. B7-H1 hemmt nach Binden an sei-
nen Rezeptor die TCR- vermittelte Proliferation und Zytokinproduktion. Dies kann aber durch er-
hohte TCR- oder CD28- Stimulation umgangen werden. Andersherum ist der Schwellenwert des

benotigten TCR- Stimulus zur T- Zellaktivierung ohne PD-1/ PD-L2 Interaktion niedriger ¢’.

Es gibt allerdings Hinweise, dass B7-H1 in kleinen Mengen IL-2 zur Costimulation braucht *.

In vitro wurde die Suppression immunkompetenter T- und B- Lymphozyten iiber eine B7-H1/ PD-1
Interaktion durch mesenchymale Stammzellen, zu denen auch die CD 34- HSC gehoren, gezeigt .
Potian et al. schreiben HSC eine die Immunantwort betreffende, periphere Veto- Funktion zu '".
Die Toleranzinduktion durch den B7-H1/ PD-1- Komplex wird in Abbildung 4 schematisch darge-

stellt.

2.8.3. B7-H1: Vergleich Maus/ Mensch

Im Vergleich Maus/ Mensch zeigt sich B7-H1 als ca. 70% homolog. Es ist auf zahlreichen Gewe-
ben (u.a. Herz, Lunge, Skelettmuskel, Niere, Leber) in unterschiedlicher Ausprigung vorhanden ',

Im Menschen konnten die in der Maus gefundenen Eigenschaften von PD-1 bestitigt werden *°.

2.8.4. Gegenteilig gedeutete Funktionen von B7-H1

Es gibt auch wenige Hinweise auf gegenteiliges, immunstimulatives Verhalten von B7-H1 77 213 247,

Manzanet und Hughes bringen eine plausible, in experimentellen Details liegende Erklarung "*° fiir

vermeintlich gegenteilige Ergebnisse, die eine Induktion anstatt einer Hemmung der Immunantwort

durch B7-H1 zeigen.
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Abbildung 4: Toleranzinduktion durch den B7-H1/ PD-1- Komplex
a) T- Zelle ohne B7-H1/ PD-1- Kontakt zu einer CD34neg Stammzelle resultiert in
regelhafter Immunantwort durch die T- Zelle
b) T- Zelle mit B7-H1/ PD-1- Kontakt zu einer CD34neg Stammzelle
resultiert in Inhibiton der IL-2 Ausschiittung und bewirkt dadurch, dass die T- Zelle sich
immunologisch anerg verhdlt

¢) B7-HI1/ PD-1- vermittelte T- Zellinhibition wird durch hohe Mengen von IL-2 gebrochen
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2.9. Interleukin 2 (IL- 2)

Zytokine, zu denen auch IL-2 gehort, sind Botenstoffe, die Informationen zwischen Zellen vermit-

teln. IL-2 ist Faktor fiir T- Zellwachstum und Differentiation.

Wie oben erwihnt, ist die Einleitung sowie die Aufrechterhaltung einer T- Zell- Inhibition durch

den B7-H1/ PD-1- Komplex nur moglich, wenn der IL-2 Spiegel nicht zu hoch ist.

2.9.1. Struktur

Das Zytokin IL-2, erstmals 1976 von Morgan identifiziert '*, wird ausschlieBlich von aktivierten
T- Zellen produziert und sezerniert ***. IL-2 ist ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von
15.5 kDa, das, zu 2 Alphahelices geformt, aus 133 Aminosiuren besteht *2. Die schematische

Darstellung von IL-2 und seinem Rezeptor zeigt Abbildung 5.

2.9.2. IL-2 Rezeptor

Synchron zur Produktion von IL-2 erfolgt in der T- Zelle auch die Produktion des auch als CD25
bekannten IL-2 Oberflichenrezeptors (IL-2R) 8 120 129 205,
Allogen- stimulierte T- Zellen haben, im Gegensatz zu ruhenden T- Zellen, eine grofle Oberfliachen-

dichte von hochaffinem IL-2R *® %!,

2.9.3. Funktion von IL-2

Die IL-2/ IL-2R Interaktion ist fiir die klonale Expansion aktivierter T- Zellen zwingend erforder-
hCh 63 222.

Verdeutlicht wird dies dadurch, dass zytotoxische IL-2- Antikorper ein Transplantatiiberleben ver-
laingern konnen %2, groBe Mengen von IL-2 die durch regulatorische T- Zellen aufrecht erhaltene
Toleranz brechen, bzw. verhindern, dass eine Toleranz iiberhaupt eintritt ' und allogene Herztrans-

plantate in der Maus nach IL-2 Gabe vermehrt durch Lymphozyten infiltriert werden *.
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Abbildung 5: Struktur von Interleukin- 2 und seinem Rezeptor

IL-2 Eezeptor

2.10. Ubertragung auf die durchgefiihrten Versuche

Abgesehen von der weiter oben beschrieben Moglichkeit, letal bestrahlte Mause mit CD34neg HSC
zu repopulieren, ohne ein GVHD zu erwirken, konnten Huss und Stangl *” an der Maus zeigen, dass
CD34neg SC allogen in native Méduse transplantiert werden konnen und sich in Form eines ge-
mischten Chimerismus tolerieren, ohne zuvor ein myeloablatives oder myelosuppressives Regime
anzuwenden. Dass es dabei kein GvHD geben kann, erklirt sich durch die fehlende Immunsuppres-
sion der Empfiangermiuse.

Allerdings wurde eine Toleranz in Kombination mit einer Organtransplantation nicht erreicht und
transplantierte Herzen regelhaft abgestoBen, wobei sieben Tage nach HTX der Abstoungsprozess

am ausgeprigtesten war .

Ziel dieser Arbeit ist es aufzudecken, ob im Rahmen der ohne Immunsuppression durchgefiihrten
Herz- Allotransplantation eventuell ein erhdhter IL-2 Spiegel beteiligt ist, der dann das Erreichen
einer Toleranz, die theoretisch durch die SCX vermittelt werden konnte, verhindert. All dies mit
dem bisher wenig untersuchten CD 34- Stammzell- Typ als Vermittler der B7-H1/ PD-1 Komplex-

Interaktion.
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3. Zielsetzung

Entscheidende Ursache des Funktionsverlustes des Transplantates ist die AbstoBungsreaktion des
Empfangerorganismus gegen das Transplantat.

Das Erreichen einer Transplantattoleranz, oder wenigstens die Reduktion der hierfiir benotigten Me-
dikamente zur Induktion einer zumindest partiellen Toleranz, ist Kernpunkt fiir die erfolgreiche
Verlidngerung der postoperativen Transplantatfunktion und konnte durch mehrere Mechanismen
gleichzeitig das Outcome nach Transplantation verbessern. Zum einen kdnnten durch Einsparen im-
munsuppresiver Medikamente deren Nebenwirkungen, z.B. Infektionen, vermindert werden.
Gleichzeitig wiirde sich ein verbessertes Nebenwirkungsprofil positiv auf die Compliance des Pati-
enten auswirken. SchlieBlich wire durch eine Toleranzinduktion auch die schwer beherrschbare

chronische AbstoBBung des Transplantats eingeddmmt.

35



4. Fragestellung

Die nach einer Organtransplantation durch die immunsuppressive Funktion selbst oder auch als un-
erwiinschte Arzneimittelwirkungen der verwendeten Medikamente entstehenden Komplikationen,
versucht man im Experiment durch eine zusétzlich zur eigentlichen Organtransplantation durchge-
filhrten Stammzelltransplantation langerfristig zu vermeiden. Dabei werden periphere mesenchyma-
le Stammzellen (MSC) des Organspenders zeitnah zur Transplantation des soliden Transplantats in
den Empfénger transplantiert. Ziel der Stammzelltransplantation ist nicht eine wie bisher standard-
mafig verwendete, generalisierte Immunsuppression. Vielmehr wird den MSC des Spenders eine
immunomodulatorische Wirkungsweise zugeschrieben, die im Empfanger eine fiir das Transplantat
spezifische Toleranz erwirkt, ohne das Immunsystem im Hinblick auf seine sonstige Funktion ge-
geniiber drittem allogenen Material, d.h. Infektionserregern, zu kompromittieren. Es wiirde also ge-
wissermallen die Toleranzbibliothek des Empfiangers um einen Band erweitert. Das Transplantat
wire aus immunologischer Sicht ein Teil des Korpers, eine weitere immunsuppressive Therapie im
Idealfall hinfallig. Aber bereits die Moglichkeit einer Dosisreduktion der herkdmmlichen Immun-
suppressiva wire hierbei ein beachtlicher Teilerfolg. Zu diesem Zweck werden in der vorliegenden
Arbeit Stammzellen und Herz einer Spendermaus in eine hierzu voll allogene Empfangermaus
transplantiert. Im Rahmen der akuten AbstoBung, sieben Tage nach TX, werden im Empféngertier
die Serumspiegel von Interleukin- 2 (IL-2) als Marker der Immunreaktion bestimmt. Die hierbei
zum Einsatz kommenden Stammzellen weisen immunmodulatorische Eigenschaften auf, die den in
diesem Zusammenhang meist untersuchten Zellen nicht zu eigen sind.

Diese Untersuchung soll einen Beitrag zum Verstindnis der komplexen immunologischen Vorgéin-
ge im Rahmen dieser Doppeltransplantation leisten kann. Riickschliisse auf den Effekt dieser Trans-
plantationsvorgidnge auf das Immunsystem des Empféngers ziehen zu kdnnen und eventuell nétige
begleitende Therapieansétze zu finden, ist dabei das Forschungsziel.

Konkret wird die Frage untersucht, ob nach HTX ein im Vergleich zur Nativmaus erhohter 1L-2
Spiegel, der die Immunaktivitit widerspiegelt, im Empfangertier durch zusétzliche SCX supprimiert

werden kann und somit einen Hinweis auf einen immunmodulatorischen Mechanismus liefert.

36



5. Material und Methoden

5.1. Versuchsaufbau

Es erfolgte die Transplantation von zwei syngenen BALB/C Spendergeweben, ndmlich Stammzel-
len und Herz, in einen hierzu voll allogenen Empfinger (CBA- Maiuse). In der Phase der groften
immunologischen Aktivitit im Rahmen der akuten AbstoBung, werden die Serumspiegel von IL-2
bestimmt. Eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 7,4 Tagen der transplantierten Herzen im vol-
lallogenen Mausmodell wurde als Grundlage fiir den Bestimmungszeitpunkt des IL-2 Spiegels ge-
nommen, eigene Daten,”. In eigenen Routinekontrollen sowie anderen syngenen HTX- Kontrollen
kann indefinitives Transplantatiiberleben erzielt werden ** ?7. Alle transplantierten Herzen der je-
weiligen Gruppen haben am Blutentnahmetag noch geschlagen, waren also nicht Opfer (post)opera-

tiver Komplikationen.

5.1.1. Aufteilung der Versuchsgruppen

Es wurden vier Gruppen mit je acht Versuchstieren gewéhlt. Am Tag sieben nach SCX, am Tag sie-
ben nach einer HTX, am Tag 14 nach einer SCX, der am Tag sieben eine HTX gefolgt war, und zu
Kontrollzwecken in der nativen, unbehandelten Maus wurden jeweils die Serumkonzentrationen

von IL-2 mittels ELISA- Test ermittelt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 6 dargestellt.

5.1.2. Verwendete Stammzellen

Die verwendeten Zellen stammen aus eigener Ziichtung.

5.1.2.1. Klassifizierung der verwendeten Stammzellen

Der verwendete Zelltyp BALB C Einzelklon (EK) 8 ist ein adhédrent wachsender, immortalisierter
Einzelklon aus dem Knochenmark von BALB C- Méusen. Die CD- Klassifizierung wurde per
FACS ermittelt und ist folgende '**: CD 29 positiv, CD 31 negativ ohne Stimulation, CD 34 negativ,
CD 44 positiv, CD 45 negativ, CD 73 positiv, CD 90 positiv. Er kann nach Stimulation osteogen
differenzieren. In der rT- PCR zeigt er Positivitit flir HPRT, GATA- 1 bis 4 und GATA- 6, c- kit,
Flk 1, Pecam 1, VE- cadherin, vVWF und Negativitit fiir SCL, GATA- 5, PU 1, LMO 2, CD 34, beta

major globulin und Tie 2 .
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Versuchsanordnung:
-Gruppe 1. dient der Bestimmung der IL-2- Werte in der Nativmaus
-Gruppe 2: der IL-2- Spiegel von stammzelltransplantierten Mdusen wird nach sieben
Tagen bestimmt
-Gruppe 3: der IL-2- Spiegel wird sieben Tage nach einer allogenen Herztransplantation
bestimmt
-Gruppe 4: Sieben Tage nach einer Stammzelltransplantation werden Mduse allogen

herztransplantiert, nach weiteren sieben Tagen wird der IL-2- Spiegel bestimmt
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5.1.2.2. Immortalisierung der Stammzellen

bl TIT

bl TI0

Die Zellinie wurde, wie seit lingerem etabliert ®''® 2°) mit Simian Virus 40 (SV40) immortalisiert.
Das Zielgen, das sog. SV40 large T- Antigen, wurde dazu mittels Doppelverdau durch EcoR1 und
pst in den retroviralen Vektor pUC 2668 eingebracht. Nach Amplifizierung wurde das Konstrukt
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isoliert und purifiziert. Mittels PCR erfolgte die eigentliche Sequenzierung und dann die Verifizie-

rung der Zielzellinie BALB/C Ek8 auf Vorhandensein von SV40 large T- Antigen.

5.1.2.3. Lagerung der Stammzellen

Einfrieren schiitzt die Zellen vor genetischer Alteration und minimiert das Risiko einer Kontamina-
tion. Die immortalisierten Zellen werden in einem Einfriermedium aus 90% FCS und 10%

kryoprotektivem DMSO in fliissigem Stickstoff bei -195°C konserviert.

5.1.2.4. Zellvermehrung

Zum Auftauen wird die Ampulle mit gefrorenem Zellmaterial zunédchst in Wassereis zwischengela-
gert, dann bei 37°C im Wasserbad fiir drei Minuten aufgetaut, bis nur noch ein kleiner Eisklumpen
in der Suspension schwimmt. Nun wird die schlieBlich endgiiltig aufgetaute Zellsuspension in Kul-
turmedium (RPMI) gegeben und bei 1200 U/min. fiir 5 min. abzentrifugiert. Das entstandene Pellet
wird daraufhin in frisches Medium gegeben: bei 37°C und 5% CO, in RPMI 1640 mit 10% FCS,
1% L- Glutamin und 1% Gentamycin erfolgt in Kulturflaschen das Wachstum und die Vermehrung
der Zellen.

5.1.2.5. Zellernte zur Transplantation

Die adhdrent wachsenden Zellen werden je nach benétigter Menge fiir fiinf bis zehn Tage kultiviert.
Dann erfolgt das Abpippetieren des Mediums und die Zellen werden zunéchst einmalig mit PBS ge-
waschen. Anschlieend erfolgt die Ablosung der Zellen durch Trypsin- EDTA, Aufnahme in Kom-
plettmedium RPMI 1640 und fiinf- miniitiges Abzentrifugieren bei 1200 U/min. Nach Aufnahme in
Ringerlosung wird in der Neugebauerkammer die Zahl der nun zur Verifizierung der Vitalitét
trypanblaugefiarbten Zellen bestimmt und diese dann mittels Pipette zur Transplantation auf 5,0 x
1076 Zellen je 200ul Ringerlosung fiir jedes Reaktionsgefdll eingestellt. Dies entspricht bei einem

Mausgewicht von ca. 20-25 g einer Dosis von mindestens 2,0 x 10”8 Zellen je kg Korpergewicht.

5.2. Genehmigung der Tierversuche

Gemal Tierschutzgesetz wurden alle Tierversuche von der Regierung von Oberbayern als zustdndi-
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ge Behorde genehmigt und unter Einhaltung der deutschen Tierschutzverordnung durchgefiihrt.
Samtliche Vorginge, die Eingriffe an den Versuchstieren beinhalteten, wurden unter Aufsicht durch
einen anwesenden, tierversuchsberechtigten Arzt, Dr. Norbert Hiiser oder Dr. Volker Al3falg, Klini-

kum Rechts der Isar, durchgefiihrt.

5.3. Tierspezies und Tierhaltung

Alle Tierversuche wurden an ingeziichteten, acht bis zwo6lf Wochen alten, 20- 25 g schweren, weib-
lichen Méusen des jeweiligen Stammes durchgefiihrt.

Als Transplantatempfanger bzw. unbehandelte Kontrollgruppe dienten CBA/JOlaHsd- Méuse, die
Spenderherzen wurden aus Méusen vom Typ Balb/cOlaHsd entnommen. Diese beiden Wildtyp-
Maiusestimme wurden von der Firma Harlan-Winkelmann GmbH, Borchen, bezogen, im Tierstall
des Pathologischen Instituts der LMU Miinchen in Kifigen zu maximal vier Miusen geziichtet und

auf Einstreu bei Pressfutter und Wasser ad libitum gehalten.

5.3.1. Versuchstiere vom Typ Balb/cOlaHsd

Seit den 20er Jahren kommt dieser Maustyp in einer Vielzahl von Forschungsgebieten zur Anwen-
dung. Neben anderen Forschungsgebieten eignen sich diese Mause erfahrungsgemil und aufgrund

ihrer genetischen Konstellation auch sehr gut fiir Studien mit immunologischer Fragestellung *’.

5.3.2. Versuchstiere vom Typ CBA/JOlaHsd

Seit den 30er Jahren kommt auch dieser Maustyp in einer Vielzahl von Forschungsgebieten zur An-
wendung. Neben anderen eignet sich dieser Maustyp erfahrungsgemill und aufgrund seiner geneti-

schen Konstellation auch sehr gut fiir Studien mit immunologischer Fragestellung **.

Beide Miusestimme haben eine dhnliche Lebenserwartung bei gleichem Verhiltnis von Gewicht zu
Lebensalter. Dies gewidhrt eine geeignete Grofle des Transplantatherzens, und die untersuchten
Mause sind somit nicht nur von genetischer Seite, sondern auch in operationstechnischer Hinsicht

fiir die vorliegende Fragestellung geeignet ® **.
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5.4. Heterotope Herztransplantation in der Maus

Ein vollallogenes Transplantationsmodell in der Maus dient der Bearbeitung der vorliegenden Fra-
gestellung. Dabei werden die Spenderherzen jeweils an den infrarenalen Anteil der groBen Bauch-
gefdle der Empfangermaus anastomosiert. Dies geschieht jeweils mit einer End- zu Seit- Anasto-
mose der Aorta ascendens des Spenderherzens mit der Aorta abdominalis des Empfangers und des
Truncus pulmonalis des Spenderherzens mit der Vena cava abdominalis des Empféangers. Es ergibt
sich ein retrograder Blutfluss aus der Bauchaorta {iber den pars ascendens aortae in die Koronararte-
rien des transplantierten Herzens. Der linke Ventrikel wird hierbei umgangen. Nach Passage des
Koronargefdl3systems ergief3t sich das Blut in den rechten Vorhof und wird von hier iiber den rech-
ten Ventrikel und den Truncus pulmonalis wieder zuriick in die Vena cava abdominalis der Emp-
fangermaus gepumpt.

Da das transplantierte Herz fiir die Empfangermaus keine physiologische Funktion hat, bringt diese
heterotope Transplantation den Vorteil mit sich, dass die Empfiangermaus durch Beibehalten des ei-
genen Herzens nicht auf das Funktionieren des Transplantats angewiesen ist und dadurch auch in

kardiovaskuldrer Hinsicht primir nicht durch eine TransplantatabstoBung beeintrichtigt wird.

5.4.1. Anasthesie

Eine geeignete Anisthesieform fiir die heterotope HTX der Maus ist die Athernarkose. Sowohl
Spender- als auch Empfingermaus kdnnen so bewusstlos, schmerzfrei und muskelrelaxiert operiert
werden. Zur Einleitung der Narkose wir die Maus in ein mit Ather getrinkten Kompressen ausge-
legtes und durch einem Deckel verschliebares Glasgefda3 gesetzt. Nach etwa zehn bis 15 Sekunden
ist die Maus in bewusstlosem, operablem Zustand. Wiahrend der anschlieBenden Operation wird die
Narkose aufrechterhalten, in dem der Maus iiber ein 15 ml fassendes, in Ather getrinkte Kompres-
sen enthaltendes Falconrdhrchen stetig Atherdampf zur Inhalation zugefiihrt wird. Indem die Di-
stanz zwischen Rohrchen und Atemwegen der Maus reguliert wird, kann die Narkosetiefe tiber das
Verhiltnis der von der Maus eingeatmeten Luft zu Ather stufenlos und direkt gesteuert und so auch
verschiedenen Operationsstadien angepasst werden. Die Narkosetiefe ldsst sich mit ein wenig Er-
fahrung leicht erkennen, indem die Bewegung der Schnurrhaare und vor allem das Atemverhalten
der Maus durch den Operateur registriert werden. Letzteres kann problemlos auch intraoperativ

wihrend des Blicks auf den Situs durch das Mikroskop mitbeobachtet werden.
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5.4.2. Spenderoperation

Zunichst wird, wie oben beschrieben, die Spendermaus in Narkose versetzt. Mittels vorbereiteter
Pflasterstreifen wird die narkotisierte Maus in Riickenlage an ihren gespreizten Extremitdten auf ei-
ner Korkplatte fixiert, auf der bereits ein die weitere Narkose gewihrleistendes Falconréhrchen mit
Ather bereit liegt. So kann ein zwischenzeitliches Aufwachen der Maus vermieden werden.

Die eigentliche Operation beginnt sodann mit einer medianen Laparotomie. Dabei wird die Bauch-
hohle links und rechts mit je einer Kaniile offen gehalten, in dem das Peritoneum am Korkbrett fi-
xiert wird. Es erfolgt die Verlagerung des Darmes in eine links der Maus platzierte Kompresse der-
art, dass freie Sicht fiir die anschlieBende stumpfe Priparation der groBlen infrarenalen Abdominal-
gefdfle mittels Wattestdbchen besteht. Mittels einer 1ml Spritze wird nun die Aorta punktiert und
die Maus weitestgehend entblutet. Der anfanglich bis zum Unterrand des linken Leberlappens rei-
chende Schnitt wird nun bis zum Sternum erweitert. Zwei weitere Schnitte entlang des Rippenbo-
gens ermoglichen das Ablosen des Diaphragmas von dessen Rippen- bzw. Sternalpartie. Nun folgt
die Thoraxer6ffnung durch Schnitte beidseits entlang der mittleren Axillarlinie bis hin zur oberen
Thoraxapertur. Um einen freien Einblick in die er6ffnete Brusthohle zu erlangen, kann das Sternum
mittels eines Nadelhalters iiber dem Kopf der Maus fixiert werden. Die Vena cava inferior kann
jetzt punktiert und mit kardiopleger Losung gespiilt werden, um einen Herzstillstand zu erreichen.
An stumpfe Préparation und Entnahme des Thymus schlieBen sich fiinf Ligaturen mit 6/0 Seidenfa-
den an: hilusnahe Unterbindung des linken und rechten Lungenpaketes, vorhofnahes Ligieren der
Vena cava inferior und superior, sowie der Vena hemiazygos. Durchtrennen der unterbundenen
Strukturen distal der Ligatur und die folgende scharfe Priparation des Herzens entlang des Osopha-
gus ermdglichen die Entnahme des Spenderherzens.

Truncus pulmonalis und Pars ascendens aortae werden nun ex situ mit einer gebogenen Pinzette un-
terfahren und herzfern mit einer mikrochirurgischen Schere durchtrennt. Man erhélt so zwei homo-
gene, parallele Gefalstiimpfe, die die Anastomosierung in das Empfangertier ermoglichen. Bis zu
diesem Zeitpunkt wird das Herz bei vier Grad Celsius in kardiopleger Losung nach Brettschneider
konserviert, nachdem es zuvor von Tracheal-, Fettgewebs- sowie etwaigen Fadenresten gesdubert
wurde.

Die Spenderoperation dauert ca. 13 Minuten.

5.4.3. Empfangeroperation

Narkoseeinleitung, Laparotomie von der Symphyse bis zum Unterrand des linken Leberlappens und

Fixierung des Peritoneums finden analog zur Vorgehensweise beim Spendertier statt. Der Darm
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wird in eine feuchte Kompresse rechts der Maus locker eingeschlagen. Drehbewegungen und leich-
ter Druck mit Wattestdbchen erdffnen das Retroperitoneum im Bereich der infrarenalen Aorta und
Vena cava. Diese werden von anliegendem Fettgewebe und Lymphknoten befreit und etwaige
Lumbalabginge der Gefdlle mit dem Kauter ligiert und durchtrennt. Die GefdB3e liegen nun von den
Abgingen der Nierengefille bis zur Bifurkation frei, und ein fiir das bewerkstelligen der Anastomo-
senndhte ausreichender Bereich kann mit zwei Biemerklemmen abgeklemmt werden. Als erstes
wird die Aorta mit der Vanasschere lingsinzidiert und das so erdffnete Lumen gespiilt. Anschlie-
Bend folgt die End- zu- Seit- Anastomose der Pars ascendens aortae des Spenderherzens mit der
Empfangeraorta mittels zweier Eckstiche und darauffolgender fortlaufender Naht (jeweils vier bis
fiinf Stiche, 10/0 monofiler Faden) zur Adaption von Vorder- und Riickwand beider Gefille. In
gleicher Weise verfahrt man bei der Anastomose von Truncus pulmonalis und Vena cava abdomi-
nalis. Nach etwa 30 miniitiger Ischdmiezeit wird das Herz durch Entfernung der Klemmen
reperfundiert. Eine hellrote Farbung des Herzens, sichtbare Fiillung der Koronargefd3e und schlief3-
lich meist innerhalb weniger Sekunden das Einsetzen der Herzkontraktion belegen eine erfolgreiche
Operation. Nun wird der Darm in die Bauchhohle zuriickverlagert, das Abdomen wird durch fort-
laufende Naht der Muskulatur bzw. des Peritoneums und anschlieBende Einzelknopfnidhte der Haut,
jeweils mit 5/0 Faden, verschlossen. Bereits withrend des letzten Stichs kann das Atherrdhrchen ent-
fernt werden. Die nun erwachende Maus wird noch fiir etwa 10 Minuten im Kéfig unter einer Wér-
melampe positioniert. Zur Schmerztherapie werden Tramaltropfen verabreicht.

Die Empfingeroperation dauert ca. 35 Minuten.

5.4.4. Stammzelltransplantation

Die in Ringerlosung suspendierten Stammzellen werden innerhalb von fiinf Minuten nach Fertig-
stellung der Suspension aus dem Reaktionsgefdl} in eine Iml Spritze aufgezogen und verabreicht.

Der Kifig der Maus, die Stammzellen gespritzt erhalten soll, wurde zuvor bereits einige Minuten
unter eine Warmelampe gestellt. Hiermit erreicht man eine Dilatation der vendsen Gefdle des
Schwanzes, was die Punktion erleichtert. Nun wird die Maus derart unter ein umgedrehtes Dekan-
tiergefdll gesetzt, dass ihr Schwanz durch die AusguB6ffnung heraus reicht. Der Schwanz wird un-
ter leichtem Zug auf der Tischoberfliche um ca. 90 Grad zu einer Seite gedreht. Es erfolgt die
Punktion einer der beiden seitlichen Schwanzvenen mit einer die Stammzelllosung enthaltenden
Iml Spritze, woraufhin die Losung langsam und gleichméBig infundiert wird. AnschlieBend wird
eine eventuelle Blutung im Bereich der Punktionsstelle durch Druck mit einem Tupfer zum Sistie-

ren gebracht. Die Maus wird dann in ihren Kéfig zuriickgesetzt und noch iiber 1 Stunde auf Reak-
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tionen tiberwacht.

Die Stammzelltransplantation dauert ca. eine Minute.

5.5. Blutentnahme zur IL-2 Bestimmung

Man geht zundchst analog zur oben genannten Vorgehensweise beim Spendertier vor. Bei der
Punktion der freigelegten Vena cava abdominalis wird aber dann das Blut des Tieres in eine mit ca.
100 IE heparinisierte 1 ml Spritze entnommen. Ziel ist es, die Spritze weitest moglich, d.h. mit na-
hezu dem gesamten Blut des Tieres, zu fiillen.

Der gesamte Vorgang der Blutentnahme dauert ca. fiinf Minuten.

5.5.1. Bestimmung des IL-2 Spiegels

Die Bestimmung des IL-2 Spiegels erfolgte mittels Enzyme- Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA) fiir Maus IL-2 gemil Herstellerprotokoll '*®. Die Extinktionsmessung wurde bei 450 nm
durchgefiihrt.

5.6. Chemikalien/ Reagenzien

Interleukin- 2 ELISA ,,ELM-IL2-001° von RayBiotech Inc., Norcross, USA

Heparin- Natrium 10.000 IE/ml von Braun, Melsungen

Hautdesinfiziens Cutasept® von Bode Chemie, Hamburg

Custodiol® HTK- Losung nach Brettschneider von Dr. Franz Kohler Chemie GmbH, Alsbach-

Hahnlein

Diethylether von Merck KGaA, Darmstadt

Isotonische (0,9%) Natriumchlorid- Losung von DeltaSelect, Dreieich

Ringerlosung von Braun, Melsungen
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RPMI 1640 mit 2,0 g/l NaHCO3 Néihrmedium von Biochrom, Berlin (#F 1215)

L-Glutamin (200 mM) von Biochrom, Berlin

Gentamycin 10 mg/ml von Biochrom, Berlin

Trypsin/EDTA-L6sung (0,05% / 0,02%) von Biochrom, Berlin (#L 2143)

FCS (Fotales Kélberserum), PAN Biotech, Aidenbach

PBS (Phosphate Buffered Saline)- Losung pH 7,2 von Apotheke LMU Innenstadt

DMSO (Dimethyl sulfoxide(#D 2650)) von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf

EcoRI und pst Enzyme von New England Biolabs, Ipswich, USA

Pressfutter fiir Maduse von Altromin, Lage

5.7. Gerate

Neugebauerkammer von Assistent/ Karl Hecht KG, Sondheim

Zentrifuge Centra CL 3R von IEC / Thermo Electron Corporation, Waltham,USA

Kulturflaschen Costa T75, von Corning, USA

5.8. Operationsinstrumentarium und -material

Binoculéres Operationsmikroskop Zeiss Stemi DV4 Spot von Zeiss, Oberkochen

Kaltlichtquelle: Leica KL2500 LCD von Leica, Wetzlar

Mikrochirurgisches Besteck (Nadelhalter, Kniipfpinzette, Uhrmacherpinzetten, Vannasschere, Mi-

kroschere, gebogene Pinzetten) von Plazotta, Miinchen
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Operationsbesteck (Pinzette, Schere, Nadelhalter) von Plazotta, Miinchen

Zwei Biemerklemmen (Biemer- Clip, Art.-Nr. 70562) von Aesculap- Werke AG, Tuttlingen

Mikrochirurgischer, bipolarer GefaBBkauter sowie Kauter- Stromquelle ELEKTROTOM® 505 von
Berchtold, Tuttlingen

Ligatur 6/0 (geflochtene Seide, nicht resorbierbar, Art.-Nr. EH 6760H) von Ethicon GmbH, Nor-
derstedt

Monofiler Faden 10/0 (Ethicon blau monofil 10/0, doppelt armiert, BV-4, Best.-Nr. EH 7509) von
Ethicon GmbH, Norderstedt

Monofiler Faden 5/0 (Ethicon schwarz monofil 5/0, Best.-Nr. 1666H) von Ethicon GmbH,
Norderstedt

Kardioplege Losung nach Brettschneider (HTK) von Koéhler Chemie, Alsbach

Folieniiberzogene Korkplatte von Baumarkt, Miinchen

Kompressen 10x10cm und 7,5x7,5¢cm von Lohmann& Rauscher GmbH, Rengsdorf

Wattestdbchen, unsteril von Lohmann& Rauscher GmbH, Rengsdorf

Sterile 1ml Spritzen ,,Sub-Q* 262G von Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Reaktionsgefdfle (Safe-Lock PCR clean farblos, 1.5ml) von Eppendorf AG, Hamburg
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6. Ergebnisse

6.1. Messwerte

Die ermittelten IL-2 Werte der einzelnen Versuchsgruppen, sowie deren statistische und grafische
Auswertungen lassen sich den folgenden Tabellen und Abbildungen entnehmen. Fiir die Angaben
der jeweils gemessenen IL-2- Spiegel gilt die Einheit pg/ml.

Tabelle 4 gibt die Messergebnisse der einzelnen Gruppen in der Ubersicht wieder. Grafisch veran-
schaulicht sind diese auch in Abbildung 7 wiedergegeben: Die Haufigkeiten der jeweils in 10er Be-
reichen eingeteilten IL-2- Messergebnisse sind ersichtlich.

Die statistischen Standardwerte wie Mittelwert, Median, und Varianz konnen Tabelle 4 entnommen
werden. Eine Darstellung der Versuchsergebnisse als Box- Plot- Grafik mit Median, unterem und
oberem Quartil sowie Maximal- und Minimalwert zeigt Abbildung 8.

Abbildung 7 und Tabelle 3 lassen gewisse Tendenzen erkennen, bzgl. der Signifikanzen siehe

ndchster Abschnitt ,,statistische Auswertung*.

Tabelle 3: Statistische Werte der Versuchsgruppen

Versuchsgruppe |Mittelwert IL-2 |Median IL-2 | X min IL-2 |X max IL-2 |Varianz IL-2

7,8+4,4 5,5 4,5 17,0 19,7

8o
NATIV
8.5+2.1 8.4 45 11,0 4.4

m 28,0475 31,5 11,0 33,0 55.7

[ 1
..
18,1 + 4,8 16,5 11,5 26,0 23,0
. " Cruppe 4

47



Tabelle 4: Absolute Messwerte der einzelnen Versuchsgruppen

IL-2 Wert in pg/ml
NATIV 45 | 48 | 55 | 55 | 55 | 7.8 12 17
SCX 45 | 7,7 | 7.8 | 7.8 9 9 11 11
HTX 11 25 27 31 32 32 33 33
HTX +SCX | 11,5 | 15 16 16 17 19 24 26

Abbildung 7: Hdufigkeitsverteilung der Messwerte innerhalb der Gruppen
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Abbildung 8: Darstellung der Versuchsergebnisse als Box- Plot- Grafik
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6.2. Statistische Auswertung

6.2.1. Paarweiser Vergleich der Gruppen untereinander

Paarweise Vergleiche der Gruppen untereinander mittels Mann-Whitney-Test: Da nur mit Ein-
schrankungen eine Normalverteilung vorliegt, sind die mittels Rangzahlen durch Mann-Whitney-
Test ermittelten Ergebnisse vorzuziehen. Die P- Werte wurden ermittelt, nachdem mittels Bonferro-
ni- Prozedur die bei multiplem Testen innerhalb der gleichen Grundgesamtheit auftretende a- Feh-
ler- Inflation adjustiert wurde. Es ergaben sich dabei bis auf die Vergleiche der Gruppen HTX vs.
HTX/SCX sowie SCX vs. Nativ signifikante Testergebnisse in den paarweisen Gruppenverglei-
chen. Unter dem Anspruch, dass der Versuch konfirmatorische Ergebnisse liefern soll, ist eine Kor-
rektur des Signifikanzniveaus mittels Bonferroni Adjustierung zwingend erforderlich. Tabelle 5

zeigt die Ubersicht der einzelnen Gruppenvergleiche.
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Tabelle 5: Statistische Ergebnisse der paarweisen Vergleiche von IL-2- Werten der verschiedenen

Versuchsgruppen, signifikante Ergebnisse fett gedruckt.

Vergleich P-Wert beim Mann-Whitney-Test | P-Wert beim Mann-Whitney-Test
(ohne Bonferroni Adjustierung) (nach Bonferroni Adjustierung)

(HTX vs. SCX) 0,000* 0,003*

(HTX vs. HTX/SCX) 0,013* 0,080

(HTX vs. NATIV) 0,001* 0,004+

(SCX vs. HTX/SCX) 0,000* 0,001*

(SCX vs. NATIV) 0,393 1,000

(HTX/SCX vs. NATIV) [0,003* 0,020*

*= signifikant
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7. Diskussion

7.1. Einordnung der Ergebnisse

Bisher war eine durch SCX vermittelte Toleranz nicht ohne Konditionierung moglich. Hier konnen
nun mit der Bestimmung des IL-2- Spiegels als Marker fiir die Aktivitit der zelluldren Antwort des

Immunsystems Riickschliisse auf zugrunde liegende Mechanismen geschlossen werden.

Es zeigt sich, dass die HTX, egal ob einzeln oder in Kombination mit einer SCX durchgefiihrt,
einen, im Vergleich zu den Gruppen ohne HTX, signifikant erhohten (p- Werte von 0.001, 0,003,
0,004 und 0,020) IL-2 Spiegel induziert.

Dies weist darauf hin, dass die SCX wirkungslos bleibt- und zwar aufgrund der zelluldren Antwort

des Empfangers, messbar anhand der erhdhten IL-2 Werte.

7.2. Hohes IL-2 verhindert HSC- vermittelte Toleranz

Eine mogliche Toleranz wird wohl durch das im Rahmen der HTX erhohte IL-2 gebrochen, ob-
gleich eigentlich durch eine zuvor durchgefiihrte SCX eine Toleranz vorliegen konnte. Der 1L-2
Spiegel ist hoch und damit die zelluldre Antwort auf die HTX groB *, wodurch sie sozusagen die
periphere Toleranz ,,iiberrollt '*. Moglicherweise ist dies bei einer zusétzlichen SCX genauso der
Fall und die SC sind in solch einem Fall praktisch generell wirkungslos, da eine HTX einen zu
groflen immunologischen Stimulus darstellt, der ohne ein weiteres, beispielsweise medikamentdses
Vorgehen, immer eine AbstofSung des soliden Transplantats zur Folge hat. Vorstellbar ist auch, dass
die SC lediglich wegen der durch die hohen IL-2- Spiegel verminderten Expression des B7-H1 ' %’
versagen. Die Bindung von B7-H1 an PD-1 auf murinen CD4+ oder CD8+ Zellen fiihrt zur Inhibiti-
on von Proliferation und Zytokinproduktion wie IL-2 durch CD4+ T- Zellen '*, was jedoch durch
zu hohe IL-2 Spiegel blockiert werden kann*.

CD 34- Stammzellen supprimieren in vitro immunkompetente T- und B- Lymphozyten iiber eine
B7-H1/ PD-1 Interaktion '*. Da ja PD-1 insbesondere nicht auf DCs oder Makrophagen exprimiert
wird**® und dadurch die speziellen Eigenschaften der CD34neg SC gewissermaBlen nutzlos werden,
ist denkbar. Welcher Vorgang iiberwiegt, oder ob eine gewisse Synergie vorliegt, kann hier nicht
eindeutig beantwortet werden und die Unterscheidung ist auch nur von fraglicher Bedeutung fiir das
Ergebnis. Es wird jedoch zweifelsohne deutlich, dass IL-2 bzw. seine Wirkung einer Toleranzin-

duktion durch eine SCX im Wege stehen.
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7.3. Moglichkeiten der Toleranzinduktion trotz hohem |IL-2

Wie bereits in den theoretischen Grundlagen beschrieben, ist eine Einleitung sowie die Aufrechter-
haltung einer T- Zell- Inhibition nur mdglich, wenn der IL-2 Spiegel nicht zu hoch ist *'*.

Ein durch die ermittelten Ergebnisse moglicher Ansatzpunkt zur Herstellung einer Toleranz wére
also die peritransplantative medikamentdse Blockade des IL-2 Rezeptors, zytotxische IL-2- Anti-
korper 2, oder das sich bereits in breiter klinischer Anwendung befindende Tacrolimus, ein Calci-
neurin- Inhibitor. Entgegen anderen Therapieregimes mit neoadjuvanter Bestrahlung und Repopula-
risierung durch allogene SC vor HTX 7 konnte dann eine belastende Therapie fiir den Empfanger
verhindert werden. Inwieweit hier durch medikamentdse IL- 2 Antagonisten, verabreicht als Sup-
portivum z.B. in der Akutphase temporir zur kurzfristigen Uberbriickung, dann eine letztlich dauer-
hafte Toleranz induzierbar ist oder ob die zelluldre Antwort trotzdem iiberwiegt, miissen weitere
Experimente zeigen.

Auch an anderer Stelle ist eine medikamentdser Eingriff denkbar. Die Gabe von B7-H1- Rezeptor
stimulierendem mAb konnte im Experiment die Aktivierung und Reifung antigenprédsentierender
Zellen verhindern "' und Proliferation von T- Zellen inhibieren ©" ***, Somit konnte eventuell die B7-
H1/ PD-1 Interaktion simuliert bzw. unterstiitzt werden um eine groBere Rezeptorenzahl zu errei-
chen, als dies allein durch die Stammzellen moglich ist und die Zellen so in Aktion treten. Im Falle
einer der SCX vorausgehenden Immunsuppression muss die Mdglichkeit eines GvHD in Betracht
gezogen werden. Der zeitliche Ablauf von Stammzel-, Organtransplantation und Immunsuppression

musste ermittelt werden.

7.4. Transplantationszeitpunkt

Moglicherweise spielt aber auch der Zeitpunkt der SCX im Verhéltnis zur HTX eine Rolle. Beziig-
lich des zeitlichen Rahmens der Transplantation des soliden Organs und der SCX miissen sich hier
weitere Studien anschlieBen. Denkbar wére die Notwendigkeit eines groferen zeitlichen Intervalls
zwischen SCX und HTX, um ein Etablieren der transplantatierten Stammzellen im Empfénger zu

ermoglichen und dann ein potentielles GVHD zu verhindern.

7.5. Dosis der SCX

Im gleichen Zusammenhang wire auch denkbar, dass eine erhdhte SCX- Dosis Erfolg bringt, wenn-
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gleich Hinweise auf eine angemessene Dosierung vorliegen und sich mit steigender Dosis
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Vertriglichkeit und technische Durchfiihrbarkeit der SCX verschlechtern *’.

Analog zur vorliegenden wire eine weitere Untersuchung unter gleichen Bedingungen beziiglich
des Verhaltens von IFN- y interessant, da es die Expression des B7-H1/ PD-1- Komplexes eben-
falls beeinflusst 2 !'2 121 1392182490 '] eider ist aufgrund der geringen Serummengen, die aus der Maus

gewonnen werden konnten, mit den verfiigbaren Tests jeweils nur ein Parameter bestimmbar.

Weiterhin kann die ausbleibende Erhohung des IL-2 Spiegels der Méause aus der SCX- Gruppe im
Vergleich mit den Nativméusen dahingehend interpretiert werden, dass nach stattgefundener SCX
keine signifikante zelluldre Immunaktivitdt im Empféanger stattfindet und die Stammzellen im Emp-

fangersystem integriert werden. Dies bestéitigen bereits durchgefiihrte Versuche *’.

7.6. Ausblick

Die Stammzelltransplantation stellt in der Zukunft sicher eine Therapieoption dar. Es miissen sich
aber noch viele Versuche anschlieBen, auch die Ubertragung auf den Menschen ist noch mit vielen
Hiirden verbunden. Aber diese viel versprechende Moglichkeit der Toleranzinduktion im Rahmen
einer TX ist Gegenstand intensiver Forschung und ein sich schnell entwickelndes Gebiet, sodass si-

cher in absehbarer Zeit mit ersten Konzepten zu rechnen sein wird.
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8. Zusammenfassung

Die Transplantation solider Organe hat einen festen Platz in der heutigen Medizin. Trotz der bereits
erstaunlichen Ergebnisse nach Organtransplantationen bleibt der Wermutstropfen der lebenslangen,
nebenwirkungsreichen immunsuppressiven Therapie. Ein Fortschritt kann mittels neuartiger Kon-
zepte verwirklicht werden, die nicht wie bisher eine generelle Immunsuppression zur Folge haben,
sondern die gezielte Toleranz des Spendermaterials durch den Empfénger bewirken, ohne ansonsten

wesentlich auf die Funktion des Immunsystems einzuwirken.

Ein vielversprechender Ansatz ist die mogliche Induktion einer transplantatspezifischen Toleranz
durch zusitzliche Transplantation von mesenchymalen Stammzellen des Organspenders.

Hierbei gilt es noch zahlreiche Probleme zu bewiltigen. Beispielsweise werden Transplantate trotz
vorheriger Gabe von Stammzellen des Organspenders abgestof3en.

Um eine mogliche Ursache dieser komplexen Vorginge zu finden, erfolgte in dieser Arbeit die Be-
stimmung des Interleukin- 2 Spiegels nach Organtransplantation und Stammzelltransplantation im

Mausmodell.
Im Rahmen des Nichterreichens einer Toleranzinduktion finden sich hohe Interleukin- 2 Spiegel,

die dafiir verantwortlich zu machen sind, dass eine Immunantwort des Organempfangers die tole-

ranzinduzierende Wirkung der zuvor durchgefiihrten Stammzelltransplantation im Keim erstickt.
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9. Anhang

Tabelle 6: Wichtige CD- Antigene mit Synonym, Vorkommen und Funktion

Auch  bezeichnet
CD- Antigen | Exprimiert von Funktion
als
oD 3 Thymozyten, T- | Dient der Signaltransduktion
Zellen durch den TCR
Thymozyten, T-
Corezeptor fiir MHC Klasse 11
CDh4 Zellen, Monozyten,
Molekiile
Makrophagen
Thymozyten
Subpopulation,
oD 8 CTL, Corezeptor fiir MHC Klasse 1
Regulatorische  T- | Molekiile
Zellen in der
Peripherie
Aktivierte T- Zellen,
regulatorische  T-
Zellen, B- Zellen
CD 25 IL-2R « IL-2 Rezeptor a-Kette
und Monozyten
Zellen, B- Zellen,
und Monozyten
Aktivierung naiver T- Zellen,
T-Zell .
. Rezeptor fiir costimulierendes
CD 28 Subpopulationen, ' _
Signal, bindet CD80 (B7.1)
Aktivierte B- Zellen
und CD86 (B7.2)
Hématopoietische
Vorlauferzellen, Ligand fir CD62L (L-
CD 34 Mucin
Kapilldres Selektin), Adhésion
Endothelium
B-Zellen, Rezeptor flir costimulatori-
CD 40 CD154 Ligand
Makrophagen, sches Signal (CD154) der B-
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Dendritische Zellen,

Basale Epithelzellen

Zellen, Anregung von Wachs-
tum, Differenzierung, Isoty-
penwechsel von B- Zellen, und
Zytokin-Produktion durch
Makrophagen und DZ

LAM-1, L-selectin,

B- Zellen, T- Zellen,

Leukozyten Adhésionsmolekiil

(LAM),  bindet  CD34,

CD 62L Monozyten, NK
LECAM-1 GlyCAM, vermittelt rollende
Zellen ‘
Interaktionen
B- Zell Subpopula- | Costimulator, Ligand fiir
CD 80 B7.1
tionen CD28 und CTLA-4 (CD152)
Monozyten,  Akti- | Ligand fiir CD28 und CTLA4
CD 86 B7.2 vierte B- Zellen, | (CD152), Costimulation, Im-
Dendritische Zellen | munregulation
Makrophagen, Mo-
nozyten, B- Zellen,
CD 119 IFN-yR Interferon-y Rezeptor
Endothelium, Epi-
thelium
NK Zellen, ruhende
T-Zell Subpopula-
CD 122 IL-2RB ' o IL-2 Rezeptor B-Kette
tionen, einige B-
Zell-Linien
Rezeptor fiir B7.1 (CDS8O0),
CD 152 CTLA-4 Aktivierte T- Zellen | B7.2 (CD86); negativer Regu-
lator der T-Zell Aktivierung
Ligand fiir CD40, Vermittler
Aktivierte CD4 T-
CD 154 von B- Zell Proliferation und

Zellen

Aktivierung; Costimulation
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