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1. Einleitung

1.1 Lebertransplantation — Historisches, heutiger Stand und Perspektiven

Die erste Lebertransplantation wurde 1963 von Thomas E, Starzl in Denver bei
einem Kind mit Gallengangsatresie durchgefiihrt (62). Allerdings dauerte es bis 1967,
bis die erste erfolgreiche Lebertransplantation, die der Patient Gber ein Jahr
Uberlebte, gelang (46).

Danach konnte das Verfahren zwar chirurgisch-technisch immer mehr verfeinert
werden, der eigentliche Durchbruch gelang aber erst Ende der siebziger Jahre mit
Einflhrung von Cyclosporin A zur potenten Immunsuppression und damit erstmalig
der Mdglichkeit einer suffizienten Vermeidung einer Abstof3ung (8).

In Deutschland wurde 1969 erstmals eine Lebertransplantation von Gitgemann in
Bonn durchgefuhrt (25). In der ehemaligen DDR fihrte Wolff in Dresden 1977 die
erste Lebertransplantation durch und entwickelte in den 80er Jahren ein
Transplantationsprogramm an der Charite (25). Die weitere Entwicklung der
Lebertransplantation in Deutschland wurde aber mafR3geblich durch einen anderen
Pionier, Rudolph Pichimayr, gepragt, welcher ein erfolgreiches
Transplantationsprogramm an der medizinischen Hochschule Hannover begriindete
(25).

Durch die Verbesserung der chirurgischen Technik und intensivmedizinischen
Betreuung sowie der Entdeckung einer potenten Immunsuppression gehort die
orthotope Lebertransplantation seit den 90er Jahren zu den Standardverfahren im
therapeutischen Spektrum zahlreicher Erkrankungen bei Patienten mit akutem oder
chronischen Leberversagen (25).

Die derzeitige Lebertransplantationsfrequenz liegt in Deutschland seit 1997 bei etwa
800 Transplantationen pro Jahr in insgesamt 25 Transplantationszentren (25).

Eine wesentliche Rolle fir den klinischen Erfolg der Transplantation von soliden
Organen spielt die Immunsuppression, die der Unterdriickung einer zwangslaufig
stattfindenden AbstolRungsreaktion dient (15). Die Transplantationsmedizin kann man
dahingehend in zwei zeitliche Phasen unterteilen, die vor und die nach Einflihrung
von Cyclosporin A (49).

Kurz nach der klinischen Einfihrung durch Sandoz (heute Novartis), wendeten Calne
et al. (8) im Jahr 1978 zum ersten Mal Cyclosporin in einer kleinen klinischen Serie
von Lebertransplantationen an, und konnte bereits hier eindrucksvoll dessen

immunsuppressive Potenz belegen. Cyclosporin wirkt als sog. ,Calcineurin inhibitor®,



der durch Hemmung reifer T-Zellen und einer Stoérung der IL-2-abhangigen
Antigenpréasentation eine Lymphozyten-Proliferation und letztendlich
Abstol3ungsreaktionen verhindert (18, 72).

Als weitere neuere Medikamente sind heute das &hnliche wirkende Prograf
(Tacrolimus) sowie Mycophenolat Mofetil und Rapamycin bekannt (5, 38) Allerdings
ist Cyclosporin nach wie vor weltweit das bei soliden Organtransplantationen am
meisten verwendete Immunsuppressivum.

Ort fir Auswirkung der
immunossuppressiven Medikamenten

OKT3 Antikorper gegen IL-2 Rezeptor
ILﬁ

Calcineurindnhib e
- Cyclosporin

- Tacrolimus

Azathioprine
Mycophenolate

| Kortikosteroide |

Abbildung 1. Ubersicht uber die Anwendung immunsuppressiver Pharmaka
(modifiziert nach Bertolino (5))

Die oben erwdhnten Medikamente kdénnen auch, vor allem im Langzeitverlauf, zu
betrachtlichen unerwinschten Wirkungen, wie opportunistischen Infektionen,
Tumoren, noduldren regenerative Hyperplasien, Nephrotoxizitat, Hypertonie oder
metabolische Stérungen fuhren (18).

Zur Verringerung solcher Effekte versuchen deswegen Wissenschaftler seit Beginn
der Transplantation, die Akzeptanz eines Transplantats ohne Anwendung einer
dauerhaften Immunsuppression, also die Ausbildung von Toleranz gegeniiber dem
Fremdorgan zu induzieren (58).

Nach Waldmann et al. (77) griunden sich die Anséatze solcher Studien zur
Toleranzinduktion meist auf die Modulation der drei innerhalb einer

AbstolRungsreaktion ablaufenden Stadien, der sog. Signaltransduktion.



1.2 Mechanismen der Rejektion

Eine AbstolRungsreaktion ist Folge der Unvertraglichkeit des Organismus gegen das
Transplantat. Sie stellt die spezifische Antwort des Immunsystems dar, welches die
biologische Individualitat und Integritat des Organismus erhalten soll (1).

Bei fast allen soliden Organtransplantationen korreliert der Grad einer
Abstoliungsreaktion mit der ,verschiedenheit" des
Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC) der T-Zellen zwischen Spender und
Empfanger (83).

Die Gene des MHC im menschlichen Organismus liegen auf Chromosom 6 und sind
in zwei Klassen getrennt: zur MHC-Klasse | gehdren HLA- A, B, C und zur MHC-
Klasse Il HLA- DR, DP, DQ. Im Verlauf einer Abstof3ungsreaktion kann man drei
wichtige Signale zwischen Zellen des Spenders und Empfanger unterscheiden, die
man unter dem Begriff der Signaltransduktion zusammenfassen kann.

Das erste Signal ist antigenspezifisch (77), und an diesem ersten Schritt sind
Antigen-prasentierende Zellen (APC), also Monozyten, Makrophagen und B- sowie
T-Zellen beteiligt. APC machen insgesamt ca. 2% der Zellen des Lymphgewebes aus
und sind in der Lage Uber eine Vielzahl von auf der Zelloberflache lokalisierten
Molekilen mit T-Zellen zu interagieren (77). In der Leber werden diese Antigen-
prasentierenden Funktionen teilweise durch parenchymale und nichtparenchymale
Zellen Ubernommen (18). Diese besonderen Leberzellen exprimieren auch sog. ko-
stimulatorischen Molekiile, diese kdnnen in das Gewebe migrieren und sind zu einer
direkten Antigenprasentation fahig. Sie werden als ,Dendritic Cells“ (DC) bezeichnet
(42).

Das zweite Signal ist antigenunspezifisch und schliel3t die Oberflachenantigene B7.1,
B7.2, CD40L, CD28, ICAM-1, VCAM-1 ein, die sowohl von den Spenderleberzellen -
als auch DCs des Empfangers exprimiert werden (42). B7.1/B7.2 Rezeptoren
interagieren mit dem CD28 Rezeptor der T-Zellen (24).
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Abbildung 2. Rezeptorexpression und Signaltransduktion zwischen T-Zelle und
dendritischer Zelle (18)

Ein drittes Signal wird durch T-Zellen (CD4+ und CD8+), Zytokinproduktion und
Zytokinfreisetzung bedingt (82). Das bedeutet, dass die aktivierten T-Zellen des
Empfangers Zytokine freisetzen kénnen, die direkt eine Abstof3ung generieren.

Von allen T-Zell-Populationen, die im Verlauf einer Absto3ungsreaktion beteiligt sind
spielen fir die Entwicklung der AbstoRung und Toleranzinduktion insbesondere die
Thl- und Th2-Zellen, eine wichtige Rolle (18).

Das Zytokin-Profil der Thl-Zellen schlie3t Interleukine der zellvermittelten
Immunantwort wie IL-2, IL-12 und y-IFN ein. Traditionell werden Thl-Zellen tber IL-
2 identifiziert, welches u.a. ein Faktor fir Wachstum, Differenzierung und Proliferation
der T-Zellen ist (17).

Veradnderungen der IL-2-Werte nach Lebertransplantation zeigen, dass IL-2 eine
Rolle fur Organakzeptanz und Abstol3ung spielt und als prognostischer Parameter fur
letztere dienen kann (86). Aus diesem Grund wurde in vielen experimentellen
Studien die IL-2 Expression nach ORLT untersucht (86, 50).

Durch eine einzelne oder kombinierte Anwendung spezifischer, gegen die oben
erwahnten T-Zell-Rezeptoren oder T-Zell-Interleukine gerichtete Antikdrper, kann

jeder der drei Schritte der Signaltransduktion blockiert werden (77).
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Zur Gruppe solcher Antikorper gehort CTLA-4lg, welches den zweiten Schritt in der
Signaltransduktion unterbricht. Die Rolle dieses Antikdrpers hinsichtlich einer
maoglichen Toleranzinduktion wurde in dieser Studie in einem tierexperimentellen

Transplantationsmodell untersucht.

1.3 CTLA-4Ig
CTLA-4lg ist ein rekombinantes Fusionsprotein, dass aus einem Derivat des
extramembrantdsen Teils des CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) und
einem Fc-Teil eines IgG1 Antikérpers besteht (43).
Es wirkt wahrend der AbstoBung inhibierend auf den zweiten Schritt der
Signaltransduktion und zwar konkret auf die Rezeptorbindung CD28:B7 zwischen
APC- und T-Zellen, also der sogenannten Costimulation (42).
Der CD28-Rezeptor in der Rezeptorbindung CD28:B7 ist ein Homodimer mit einem
Molekulgewicht von 44kDa und besteht aus drei Teilen mit extramembrandser,
transmembrandser und intrazellularer Lokalisation. Sein Gen liegt auf Chromosom 2.
Der CTLA-Rezeptor ist ein Membranadhasionsmolekul, welches homolog zu CD28
ist und dessen Gen sich ebenfalls auf Chromosom 2 befindet. CD28 und CTLA-4
sind zwei Liganden fir den Rezeptor B7 (B7.1 und B7.2.). Die B7-Rezeptor-Familie
der APC kann durch die Bindung an CD28 der T-Zellen letztere aktivieren.
Weil die Affinitat zwischen CTLA4 und der B7-Familie zwanzigmal groRer als die
zwischen CD28 und der B7-Familie ist (43), kann man diesen Schritt der
Signaltrasduktion durch CTLA-4lg manipulieren.
Ein weiterer Membranrezeptor ist CD40, welcher von B-Zellen, DC und Makrophagen
exprimiert wird. Der CD40-Rezeptor wird kurz nach der T-Zellrezeptor-Bindung auf
Antigen-prasentierenden Zellen oberflachlich exprimiert und potenziert funktionell die
B7 und ICAM-1-Expression sowie CD28:B7-Bindung (42,43). Fur den Verlauf der
Costimulation kann deswegen ein direkter und ein indirekter Weg, abhéangig von der
CD40-Expression, beschrieben werden (89), s. Abb.2 von Goddard et all (18).
Die einzelne oder kombinierte Anwendung spezifischer, gegen diese Rezeptoren
oder CTLA4, gerichteten Antikérper als Blocker der Costimulation wurde in den
letzten Jahren umfangreich erforscht (54, 67, 80).
Folgende Eigenschaften von CTLA- 4 Ig sind bisher bekannt:

e CTLA-4lg supprimiert die APC- und T-Zell-Interaktion (20)

e CTLA-4Ig beeinflusst die Markerexpression aktivierter T-Zellen (20, 55)



e CTLA-4lg fuhrt zur Reduktion der Thl- und Erh6éhung der Th2-Produktion (3,
4).

e CTLA-4Ig vermittelt eine alloreaktive T-Zellapoptose (20, 55)
CTLA4-Ig wurde mit anti-CD4(+)mAb als Ko-Therapie in einem Versuch in Ratten
verwendet. Dabei wurde eine Verlangerung der Transplantatiiberlebenszeit erreicht
(87). In einem anderen Versuch fuhrte die Unterbrechung der CD28:B7-Interaktion
durch CTLA-4lg zur Zellhypoaktivitat, Anergie und Apoptose in murinen und
humanen T-Zellen (55).

1.4 Adoptiver Zelltransfer (Spenderzellen) bei der Transplantation solider
Organe

Da es sich gezeigt hat, dass es schwierig ist, einen langfristig dauernden Zustand der
Nichtreaktivitdit des Immunsystems gegeniber der Gesamtheit der spezifischen
Antigene durch die alleinige CTLA-4lg-Anwendung zu erreichen, wurde die einzelne
oder kombinierte Anwendung von Spenderzellen, der so genannte adoptive
Zelltransfer als weitere Moéglichkeit zur Entwicklung von Toleranz untersucht (52, 70,
71).

Da die Leber eine besondere Rolle fur die Transplantattoleranz hat, wurde sie als ein
simmunologisch begunstigtes Organ® bezeichnet (49). Als Grund hierfir wurden
unspezifische immunsuppressive Effekte, lebereigene Faktoren, wie eine spezifische
Reduktion der zellularen Immunreaktion und ein verminderter Antigengehalt der
Leberparenchymzellen diskutiert (57). Im Prinzip ist die Reduktion der
Empfangerimmunitat von den mit dem Transplantat Ubertragenen ldslichen
immunologischen Faktoren, Antikorpern und MHC-Molekilen abhangig (59).
Andererseits kann eine Hyporeaktivitdt des Empfangers durch die mittransplantierten
Zellen bedingt sein. Es gibt die Hypothese, dass dieser Zelltransfer wahrend der
Transplantation die T-Zell-immunantwort des Empfangers unterdrickt (6).
Wahrscheinlich haben die mitibertragenen Spenderzellen APC-Eigenschaften (46),
reagieren daher mit T-Zellen des Empfangers und rufen schlie3lich eine Erschdpfung

alloreaktiver T-Zellen hervor und induzieren so eine gewisse Toleranz (6).
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Abbildung 3. Direkter und indirekter Mechanismus der Antigenpréasentation
(modifiziert nach Goddard (18))

Der Nachweis von Spenderzellen im Empfanger zu mehr als 15% fur mindestens 34
Wochen wurde als Chimarismus bezeichnet (69, 70, 71). Zum ersten Mal wurde

diese von Opelz und Terasaki untersucht.

In einer anderen Studie konnten Kriesel et al. (36) zumindest teilweise Toleranz
durch Splenozyteninfusion als Vorbehandlung bei Lebertransplantation an Ratten
erzielen. Nach Transplantation zeigte sich bei den mit Splenozyteninfusion
behandelten Empfangern eine weniger ausgepragte Immunantwort im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Ein Problem einer solchen Behandlung ist allerdings die Bestimmung
des optimalen Zeitpunkts der Zellinfusion in Bezug zur Transplantation. Die Injektion
von Spenderzellen oder -gewebe eine Woche vor der Transplantation oder danach
kann im Tiermodell die Transplantatiiberlebenszeit bei Leber, Niere und Haut bei
Ratten verlangern: dieser Effekt wurde z.B. in der bestimmten Stammkombination im

Model der Lebertransplantation von Dresske (14) untersucht.
1.5 Apoptose in der Toleranzinduktion

Als Apoptose bezeichnet man einen so genannten programmierten Zelltod, und man
weil3 heute, dass dieses noch nicht so lang bekannte Phanomen, die h&ufigste Form
des Zelltodes im Organismus darstellt (33, 34). Kerr und Wyllie (33) beschreiben
Apoptose wie folgt: ,Der Prozess beinhaltet eine Blahung der Membran,
Schrumpfung und Desintegration des Zytoplasmas und des Nukleus sowie die
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Desintegration der Zellen zu Apoptosekorperchen, die von einer intakten
Zellmembran umschlossen sind. Die Apoptose wird genetisch reguliert und dient
dazu, die Nekrose zu begrenzen und insbesondere alte geschadigte oder
redundante Zellen zu eliminieren.”

Die biochemischen Veranderungen einer Apoptose schlieRen im Gegensatz zur
Nekrose eine Erh6hung katabolischer Mediatoren und zytolytischer Enzyme ein
(Tabelle 1).

Lokalisation Nekrose Apoptose
Einheitlicher degenerativer | Aktiver energiefordernder Prozess, de
Prozess, Zellverbund betroffen | novo Genexpression nétig, einzelne
Zellen
Mitochondrien ATP-Depletion Funktionell intakt
Plasmamembran Membranintegritat ~ verloren, | Weitgehend intakt, apoptotische Korper
lonengradient gestort
Kern Primar unverandert Schalenférmig kondensiert
DNA-Fragmente Chromatin degeneriert DNA-Fragmente, nukleosomale
Fragmente
Zellvolumen Erhoht, Zellschwellung Schrumpfung, Verlust der ,gap junction”
intrazellular Lysosomale Enzyme, | Keine Enzymfreisetzung, gesunde
Entziindung, erhdhte Serum- | Nachbarzellen, keine Entziindung
Transaminasen

Tabelle 1. Gegeniberstellung von Nekrose und Apoptose (33, 34)

Die wichtigsten Molekule im Ablauf einer Apoptose sind Fas und Fas-Ligand (FasL).
Fas-Proteine gehdéren zur ,Todesrezeptorfamilie® und zeigen eine Expression in
verschiedenen Geweben. Eine andere Proteingruppe, die an der Apoptose beteiligt
ist, ist die Familie der Caspasen. Diese liegen zunachst als sog. Pro-Caspase-Form
vor und werden erst im Verlauf einer Reaktionskaskade aktiviert.

Caspasen zeigen unterschiedliche Lokalisationen in den Zellen. Caspase-1 ist im
Zytoplasma und teilweise im Nukleus lokalisiert. Caspase-9 zeigt sich im Verhaltnis
1:1 im Zytoplasma- und Nukleus. Caspase-8 und -10, die auch als Initiatorcaspasen

bekannt sind, werden normalerweise im  Zytoplasma nachgewiesen.
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Caspasen Lokalisation Apoptose-Induktion
Caspase-1 Zytoplasma>Kern (+)
Caspase-3 Zytoplasma>Kern )
Caspase-6 Zytoplasma>Kern )
Caspase-7 Zytoplasma>Kern )
Caspase-9 Zytoplasma>Kern )
Caspase-2 Kern (++)
Caspase-8 Zytoplasma (++)
Caspase-10 Zytoplasma (++)

Tabelle 2. Ubersicht verschiedener Caspasen (modifiziert nach 33, 34)

Wekerle (80) unterscheidet zwei Mechanismen der Apoptose: Die FasL-Apoptose
alloreaktiver T-Zellen und eine FasL-unabhangige Apoptose naiver T-Zellen. Letztere
kann durch das CD28-Signal, Wachstumfaktor-Sekretion und bcl-xLProduktion
unterbrochen werden. Yomada und Sayegh (89) unterscheiden bei der T-Zell-
Apoptose eine aktive (ACID) von der passiven Apoptose (PACD).

Grob zusammengefasst verlauft die aktive Apoptose von T-Zellen folgendermalien:
Nach der Antigenprasentation und IL-2-Stimulation wird CD95 auf CD8(+)-T-Zellen
exprimiert. Danach folgt die Signaltransduktion mit einer Aktivierung der Procaspase-
8. Es folgt eine chemischen Kettenreaktion, die zum (apoptotischen) Tod der T-
Zellen fahrt, die eigentlich fur die AbstoRung des Transplantats im Empfanger

zustandig ist. Der Mechanismus der passiven Apoptose ist nicht genau geklart.

1.6 Lebertransplantation unter tierexperimentellen Bedingungen

Seit Entwicklung der Mikrochirurgie sind Versuche an Ratten und Ma&ausen
bevorzugte Modelle fur die Erforschung von immunologischen Prozessen im
Transplantat (32).

Im Jahr 1973 wurde von Lee et al. die erste erfolgreiche mikrochirurgische
Lebertransplantation an Ratten durchgefuhrt. Die Schwierigkeiten lagen
insbesondere in der technischen Durchfihrung der Lebertransplantation,
Organkonservierung und -perfusion und den begleitenden Komplikationen des
postoperativen Verlaufs (39). Spater etablierte Lee die Grundlagen dieses als

experimentelles Konzept zur Erforschung der Lebertransplantation bzw.
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Signaltransduktion und zur Bewertung der Effizienz unterschiedlicher

Behandlungsmethoden wie Antikérpern oder Knochenmark (32, 39).

Fur die Beobachtung von Transplantatiberlebenszeit, Toleranz und anderer
Schwerpunkte der Absto3ungsreaktion, untersuchten Zimmermann und Davies (83)
die Stammkombinationen verschiedener Rattenspezies und fanden unterschiedliche
Uberlebenszeiten abhangig von der genetischen Verschiedenheit zwischen Spender
und Empfanger. Die entsprechenden MHC-Gene dafur befinden sich auf
Chromosom 14 und sind in zwei Klassen: Klasse | Loci schlieBen RT1.A, Pa, F, E, G,
C ein und Klasse Il Loci schlieen RT1.B, RT1.D, RT1.H ein, unterteilt.

Die Stammkombinationen von Ratten wurden entsprechend der Intensitat einer
AbstoRung als ,high-responder®, ,middle-responder® und ,low-responder® eingeteilt.
Bei ,high-respondern“ betragt die Uberlebenszeit zwischen 10 und 18 Tagen, bei
»,middle-respondern zwischen 11 und 63 Tagen und bei ,low-respondern® tber 100

Tage (so genannte Langzeittiere).
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Reaktivitat Spender-Stamm | Empfanger- Ratten(n) Mittleres
Stamm Uberleben(Tage)

High Responder |AUG(RTL1°) LEW(RTY") 5 18.2
PVG(RT1°) LEW(RTY1") 5 16
DA(RT1%) LEW(RTY1") 5 11.2
DA(RT1%) BN(RT1") 6 10.8

Middle LEW(RT1") AUG(RT1°) 5 15.6

Responder DA(RT1%) AUG(RT1°) 5 11.2
LEW(RT1") PVG(RT1°) 5 32.6
LEW(RT1") BN(RT1") 5 48.4
AUG(RT1°) BN(RT1") 5 45
PVG(RTL) BN(RT1") 5 36.2
BN(RT1") AUG(RT1) 5 63

Low Responder |DA(RT1?) PVG(RT1°) 5 >100
BN(RT1") PVG(RT1°) 5 >100
PVG(RT1°) DA(RT1?) 5 >100
LEW(RT1") DA(RT1?) 5 >100
BN(RT1") DA(RT1%) 5 >100
AUG(RT1°) DA(RT1%) 5 >100
BN(RT1") LEW(RTL1") 4 >100

Tabelle 3. Uberleben von allogen lebertransplantierten Ratten

der AbstoRRungsstarke in den verschiedenen Stammkombinationen (RT1 und nicht-

RT1 inkompatibel) (nach Zimmermann und Davies (83))
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2. Fragestellungen dieser Arbeit

1. Wie beeinflusst die Vorbehandlung mit einem adoptiven Zelltransfer die akute

Abstol3ung des Transplantats im Modell der Rattenlebertransplantation?

2. Wie beeinflusst die Vorbehandlung mit CTLA-41g die akute AbstoRung des

Transplantats?

3. Ist die kombinierte Therapie mit CTLA-4lg und spendergenerierten Zellen sinnvoll?
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3. Material und Methoden

3.1. Tierwahl und Tierhaltung

Wie unter 1.6 beschrieben, wurden fUr das akute Abstoiungsmodell die Stdmme
LEW (Lewis, MHC: RT1') und DA (Dark Agouti, MHC:RT1®) verwendet. Hierbei
dienten die Dark Agouti-Tiere (DA, RT1?) als Spender und Lewis-Tiere (LEW (RT1%)
als Empfanger.

Zur Verwendung kamen mannliche Tiere mit einem Gewicht von 250-300 g und
einem Alter von 8-10 Wochen, welche von der Firma Harlan und Winkelmann
bezogen wurden. Die Aufenthaltszeit der Versuchstiere betrug eine Wochen vor dem
Experiment nach Anforderung des Tierschutzes. Die Dauer der postoperativen Zeit
lag zwischen 6 und 150 Tagen.

Alle Experimente wurden in der tierexperimentellen Einrichtung des

Biomedizinischen Forschungszentrums des Virchow-Klinikums Berlin durchgefuhrt.

3.2. Vorbehandlung mit CTLA-4Ig und Milzzellen
Die Vorbehandlung der Tiere bestand entweder aus CTLA-4lg oder isolierten
Spendermilzzellen (jeweils alleine und in Kombination), deren Applikation in

Kurznarkose mit Isofluran + Sauerstoff + Lachgas durchgefihrt wurde.

3.2.1 CTLA-4lg

CTLA-4lg wurde in einer Dosierung von 0,5 mg/pro Tier durch intraperitoneale
Injektion (i.p.) appliziert.

Zur Verfugung gestellt wurde das Studien-CTLA-4lg durch Dr. Peter Linsley von

Bristol Myers Squibb Pharmaceutical Research Institute in Seattle, Washington.

3.2.2 Isolierung der Milzzellen

Die Milzzellenseparation wurde nach Protokoll des Forschungslabors unter sterilen
Bedingungen durchgefuhrt. Die Milz der Spender (DA-)Ratte wurde nach Entnahme
in eine Petrischale gegeben und mit ausreichend Medium lbergossen. Das Medium
wurde aus 500ml RPMI 1640, 5ml L-Glutamin, 5ml Pen-Strep, 5ml Sodium Pyruvate,
5ml Non-Essential Amino Acids (MEM) und 1ml 2M Mercaptoethanol angesetzt.
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Medium Substanzen

500ml RPMI 1640

5ml L-Glutamin

5ml Pen-Strep

5ml Sodium Pyruvate

5ml Non-Essential Amino Acids (MEM)
1ml 2M Mercaptoethanol

Tabelle 4. Zusammensetzung des Mediums zur Zellisolierung

Das Organ wurde mit Skalpell und Pinzette zerkleinert, das Fettgewebe entfernt. Mit
einem sterilen Glasschliffstopfen wurden die Organstiicke zerdriickt.

Nachfolgend wurden die Zellen mit einer Pipette aufgenommen und durch ein
Nylonnetz in ein weiteres Falconréhrchen gegeben. Die Petrischale wurde mit
Medium nachgespiilt, so dass alle noch am Boden haftenden Zellen aufgenommen
wurden.

Die Falconréhrchen wurden bei 1.300U/min. 8 Min. lang zentrifugiert. Der Uberstand
wurde dekantiert und das Pellet mit 15ml TrisNH4HCL resuspendiert und fir 8—
10 Min. stehen gelassen, um die Lyse der Erythrozyten herbeizufihren.

Nach der Inkubation wurde TrisNH4HCL 1:2 mit Medium verdinnt und erneut bei
1.000 U/min. far 5 Min. zentrifugiert. Danach wurde es drei Mal mit ca. 15ml Medium
gewaschen und bei 1.000U/min. fir 5 Min. erneut zentrifugiert.

Die Zellen wurden in 1ml resuspendiert und gezéahlt. Fiur die Zellz&hlung wurden sie
mit Trypanblau angefarbt. Die Zellen wurden anschlieend mit Medium so
alliquotiert, dass sie in der Dosis 2,5 x 10® Milzzellen/pro Tier tiber die Penisvene

verabreicht werden konnten.

3.3Experimenteller Plan
Der experimentelle Plan gliederte sich in drei Gruppen vorbehandelter Tiere. Zum
Vergleich wurde eine Kontrollgruppe mit unbehandelten Tieren transplantiert. Jede
Gruppe bestand aus 13 Tieren der Stammkombinationen DA auf LEW.
Die Tiere wurden an definierten Tagen (-8, -7, -3, -2) vor der Transplantation mit der
einzelnen und/oder kombinierten Vorbehandlung mit CTLA-41g und/oder Milzzellen in
folgenden Dosierungen behandelt: 2.5x108 Milzzellen/ pro Tier durch die Penisvene
(i.v.) und 0.5mg CTLA-4lg/pro Tier (i.p.) appliziert.
Die Transplantation wurde unter Anasthesie mit Isofluran+Lachgas+Sauerstoff nach
dem Transplantationsverfahren von Lee (39) mit Modifikation von Zimmermann (83)
durchgefuhrt.
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Drei Tiere pro Gruppe wurden jeweils am Tag 6 und 12 nach Transplantation zur
weiteren pathologischen und immunologischen Untersuchung hinsichtlich einer
maoglichen AbstoRungsreaktion getttet. Die restlichen Tiere pro Gruppe waren
langzeitiberlebende Tiere (LZT). In der Kontrollgruppe gab es keine LZT.

Die Tiere der Gruppe 1 waren unbehandelte Kontrollen und  wurden nur
transplantiert. In der Gruppe 2 erhielten alle Tiere am Tag -7 und -2 vor der
Transplantation DA-Spenderzellen in einer Dosis von 2,5 x 10° Milzzellen/pro Tier
Uber die Penisvene (i.v.). In Gruppe 3 erhielten alle Tiere am Tag -8, -7, -3, -2 vor der
Transplantation CTLA-4lg in der Dosis 0,5 mg/pro Tier intraperitoneal (i.p).

Gruppe 4 erhielt schliellich sowohl CTLA4-lg an den Tagen -8, -7, -3, -2 und

zusatzlich DA-Spenderzellen an den Tagen -7 und -2.

Behandlung Anzahl
Tag -8 Tag -7 Tag -3 Tag -2 n
Gruppen

1 (Kontrollen) keine keine keine keine 13
2 DA-Zellen DA-Zellen 13

3 CTLA4-lg | CTLA4-lg | CTLA4-lg | CTLA4-Ig 13

4 CTLA4-Ig DA-Zellen+ | CTLA4-Ig DA-Zellen+ 13

CTLA-4lg CTLA-4lg

Tabelle 5. Behandlungsschema der Versuchsgruppen

3.4 Technik der Lebertransplantation
3.4.1 Anasthesie und Operationsvorbereitung

Durch Maskenanasthesie wurden Isofluran, Lachgas und Sauerstoff in einer

Konzentration zwischen 0,4-3,0%, abhangig von der gewilnschten Tiefe der

Anésthesie, verabreicht. Die Atem-/ Herzfrequenz sowie die fehlenden Reflexe

wurden als Kennzeichen fir die Narkosentiefe herangezogen. Die Tiere wurden in

Narkose rasiert und desinfiziert.

3.4.2 Instrumentarium und Nahtmaterial

Die  Spender- und Empfangeroperationen  wurden mittels  Stereo-

Operationsmikroskop (Fa. Leica) durchgefuhrt. Das Operationsinstrumentarium

bestand aus chirurgischen Pinzetten, Mikropinzetten, Pr&parierscheren,
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mikrochirurgischer Schere, kleinen Haken, GefalRklemmen, Satinski-Klemmen,
Mikroclips und Nadelhalter.

Das verwendete Nahtmaterial war Prolene 7/0 fur die Anastomose der Vena cava
sup., 8/0 Prolene fiir die Anastomosen von Vena cava inf., Pfortader und Ductus
choledochus. Fur Ligaturen wurde Seide 6/0 und fur die Hautnaht 3/0 Dexon

verwendet.

3.4.3 Besonderheiten der Leberanatomie bei Ratten und Operationsmethode
Die Leber liegt bei Ratten im rechten und linken Oberbauch. Das Lebergewicht
macht 3-5% der Gesamtkdrpermasse aus. Anhand der Blutversorgung wird die
Leber in Lobus lateralis, Lobus caudalis dexter, Lobus caudatus, Lobus caudatus
sinister, Lobus centralis, Lobus quadratus und Lobus sinister unterteilt.

Die wichtigsten Lebergefal3e sind V.cava sup., V. cava inf., Pfortader und die A.
hepatica. Die Ratten haben einen Ductus choledochus ohne Gallenblase, der hinter
dem Pylorus im Duodenum mundet.

Die Operation wurde nach der Originaltechnik nach Lee (39) mit einer Modifikation
der Gallengangsanastomose und Arterienpraparation nach  Zimmermann (83)
durchgefuihrt. Alle Anastomosen waren bei diesem Modell termino-terminale

Anastomosen.

3.4.3.1 Spenderoperation: Leberexplantation an der Ratte

Das Abdomen wurde durch eine mediane Laparotomie vom Processus Xiphoideus
bis zur Blase gedffnet. Danach wurde die Leber mit Ligatur der supra- und
infrahepatischen Gefalle und V. suprarenalis mit dem Zugang unter der V. renalis
mobilisiert. Die einzelnen Leberlappen wurden mit feinen Pinzetten frei prapariert und
die Ligamente zwischen Leber und Hinterbauchwand durchtrennt. Die Préparation
des Leberhilus begann mit der Darstellung der préapylorischen Vene, ihrer Ligatur und
Durchtrennung. Die Pfortader wurde in Hohe der Einmindung der Letzteren
unterfahren und leberwérts mobilisiert. Die A. hepatica communis wurde identifiziert
und von der A. gastroduodenalis getrennt. Danach folgte die Ligatur und
Durchtrennung der Aa. Gastrica sinistra und lienalis vom Truncus coeliacus und
seine Freipraparation bis zum aortalen Ursprung.

Der D. choledochus wurde am Pankreasoberrand ligiert und angespannt, so dass
nach Dilatation des Ganges durch den kontinuierlichen Gallefluss ca. 1cm distal der
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Gallengangsgabel eine die halbe Zirkumferenz des Ganges umfassende Inzision
angelegt werden konnte. In dieser Offnung wurde ein Polyathylensplint (24G)
eingefihrt und mit einem Faden fixiert.

Nach der Heparininfusion per Penisvene wurde die Leber tber die Pfortader mit dem
speziell vorbereiteten Perfusionssystem perfundiert. Die Vorderwand der
geklemmten Pfortader wurde mit der mikrochirurgischen Schere inzidiert und
kanuliert. Die Leber wurde mit 4 °C kalter 0,9%-NaCl-Losung perfundiert. Die
Infusionsgeschwindigkeit des Perfusionssystems betrug ca. 40 Tropfen/min.
AnschlieRend erfolgte die Eroffnung der suprahepatischen Vena cava durch das
Zwerchfell. Das Zeichen einer gleichmaligen Perfusion war die homogen entfarbte
Leber.

Danach wurde die Aorta abdominalis mit einem Patch abgeschnitten und mit 1ml
NaCl-Lésung durchgespult. An der Hinterwand der suprahepatischen Vena cava
wurden Prolene-7/0-Faden geknotet.

Am Ende erfolgte das Entfernen der perfundierenden Kanule und Leberentnahme.
Die so entnommene Leber wurde mit Konservierlosung im Kihilschrank bei 4 °C
gelagert. Die Lagerungszeit, so genannte kalte Ischamiezeit, sollte eine Stunde nicht

uberschreiten.

3.4.3.2 Empfangeroperation: Leberimplantation an der Ratte

Der Zugang beim Empfangertier war eine mediane Laparotomie vom Processus
Xiphoideus bis zur Blase. Die Schritte der Mobilisierung der Leber entsprachen dem
Vorgehen bei der Spenderoperation.

Im Leberhilus wurde nach Absetzen der prapylorischen Vene die Pfortader bis zur
Gabelung mobilisiert. Die A. hepatica propria und A. gastroduodenalis wurden im
Abstand von wenigen Millimetern nach dem Abgang aus der A. hepatica communis
ligiert und getrennt. Die A. hepatica communis blieb als GefaRstumpf stehen.

Der Gallengang wurde im Gebiet seiner Gabelung abgesetzt. Die Vena cava sup.
wurde mit einer Satinski-Klemme suprahepatisch geklemmt. Fir die anderen Geféalie
wurden Mikroclips verwendet. Damit war der Situs zur Ausklemmung der nativen
Empfangerleber und Implantation des Transplantates vorbereitet.

Das Transplantat wurde richtig positioniert und optimal fur die Transplantation

exponiert.
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Als erste Anastomose wurde die suprahepatische Vena cava und anschliel3end die
Vena portae gendht. Nach Freigabe der Pfortader farbte sich die Leber sofort
homogen und wurde nach einigen Sekunden wieder rosig.

Als Nachstes wurde die infrahepatische Vena cava anastomosiert. Nach Freigabe
des Blutstromes — hier mit Rickfluss — des gestauten Blutes aus der unteren
Korperhalfte kam es zu einem Anstieg des Herzminutenvolumens, das an einer
verbesserten Perfusion der Eingeweide sichtbar wurde. Der Zeitraum zwischen
Klemmen und Abklemmen der Pfortader, die so genannte anhepathische Phase,
sollte 18—20 Min. nicht Gberschreiten.

Die Anastomose der A. hepatica erfolgte mit einem Cuff, der aus einem 24G-
Venenkatheter zurechtgeschnitten wurde. Die Gallengangsanastomose erfolgte
ebenfalls mit dem bei der Explantation eingebrachten Stent. Danach wurden die
Eingeweide richtig in der Bauchhdhle positioniert und der Operationsschnitt mit 3/0-
Dexon vernéht. Durch die Penisvene wurden 2—3 ml Kochsalzlésung gegeben.

Alle Versuchstiere wurden unter einer Warmelampe in einem Einzelhaltungskafig mit

Wasser und Futter versorgt.

3.5 Molekularbiologische, histologische und immunhistochemische
Untersuchungen

3.5.1 Probengewinnung

Unter Isoflurananésthesie, Lachgas und Sauerstoff wurde mit einem Terumo-24G-
Katheter Blut aus der Aorta abdominalis entnommen. Es wurde in Serum-, Li-Heparin
und EDTA-Réhrchen getrennt und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert
und bei -80°C im Gefrierschrank gelagert.

Die Gewebsproben von Leber und Milz wurden in vorher vorbereitete markierte
Rohrchen gefillt, in flissigem Stickstoff transportiert und bei -80°C im Gefrierschrank
gelagert.

AulRerdem wurden Plastikkassetten mit Leber- und Milzgewebe in Formalin (4%,

wassrig, gepuffert) bei Raumtemperatur fur 4 Tage fixiert.
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3.5.2 Materialien, Puffer, Chemikalien flr die Untersuchungen

3.5.2.1 Materialien

30% Acrylamid/Bisacrylamid (Biorad)
37.5:1(2.6%)-Stammlbsung

1% Ethidiumbromid-Stammldsung
0.01g Ethidiumbromid
ad 10 pl Aqua bidest

10% Ammoniumpersulfat(APS):
100mg APS ad 1ml Aqua bidest.

0.5M EDTA-Stammlésung (pH 8.0)
(Ethyldiamin-N,N,N",N"-tetraessigsaure):
93.05g EDTAXx2H ,0zu300mlH,O
mit NaOH auf pH8.0 eingestellt

ad 500ul Aqua bidest

0.1M Dithiothreitol (GibcoBRL)

10% Natriumdodecylsulfat(SDS):
10g Natriumdodecylsulfat
ad 100ul Aqua bidest

Tabelle 6. Materialien

3.5.2.2 Puffer

25MM TRIS(PH8.3)
192MM GLYCIN
0.1% SDS

LAEMMLI-ELEKTROPFORESEPUFFER:

10-fach PCR Puffer (Promega)

1.0M Tris/HCI(pH6.8):

121.1 g trisma Base in 800mIH , O

(mit HCI auf pH 6.8 eingestellt und auf 11
Aqua bidetst aufgefillt)

mit

SDS Probenpuffer:

0.5M Tris-HCI(pH®6.8)

10% (w/v) SDS

10% (v/v) Glyzerol

5% (v/v) 2-b-Mercaptoethanol
0.05% (w/v) Bromphenolblau

1.5M Tris/HCI(pH8.7):

181.1g Trizma Base in 800mI H , O

mit 1M HCI auf pH 8.7 eingestellt und auf 1l
mit Aqua bidest aufgefllt

1xTBS-Puffer(tris buffered saline:pH 7.6):
20 mM Tris-(hydrxymethyl)-aminomathan
137mM NacCl

TBS-Puffer mit 0.1% TWEEN:
TBS-Puffer
0.1% (v/v) Tween 20

Tabelle 7. Puffer
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3.5.2.3 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid(30%) 37.5:1(2.6),
Agarose,

Ammoniumpersulfat,

Bovines Serumalbumin,
Bromphenolblau,

Eindeckmedium,
Ethyldiamin-N,N,N",N"-tetraessigsaure,
Hamatoxilin,

Hyperfilm ECL,

Nitrozellulosemembran 45mm,
Protein-Standard High Range,
Ponceau S,

Sodiumdodecylsulfate,

Trizma Base,

TRIZOL —Reagenz,

Tween 20,

Whatmanpapier 3MM,
Trisma-HCC(Hydrochloride)

3.5.3 Molekularbiologische Untersuchungen
3.5.3.1 Proteinaufreinigung und -bestimmung
Fur die Proteinaufreinigung wurde Ripa-Puffer verwendet. Kurz vor der Verwendung

des Ripa-Puffers wurde ein Protease-Inhibitor-Cocktail 1Th./20ml zugegeben. Das

Biorad

Biorad

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sigmag

Roti Histokit
GibcoBRL

Mayers Merc
Amersham

Schleicher und Schuell
Biorad

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
GibcoBRL

GibcoBRL

Roth

Schleicher und Schuell
Sigma-Aldrich

Gewebe wurde mit 0,5ml Ripa-Puffer in 2ml Epis Uberfihrt.

Nach Ultravortexen wurden die Rohrchen mit den Proben auf Eis gestellt; diese
wurden dann auf Eis 50 Min. inkubiert und bei 14.000rpm 4°C schnell in einer

Tischzentrifuge zentrifugiert. Die Pellets wurden verworfen und der Uberstand weiter

verarbeitet.
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Substanzen Ripa-Puffer-Konzentration
PBS 100ml

1% Nonident 19

0.5% Sodiumdeoxycholate 0,5g

0.1% SDS 0,19

PMSF 10ul

Protease- Tablets 20ml

Tabelle 8. Substanzen zur Herstellung des Ripa-Puffers

Die Bradford-Methode ist eine grundlegende Labormethode mit der groften
Empfindlichkeit und Spezifitat. Sie dient zur quantitativen Proteinbestimmung.

Die hydrophoben Bereiche der Proteine haben eine grol3e Affinitat zum Farbstoff
BCA-Reagenz A und der 4%CuSQO,. Die Bindung des Proteins an den Farbstoff
verandert das Absorptionsmaximum des Komplexes. Dieser Komplex hat ein
Absorptionsmaximum im Bereich von 550-562nm.

Aus dem Uberstand der Proben, die auf Eis gelagert wurden, wurden die Proteine
isoliert.

Zunachst wurde die Stammlésung von 20mg/ml bovinem Serumalbumin mit Aqua
dest. eingestellt. Diese Stammldésung wurde spater zu einer Standardreihe mit
Konzentrationen von 62,5 -> 125,0 -> 250 -> 500,0 -> 1.000,0upl/ml verdinnt;
Leeransatz statt Probe oder Standard mit Aqua dest.

Die Proteinproben wurden mit Aqua dest. im Verhaltnis 1:100 verdinnt. Von diesen
Verdinnungen wurden 20 pyl zusammen mit 300yl des Bradford-Reagenz auf eine
,96-well“-Platte pipettiert. Fur die richtige quantitative Bestimmung der Proben diente
die Standardkurve.

Die notwendige Inkubationszeit der Bradford-Methode betrug 30 Minuten bei
Raumtemperatur. Die Proben wurden in einem Photometer bei A =562nm

gemessen; die Proteinmenge wurde dann mathematisch berechnet: ug/ml x 100 VF.

3.5.3.2 Die Proteintrennung - SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Die bekannten Methoden flr die Proteintrennung sind auf drei Kriterien begriindet:
Oberflachenstruktur, Ladung und Molektlmasse der Biomolekiile.

Das physikalische Prinzip der Elektrophorese ist die Wanderung der Molekile im
elektrischen Feld, abhangig von der Molekilpolaritit und dem Gewicht. Die

Konzentration des verwendeten Gels beeinflusst diese Proteinbewegung. Die
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Laufstrecke der einzelnen Proteine wird mit der Molekilmasse der Proteine
verglichen. Fir die Visualisierung der Biomolektle wurde ein Farbstoff verwendet.
Die bevorzugte Variante der Elektrophorese fir die Proteintrennung war die so
genannte SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Fur die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese wurde die Mini-Protean Il Dual Slab Cell Gelelektrophorese-
Kammer (Biorad) benutzt. Das Gel bestand aus einem Trenn- und Sammelgel.

Das Sammelgel wurde mit einer Konzentration von 12% Acrylamidgel hergestellt. Die
Substanzen fir die Herstellung des Gels waren Aqua dest. 3,2ml, Acrylamid 0,5ml,
Sammelgelpuffer (0,5 M Tris /HCI[pH 6,8]) 1,25ml, 50ul SDS und 100ul APS, 10ul
TEMED.

Substanzen Acrylamidkonzentration - 12%
Acrylamide 3,2ml

Aqua dest. 0,5ml

Stackinggelpuffer (0.5 M Tris-Base-ph-6.8) | 1,25ml

SDS 10% 50ul

APS 10% 100ul

TEMED 10yl

Tabelle 9. Substanzen fur Herstellung des Sammelgels

Das Trenngel wurde mit einer unterschiedlichen Konzentration von Acrylamid-
Trenngel angefertigt. Die Substanzen fir seine Herstellung waren Acrylamid 8,0 ml,
6,8 Aqua dest., 5ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris/HCI[pH]), 0,2ml 10% SDS, 0,1ml
10%APS, 10ul TEMED.

Substanzen Acrylamidkonzentration - 12%
Acrylamide 8ml

Aqua dest 6,8ml

Resolvinggelpuffer (1.5 M Tris-Base-ph-8.8) | 5ml

SDS 10% 0,2ml

APS 10% 100yl

TEMED 10ul

Tabelle 10. Substanzen fiir Herstellung des Trenngels

Die Polyakrylamid-Gelelektrophorese wurde mit einer chemischen Reaktion
zwischen Acrylamid und Bisacrylamid gestartet. Durch die Polymerisierung der
Acrylamideinheiten entstand ein gelartiger Stoff, das Polyacrylamid.

SDS, ein lipophiles Detergenz, bindet sich an Proteine. Der SDS-Proteinkomplex hat

eine kugelférmige Gestalt mit stark negativer Ladung.
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Zur Herstellung des Gels wurde zunachst das Sammelgel gegossen und nach der
Polimerisation das Trenngel dariiber gelegt. Die Zeit fir die Auspolymerisieung lag
zwischen 30-45 Min. Durch einen Kamm im Sammelgel wurden Taschen fur die
Proben gebildet.

Die Proteine wurden mit reduzierendem SDS-Probenpuffer im Verhéaltnis 1:1 — 20ul
Protein zu 20pl SDS-Probenpuffer — verdunnt. Die Proben wurden 10 Min. bei 95 °C
inkubiert und anschlieBend kurz zentrifugiert. Die fertigen Proben wurden in die
Geltaschen des Elektrophoresegels pipettiert.

Danach wurde das elektrische Feld mit einer Spannung von 80—100V im Transfer-
Elektrophoresepuffer angelegt. Innerhalb kurzer Zeit wurden die Proteine an der
Grenze zwischen Sammel- und Trenngel konzentriert und langsam, abh&ngig von
Grol3e und Gewicht, bewegt.

Der gefarbte Protein-Standard SDS-7b und der Protein-Standard-High-Range
wurden als molekularer Massenstandard angewendet.

Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Proteine vom Trenngel auf ein
Nitrocellulosepapier Ubertragen (,geblottet”). Das Trenngel wurde vorsichtig von den
Glasflachen geldst und zwischen Lagen von Schwammen und Filterpapier auf die
Membran gelegt. Dieses ,Sandwich“ kam in die Blotkammer zusammen mit einem
Blotpuffer und es wurde eine Spannung von 100V fur 60 Min. angelegt.

Nach grundlichem Waschen mit tPBS wurden die Membranen in 5%
Magermilchpuffer fir mindestens 1 Stunde blockiert oder bis zu 24 Stunden bei 4°C.

Vor der Primarantikdrperinkubation wurde die Negativkontrolle abgetrennt und in
Magermilchpuffer oder TBS-Puffer gelegt. Die restliche Membran wurde mit
Primarantikdrper eine Stunde bei Raumtemperatur oder 24 Stunden bei 4°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran drei Mal in TBS-Puffer grindlich
gewaschen.

Danach wurde die Membran mit entsprechenden Sekundarantikdrpern bei
Raumtemperatur flr eine Stunde inkubiert. Anschliel3end wurde die Membran noch
dreimal in TBS-Puffer gewaschen.

Durch die Behandlung der Membran mit dem ECL-Reagenz® (Amersham) und die
Detektion der daraus entstehenden Chemilumineszenzstrahlung auf einem

Rontgenfilm (Hyperfilm ECL) wurde die Immunreaktivitat aufgezeichnet.
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PARP-Produkte, die ein Nachweis fir Apoptose bei Westernblot waren, wurden
durch Banden in HOhe von 89kDa dargestellt. Es gab auch eine Positiv- (PK) und
eine Negativkontrolle (NK).

3.6 Histologische Technik

3.6.1 Hematoxilin-Eosin (H.E.)-Farbung

Die HE-Farbung wurde als eine Methode zur Visualisierung der
Gewebeveranderungen bei einer Abstofl3ungsreaktion seit Jahren angewendet.

Die gewonnenen Gewebeproben wurden nach Paraffinbettung gekihlt und
geschnitten. Die Schnittdicke fur die Leberpraparate betrug 4-5um.

Die Gewebeschnitte wurden auf Aqua dest. bei Raumtemperatur 37°C gelegt und
nach kurzer Pause auf einen Objekttrager Ubertragen. Sie wurden bei
Raumtemperatur Gber Nacht getrocknet.

Die verwendeten Reagenzien fur die HE-Farbung waren Hamalaun-L6sung, Eosin-
Losung, Ethanol in den unterschiedlichen Konzentrationen, Leitungswasser.

Die Farbung mit Hamalaun-Ldsung dauerte 20 Min. und mit Eosin-Losung 3 Min.

Die anderen Ldsungen und Reagenzien (Ethanol in den unterschiedlichen
Konzentrationen, Leitungswasser) waren wesentlich fir die Entwasserung,
Entparaffinierung der Lebergewebeschnitte und bessere Resorption der Farbemittel
im Gewebe. Die Dauer der Farbung betrug ca. 120 Min.

Die Gewebeschnitte wurden mit Deckglaschen und ROTI-Histokit eingedeckt und bei

Raumtemperatur Uber Nacht getrocknet.

3.6.2 Immunhistochemische Untersuchungen (APAAP-Methode)

Die Immunhistochemie ist eine Methode, die auf immunologische, histologische und
chemische Eigenschaften des Gewebes begriindet ist.

Die in den unterschiedlichen Geweben prasentierten Antigene bilden mit Antikdrpern
einen gemeinsamen Komplex, der durch eine enzymkatalysierte chemische
Farbreaktion visualisiert wird.

Die wichtigen Schritte der Immunhistochemie sind: Gewebeschnitt und Fixieren,
Blockieren der Proteine, Auftragen der Primarantikérper, Auftragen der
Sekundarantikdrper, Inkubation mit Streptavidin-alkalischer Phosphatase und
Entwickeln.
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Die Organe wurden in 5um dicke Praparate bei -20°C geschnitten und auf
Glasobjekttrager aufgetragen.

Danach wurden die Schnitte bei Raumtemperatur fur 1-24h getrocknet und 10 Min.
in Aceton fixiert.

Nach der Fixierung mussten sie noch 1 Stunde lufttrocknen. Die Schnitte wurden mit
Fettstift markiert und mit TBS-Puffer fir 10 Min. rehydriert.

Fur die Blockierungsschritte wurde ein Blockierungssystem der Firma DAKO
(Methode der alkalischen Phosphatase und der biotinilierten Antikdrper) angewendet.
Auf die Objekttrager wurden in folgender Reihenfolge 2—3 Tropfen Avidin und 2-3
Tropfen Biotin hinzugegeben, danach immer in TBS-Puffer fur 10 Min. gewaschen.
Nach dem grundlichen Waschen wurde auf die Objekttrager der DAKO-Protein-Block
fur 30 Min. ohne nachfolgendes Waschen aufgetragen.

Das Auftragen der Primar-, Sekundarantikbrper und Streptavidin-alkalischen
Phosphatase erfolgte in einer feuchten Kammer mit dreimaligem TBS-waschen.

Die Dauer der Inkubationszeit fur die Primarantikdrper war 60 Min., fur die
Sekundarantikérper 45 Min. und fir die Streptavidin-alkalische Phosphatase 30 Min.
Die Verdinnungen wurden nach Austesten der Antikdrper bestimmt, s. Tabelle 12.
Anschliel3en erfolgt das Entwickeln mit Neufuchsin und Levamisiol.

Die Schnitte wurden fur 10 Min. inkubiert und grindlich mit Aqua dest. gespult. Fur
die Gegenfarbung wurde mit Harris-Hamatoxylin fir 10 Min. inkubiert. Es folgte
Blauen mit Leitungswasser unter visueller Beurteilung der Farbung.

Zum Abschluss der APAAP-Technik wurde mit Kaiser's Gelatine eingedeckelt. Die
Gelatine wurde in einem Wasserglas auf ca. 55°C erwarmt, auf die Objekttrager
gegeben und mit Glasplattchen luftblasenfrei abgedeckt.

Bei der Bewertung der Intensitdt der Proben wurde eine vierstufige Skala

angewendet: -, +, ++, +++ und bedeuten wie folgt: kein, wenig, mittel, viel.

Name Spezies Hersteller
Priméare Antikorper

Biotinilierter Anti-rat RT1 A(a,b) Ratte Pharmingen
Verdinnung 1:10

Monoklonaler Anti-mouse-CD25 Maus Serotec

Verdinnung 1:10

Sekundare Antikorper
Anti-mouse 1gG Ziege Dianova
Verdinnung 1:500

Tabelle 11. Antikorper fir Immunchistochemie
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3.6.3 Detektion der In-situ-Apoptose

Die Apoptose in den Zellen fihrt zur Bildung unterschiedlicher enzymatischer
Produkte. Die Identifikation ist der Nachweis fur das Durchlaufen dieses Prozesses.
Fur diese Versuche wurde eine kombinierte Technik von enzymatischen und
immunhistochemischen Methoden (R&D Systems, TA4625, MN, USA) verwendet.
Die Kryostatschnitte der Leber wurden mit einem Durchmesser von 5um Dicke
geschnitten, anschlie3end 2 Stunden bei 37°C getrocknet.

Fur die Fixierung wurde Formaldehydlosung fir 10 Min. angewendet. Dabei wurden

die Schnitte zwei Mal mit PBS gewaschen.

Substanzen Konzentration
37% Formaldehydlésung 5ml

10xPBS 5ml

DNase freies Wasser 40ml

Tabelle 12. Substanzen zur Herstellung der Formaldehydldsung

Danach folgte die Permabilisation mit Proteinase K-Verdau fur 15 Min. und TACS-
Nuclease fur 20 Min. bei 37°C. Die Unterbrechung der Letzte wurde mit der

Anwendung von PBS erreicht.

Proteinase K-Verdau

TACS-Nuclease

50ul DNase freies Wasser

50ul TACS-Nuclease Puffer

1ul Proteinase K

1ul TACS-Nuclease

Tabelle 13. Substanzen zur Herstellung der Proteinase K-Verdau und TACS-
Nuclease

Fur die Blockierung der Peroxidase wurde Quenching-Solution von Methanol (45ml)
und 30% H,0, (5ml) angesetzt. Die Praparate wurden wieder mit PBS gewaschen.
Fur den Puffer wurde TdT Labeling buffer und Aqua dest. benutzt. Dann folgte der
Labeling-Reaktion-Mix bei 37°C fur 1 Stunde.

Zum Stoppen dieser Reaktion wurde wieder TdT-Stop-Buffer und Aqua dest.

bevorgezogen .
Substanzen Volumen
TdT-dNTP 1pl
Co-Stock 1yl
Mn-Stock 1yl
TdT-Enzyme-Tack 1ul
TdT — Labeling - B 50l

Tabelle 14. Substanzen fir Herstellung der Labeling Reaktion Mix
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Fur die Detektion wurden die Praparate mit Strept.-HRP-Detect. Losung, die 50ul
PBS und 1pl Streptavidin-HRP enthielt, fir 10 Min. inkubiert und spater mit PBS
gewaschen.

Fur die Farbung wurde ,DAB-Working-Solution® (Tab. 15) fir 10 Min. benutzt und
danach mikroskopisch begutachtet. Dann folgte fir 10 Sek. eine Gegenfarbung mit

Methylgriin mit anschlieRendem Schwenken in Aqua dest..

Substanzen Konzentration
PBS 50yl

30% H,0, 50ul

DAB 250yl

Tabelle 15. Substanzen fir Herstellung der DAB-Working-Solution

Am Ende wurden die Préaparate mit Ethanol in Konzentrationen von 70%, 95%,
100%, einer so genannten Ethanolreihe, und Xylol fur 1 Min. inkubiert. Der letzte

Schritt war ein sog. ,Eindeckeln“ mit Entelan.

3.7 Statistik
Das verwendete statistische Programm war SPSS Software Paket Version 10.0
(SPSS Corp., Birmingham, AL, USA). Die Analyse der Angaben erfolgte als Median

und Spannweite.
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4. Ergebnisse

4.1. Klinischer Verlauf nach Lebertransplantation

Die transplantierten Tiere wurden in Einzelkafigen untergebracht. Die Aufwachphase
dauerte 2—4 Stunden. Nach dem Aufwachen bekamen die Tiere freien Zugang zu
Wasser und Nahrung.

Die Gewebe der Tiere wurden auf histologische, molekularbiologische und
immunhistochemische Veranderungen untersucht und semiquantitativ ausgewertet.
Die Totungszeitpunkte fur die Untersuchungen waren an den Tagen 6, 12 nach
Transplantation bzw. mit dem Todeszeitpunkt der Tiere.

Die Anzahl der untersuchten Tiere betrug fiur alle Untersuchungen drei pro Tag
(aul3er fur die In-situ-Apoptose-Detektion, n=2).

4.2.Uberlebenszeit

Die Uberlebenszeit der Kontrollgruppe ohne Vorbehandlung lag im Median bei 10
Tagen (Spannweite 8-12 Tage). Es entwickelte sich regelhaft eine ausgepréagte
AbstolRungsreaktion mit Leberinsuffizienz, Splenomegalie und in manchen Tieren
eine gastrointestinale Blutung. In der nur mit Zellen behandelte Gruppe 2 zeigte sich
klinisch ein &hnliches Bild, allerdings ergab sich hier ein deutlich verbessertes
Langzeitiiberleben mit einem Median von 18 Tagen. Die Uberlebenszeit der Gruppe
3, der nur mit CTLA-4lg vorbehandelten Tiere, lag zwischen 14-150 Tagen. Hier
ergab sich bei Uber der Halfte der Tiere nach unserer Definition ein
Langzeitiberleben. Erst in der kombiniert vorbehandelten Gruppe (DA-Spenderzellen
und CTLA-4lg) Uberlebten alle Langzeittiere den Zeitraum von 150 Tagen (Tabelle
16).

Gruppe n Vorbehandlung Uberleben [Tage] Median
1 7 Kontrollgruppe 8,10,10,10,11,11,12 10
2 7 DA-Zellen 10,15,15,18,20,21,90 18
3 7 CTLA-4lg 14,16,16, n=4 >150 150
4 7 DA-Zellen+CTLA-4lg 7>150 150

Tabelle 16. Individuelle Uberlebenszeiten in den einzelnen Behandlungsgruppen
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4.3. Histologische Veranderungen
Die Tiere der Kontrollgruppe zeigten bereits am 6. Tag eine ausgepragte
AbstolRungsreaktion (Abbildung 4A). Es handelte sich um Nekrosen der Hepatozyten,

Gallengangslasionen, mononukleéare Zellinfiltration. An den Tagen 10-12 zeigten sich

flachige Parenchymnekrosen und ausgepragte Gallengangsepithelalterationen
(Abbildung 4B)

Abbildung 4A. (H.E. Farbung, x20) Histologie der Leber im Verlauf der akuten
AbstolRung nach allogener ORLT im unbehandelten Tier. Am 6. Tag ausgepréagte
mononukledre Infiltration, Gallenwegslasionen und Einzelzellnekrosen der

Hepatozyten.
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Abbildung 4B. (H.E. Farbung, x20) Histologie der Leber im Verlauf einer akuten
AbstolRung nach allogener ORLT im unbehandelten Tier (Tag 11). Es zeigen flachige
Parenchymnekrosen und ausgepragte Gallenwegsepithelalterationen.

In den Lebertransplantaten der Gruppe 2 zeigte sich am 6 postoperativen Tag ein
starkes periportales Infiltrat, das sich auch auf die gesamten Sinusoide erstreckte.
Bei einigen Tieren fihrte das am Tag 12 zu konfluierenden Nekrosen der
Hepatozyten, Gallengangsproliferationen und Lymphozyteninfiltration, was dem Bild
einer drittgradigen Rejektion entspricht (Abbildung 5).
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Abbildung 5. (H.E. Farbung, x20) Histologie der Leber eines Tieres nach allogener
Lebertransplantation mit Spender-Splenozyten-Vorbehandlung, das nach 12 Tagen

eine Abstol3ung mit konfluierenden Nekrosen aufwies.

In der Gruppe 3 zeigte sich trotz des besseren klinischen Verlaufs und Uberlebens
bereits am sechsten Tag ein starkes periportales Infiltrat, welches sich ebenfalls
diffus bis in die Sinusoide erstreckte. Im weiteren Verlauf (Tag 12) persistierte dieses
ausgepragte lymphozytare Infiltrat, und es zeigten sich eine Vielzahl an nekrotischen
Hepatozyten.

Die histologische Beurteilung der Leber von Langzeittieren (n=4) mit tber 150 Tagen
Uberlebenszeit zeigte typischerweise chronische immunologische Veranderungen
mit Gallenwegsproliferationen und mononuklearen Infiltraten.
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Abbildung 6. (H.E. Farbung,x20) Histologie der Leber eines Tieres am Tag 12 nach
Lebertransplantation mit CTLA-41g-Vorbehandlung. Ausgepragtes lymphozytéres

Infiltrat mit nekrotischen Gewebearealen.

Bei den Tieren in der Gruppe 4 zeigten sich in der Histologie der Leber am sechsten
postoperativen Tag éhnliche Ergebnisse wie bei anderen Gruppen. Allerdings waren
diese Veranderungen bereits am Tag 12 deutlich rticklaufig und schlie3lich bei den
Tieren mit Giber 150 Tagen Uberlebenszeit nicht mehr nachweisbar. Hier zeigte sich

ein nahezu unaufféalliges Lebergewebe (Abbildung 7).
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Abbildung 7. (H.E. Farbung, x20) Histologie der Leber eines Tieres mit Spender-
Splenozyten- und CTLA-4lg Vorbehandlung nach 150 Tagen. Es zeigt sich eine
unaufallige Gebebearchitektur ohne inflammatorische Infiltrate oder Zeichen von

Fibrose.

4.4  Apoptose Nachweise

4.4.1 Apoptose Nachweise durch PARP-Western Blot

Die PARP Produkte waren in der Kontrollgruppe am Tag 6 nach der Transplantation
schwach ausgepragt. Die drei vorzeitig getdteten Tiere (an den Tagen 10, 11, 12)
zeigten eine mittlere Expression von PARP-Produkten.

Die PARP Produkte im Western-blot waren in der Gruppe 2 am Tag 6 nach der
Transplantation ohne wesentliche Auspragung. Am Tag 12 nach ORLT zeigte die
PARP Farbung eine mittlere schwach positive Intensitat. Bei den Langzeittieren
wurden ebenfalls Apoptosebanden festgestellt. Die Intensitat der Expression war hier
ebenfalls mittel bis schwach.

PARP-Banden fanden sich in der Gruppe 3 mit CTLA-4Ig-Vorbehandlung am Tag 6
nach der Transplantation deutlicher als am Tag 12. Bei den Langzeittieren, die Uber
150 Tage uberlebt hatten, waren sie wiederum nur einmal schwach nachweisbar.
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Ein PARP-Nachweis in der Gruppe 4 konnte deutlich am Tag 6 und Tag 12 nach der
Transplantation festgestellt werden. Die Intensitat der Expression von PARP-Banden
wurde als mittel bewertet, aber bei den Langzeittieren nur noch schwécher

beobachtet.
Gruppe Vorbehandlung Tag 6 Tage 10, 11 LZT
und 12
1 Kontrollgruppe -I-1+ ++ [++/++ -
2 DA-Zellen -/-1+ -[+1+ +/+/++
3 CTLA-4lg +/+/++ -[+1+ -[-1+
4 DA-Zellen + CTLA-4lg ++/++/++ ++/++/++ - 11+

Tabelle 17. Expression von PARP Produkten in der Kontrollgruppe, Gruppe 2, 3
und 4. Drei Tiere wurden am Tag 6, Tag 12 und am Tag 150 (LZT) nach der

Transplantation untersucht und semiquantitativ ausgewertet (-/keine, +/wenig,

++/mittel, +++/hohe Expression).

<+«—— 89kDa

Abbildung 8. PARP-Western-Blot im Lebergewebe nach allogener ORLT. In Hb6he
der 89 kDa fanden sich beim Kontrolltier am Tag 6 keine Apoptosezeichen im PARP-
Western-Blot (1). Banden stellten sich bei mit CTLA-4lg und DA-Zellen behandelten
Tieren am Tag 6 (2) und Tag 12 (3) dar. Auch Langzeittiere dieser Gruppe zeigten
Banden nach mehr als 150 Tagen (4-6) nach ORLT. PK stellte die Positivkontrolle
und NK die Negativkontrolle dar.
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4.4.2 Apoptose Nachweise durch In-Situ-Apoptose Detektion

Die in-situ Apoptose-Detektion in den transplantierten Lebern von Gruppe 1 zeigte
keine apoptotischen Kerne am Tag 6 bei den beiden untersuchten Tiere. Wegen des
vorzeitigen Todes der Tiere konnten nur jeweils ein Tier am Tag 11 und 12
ausgewertet werden. Diese Tiere zeigten eine schwache und mittlere Intensitat der
Expression.

Der in-situ Apoptosenachweis in der Leber von Gruppe 2, 3 und 4 bestétigte die

Ergebnisse des Western-blots.

Gruppe Vorbehandlung Tag 6 Tage 11/ 12
1 Kontrollgruppe -/- +/++
2 DA-Zellen -I- +/+
3 CTLA-4lg -[+ +/++
4 DA-Zellen + CTLA-4lg +/++ +/++

Tabelle 18. In-Situ-Apotose-Detektion in der Kontrollruppe, sowie Gruppen 2, 3 und
4, je drei Tiere wurden am Tag 6, Tag 12 und am Tag 150 (LZT) nach der
Transplantation untersucht und semiquantitativ ausgewertet (-/keine, +/wenig,

++/mittel, +++/hohe Expression)

4.5 CD25-Expression (Interleukin-2-Rezeptor)

4.5.1 CD25-Expression (Interleukin-2-Rezeptor) in der Leber

In der Kontrollgruppe war die Proteinexpression von CD25 in der Leber deutlich
ausgepragt. Alle Tiere zeigten hier am Tag 6 stark positive Ergebnisse. Es wurde ein
globales Infiltrat sowohl der Portalfelder als auch der Sinusoide mit CD25 positiven
Zellen gefunden, die sich auch an den Tagen 10, 11 und 12 weiter zeigte. Bei einem
von diesen spateren Tieren wurde nur eine mittlere Expression, bei den anderen

zwei jedoch eine hohe Expression von CD25 gefunden.
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Abbildung 9. Immunhistochemie der Leber (mit anti-CD25 x 20, Serotec) zeigt einen
deutlichen Nachweis CD25 positiver Zellen in einem Kontrolltier (Gruppe 1) am 6.

postoperativen Tag.

In der Gruppe 2 fand sich am Tag 6 nach Transplantation ebenfalls ein globales
Infiltrat CD25 positiver Zellen, ebenfalls in den Portalfeldern und Sinusoiden. Diese
vorbehandelten Tiere zeigten auch am Tag 12 und den Langzeittieren eine starke
CD25-Auspragung.

In der Gruppe 3 zeigte sich an den Tagen 6 und 12 nach Transplantation nur eine
geringe Auspragung einer CD25 Proteinexpression. Bei den Langzeittieren fanden
sich dann nur noch vereinzelt CD25-positive Zellen im Leberparenchym.

Abbildung 10. Immunhistochemie der Leber (mit anti-CD25 x 20, Serotec) zeigt am
12. postoperativen Tag eine nur geringe CD25-Expression bei einem mit CTLA-4Ig
vorbehandelten Tier (Gruppe 3)
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In der Gruppe 4 war die Proteinexpression von CD25 in der Leber am Tag 6 und 12
ebenfalls nur schwach ausgepragt. Bei den Langzeittieren fanden sich ahnlich wie in
Gruppe 3 nur noch vereinzelt CD25-positive Zellen im Leberparenchym.

Abbildung 11. Immunhistochemie der Leber (mit anti-CD25 x 20, Serotec). Mehr als
150 Tage nach allogener Transplantation und Vorbehandlung mit
spenderabgeleiteten DA-Milzzellen und CTLA-4lg (Gruppe 4) zeigt sich lediglich eine
schwache CD25 Expression

Gruppe Vorbehandlung Tag 6 Tage 10,11, LZT
und 12
1 Kontrollgruppe +++/+++[+++ ++/+++[+++ -
2 DA-Zellen +/+/++ ++/+++[+++ ++/+++/+++
3 CTLA-4lg [+ +H[+++ +H[++H[+++ ++[++[++
4 DA-Zellen+CTLA-4lg +/+/+ -1+ -/-1+

Tabelle 19. CD25-Expression in der Leber (Immunhistochemie anti-CD25) in der
Kontrollgruppe, sowie Gruppen 2, 3, 4. Jeweils drei Tiere wurden an den Tagen 6, 12
und 150 (LZT) nach Transplantation untersucht und semiquantitativ ausgewertet (-
keine, + wenig, ++ mittlere, +++ hohe Expression).

40




4.5.2 CD25-Expression (Interleukin-2-Rezeptor) in der Milz

Die Kontrollgruppe zeigte am Tag 6 nach Transplantation in der semiquantitativen
Auswertung in Uber 60 % der Proben eine starke CD25-Expression. Die gleiche
Gruppe zeigte an den Tagen 10, 11 und 12 zwar auch positive CD25-Farbungen,

jedoch mit einer nur noch mittleren Intensitéat.
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Abbildung 12. Immunhistochemie der Milz (mit anti-CD25, x20, Serotec) zeigt in der

Kontrollgruppe am Tag 6 einen Nachweis vieler CD25 positiver Zellen

In der Gruppe 2 (DA Vorbehandlung) war die CD25 Expression in der Milz zu allen
Untersuchungszeitpunkten (Tag 6, 12 und LZT) nur schwach ausgepragt.

In der Gruppe 3 (DA und CTLA4Ig) war die CD25 Expression an den Tagen 6 und 12
zwischen schwach und mittel ausgeprégt. Im Verlauf fanden sich bei den LZT dann

wieder stark CD25-positive Zellen im Milzparenchym.
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Abbildung 13. Immunhistochemie der Milz (mit anti-CD25, x20, Serotec). Nur
geringe Anfarbungen CD25-positiver Splenozyten am Tag 6 nach ORLT bei mit
CTLA-4lg und DA-Splenozyten vorbehandelten Ratten (Gruppe 4)

In der Gruppe 4 wiesen die Proteinexpression von CD25 in der Milz am Tag 6 und
Tag 12 nach der Transplantation unterschiedliche Intensitat auf. Am Tag 6 hatten
zwei Tiere eine negative CD25-Expression. Am Tag 12 waren alle Ergebnisse
positiv. Dabei waren tUber 60% der Proben von mittlerer Intensitat und ein Drittel
schwach positiv. Bei den LZT fanden sich vereinzelt CD25-positive Zellen im
Milzparenchym. Bei einem Tier war diese Rezeptor-Expression negativ und bei zwei

schwach positiv.

Gruppe Vorbehandlung Tag 6 Tag 10,11 und LZT
12
1 Kontrollgruppe ++/+++/+++ +H[++[++ -
2 DA-Zellen +/+/++ +/++/++ ++/++
3 CTLA-4lg +/+/++ +/++/++ ++/+++H/+++
4 DA-Zellen+CTLA-4Ig -/-1+ +++/++ -[+/+

Tabelle 20. CD25-Expression in der Milz (Immunhistochemie anti-CD25) in den
einzelnen Gruppen. Jeweils drei Tiere wurden an den Tagen 6, 12 und 150 (LZT)
nach Transplantation untersucht und die Farbungen semiquantitativ ausgewertet

(- keine, + wenig, ++ mittlere, +++ hohe Expression).
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4.6 Chimarismus

In der Kontrollgruppe zeigte sich am Tag 6 nur ein schwacher Nachweis
spenderabgeleiteter Zellen in den Empfangermilz. Lediglich 30% der Proben waren
Uberhaupt und dann mit insgesamt mittlerer Intensitat positiv. An den Tagen 10, 11

und 12 fanden sich keine DA-spezifischen Anfarbungen im Gewebe mehr.

- .~ . S . ™ N -
. o » =% Lx - - b
r\ ‘b ‘,?f‘%f‘, h,.':._ ‘\ :*
L - pe . o B
oo QIR -
‘. ':- > N4 X g .
o 1) e P .
Ple 4‘,,  ow .
4> - : » . ."." 28) |
5 7l ..;ﬂw;.
- TN N ¢ e A
o .r‘tyz AN 2
'bl‘ ’ ;')‘ -~ - ; ;
., - O L i
| Pryr Lt - - 4
" e v .“:‘, .{ N

S AT AR wdi s e soB
a2 YT R ek s ]

Abbildung 14. (Immunhistochemie anti-rat RT1A*®, x20) Nachweis
spenderabgeleiteter Zellen in der Milz von Empfangern einer allogenen ORLT. Bei
Kontrolltieren war schon nach 12 Tagen keine spenderabgeleiteten Zellen mehr

nachweisbar.

In der Gruppe 2 waren spenderabgeleitete Zellen in der Milz am Tag 6 nach ORLT in
allen untersuchten Tieren schwach vorhanden. Nach 12 Tagen fanden sich diese nur
noch vereinzelt bei einem Tier, und bei den LZT blieben diese Farbungen wiederum
negativ.

Im Gegensatz dazu war in der Gruppe 3 der Nachweis von Spenderzellantigen am
Tag 6 deutlich ausgepragt. Am Tag 12 und bei den LZT fanden sich aber auch hier
nur noch bei zwei Dritteln der Tiere ein wenig ausgepragter Nachweis

spenderabgeleiteter Zellen.
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Abbildung 15. (Immunhistochemie anti-rat RT1A%®, x20). Nachweis von
spenderabgeleitetem Antigen bei mit CTLA-4Ig und DA-Splenozyten vorbehandelten
Tieren am Tag 12 und im Langzeitverlauf.

In der Gruppe 4 war die Proteinexpression spendergenerierter Zellen in der Milz am
Tag 6 zwar deutlich vorhanden, nach 12 Tagen fand sich aber nur noch eine
geringere Intensitat und bei den LZT gab es schlieBlich nur vereinzelt Nachweise
dieser spezifischen Proteine. Die Ergebnisse waren bei zwei Tieren schwach positiv

und bei einem Tier negativ.

Gruppe Vorbehandlung Tag 6 Tag 10, 11 LZT
und 12
1 Kontrollgruppe -[-1++ -/-1- -
2 DA-Zellen +++ -1+ -/-1-
3 CTLA-4lg +H/++[+++ -I-1+ -I-1+
4 DA-Zellen+CTLA-4lg +H+/+++H/+++ +H/++[+++ -1+1+

Tabelle 21. Expression von Spender-MHC-1 in der Milz der Empfanger in den
einzelnen Gruppen. Jeweils drei Tiere wurden an den Tagen 6, 12 und 150 (LZT)
nach Transplantation untersucht und semiquantitativ ausgewertet (- keine, + wenig,
++ mittlere, +++ hohe Expression).
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5. Spezifische Beantwortung der wissenschaftlichen Fragestellung

1. Wie beeinflusst die Vorbehandlung mit einem adoptiven Zelltransfer die
akute AbstofRung eines Transplantats?

Die Anwendung der einfachen Vorbehandlung mit Spender-Zellen(DA) konnte eine
akute Reaktion gegen das Transplantat nicht vermeiden. Es zeigte sich eine
ausgepragte CD25-Expression mit Apoptose sowie der Nachweis einzelner
spenderabgeleiteter Zellen in Leber und Milz.

2. Wie beeinflusst die Vorbehandlung mit CTLA-4lg die akute Absto3ung des
Transplantats?

Die Vorbehandlung mit CTLA-4lg fuhrte zu einer Verlangerung der Uberlebenszeit,
zur Reduktion einer Immunreaktion und zu einer Verminderung der CD25R-
Expression. Apoptose-Rate und das Phanomen des Chimarismus waren hierbei nicht

stark ausgepragt.

3. Ist eine kombinierte Therapie mit CTLA-4lg und spendergenerierten Zellen
sinnvoll?

Die Vorbehandlung mit DA-Zellen und CTLA-4lg fuhrte zu einer Langzeitakzeptanz
des Transplantats bei allen Tieren. Dieses ging einher, mit einem Nachweis von
Chimarismus, einer Verminderung der CD25R-Expression, einer Erhéhung der

Apoptose-Rate und einer generellen Reduktion von Abwehrprozessen.
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6. Diskussion

6.1 Toleranzinduktion - Mechanismen der Toleranzentwicklung

Da bei der Gabe von immunsuppressiv wirksamen Medikamenten insbesondere im
Langzeitverlauf zunehmend unerwinschte Wirkungen wie Nephrotoxizitat oder
Stoffwechselstorungen auftreten, gibt es neben vielen Studien zur Optimierung
immunsuppressiver Protokolle auch eine Reihe experimenteller Versuche eine
spezifische Toleranz unter Vermeidung einer dauerhaften Immunsuppression zu
erreichen (52).

Toleranz wird dabei definiert als die Duldung koérperfremden Antigenmaterials (so
genannte Tolerogene) durch das eigene Immunsystem. Toleranz ist damit ein aktiver
Prozess, der sowohl im Thymus aber auch in der Peripherie ablaufen kann (53).

Der Begriff der Toleranz wurde von Burnet und Ferner in 40iger Jahren eingefihrt
(15).

Eine Toleranzentwicklung in der Peripherie kann Uber mehrere Mechanismen
verlaufen. Diese bezeichnet man als: Deletion (klonale Erschépfung), Ignoranz und
Sequestrierung (81).

Dartber hinaus gehdren zur Toleranzentwicklung Prozesse wie: Anergie, Apoptose
und Suppression (1).

Anergie definiert den funktionellen Status der Hyporeaktivitat, der in der Regel durch
den Verlust des zweiten Signals der Signaltransduktion bewirkt wird, was wiederum
zu einer gestorten T-Zellen- Proliferation mit reduzierter IL-2-Sekretion fuhrt (24).
Apoptose von T-Zellen bezeichnet in Abgrenzung zur Nekrose den Zustand eines so
genannten programmierten Zelltodes (1).

Aktive Regulation (Suppression) wird durch T-Zellen, die zu regulatorischen T-Zellen
differenzieren, vermittelt (1).

In dieser Arbeit wurden von allen bekannten Toleranzmechanismen nur die beiden
Aspekte Anergie und Apoptose betrachtet.

Entsprechend der oben genannten Mechanismen der Toleranz ergeben sich

verschiedene Ansatze, Toleranz unter experimentellen Bedingungen zu untersuchen.

6.2 Zellulare Mechanismen der Toleranzentstehung

Nach Waldmann grinden sich die Anséatze zur Induktion von Toleranz auf der
Amplifikation und Modulation der ablaufenden Absto3ungsreaktion, ihrer Stadien und
deren Signalstransduktion (77).
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Eine Rejektion verlauft in drei Stadien, die durch drei Signale, die so genannte
Signalstransduktion, vermittelt werden. Das erste Signal verlauft antigen-spezifisch
zwischen antigen-prasentierenden Zellen (APC) und T-Zellen. Das zweite Signal ist
antigen-unspezifisch und wird durch CD28/CD40 und andere Rezeptormolekile
vermittelt, die auf APC und T-Zellen exprimiert sind(9, 16,19). Ein drittes Signal stellt
die Zytokinfreisetzung von T-Zellen dar. Diese Zytokine regulieren dann die T-Zell-
Expansion (13).

In mehreren Studien ist bereits eine Blockierung dieser Signale durch die einzelne
oder kombinierte Anwendung von antiCD4-, antiCD8-, antiCD52-Antikoérpern fur die
Entwicklung von Toleranz beschrieben worden (77,81). Damit konnte gezielt eine
Interaktion der Rezeptoren zwischen APC und T-Zellen unterbrochen und als Folge
davon ein oder zwei Schritte in der Signalstransduktion blockiert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem tierexperimentellen Transplantations- und
Rejektionsmodel der Einfluss einer CTLA-4lg Applikation untersucht. Dieser
Antikorper blockiert ebenfalls den zweiten Schritt der Signalstransduktion, die so
genannte Co-Stimulation, und kann so eine T-Zell-Antwort supprimieren.

Diese Blockade der Co-Stimulation kann sogar zu einer so genannten spezifischen
Toleranz fuhren, weil es nicht nur das costimulatorische Signal unterbricht, sondern
auch eine Anergie und Apoptose von T-Zellen bedingen kann (7).

Nach neueren Ergebnissen (60) gelingt es, die Entwicklung von Toleranz nicht nur
durch die Blockade der Signaltransduktion, sondern auch durch die begleitende
adoptive Zelleninfusion als Therapieansatz zu nutzen (78).

Diesbezlglich gibt es in unserer Studie eine Untersuchungsgruppe, bei der nicht nur
die T-Zell Interaktion durch Antikérperblockade gehemmt wurde, sondern auch eine
Behandlung mit spenderabgeleiteten Milzzellen erfolgte.

Ein solcher zusatzlicher adoptiver Zelltransfer wird von einigen Autoren (10,80) als
ein viel versprechender Ansatz gesehen.

Fur eine gezielte Anwendung einer solchen Zellinfusion war es zunachst notwendig,
die relevanten Zellpopulationen und Mengen herauszufinden, mit der man in
Kombination mit einer CTLA-4lg Applikation eine signifikante funktionelle
Beeinflussung der Alloreaktivitat des Empfangers nach Transplantation erreichen

kann.
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Abbildung 16. Schematische Zusammenfassung der Signaltransduktion wahrend
einer AbstoBungsreaktion (a) im Vergleich zur Signaltransduktion in der

Toleranzentwicklung (b), (nach Nickerson et al. (50))

6.3 Spezielle Aspekte der Leber bei der Entstehung von Toleranz

Die Leber eignet sich aus vielen Grinden besonders gut zur Untersuchung einer
AbstoRung, da sie ein ,immunologisch beglnstigtes Organ® darstellt. Dieses zeigt
sich bereits klinisch in der langeren Uberlebenszeit von Lebertransplantaten im

Vergleich zu anderen transplantierten Organen.
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Weiter zeigt sich bei kombinierter Lebertransplantation (z.B. Leber und Niere), dass
die Leber offensichtlich Eigenschaften besitzt, andere transplantierte Organe gegen
eine AbstoBung zu schitzen. Dieser Effekt wurde u.a bei Haut-, Herz-, und
Pankreastransplantation mit simultaner Lebertransplantation beobachtet (59,78).

Die Ursachen liegen vermutlich in einem spezifischen Verlust zellularer
Immunreaktionen und dem Fehlen bestimmter Gewebsantigene in der Leber (49).

In der Leber werden u.a. Prostaglandine, a-1-, 3-2-Makroglobuline und eine Vielzahl
an Akute-Phase-Proteinen mit einer toxischen Wirkung auf T-Zellen produziert.
Weiter ist die Leber ein Organ mit grofiem Regenerationspotenzial und ein
bevorzugter Ort fur Apoptose von T-Zellen und aus diesem Grund mdglicherweise
ein zentrales Organ bei einer Toleranzinduktion (5).

6.4 Effizienz der Blockade costimulatorischer Signale und der Vorbehandlung
mit adoptivem Zelltransfer

Fur die Untersuchung der immunologischen Prozesse einer Abstof3ung sind
unterschiedliche Tiermodelle bekannt. Die mittlerweile etablierten mikrochirurgischen
Techniken bei Lebertransplantationen an Ratten eréffnen einen weiteren Weg, die
wesentlichen Fragen einer Toleranzinduktion und speziell Effizienz neuer
Therapieansatze wie einer CTLA-4lg Gabe kombiniert mit einem adoptiven
Zellinfusion unter definierten Bedingungen abzuklaren (49,83).

Wie bereits vor 30 Jahren von Zimmermann beschrieben, kommt es bei der
Kombination von DA Ratten als Spender auf LEW Ratten als Empfanger nach
Lebertransplantation infolge der gro3en Unterschiede im HLA System zu einer
heftigen Absto3ungsreaktion. Deswegen war diese Stammkombination aus unserer
Sicht besonders gut geeignet, um die Effizienz dieser Behandlung auf die Akzeptanz

eines Transplantates zu testen.

6.4.1 CTLA-4lg

CTLA-4-1g ist ein Fusionsprotein der Immunglobulin-Superfamilie, das aus einem
weiteren CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-associated Antigen 4)-Teil und einem
Antikorperanteil IgG1 besteht. CTLA-41g besitzt die Fahigkeit eine sog. Anergie zu
induzieren (21,43), eine Erh6hung der Th(2)-Zytokine zu verursachen (3,4) und/oder
Apoptose zu beeinflussen (41), indem es an den B7-Rezeptor der antigen-
prasentierenden Zelle (APC) bindet, das CD28/B7-Signal (Co-Stimulation) wéhrend
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der AbstoRungsreaktion blockiert und dadurch die weitere T-Zellen-Aktivierung
unterbricht (3, 54).

Auf Grund dieser Effekte wird die Blockade der CD28/B7-Interaktion (Co-Stimulation)
als eine vielversprechende Mdglichkeit zur Immunsuppression beschrieben (43).

In unserer Untersuchung zeigte sich nach Gabe von CTLA-4Ig regelhaft eine deutlich
supprimierte CD25-Expression und deutlich mehr PARP-Produkte als Zeichen einer
Apoptose im (Transplantat-)Gewebe. Weiter zeigten beiden mit CTLA-4lg
behandelten Gruppen (3 und 4) eine verlangerte Uberlebenszeit Uber 150 Tage im
Vergleich zur Kontrollgruppe (medianes Uberleben 10 Tage) und der nur mit
Spenderzellen behandelten Gruppe 2 (medianes Uberleben 18 Tage).

Fur die Leber gibt es zwar bisher keine klinische Studie, allerdings gibt es aktuell
bereits eine erfolgreiche Langzeitstudie, die einen mdglichen Vorteil der Anwendung
von CTLA-4lg (Handelsname Belatacept) in einem Calcineurin Inhibitor freien
Protokoll nach Nierentransplantation gegenuber dem Standardprotokoll mit
Cyclosporin belegt (76).

Hier zeigte sich, dass es unter Anwendung von Belatacept zwar zu einer Zunahme
akuter AbstoRungen und einer erhéhten Inzidenz lymphoproliferativer Erkrankungen
kommen kann, aber es zeigte sich auch in derselben Gruppe, dass eine niedrigere
Inzidenz der Nebenwirkungen — Hyperlipidemie, Hypertonie auftrat. Au3erdem ist vor
allem im Langzeitverlauf die Nierenfunktion besser im Vergleich zur herkdmmlichen

Cyclosporin-basierten Immunsuppression (76).

Expression Funktion und Signale

Co-stimulation
CD28 CDA4(+)-,CD8(+)- T-Zellen CD28/B7Interaktion—IL-Produktion

CTLA4/B7Interaktion—
CTLA-4 |CD4(+)-,CD8(+)-T-Zellen Adhasionsaffinitat T-Zellen und APC

Co-stimulation
B7 B-Zellen, Makrophagen, DCs CD28/B7Interaktion—IL-Produktion

Tabelle 22. CD28, B7, CTLA4- Expression, Funktion und Rolle fir die
Signaltransduktion (modifiziert nach Linsley und Ledbetter (43))
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6.4.2 Chimarismus

Mit dem Begriff Chimérismus bezeichnet man einen Zustand, bei dem
spenderspezifische Zellen im peripheren Blut oder Gewebe des Organempfangers
nachweisbar sind. Dieses Phanomens wurde in der Transplantationsmedizin wurde
erstmals von Starzl et al. beschrieben (69). Nach Starzl (70) gibt es eine feste
Korrelation zwischen dem Phanomen Chiméarismus und einer
Transplantationstoleranz, was letztendlich im Einklang mit unserem Ergebnis ware.
In den Gruppen 3 und 4, die eine verlangerte Uberlebenszeit und die Entwicklung
von Toleranz gegentber dem Transplantat zeigten, konnten wir Chimarismus
nachweisen.

Dagegen zeigte sich in den beiden anderen Gruppen (unbehandelte Kontrollgruppe
und nur Spenderzell-behandelte Gruppe) kein Nachweis von Chimarismus, was mit
einer entsprechend kurzen Uberlebenszeit als Folge der Entwicklung einer
Abstol3ungsreaktion einherging.

Bereits Pichlmayr, Hisanaga und Delis et al (12, 23, 58) konnten zeigen, dass das
Vorhandensein von Spenderzellen eine leichte Immunreaktion induziert, was eine
bessere Langzeitprognose nach Lebertransplantation induziert. In weiteren
experimentellen Studien konnte festgestellt werden, dass spendergenerierte Zellen
eine kritische Rolle fur die Akzeptanz eines Transplantats spielen und zu einer
Toleranzentwicklung ohne Anwendung einer dauerhaften Immunsuppression
beitragen kdnnen (66).

Ein solcher adoptiver Zelltransfer kann unter experimentellen Bedingungen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten in Bezug zur Transplantation durchgefuhrt werden.
Allerdings beschreiben die meisten Studien den Zeitpunkt eine Woche vor
Transplantation als optimal, weshalb in unserer Studie ebenfalls dieser Zeitpunkt
gewahlt wurde. Aufbereitete Spender-Milzzellen wurden am 7. und 2.Tag vor
Transplantation appliziert. CTLA-4lg wurde in den entsprechenden Gruppen an
Tagen 8,7, 3 und 2 vor Transplantation verabreicht.

Ziel des vorzeitigen adoptiven Zelltransfers war es, einen zuséatzlichen positiven
Einfluss auf die Transplantatsvertraglichkeit und die Protektion des Transplantats vor
einer Schadigung durch alloreaktive T-Zellen zu erreichen (45, 51, 84). Fruhere
Experimente mit einer kombinierten Anwendung von CTLA-4lg und Spenderzellen
begrindeten die Hypothese, dass beide zur Transplantattoleranz beitragen kénnen
(78, 79). Beide MalRnahmen scheinen auf unterschiedliche Weise eine Apoptose von
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aktivierten T-Zellen zu induzieren (78, 79). Unsere Ergebnisse zeigen zwar nur eine
Verlangerung der Uberlebenszeit und Transplantatsakzeptanz unter der Anwendung
von CTLA-4lg, allerdings ergibt sich ebenfalls eine Verbesserung dieses Effekts
durch adoptiven Zelltransfer, wohingegen die Effekte einer alleinigen Zellgabe nicht
ausreichen, um eine suffiziente Transplantatkontrolle zu erreichen.

Mechanismus der potenzierten gemeinsamen Wirkung liegt méglicherweise in einer
vermehrten Expression der costimulatorischen Molekile durch das Vorhandensein
spendergenerierter Zellen, deren Interaktion spater durch die Applikation des CTLA-
4lgs unterbrochen wird (43). Weil die Effekte des CTLA-4Ig ca. 48-72 Stunden nach
Applikation auftreten (43), ist der beste Zeitpunkt einer Gabe spenderabgeleiteter
Zellen vor oder kurz nach der CTLA4-Ig Gabe in der so genannten Induktionsphase

der Transplantatakzeptanz (30).

6.5 Charakterisierung der Effizienz einer Vorbehandlung mit CTLA-4lg und
spenderabgeleiteten Zellen anhand von Histologie, Uberlebenszeit, CD25-
Expression, Apoptose und Chimarismus

6.5.1 Uberlebenszeit und Histologie

Nach der Klassifikation von Zimmermann und Davies (83) entwickelt sich nach
tierexperimenteller Transplantation im Rattenmodell mit der Stammkombination DA
auf LEW in den ersten 11 Tagen eine starke Abstol3ungsreaktion.

In Ausnahmeféllen wurde aber auch von mehreren Autoren bei der gleichen
Stammkombination eine Spontantoleranz (Organakzeptanz ohne Immunsuppression)
beobachtet (14, 29, 63, 83).

In unserer Studie betrug die Uberlebenszeit in der Kontrollgruppe 10 Tage, in Gruppe
2 (vorbehandelte Tiere mit spenderspezifischen DA-Zellen) 18 Tage und in Gruppe 3
(vorbehandelte Tiere mit CTLA-4lg) 150 Tage, woran sich bereits zeigte, dass
sowohl die alleinige Vorbehandlung mit Spenderzellen als auch die alleinige
Vorbehandlung mit dem Antikdrper einen modulierenden Einfluss auf die
Absto3ungsreaktion hatten. Einige Tiere dieser drei Gruppen starben aber auch
vorzeitig infolge der starken Abstolungsreaktion und daraus resultierender
Leberinsuffizienz, Splenomegalie und/oder gastrointestinale Blutungen.

Alle Tiere der Gruppe 4, die DA-Splenozyten und CTLA-4lg als Vorbehandlung
erhalten hatten, hatten eine signifikant langere Uberlebenszeit von mehr als 150
Tagen. Die Ergebnisse aus Gruppe 3 und 4 deuten darauf hin, dass die CTLA-4lg-
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Anwendung den grol3eren Einfluss auf die Transplantatiberlebenszeit hat (43,56),
wobei der adoptive Zelltransfer der spenderabgeleiteten Zellen eine weitere bessere
Transplantatsakzeptanz bedingt (70).

Die Daten der histologischen Befunde, die der sensitivste Parameter nach
Transplantation sind (14), zeigten am Tag 6 in nahezu allen Tieren aller Gruppen ein
starkes periportales Infiltrat. Im Verlauf bildet sich dieses entweder nach der zweiten
Woche zurick oder es kam zu einer schweren Abstof3ung dritten Grades, die in den
Gruppen 1 und 2, regelhaft eintrat. Dieser Prozess wurde mikroskopisch durch
Nekrosen, Gallenwegsobstruktionen, Infiltrationen der Sinusoide und Portalfelder
charakterisiert.

Im Gegensatz dazu zeigte sich bei den Langzeittieren der Gruppen 3 und 4 eine
spontane Resorption des Infiltrates. In  Gruppe 3 zeigten die Tiere
Gallenwegsproliferationen und mononukleare Infiltrate typisch fur chronisch-
immunologische Veranderungen. Die Leberhistologie der Gruppe 4 zeigte am 12.
postoperativen Tag und bei den Langzeittieren (Tag 150) ein unauffalliges
Lebergewebe, was auf einen synergistischen Effekt von CTLA-4lg und

Spenderzellen hinweist.

6.5.2 Interleukin-2

Eine IL-2-Sekretion reprasentiert ein kritisches Signal in der Reaktion des
Immunsystems, und stellt ein wichtiges Zytokin im Rahmen der AbstoRungsreaktion
dar, welches das Wachstum, die Differenzierung und die Proliferation von T-Zellen
initiiert (17, 44, 64).

Von drei unterschiedlichen bekannten IL-2-Rezeptor-Subunits (IL-2R-alpha-CD25, IL-
2R-beta CD122 und IL-2R gamma-CD132) ist CD25 ein Marker der T-Zell-
Aktivierung und kann daher als diagnostischer und prognostischer Parameter der
akuten Rejektion nach Transplantation dienen (2). Aus diesem Grund wurde in dem
durchgefiihrten Experiment dessen Expression in der Leber und der Milz untersucht.

Am Tag 6 und Tag 12 nach Transplantation wurde bei der Kontrollgruppe und der
Gruppe 2 (ohne CTLA-4lg-Vorbehandlung) ein globales Infiltrat mit CD25-positiven
Zellen in der Leber und der Milz gefunden. Im Gegensatz dazu fuhrte die CTLA-41g-
Vorbehandlung in Gruppen 3 und 4 zur Reduktion der CD25-Expression zu allen

Zeitpunkten in beiden Organen.
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Der Status der Hyporeaktivitat mit fehlender IL-2-Sekretion von T-Zellen wird in der
Literatur als Anergie beschrieben (24). Anergie und Apoptose wurden von vielen
Autoren als ein Mechanismus der Toleranz bezeichnet (81). IL-2 wird in den letzten
Jahren auch als Cofaktor bei der Entwicklung von Apoptose in T-Zellen diskutiert.
Nach einigen Autoren ist IL-2 ein Apoptose-Initiator oder Primer (42), weil er
gleichzeitig die Sensitivitdt der T-Zellen erhoht (5), andere denken, dass IL-2 die T-

Zellen vor Apoptose schitzt und diese inhibiert (59).

6.5.3 Apoptose

Als Apoptose bezeichnet man einen programmierten Zelltod (33, 34). Sie ist ein
fundamentaler biologischer Prozess in der Embryo- und Morphogenese, der auch fur
die T-Zellhombostase notwendig ist (26, 46), und damit als ein Weg der zentralen
und peripheren Toleranzentwicklung beschrieben wird (81).

Es sind zwei Formen der Apoptose beschrieben worden: AICD (activation induced
cell death) und PACD (passiv cell death). Nur AICD spielt, durch die Elimination der
alloreaktiven T-Zellen, eine Rolle in der Toleranzentwicklung. Sie ist Fas-abhangig,
wird durch Proteine der Bcl-Familie verhindert und durch IL-2 induziert, wie schon in
der Einleitung dieser Arbeit erklart wurde (89).

Apoptose verlauft in drei Stadien: der Initiationsphase, der Effektorphase der
Kernveranderungen und endet mit der Degradation und Segmentation der DNA-
Fragmente (61). Seit der ersten Beschreibung der Apoptose von Kerr (33) bis heute
sind die Degradationsprodukte der DNA das wichtigste biochemische Korrelat dieses
Prozesses. Aus diesem Grund analysierten wir das Vorliegen von sog. PARP-
Produkten, die in Folge von Degradation und Segmentation der DNA entstehen.
PARP sind Nuklear-Zink-Finger-DNA-verbundene Proteine, die als zuverlassiger
Apoptosenachweis anerkannt sind (61).

PARP-Fragmente wurden in der Leber untersucht, da hier T-Zellen im Rahmen der
Allograft-Reaktion in grofien Mengen vorhanden sind und lhre Aktivierung und
spatere Elimination durch Apoptose die Entwicklung von Toleranz bestimmen soll (5,
14).

PARP Produkte waren in der Gruppe 1 nicht nachweisbar und in Gruppe 2 nur am
Tag 12 schwach zu identifizieren. Im Gegensatz dazu waren PARP Fragmente in

den Gruppe 3 und 4 sowohl am Tag 6 als auch 12 deutlich nachweisbar.
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Nach experimentellen Ergebnissen von Sun et al. (74, 75) ist die spontane
Akzeptanz einer Transplantatleber mit dem Vorhandensein einer gro3en Menge von
apoptotischen T-Zellen im Portalfeld verbunden. Eine andere Studie hat gezeigt,
dass die Aktivierung und Proliferation der T-Zellen mit einer Akkumulation letzterer in
der Leber korreliert und spater dort zu Apoptose fuhrt (14), was auch die Ergebnisse
unserer Arbeit erklaren wirde.

Nach Koglin et al. (31) ist Apoptose von T-Zellen wéahrend der Abstol3ung ein sehr
aktiv und intensiv ablaufender Prozess innerhalb des Transplantats.

Nach anderen Autoren gibt es immer eine kleine Menge apoptotischer Zellen im
Gewebe, diese sind zumeist inflammatorische selten parenchymatdse Zellen (35,
61).

Vermutlich ist die Menge der apoptotischen Zellen im Transplantat von der Zeit der
Untersuchungen nach Transplantation abhangig. Als Untersuchungszeitpunkte
unserer Studie wurden empirisch die Tage 6 und Tag 12 nach Transplantation
gewahlt und fur Spatergebnisse falls vorhanden auch Langzeittiere verwendet.

Bei Versuchen an Ratten in der DA auf LEW-Stammkombination wurde Apoptose an
den Tagen 1, 2, 3, 4 und 7 nach Transplantation festgestellt und es wurden
insbesondere T-Zellen angegriffen (35).

Nach einigen Autoren (5, 14, 55) fuhrte eine nach 14 Tagen am starksten auspragte
Apoptose zur Deletion insbesondere der T-Zellen, die das Transplantat infiltriert
hatten.

Am Tag 6 und Tag 12 nach ORLT waren in unserer Studie die PARP-Produkte der
Apoptose in der Gruppe 4 (Vorbehandlung DA-Zellen und CTLA-41g) am deutlichsten
ausgepragt. Die Tiere von Gruppe 4 zeigten auch die langste Uberlebenszeit und
beste Akzeptanz des Transplantats. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Akzeptanz eines Transplantats mit einer héheren Rate von Apoptose in den ersten
1-2 Wochen nach Transplantation korreliert (5,14).

Im Vergleich dazu waren in der Kontrollgruppe Apoptosen nur am Tag 6 nach der
Transplantation schwach ausgepragt und in der Gruppe 2 (DA-Zellen-
Vorbehandlung) nur am zwolften Tag zeitgleich mit einer meist fortgeschrittenen

Abstol3ung.
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6.5.4 Chimarismus

Das Vorhandensein der spenderabgeleiteten Zellen im Empfanger wurde in einigen
experimentellen Modellen als ein erster Schritt in der Toleranzinduktion angesehen
(72).

Die Ubertragenen Zellpopulationen migrieren ins Empfangerlymphgewebe und rufen
die Aktivierung, Differenzierung, Deletion und Erschopfung der alloreaktiven T-Zellen
hervor (6, 65, 74, 75). Es wird vermutet, dass die Spenderzellakkumulation im
Empfangergewebe eine Hyporeaktivitat verursacht. Nach einigen Autoren (14,51) ist
diese Hyporeaktivitdt des Empféangers von der Lokalisation der spenderabgeleiteten
Ubertragenen Zellen abhangig. Nach Dresske et al. (14) wurde nur bei dem
gleichzeitigen Vorhandensein von Chimarismus in der Milz des Empfangers eine
spontane Akzeptanz bei Rattenlebertransplantationen beobachtet.

Entsprechend dieser Studie wurden in unserem Versuchsplan die Milzpraparate
hinsichtlich Chiméarismus untersucht. Am Tag 6 war erstaunlicherweise in allen
Gruppen eine Proteinexpression spenderabgeleiteter Zellen vorhanden.

Eine ausgepragte DA-spezifische Anfarbung wurde im Milzgewebe am Tag 12 in der
Gruppe 4 dargestellt und eine schwache Expression der gleichen Anfarbung in der
Kontrollgruppe sowie den Gruppen 2 und 3 beobachtet. Allerdings hatte man
erwarten konnen, dass in der Gruppe 2 mit Splenozyten-Transfer hohere Raten an
DA-Zellen nachzuweisen sind. Wahrscheinlich rufen die spendergenerierten Zellen
und das Ubertragene losliche MHC-I eine klonale Erschépfung der T-Zellen hervor —
eine schnelle Reaktion zwischen alloreaktiven T-Zellen und tbertragenen DA-Zellen,
die keine spezifische DA-Anfarbung in der Milz am Tag 12 bedingt (11, 68).
Andererseits deuten die ausgepragten DA-spezifischen Anfarbungen in Gruppe 3
und 4 am Tag 6 und Tag 12, die eine gute Vertraglichkeit zum Transplantat zeigen,
darauf hin, dass das Vorhandensein des Ph&dnomens Chimarismus ein Marker fir die
Akzeptanz des Transplantats und/oder der Entwicklung von Toleranz sein kdnnte.
Schluf3folgernd kann man zusammenfassen: Die Untersuchungen zur CD25-
Expression, Apoptose und Chimarismus nach der einzelnen oder kombinierten
Vorbehandlung mit CTLA-4lg und spenderabgeleiteten Zellen in unserer Studie hat
gezeigt, dass CTLA-4lg eine immunsupressive Wirkung hat und zur Reduktion einer
CD25-Expression und hoheren Apoptoserate fihrt.

Dies kann zum einen an der Fahigkeit des CTLA-4lg, eine Anergie zu induzieren und
damit eine Erhdhung der Th(2)-Zytokine zu vermitteln, liegen (3, 4) oder ist mit einem

56



vermehrten Auftreten von CD4+CD25+T-Zellen assoziiert (21, 22) und/oder erfolgt
Uber eine Beeinflussung von Apoptose (81).

Trotzdem war der Verlauf der Empfanger in Gruppe 4 nach Transplantation durch
einen zusatzlichen adoptiven Zelltransfer deutlich guinstiger, weshalb wir annehmen,
dass beide Vorbehandlungen eine synergistische Wirkung haben. Aufgrund der
Komplexitéat der Mechanismen und unseren eingeschréankten
Untersuchungsmoglichkeiten, konnte die Frage zum genauen Mechanismus und
optimalen Zeitpunkt einer Applikation der Zellen in Bezug auf die Durchfiihrung der

Transplantation nicht abschliel3end geklart werden.
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7. Zusammenfassung

Die Induktion einer Transplantatakzeptanz ohne dauerhafte Immunsuppression ist
das Ziel der aktuellen Forschung auf dem Gebiet der Toleranzinduktion.

In dieser Arbeit wird anhand der experimentellen Lebertransplantation im
Rattenmodell (DA auf LEW) die Effizienz einer Vorbehandlung mit CTLA-4lg und
Spenderzellen hinsichtlich einer solchen Toleranzmodulation untersucht.

Das Experiment schliel3t drei Gruppen mit vorbehandelten Tieren ein. Zum Vergleich
diente eine Kontrollgruppe von Tieren die ohne Vorbehandlung transplantiert wurde.
Drei Tiere pro Gruppe wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu genauer
Beurteilung einer pathologischen und immunologischen Abstof3ungsreaktion getotet.
Die Kriterien zur Evaluation der akuten Reaktion waren Uberlebenszeit,
histopathologisches  Bild, laborbiochemische  Untersuchungen und die
immunologische Aufarbeitung.

Die Uberlebenszeit der Tiere der Kontrollgruppe bzw. der Gruppe 2 (Vorbehandlung
mit DA-Zellen), Gruppe 3 (Vorbehandlung mit CTLA-4lg) und Gruppe
4(Vorbehandlung mit CTLA-4lg und DA-Zellen) betrug im Median jeweils 10, 18, 150
und uber 150 Tage.

Tiere aller Gruppen zeigten am sechsten postoperativen Tag ein starkes periportales
Infiltrat, das spater in der Gruppe 1 und 2 zur Entwicklung einer Absto3ungsreaktion
dritten Grades fuhrte. Die Leberpraparate der Gruppe 3 zeigten Zeichen fur
chronische immunologische Veranderungen. In Gruppe 4 wurde ein unauffalliges
Lebergewebe beobachtet. Fur die weitere Beurteilung der Transplantatakzeptanz
wurde die Apoptoserate anhand von PARP-Produkten und apoptotischen Zellkernen
untersucht.

Am deutlichsten ausgepragt war ein apoptotischer Zelltod in der Gruppe 4 und zwar
zu allen Untersuchungszeitpunkten.

In der Kontrollgruppe war eine Apoptose nur am Tag 12 nach Transplantation
erkennbar. In Gruppe 2 (DA-Zellen-Vorbehandlung) zeigte sich diese nur am 12. Tag
im Rahmen einer fortgeschrittenen AbstoRung und ebenso bei Langzeittieren.
Apoptose war bei Langzeit-uberlebenden Tiere selten nachweisbar. Die Ergebnisse
der in-situ-Apoptose-Detektion entsprechen denen des Western Blots.

Als weiterer immunologischer Parameter wurde die Expression von IL-2R untersucht.

Am Tag 6 und Tag 12 nach Transplantation wurde sowohl bei der Kontrollgruppe als
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auch in der Gruppe 2 (ohne CTLA-4lg-Vorbehandlung) ein globales Infiltrat mit
CD25-positiven Zellen in der Leber und der Milz festgestellt.

In den Gruppen mit der CTLA-4lg-Vorbehandlung (Gruppen 3 und 4) wurde dagegen
eine Reduktion der CD25-Expression zu allen Zeitpunkten der Untersuchungen
gesehen.

Die kombinierte Vorbehandlung mit CTLA-4lg und DA-Zelle fiihrte schlief3lich zu
einer kompletten Suppression der IL-2 R-Expression. Lediglich bei den Langzeittiere
fanden sich vereinzelt CD25-positive Zellen im Leber- und Milzparenchym.

Weiterhin  wurde in dieser Studie die Milz der Empfangertiere auf
spenderspezifisches MHC-I hin untersucht. In der Kontrollgruppe und in der Gruppe
2 konnten spenderspezifische Zellen nur schwach nachgewiesen werden. Im
Vergleich dazu waren diese in den Gruppen 3 und 4 starker ausgepragt.
Zusammengefasst zeigte sich, dass eine alleinige Vorbehandlung mit DA-Zellen die
Dauer der Uberlebenszeit und die Transplantatvertraglichkeit des Empfangers nicht
verbessern kann.

Dahingegen fiihrt die Vorbehandlung mit CTLA-4lg zur Verlangerung der
Uberlebenszeit, zur Verminderung der CD25R-Expression und zur Reduktion der
Abwehrprozesse. Allerdings zeigten sich auch hier bei den langfristig Uberlebenden
Tieren in der Histologie Schaden, die mit einer chronischen AbstoRung vergleichbar
sind.

Erst die Kombination von CTLA-4lg mit spenderabgeleiteten Zellen fihrte in unserem
Experiment zu einer langfristigen Verbesserung des Uberlebens und der
Transplantatsakzeptanz bei Ratten, was sich durch einen Rlckgang
immunologischer Begleitreaktionen belegen liel3.

Die Immunmodulation mittels Zelltransfer und Antikdrperinduktion stellt somit ein
vielversprechendes Konzept zur Vermeidung einer Abstol3ungsreaktion nach
Lebertransplantation dar. Perspektivisch sollte dieses Konzept in klinischen Studien
weiter evaluiert werden, da natirlich die Ergebnisse tierexperimenteller Studien

aufgrund vieler Unterschiede zum Menschen nur eingeschrankt tibertragbar sind.
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8. Abkirzungsverzeichnis

APC
APS
DA

H.E.
HLA

IL-2
IL-4
IL-5
IL-6
IL-10
i.V.
mAKk
MHC

NK
OLT
ORLT
PCR
POD
SDS
TBE
TCR
THT

Antigen prasentierende Zelle
Ammoniumpersulfat

Dark Agouti (Rattenstamm)
Hamatoxilin-Eosin Farbung
Human Leucocyte Antigen
Immunglobulin

Interleukin 2

Interleukin 4

Interleukin 5

Interleukin 6

Interleukin 10

intravenos

monoklonale Antikorper

Major histocompability complex (Haupt-
Histokompatibilitdtskomplex)
nattrliche Killerzellen
orthotope Lebertransplantation
orthotope Rattenlebertransplantation
Polymerase-Kettenreaktion
postoperativer Tag
Natriumdodecylsulfat
Tris-Borat-Puffer
T-Zell-Rezeptor
T-Helfer-T-Zelle
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