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ben6tigen?** beschwerte sich ein Student bei dem Mediziner Rudolf Virchow
[...]. ,.Es ist unerlasslich, junger Freund*, erklarte Virchow, ,,dass der Arzt

zumindest einmal im Leben auf der Hohe der Wissenschaft weilt.“*

Rudolf Virchow 1856 in Berlin



INHALTSVERZEICHNIS 4

I EINLEITUNGE . ...ttt ettt sttt ettt ente st esaeenseeneesseenseennenseens 10
1.1 D€ KOTTICA ...ttt ettt ettt et e e esaaeeneee 10
1.2 Die KeratoplastiK.......ooouieriiieiieiieeiieie ettt ettt ebe e 12

1.2.1 AbstoBungsreaktionen nach KeratoplastiK............ccoeeevciienienieenieniiecnieeee, 12
1.2.2 Das Vorderkammer-Immunprivileg..........cccoevvuieeiiieeiiieeiieecieceee e 17
1.3 Prévention der Immunreaktionen nach Keratoplastik.............ccecceeriiiiiiininniinnnnnns 19
1.3.1 Neue Ansétze zur Pravention der AbstoBungsreaktionen .............cccceeveennenee.
kornealer TransSplantate..........cccceerieeiiienieeiierie ettt s 21

1.3.2 Gentherapie zur Modulation des kornealen Endothels ............ccccooceniniennnne. 21
1.3.3 Gentransfer mittels adenoviraler Vektoren ...........ccoccooviiiiiiiiiiniiienee 21
1.3.4 Vor- und Nachteile adenoviraler VeKtoren .............cocceeiieniieniieniieenieniieenne 22
1.3.5 Modulation der immunvermittelten TransplantatabstoBung...............ccceeuee. 22
1.3.6 INterleUuKin-10 ......ccoooiiiiiiiiieee e 23
1.3.7 Gentransfer von Interleukin-10 zur Modulation der TransplantatabstoBung... 24
1.4 Das Tiermodell.........coooiiiiiiie et 24

2 AUFGABENSTELLUNG ...cocttitiittiitiienitete ettt sttt ettt s nieen 26

3 METHODIK ... oottt ettt ettt et e bt et s et ebeeneesaeenees 27
3.1 Experimentelles Modell .........ccoooiiiiiiiiiiicceccee et 27
3.2 MEthOAON.c...ieiiieiiee ettt et 28

3.2.1 Adenoviraler Gentransfer in ex-vivo-kultivierten Rattenkorneae.................... 28
322 Experimentelles Keratoplastikmodell ............cccooeiieiiiiiiiiiiiniieiecieeece, 29
323 Organentnahme und Lagerung..........ccccveeeiiieiiieeiiie e 30
324 Kryostatschnitttechnik und Préparation der Gefrierschnitte ............ccccceceeeeeeee. 30
3.2.5 Immunhistochemische Farbung der Schnitte ...........cccoeevievieniiieniiiiieieeeee, 30
3.2.6 StatistiSChe AUSWETITUNG .......eovviiiiieriieeiierie et eeiee et iee e eseeesbeesreeesseenseeenseens 32
3.2.7 Die Transplantatiiberlebenszeit..........ccoveeevieeiiieeiiieeieeeie e 33
33 IMALEIIALIEN ..ottt ettt ettt et e eas 33
3.3.1 Monoklonale ANtIKOIPET .......c.eeviieriieiiieiieeie ettt 33
332 VerbrauchSmaterialien ..........coceeieiieiiiiienieieeeee e 34
3.3.3 Férbekits und VersuchSSySteme ..........cc.eeecuveeriiiieeiiiieniieeciee e e 34
334 Losungen und PUffer..........oooiiiiiiiiiie e 34
3.3.5 GErate, MESSZETALE ....eeuuiieeiiieeiiie ettt ettt e sab e et e et eesnaaeeens 35
3.3.6 ExplantationsSmaterialien ..........ccceeeuieriiieiiieniieiieeieeiee e ere e 35
3.3.7 Adenovirale KonstruKte ...........oocoiiiiiiiiiiiiice e 35



INHALTSVERZEICHNIS 5

3.3.8 VEISUCRSTIETE ...ttt ettt e 35

4 ERGEBNISSE. ...ttt ettt ettt e e e sae e e esaessaeseensanseensens 36
4.1 Transplantatiiberleben .........cccueeviiiiiiiiiieiii e 36
4.2 Immunhistologische Untersuchungen .............cccceeeevieriieriienieeiienieeieeeee e 38
4.2.1 Vergleich der drei Behandlungsgruppen beziiglich der Zellzahl .................... 39
422 Die verschiedenen Zellpopulationen..............coecueeiieiieiiiiniiienieeeese e 45
423 Die Verteilung der Entziindungszellen im Transplantat ...........ccccceeeeviieneenn. 48

5 DISKUSSION ...ttt ettt sttt st eb et e e sbe e bt et e bt eae e 51
5.1 Gentransfer bei KeratoplastiK...........ccceeeiieiiieriiiiiiiniieieecee e 51
5.2 Kritische Betrachtung der eigenen Ergebnisse..........ccccvevvveeviieeiiieeniieeciie e 52
53 Fazit und AUSDLICK .....ooviiiiie e e 63

6  LITERATURVERZEICHNIS ......ooiiiiiiieeeeet ettt 65
T ANHANG . ...ttt et ettt ettt ettt et a et et nees 75
7.1 Kongressbeitrage/POSIET .......ccccuiieeiiieciee ettt e 75
7.2 Lebenslauf ..ot 76
7.3 DaAnKSAZUNG ......ooiuiieiieiieeieee ettt ettt ettt ettt be e e et neeenne 77

7.4 SelbstAndigkeitSerKIATUNG .........eevviieiieiieiie ettt 78



ABKURZUNGSVERZEICHNIS 6

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb.
ABC
ACAID

Ad
Ag
Ak
APZ
CD

CD4+Zelle
CD8+Zelle

CD25+Zelle
CD45+Zelle

cDNA

CMV
CTLA4-Ig

DAB
DNA
DTH

Dz
ELISA

Fab
FasL

Fc

FGF
GM-CSF

HLA
IFN-y

Ig

IL-10

kb

Lew
LFA-1-Ag

LZ
LK
mAK
MHC

min

pum
MP

Abbildung

Avidin-Biotin-Komplex-Immunoperoxidase (engl. complex)
Vorderkammer-Immunprivileg (engl. anterior chamber associated
immune deviation)

Adenovirus

Antigen

Antikorper

Antigenprésentierende Zelle

Differenzierungsgruppen von T-Zellen (engl. cluster of
differentiation)

T-Zelle, die den CD4-Rezeptor exprimiert, T-Helfer-Zelle

T-Zelle, die den CD8-Rezeptor exprimiert, zytotoxische T-Zelle
T-Zelle, die den CD25-Rezeptor exprimiert, dendritische T-Zelle
T-Zelle, die den CD45-Rezeptor exprimiert, B-Lymphozyt
Komplementire Desoxyribonukleinsdure (engl. complementary
deoxyribonucleic acid)

Cytomegalievirus

Cytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes antigen-4-Immunoglobulin
(engl. cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen-4-immunoglobuline)
Diaminobenzidin

Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid)
AbstoBungsreaktion vom verzogerten Typ (engl. delayed type
hypersensitivity)

Dendritische Zelle

Enzymgekoppelter Imnmunadsorptionstest (engl. enzyme linked
immunosorbent assay)

Antigenbindendes Fragment der Immunglobuline oder Rezeptoren
Fas-Ligand

Konstantes Fragment der Immunglobuline oder Rezeptoren
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (engl. fibroblasts growth factor)
Granulozyten/Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (engl.
granolocytes/macrophages colony stimulating factor)

Humanes Leukozytenantigen (engl. human leukocyte antigen)
Interferon-y

Immunglobulin

Interleukin-10

Kilobasen

Lewis-Ratte

ein Antigen der Lymphozyten (engl. lymphocytes funktion associated
Antigen)

Langerhans-Zelle

Lymphknoten

Monoklonaler Antikorper

Haupt-Histokompatibilitits-Komplex (engl. major histocompatibility
complex)

Minute

Milliliter

Mikrometer

Makrophage



ABKURZUNGSVERZEICHNIS 7

mRNA
o-MSH
NK-Zellen
nm

PBS

pfu

rpm

Tab.

TCR
TGF-B

Ty-Zelle
(Tw0)
TNF-a
TReg
vIL-10
VIP

WF

Boten-RNA (engl. messenger ribonucleic acid)
a-Melanozyten-stimulierendes Hormon

Natiirliche Killerzellen

Nanometer

Phosphatgepufferte Salzlosung (engl. phosphat buffered saline)
Viruskonzentration (engl. plaque forming unit)

Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)

Tabelle

T-Zell-Rezeptor (engl. t-cell-receptor)

Transformierender Wachstumsfaktor-f (engl. transforming growth
factor-f3)

T-Helfer-Zelle

Naive T-Zellen

Tumor Nekrose Faktor-a

Regulatorische T-Zellen

Virales Interleukin-10

Vasoaktives intestinales Peptid

Wistar-Furth-Ratte



ZUSAMMENFASSUNG 8

ZUSAMMENFASSUNG

Die Hornhauttransplantation ist die haufigste Allotransplantation humanen Gewebes, wobei
ihr wegen guter postoperativer Ergebnisse eine Sonderrolle unter den Allotransplantationen
eingerdumt wird. Dennoch stellt die immunvermittelte Allograftreaktion, die bei ca. 30% der
Patienten auftritt, die haufigste Komplikation nach Keratoplastik dar. Daher steht zunichst
der Erhalt des Transplantats im Vordergrund. Bisherige Therapieansidtze wiesen haufig
systemische Nebenwirkungen auf. Ein innovativer Ansatz ist die Immunmodulation durch
das transplantierte Gewebe. Hierbei kann durch Gentransfer eine lokale Uberexpression
immunmodulatorischer Zytokine erzielt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der
Einfluss von viralem Interleukin-10 auf die Immunreaktionen nach Keratoplastik untersucht
und folgende Fragestellung bearbeitet: Kann durch das im Transplantat lokal und temporar
tiberexprimierte Ty2-Zytokin VvIL-10 eine Modulation der Immunreaktionen nach
Keratoplastik erzielt werden, die ein ldngeres Transplantatiiberleben ermdglicht? Welche
Entziindungszellen iiberwiegen im Transplantat? Welche Entziindungszellen werden durch
Interleukin-10 gehemmt? In welchem Teil des Transplantats finden sich Entziindungszellen?
Das immunmodulatorische Zytokin vIL-10 wurde mit Hilfe von Adenoviren ex-vivo in
korneale Transplantate eingebracht. Nach erfolgreichen in-vitro-Untersuchungen zur
Genexpression wurden die transduzierten Hornhdute im Keratoplastikmodell der Ratte
transplantiert. Als Kontrollen dienten unbehandelte allogene Transplantate sowie mit einem
Adenoviruskonstrukt ohne therapeutisches Gen transduzierte Hornhdute. Die Tiere wurden
nach der Transplantation iiber 4 Wochen biomikroskopisch nachbeobachtet und die
Transplantatiiberlebenszeiten verglichen. Die Untersuchung der Tiere zeigte, dass der
Einsatz des therapeutischen Gens keine Verldngerung der Transplantatiiberlebenszeit
bewirkte. Zur immunhistochemischen Darstellung der Immunpathologie wurden die
Hornhdute der Ratten zu definierten Zeitpunkten entnommen und mittels ABC- (Avidin-
Biotin-Komplex-Immunoperoxidase-) Technik getrennt nach Empfiangerbett und
Transplantat aufgearbeitet. Die spezifisch angefarbten Zellen wurden statistisch ausgewertet
und in den drei Gruppen verglichen. Die Zellzahl stieg an und hatte zum Zeitpunkt der
AbstoBung am etwa 17. Tag ihr Maximum. Die grofite Gruppe bildeten die Monozyten.
Auch CD8+Zellen und NK-Zellen traten gehiuft auf. Ein leichter suppressiver Effekt von
vIL-10 war am Tag 10 bei den CD4+Zellen und in schwéicherem Malle bei den CD8+ sowie
bei den Natiirlichen Killerzellen sichtbar. Auf die Zahl der Monozyten, Dendritischen T-
Zellen und B-Lymphozyten wies vIL-10 keinen Einfluss auf. Weiterhin zeigte sich, dass sich

am Tag 10 in allen Gruppen die meisten Zellen in der Empfingerkornea befanden,



ZUSAMMENFASSUNG 9

wohingegen sich am Tag 17 die meisten Zellen im Ubergangsbereich nachweisen liefen.
Am Tag 24 schlieBlich waren die Entziindungszellen in das Transplantat immigriert und das
Transplantat wurde als abgestoBen betrachtet. Die Immunhistologie bestitigte, dass der
lokale adenovirale Gentransfer in die Korneae nicht zur gewiinschten Immunmodulation
fiihrte.

Diese Arbeit liefert Hinweise darauf, dass der lokale Gentransfer von vIL-10 moglich ist, in
der Keratoplastik in dieser Form allerdings keine immunsuppressive Wirkung zeigt.
Dennoch  scheint der Gentransfer grundsitzlich eine Mdoglichkeit in  der
AbstoBungspriavention zu sein und muss in weiteren Arbeiten untersucht, variiert und

optimiert werden.
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1

EINLEITUNG

1.1 Die Kornea

Die glasklare und stark gewolbte Kornea ist gleichsam einem Uhrglas in die Sklera eingefiigt.

Sie hat einen Durchmesser von 11,5 mm und ist im Zentrum diinner (ca. 550 pm) als am

Limbus (ca. 1000 pm).

Abb.1: Schematischer Aufbau der humanen Kornea (aus Wolff’s Anatomy, 8th Edition, 1997).

Die Kornea weist von au3en nach innen folgende 5 Schichten auf (siehe Abb. 1):

1.

2.

Das 70 um starke Epithel nimmt etwa 10% der Hornhautdicke ein und besteht aus der
Basallamina, den Basal-, Stachel-, Intermediér- und den Superfizialzellen. Es besitzt eine
hohe Regenerationsfahigkeit.

Unter dem Epithel befindet sich die 8 bis 14 um dicke Lamina limitans anterior, die
Bowmansche Grenzschicht. Sie besteht aus feinen Kollagenfibrillen und ist im Gegensatz
zum Epithel nicht regenerationsfahig.

Die Substantia propria, das Stroma, ist ein modifiziertes Bindegewebe und bildet etwa
90% der Hornhautdicke. Sie besteht aus oberflaichenparallelen Kollagenfibrillen, die u.a.
Hyaluronsduresulfat enthalten. Die Zwischenrdume fiillt die aus Muko- und
Glykoproteinen bestehende Grundsubstanz aus. Vereinzelt sind Keratozyten enthalten.
Die Lamina limitans posterior, die Descemetmembran, besteht aus gitternetzartig

angeordneten Kollagenfibrillen und stellt ein Produkt des Hornhautendothels dar.
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5. Das Endothel besteht aus einer 5 bis 6 um dicken, einschichtigen Lage platter
Bindegewebszellen und grenzt die Hornhaut gegen die vordere Augenkammer ab. Es ist

praktisch nicht regenerationsfahig.

Die Kornea ist avaskuldr, transparent und lichtbrechend — letzteres erfolgt durch den Eintritt
der Lichtstrahlen in das feste Medium und durch die Korneawdlbung. Mit 40 bis 45 Dioptrien
besitzt die Kornea den groBten Teil der Gesamtbrechkraft des Auges. Das Korneaepithel
schiitzt das Auge als mechanisch stabile und chemisch impermeable Barriere gegen
Umwelteinfliisse und regelt den Stoffaustausch der Kornea. Zahlreiche sensible
Nervenendigungen des Nervus ciliaris signalisieren Fremdkorper und Verletzungen dieser am
dichtesten sensibel innervierten Struktur des Korpers. Die stromalen Kollagenfibrillen geben
der Kornea ihre Stabilitit. Die Erndhrung erfolgt durch Diffusion aus Kammerwasser und
Trénenfilm.

Die Transparenz der Hornhaut ldsst sich durch die Avaskularitit, die regelméfige Anordnung
der Fibrillen und den geringen Wassergehalt des Stromas erkldren. Das Endothel beschrinkt
passiv durch Zonulae occludentes den Einstrom von Kammerwasser und fordert aktiv die
Diffusion von Wasser in die Vorderkammer durch Aufrechterhaltung eines Gefilles geldster

Teilchen mithilfe ATP-betriebener lonenpumpen.

Das Endothel stellt eine empfindliche Zellschicht mit geringer regenerativer Kapazitdt dar. Im
Gegensatz zu vaskuldren Endothelzellen, die eine rasche Zellteilung aufweisen, werden
Endothelzellverluste der Kornea primir durch VergroBerung der umliegenden Zellen
kompensiert. Hierdurch wird das Eindringen von Kammerwasser ins Stroma verhindert und
so seine Transparenz aufrechterhalten (Joyce, 2003). Endothelzellen besitzen auBerdem die
Féhigkeit, in Bereiche von Zellverlusten einzuwandern. Dies wird z.B. wihrend des
postnatalen Wachstums der Kornea, durch normalen alterungsbedingten Zellverlust und nach
intraokuldren Traumata erforderlich. Zudem stellt die Fehlfunktion dieser Zellschicht einen
Hauptgrund fiir die Notwendigkeit kornealer Transplantationen dar. Klinisch kénnen das
Glaukom oder endotheliale Dystrophien ursdchlich fiir eine Endotheldekompensation sein.
Dariiber hinaus ist das Hornhautendothel die Zielstruktur akut und chronisch verlaufender

Immunreaktionen, die fiir Transplantatverluste verantwortlich sind.
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1.2 Die Keratoplastik

Die Hornhauttransplantation (Keratoplastik) ist nicht nur die erste erfolgreich durchgefiihrte
Transplantation gewesen, sondern sie stellt auch die hiufigste Ubertragung humanen
Gewebes dar, in den USA beispielsweise ca. 50 000/Jahr (Eye Bank Association of America,
2002). Bei einer weltweiten Priavalenz von 38 Millionen Erblindungen ist etwa jede vierte auf
Hornhauttriibungen zuriickzufiihren (Thylefors et al., 1995). Da es bisher nicht gelungen ist,
einen funktionellen Ersatz zu entwickeln, stellt derzeit die allogene Korneatransplantation die

einzige Therapieoption dar.

1.2.1 AbstoBungsreaktionen nach Keratoplastik

Trotz intensiver immunmodulatorischer Therapie ist mit AbstoBungsraten von circa 10%, bei
Risikopatienten von bis zu 60% der Transplantate zu rechnen (Sundmacher, 1977 und 1983;
Thiel und Manthey, 1980; Alldredge et Krachmer, 1981; Pleyer et al, 1990). Diese sehr
unterschiedlichen Angaben konnen als Ausdruck eines ausgesprochen heterogenen
Patientengutes mit unterschiedlichen Risikofaktoren und als Ausdruck unterschiedlicher
Wertung der verschiedenen Reaktionsformen aufgefasst werden (Alldredge et Krachmer,
1981). Zu diesen Risikofaktoren zdhlen die prdoperative Hornhautvaskularisation,
Endotheldysfunktionen, erbliche Stromadystrophien, Verdtzungen, Verbrennungen (Thiel et
Manthey, 1980), sowie die Re-Keratoplastik und Eingriffe aus akuter Indikation
(Keratoplastik a chaud). Als ungiinstige Faktoren gelten ebenso grofe und limbusnahe
Transplantate und genetisch bedingte Gewebeunvertraglichkeiten. Jonas et al. (2002)
hingegen arbeiteten in einer retrospektiven Studie einzig die Fadenlockerung und die pré-
oder postoperative Korneavaskularisation als Risikofaktoren heraus. Diesen Untersuchungen
zufolge haben Transplantatdurchmesser, sowie Alter und Geschlecht des Empfingers keinen
Einfluss auf das Transplantationsergebnis. Das grundlegende Verstindnis der
TransplantatabstoBung als immunologischer Prozess wurde bereits frith entwickelt. Seit den
Untersuchungen Medawars ist die TransplantatabstoBung als spezifische Reaktion einer
Gewebeunvertraglichkeit zwischen Spender und Empféanger bereits lange bekannt (Medawar,
1944).

In den meisten Féllen handelt es sich um eine frithe, akute TransplantatabstoBung (Jonas et
al., 2002). In dieser Studie fanden 74% der AbstoBungsreaktionen innerhalb der ersten 2,5

Jahre, und 13% erst nach mehr als 4 Jahren statt.
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Die TransplantatabstoBung kann die drei wesentlichen morphologischen Strukturen der

Hornhaut betreffen und isoliert an Epithel (siche Abb. 2), Stroma und Endothel beobachtet
werden (Larkin, 1994).

Abb. 2: Abstoflungsreaktion am
Epithel nach  perforierender
Keratoplastik im menschlichen
Auge

A = Ubergang zwischen Empfiénger-
und Spenderkornea,

B = fortlaufende Nabht,

C = konjunktivale Injektion,

D = Epithelverlust durch
AbstoBungsreaktion, epitheliale
AbstoBungslinie

Abb. 3: AbstoBungsreaktion am
Stroma nach  perforierender
Keratoplastik im menschlichen
Auge

Die AbstoBungsreaktion im Stroma
duBert sich durch ein ausgeprigtes
Stromaddem, was eine Kornea-
triibung bedingt.

Blutgefdfle der Bindehaut wachsen
in die Kornea vor.

Abb. 4: AbstoBungsreaktion am
Endothel nach perforierender
Keratoplastik im menschlichen
Auge

A = Ubergang zwischen Empfinger-
und Spenderkornea,

B = Descemetfalten, Zellbeschlag
am Endothel mit neutrophilen
Leukozyten, Lymphozyten und
reduzierter Endothelzelldichte

C = endotheliale Abstoungslinie,
sog. Khodadoust-Linie

(eigene Fotografien)
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Das Epithel an der AuBenseite der Kornea verfligt jedoch iiber eine gute
Regenerationsfdhigkeit und kann so von Empfiangerzellen ersetzt werden. Bei der stromalen
Rejektion kommt es zur Einwanderung von Leukozyten in das korneale Stroma, was zu Odem
und Triibung fiihrt (sieche Abb. 3). Diese Form der AbstoBung ist jedoch nur sehr selten zu
beobachten. Aus diesem Grund spielen epitheliale und stromale Rejektionen klinisch nur eine
untergeordnete Rolle (Larkin, 1994). Die héufigere und funktionell wichtigere Form der
kornealen TransplantatabstoBung findet am Endothel statt (siche Abb. 4). In diesem Fall
gelangen Leukozyten vermutlich durch die Vorderkammer zur Endothelzellschicht und
zerstoren sie. Da das Endothel keine replikationsfahige Zellschicht ist, konnen diese Schiden
nur in begrenztem Maf3e durch Einwanderung und Vergroferung iiberlebender Endothelzellen
ausgeglichen werden. Wird dabei eine kritische Zellzahl unterschritten, fiihrt dies nach
Verlust der Hydratationskontrolle zu einer Quellung und Triibung des Transplantats. Die
EndothelabstoBung kiindigt sich mit ziliarer Injektion, Lakrimation und Visusminderung an.
Spaltlampenmikroskopisch zeigen sich ein Vorderkammerreizzustand, Endothelprézipitate
und gegebenenfalls Neovaskularisationen. Unter Umsténden sieht man eine Endothellinie, die
sich vom Rand nach zentral ausbreitende Khodadoust-Linie, die pathognomonische
Bedeutung besitzt. Die Reaktion kann sich langsam und schleichend entwickeln oder den
Charakter eines akuten Schubs haben und mit einem Hypopyon kombiniert sein (Thiel et
Manthey, 1980).

Die Erfolgsaussichten bei Transplantationen steigen, je genauer Spender und Empfinger
genetisch iibereinstimmen. Dies betrifft Merkmale wie die MHC-Allele. Der Begriff MHC
(major histocompatibility complex) bezeichnet allgemein eine Gruppe von Genen, die
Zelloberflachenmolekiile zur Zell-Zell-Erkennung kodieren. Beim Menschen werden sie als
HLA (human leukocyte antigen) bezeichnet. Die MHC-Molekiile sind verantwortlich fiir die
Histokompatibilitit, das heiflt fiir die Vertraglichkeit von Gewebe- und Organtransplantaten.
Die Funktion der MHC-Molekiile besteht prinzipiell darin, eigene und fremde Peptide aus
extrazelluldren oder aus zytosolischen Proteinen zu binden und fiir die Erkennung durch T-
Lymphozyten auf der Zelloberfliche zu préisentieren. So gibt es drei Klassen von MHC-
Molekiilen, die sich in ihrer Funktion und Struktur unterscheiden. Bei der
TransplantatabstoBung sind jedoch zwei Gruppen von Bedeutung: Die MHC-Klasse-I-
Molekiile findet man auf nahezu allen kernhaltigen Zellen. Sie zeichnen die Zellen als
,korpereigen aus. Die MHC-Klasse-II-Molekiille werden hingegen vornehmlich von

spezialisierten antigenprisentierenden Zellen wie z.B. B-Lymphozyten, Makrophagen,
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Dendritischen Zellen und Thymus-Epithelzellen exprimiert. Auf diese Weise werden

korperfremde Antigene présentiert (siche Abb. 5) und angegriffen.

(A) direkt (B) indirekt 1. Antigenprasentierende Zellen (APZ) des

Empfangers = Langerhanszellen)
immigrieren vom Limbus in das Transplantat.
Dort nehmen sie Fremdantigene auf und
rhans. présentieren sie.

Spender-
Langerhanszelleg

zelle

2. Die Présentation von Fremdantigenen
gegeniiber unreifen (naiven) Empfénger-T-
Zellen fithrt zur indirekten

spenderspezifischen Immunantwort.
Antigen- S
Préasentatio “

3. Antigenprisentierende Zellen (APZ) des
Spenders (=Langerhanszellen) emigrieren aus
dem Transplantat und prigen naive T-Zellen

Klonale in den drainierenden Lymphknoten.
Expansion von

reifen T-Zellen

4.  Aktivierte T-Zellen (CD4+ und
CD8+Zellen) proliferieren und infiltrieren das

Abb. 5: Direkte und indirekte Antigen-Priisentation Transplantat. Sie sind alloantigenspezifische

(Abb. modifiziert nach Li X.Q. et al in: ,,Essentials in T-Zellen und erkennen die priisentierten
Ophthalmology®, Pleyer U., Foster C. S. (Eds.), Springer Korneaantigene und allogenen Epitope auf
2007). den MHC-Molekiilen.

In der Kornea sind sehr wenige MHC-II-Molekiil-positive Dendritische Langerhanszellen
vorhanden. Die transplantierte Kornea infiltrieren sie jedoch schnell (siche Abb. 6). Durch
Strategien, die ein Einwandern von Dendritischen Zellen und Makrophagen des Empfangers
in das Transplantat verhindern, konnten Erfolge beim Transplantatiiberleben erzielt werden
(Dana et al., 1997; Slegers et al., 2000 und 2003).

Bei experimenteller Keratoplastik an Maus, Ratte und Kaninchen wurden die
immunologischen Mechanismen, die der AbstoBung kornealer Transplantate zugrunde liegen,
untersucht. Bei der akuten TransplantatabstoBBung sind T-Lymphozyten entscheidend an den
immunpathologischen Effektormechanismen beteiligt (Callanan et al., 1988; Niederkorn,
1999; Pleyer et al., 1995; Wackenheim-Urlacher et al., 1995). Unreife oder naive T-Zellen
(Ty0) miissen geprdagt und aktiviert werden; sie entwickeln CD-Molekiille an der
Zelloberflache. Dies erfolgt durch Antigenprisentation (siche Abb. 5). Bei der T-Zell-Reifung
werden zwei T-Zell-Populationen generiert: Die T-Helfer-Zellpopulation (Ty) triagt das CD4-
Antigen — es ist wichtig fiir die Bindung an MHC-II-Molekiile. Die zytotoxische T-
Zellpopulation hingegen exprimiert das CDS8-Antigen, das flir die Bindung an MHC-I-
Molekiile zustindig ist und auch von NK-Zellen getragen wird. Das CD1-Antigen wird
beispielsweise von Dendritischen Zellen exprimiert und dient der Antigenprisentation. Das

CD2-Molekiil wird von allen T-Zellen sowie Natiirlichen Killerzellen exprimiert und dient
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der indirekten Aktivierung sowie der  Bindung des LFA-1-Antigens
(lymphozytenfunktionsassoziiertes Antigen). Die CD3-Molekiile sind eng mit dem T-Zell-
Rezeptor assoziiert und bedeutsam fiir die Signaltransduktion und T-Zell-Aktivierung. Ein
wichtiges ko-stimulatorisches Signal fiir die T-Zellaktivierung und -Proliferation liefert die
Interaktion des CD28-Molekiills mit den Molekiilen CD80 und CD86 auf
antigenprisentierenden Zellen (siche Abb. 6.B). Nach Antigenkontakt gibt es eine weitere
vom vorherrschenden Zytokinmilieu bestimmte funktionelle Differenzierung der Ty0-Zelle in
zwel T-Zell-Subpopulationen: die Tyl und Tp2-Zellen (sieche Abb. 6). Die Tyl-Zellen
IFN-y, TNF-B GM-CSF und fiihren

Makrophagenaktivierung zu ausgepragten Entziindungsvorgingen. Ty2-Zellen sezernieren

sezernieren  Interleukin-2, sowie iber
vor allem Interleukin-4, -5 und -10, daneben Interleukin-3, -6, -7, -8, -9, -14 und aktivieren B-
Zellen zur Produktion von Antikérpern. Beide Ty-Gruppen sind in der Lage, durch die
eigenen Zytokine die jeweils andere Zellgruppe zu inhibieren und die eigene positiv zu

verstarken.

A) Langerhanszell- (LZ) Reifung: Unreife
MHC-II-negative LZ nehmen Antigene auf.
Proinflammatorische Stimuli wie bakterielle
Lipopolysaccharide, virale Doppelstrang-RNA,
TNF-o und IL-1 induzieren die Reifung von LZ.
Dieser Prozess ist charakterisiert durch eine
starke Heraufregulation der MHC-II-Molekiile
und Kostimulation der CD80-, CD86- und
CD40-Molekiile. Die Expression von diesen
Rezeptoren begilinstigt die Ansiedlung von
reifen LZ in den regionalen Lymphknoten. Dort
konnen naiven T-Zellen EiweiBifragmente der
aufgenommen Antigene effektiv présentiert
werden.

B) Darstellung der Interaktion zwischen T-
Zellen und LZ:

Eine naive T-Zelle (Ty0) kann nur vollig
aktiviert werden, wenn sie 3 Signale erhilt. Die
Wiedererkennung des Peptid-MHC-Komplexes
durch den T-Zell-Rezeptor (Rez) liefert das
antigenspezifische Signal 1. Die Interaktion von
Kostimulation (CD80/CD86 - CD28, CD40 -
CD40L) und zusitzlichen Molekiilen (ICAM-1 -

A) s
(TNFa, IL-1)
L)

unreife
reife
MHC-II-

J . positive
Lz
‘ .. Antigene

@ IL-2Rez

Migration in

B) Lymphorgane

CD25-Rez

)

C) IL-4, IL-6,

IL-10

L-2, IL-12

TNEB.IFNy. IL-2
— LFA-1) stellt das 2. Signal dar und fiihrt zu einer
L IL-4, IL-5, IL-10 Amplifikation und Vervollstindigung der

Signaltriggerung. Die treibende Kraft fiir die T-
Zellproliferation ist die Bindung von
Interleukin-2 an deren CD25-Rezeptor, mithin
das Signal 3.

C) Aktivierte T-Zellen und ihre Interaktion:
Die Entwicklung von T-Helfer-Zellen (Ty1 und
Ty2) und regulatorischen CD4+Zellen (Tgeg) ist

TGFB,
IL-10

IL-10, TGFB

Abb. 6: Mechanismen, die zur T-Zell-Aktivierung in
Korneatransplantaten fiihren (Abb. modifiziert nach Li
X.Q. et al in: ,,Essentials in Ophthalmology*, Pleyer U.,
Foster C. S. (Eds.), Springer 2007).

vom umgebenden Zytokinmilieu abhingig. Das
Zytokinmuster jeder T-Zell-Population
stimuliert die eigene Population, wahrend es die
Proliferation der anderen hemmt.
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Bereits in der frilhen afferenten Phase der Immunreaktion konnen Makrophagen und T-
Lymphozyten im Transplantat nachgewiesen werden (Holland et al., 1991; Nishi et al., 1990).
AnschlieBend kommt es zur Proliferation immunkompetenter Zellen. Die von diesen Zellen
freigesetzten Zytokine fordern den Prozess. Proinflammatorische Zytokine (IFN-y,
Interleukin-2, TNF-a) spielen eine Schliisselrolle in der Pathogenese der akuten
TransplantatabstoBung. Dies konnte sowohl im Transplantat als auch im Kammerwasser
nachgewiesen werden. SchlieBlich erfolgt die Infiltration und Zerstérung des Transplantats
(Pleyer et al., 1998). Zu den im Kammerwasser nachweisbaren Entziindungszellen gehoren
auch die Natiirlichen Killerzellen. Mdglicherweise spielen auch diese Zellen als Effektoren
beim AbstoBungsprozess im efferenten Stadium eine Rolle (Claerhout et al., 2004).
Natiirliche Killerzellen stellen 10% der Blutlymphozyten dar und vernichten , korperfremde®,
virusinfizierte und Tumorzellen ohne vorherige Immunisierung durch verschiedene
Mechanismen. Sie sekretieren Perforin, das durch Porenbildung die Zielzelle zerstort. Sie
konnen auch Zielzellen, an die Antikorper gebunden haben, téten, indem sie durch Bindung
an den Fc-Rezeptor das zytolytische Programm aktivieren. Eine dritte Mdglichkeit besteht in
der Bindung des Fas-Liganden der Natiirlichen Killerzellen an den CD95-Rezeptor der

Zielzelle. Dies 16st Apoptose, den programmierten Zelltod, aus.

1.2.2  Das Vorderkammer-Immunprivileg

Hornhauttransplantationen konnen auch ohne systemische Immunsuppression oder MHC-
Ubereinstimmung erfolgreich verlaufen. Dafiir wird das Immunprivileg von Vorderkammer
und Kornea verantwortlich gemacht (Niederkorn, 1999). Jedes iibertragene Fremdgewebe 10st
normalerweise im Empfanger eine immunologische Reaktion aus. Dass diese in der Hornhaut
nach Transplantation ausbleiben kann, wird auf die besondere Situation in der Kornea als
immunologisch ,,privilegiertem Ort* zuriickgefiihrt. Das bedeutet, dass Spendergewebe vom
Empfingerorganismus nicht unbedingt als ,,fremd* erkannt wird und sogar immunsuppressive
Mechanismen aktiviert werden. Damit bleibt die AbstoBungsreaktion aus. Dieser Effekt wird
auch als Vorderkammerprivileg oder ACAID (engl. anterior-chamber-associated immune
deviation) bezeichnet (Niederkorn, 1999) (siche Abb. 7.A).

Fiir das Immunprivileg ist eine Reihe von spezifischen morphologischen und funktionellen
Besonderheiten verantwortlich, die bereits 1948 von Medawar vermutet wurden.

e die Avaskularitidt der Wirtskornea,

e das Fehlen von sensibilisierendem Antigen im Transplantat,

e der rasche Ersatz des Spenderepithels durch den Empfanger,



1 EINLEITUNG 18

e die schwache lymphatische Drainage,

e die geringere Menge an MHC-II+ antigenprésentierenden Zellen in der zentralen Kornea,

beispielsweise Dendritische Zellen (Niederkorn, 1999),

e das Fehlen einer lokalen Antikdrperproduktion.

Es

erfolgt eine Antigenprisentation iiber den efferenten Schenkel, wodurch die

regulatorischen T-Zellen die Ty1- und Ty2-Immunantwort hemmen (siehe Abb. 7.B rechts).

Vorderkammerprivileg

Blut-Vorderkammer-Schranke

A

s
). Abwesenheit v. Blut- und Lymphgefifien

. Abwesenheit reifer APZ
Kornea- :I;_-rv Fas-L-Expression
bl

transplantat ‘\\\'{ Immunsuppressive Faktoren
\. 2.B. TGF-B, a-MSH, VIP
unreife LZ, Treg

Lymphgefafe’

R \\\
WG/ Tt \\"

\\ BlutgefaBe

[9jusyog 1o3usiol

oS OPUe| O[]

afferenter Schenkej

okulo-lymphatische Achse

Lymphknoten Milz

Abb. 7: Immuntoleranz versus Abstoflungsreaktion (Abb. modifiziert nach Li X.Q. et al in: ,,Essentials in
Ophthalmology®, Pleyer U., Foster C. S. (Eds.), Springer 2007).

A)

B)

Lokale Faktoren bedingen das Vorderkammerprivileg:

Abkiirzungen: APZ = antigenprisentierende Zellen, FasL = Fas-Ligand, TGF-f = tumor growth faktor-f,
a-MSH = a-Melanozyten-stimulierendes Hormon, VIP = vasoaktives intestinales Peptid, LZ =
Langerhanszellen, Tg,, = regulatorische T-Zellen.

Vereinfachtes Schema der Immunregulation von Korneatransplantaten:

Das in die Vorderkammer eingebrachte Ag wird von APZ aufgenommen und in die Lymphorgane
transportiert. In experimentellen Modellen wird den naiven T-Zellen (Ty0) das Ag via okulo-
lymphatischer Achse présentiert, was zu einer AbstoBungsreaktion vom verzogerten Typ (delayed type
hypersensitivity = DTH) fiihren kann. Die APZ hingegen kann via okulo-lienaler Achse eine von Tge,
getriggerte down-Regulation der Tyl- und Ty2-Immunantwort induzieren und somit das
Vorderkammerprivileg (ACAID) fordern.
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Zu aktiver Suppression und Verdnderung der Immunantwort in der Kornea kommt es auch
durch die Expression des Fas-Liganden (Fas-L) auf kornealen Endothelzellen. In aktivierten
Lymphozyten, die den Fas-L exprimieren und mit solchen Endothelzellen interagieren, wird
Apoptose, der programmierte Zelltod, induziert (Griffith et al., 1995; Stuart et al., 1997;
Yamagami et al., 1997). Das Vorderkammer-Immunprivileg ist jedoch als ein relativer und
nicht als absoluter Schutzmechanismus zu betrachten (Williams et Coster, 1997). So ist es
dennoch moglich, dass sich Immunreaktionen entwickeln, die im Langzeitverlauf zu einer
TransplantatabstoBungsrate von 30% fithren konnen (Alldredge et Krachmer, 1981; Pleyer et
al., 1992; Reinhard et al., 1997). Eine Tyl- und Ty2- Immunantwort kann ausgelost werden,
wenn eine Antigenprasentation auf dem afferenten Schenkel erfolgt, bei der unreife T-Zellen
gepragt und aktiviert werden, was in eine AbstoBungsreaktion vom verzogerten Typ miinden
kann (siche Abb. 7.B links).

Zudem weisen Patienten mit Risikofaktoren eine ungiinstigere Prognose fiir das
Transplantatiiberleben auf, sodass sich hier der Anteil der Transplantatverluste durch
Immunreaktionen auf 60% erhéhen kann (Stiibiger et al., 1995; Sanfilippo et al., 1986, Thiel
et Manthey, 1980). Solche Risikofaktoren sind eine vaskularisierte Empfangerhornhaut, ein
limbusnahes Transplantat, mehr als drei Transplantate an einem Auge oder vier Transplantate
beidseits und ein ausgeprigt trockenes Auge.

Neben der TransplantatabstoBung stellt sich das Problem des Mangels an geeigneten
Spenderhornhduten. Dieser ist zum einen durch Endothelzellverlust wihrend der
Langzeitlagerung bedingt, der Korneae fiir eine Transplantation unbrauchbar machen kann,
zum anderen durch die geringe Zahl an Spendern. Ferner wirken sich nach Transplantation
auftretende Endothelzellverluste ungiinstig auf die Prognose aus. Im postoperativen Verlauf
stellen akute und vermutlich auch chronische Immunreaktionen ernste Komplikationen dar.
Aus diesen Griinden ist unter Berlicksichtigung neuer Erkenntnisse iiber den Verlauf dieser
Reaktionen die Entwicklung neuer Ansidtze in der Prdvention von Immunreaktionen nach

Keratoplastik notwendig.

1.3 Pravention der Immunreaktionen nach Keratoplastik

Zurzeit gibt es zwei wesentliche klinische Vorgehensweisen zur Priavention der

Immunreaktionen:

1) Die Minimierung der Antigendifferenz von Spender und Empfinger wird durch die
Priifung der Histokompatibilitdt erreicht (Matching). Dies wurde von verschiedenen

Arbeitsgruppen intensiv untersucht und erbrachte insbesondere zur MHC-Klasse-II
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Antigendifferenz sehr unterschiedliche Einschitzungen, die eine abschlieende
Beurteilung derzeit noch nicht zulassen (Gore et al., 1995; Vail et al., 1994; Sanfilippo et
al., 1986, Reinhard et al., 2004).

2) Die immunmodulatorische Therapie dient ebenfalls der AbstoBungspriavention (siche
Abb.8). Sie wird in der klinischen Praxis als weiterer und zurzeit entscheidender

praventiver Ansatz angewendet (Rinne et Stulting, 1992),

Hier sind die Erfahrungen aus der Behandlung von Transplantationen solider Organe
eingeflossen. So ist durch die Einfiihrung von immunmodulatorisch wirksamen Pharmaka wie
Cyclosporin A, FK 506 und Mycophenolat Mofetil, Tacrolimus und monoklonale Antikorper
ein wichtiger Beitrag zur Therapie nach Korneatransplantation geleistet worden (Pleyer et al.,
1998). Allerdings sind auch unter Verwendung dieser systemisch angewendeten Maflnahmen
AbstoBungsreaktionen zu beobachten. Es darf dabei jedoch nicht auBer Acht gelassen werden,
dass die oben genannten systemischen pharmakologischen Therapien oft erhebliche
Nebenwirkungen aufweisen. Ungleich vertrdglicher und nebenwirkungsidrmer sind die lokal

anwendbaren Medikamente.

Wirkstoff- Wirkstoff Effekt
familie

™ @

Rekombinante anti-TNF-mAk — o e

Proteine
anti-CD3, -CD4, —

I LFA-1,-ICAM-1-mAk

Antikoper /

Zytokine CTLA-4-Ig

anti-IL-2R-mAk
viL-10, IL-12p40

Corticosteroide

Immun-
suppressiva Cyclosporin A

Tacrolimus
Azathioprin

Mycophenolat Mofetil__L_|

Methotrexat

Leflunomid

Abb. 8: Immunomodulatorische Wirkstoffe fiir die Behandlung nach Keratoplastik.

Dieses Schema zeigt zum einen die Angriffspunkte der klinisch gebrauchlichen Wirkstoffe wie Corticosteroide,
immunsuppressive und antiproliferatorische Medikamente sowie zum anderen neue, experimentelle Ansédtze wie
rekombinante Proteine, monoklonale Antikdrper und Zytokine. (Abb. modifiziert nach Li X.Q. et al in:
,»Essentials in Ophthalmology“, Pleyer U., Foster C. S. (Eds.), Springer 2007).



1 EINLEITUNG 21

1.3.1 Neue Ansitze zur Privention der Abstoflungsreaktionen kornealer

Transplantate

Der Endothelzellverlust, der im Zusammenhang mit Hornhauttransplantationen auftritt, ist
bedingt durch die Explantation (traumatisch), die ex-vivo-Lagerung des Transplantates
(zeitabhdngig), den chirurgischen Eingriff selbst und die immunologischen Prozesse (Gain et
al., 2001). Neue Ansitze zur Verbesserung der Endothelvitalitidt vor Transplantation befassen
sich mit dem Einsatz von Wachstumsfaktoren zur Optimierung der Lagerungsbedingungen
des Transplantats (Rieck et al., 2003). Dies beinhaltet auch die genetische Modifizierung von
kornealen Endothelzellen durch zytoprotektive oder antiapoptotische Gene, die einen Schutz
dieser Zellen bei der Lagerung und der Allotransplantation vermitteln konnen. Andere
aktuelle Ansétze befassen sich mit der Transplantation von Endothelzellen oder Stammzellen

(Aboalchamat et al., 1999; Engelmann et al., 1999).

1.3.2  Gentherapie zur Modulation des kornealen Endothels

Die anatomischen und immunologischen Besonderheiten der Kornea erlauben eine
Immunmodulation durch genetische Manipulationen, wobei sich vor allem das Endothel
sowohl mit viralen als auch mit nichtviralen Vektoren transfizieren lisst (Larkin et al., 1996).
Griinde, die die Kornea so attraktiv fiir Versuche mit Gentherapie zur Immunmodulation
machen, sind

e dic anatomisch bedingte gute Zugénglichkeit,

e die Moglichkeit der ex-vivo-Lagerung tiber Wochen,

e cine gute Transfizierbarkeit/Transduzierbarkeit des Endothels,

e immunologische Eigenheiten wie das Vorderkammerprivileg,

e die Moglichkeit der nicht-invasiven Untersuchung nach Transplantation.
Ein gezielter Transfer des therapeutischen Gens in die Zielzellen ist durch die ex-vivo-
Kultivierung der Kornea mdglich. Ein Vorteil dieser Anwendung liegt in der Vermeidung der
systemischen Applikation des Vektors. Dariiber hinaus ist die Beurteilung des
Behandlungserfolgs ohne zusétzlichen operativen Eingriff mdglich. Als Gentransfervehikel

kommen vor allem Adenoviren und Lipide zum Einsatz.

1.3.3 Gentransfer mittels adenoviraler Vektoren

Virale Vektoren besitzen sehr effiziente Mechanismen zum Einschleusen von DNA in die
Wirtszellen und werden durch Ausschaltung ihrer pathogenen Eigenschaften fiir die

gefahrlose Anwendung am Menschen nutzbar gemacht. Allerdings induzieren sie oft eine
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Immunantwort gegen ihre viralen Bestandteile, sodass eine langfristige Expression der
ibertragenen Gene nicht immer moglich ist (Olive et al., 2002; Ritter et al., 2002; Verma et
Somia, 1997).

Haufig eingesetzte virale Vektoren sind Adenoviren. Es werden aber auch Retro- und
Lentiviren verwendet.

Adenoviren enthalten eine lineare Doppelstrang-DNA mit einer Gréfle von 36 bis 38
Kilobasen. Der adenovirale Infektionszyklus umfasst mehrere Schritte. Zunéchst erfolgt die
Adsorption des Viruspartikels an Zelloberflichen-Rezeptoren. Die Aufnahme der Virus-
Rezeptor-Komplexe in das Zytoplasma der Wirtszelle erfolgt liber rezeptorvermittelte
Endozytose. Dann werden die Viren aus den endozytotischen Vesikeln entlassen und
gelangen durch Bindung an Mikrotubuli zu den Kernporen. Der virale DNA-Protein-Komplex
wird nach dem Kapsidabbau freigesetzt und in den Nukleus aufgenommen. Das
Adenovirusgenom integriert nicht in das Wirtsgenom, sondern liegt als episomale Einheit im
Zellkern vor (Horwitz, 1990). Nun beginnt die Wirtszelle mit der Expression des eingefiihrten

Transgens, in unserem Fall Interleukin-10.

1.3.4 Vor- und Nachteile adenoviraler Vektoren

Adenovirale Vektoren bieten gegeniiber anderen Gentransfervehikeln eine Reihe von
Vorteilen. Im Gegensatz zu retroviralen Vektoren konnen sie sowohl ruhende als auch sich
teilende Zellen transduzieren. Um adenovirale Vektoren relativ gefahrlos handhaben zu
konnen, ist es lblich, ithr Genom derart zu manipulieren, dass diese rekombinanten
Adenoviren zwar zur Transduktion, jedoch nicht mehr zur Replikation fahig sind und sich
somit nicht unkontrolliert vermehren kdnnen (Kolls et al., 1994). Der wesentliche Nachteil
adenoviraler Vektoren liegt in der Immunantwort, die sie im Wirt induzieren kdnnen.
Dadurch ist die Expression des eingefiihrten Transgens nur temporir und endet nach etwa 3-4

Wochen.

1.3.5 Modulation der immunvermittelten Transplantatabstof3ung

Zytokine sind Iosliche Mediatoren, die eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Immunantworten spielen. CD4+T-Zellen werden nach ihrer Zytokinsekretion in Tyl- und
Ty2-Zellen unterteilt. Das Uberwiegen der Tyl- oder Ty2-Antwort kann Einfluss auf den
Verlauf von Transplantationen nehmen. So gibt es Studien, die belegen, dass eine erhohte
Produktion von Ty2-Zytokinen mit einem besseren Transplantatiiberleben einhergeht. Der
Einsatz von IL-4 ermdglichte ein verlingertes Uberleben in Haut-, Nieren- und

Herztransplantationsmodellen (Mottram et al., 1995, Takeuchi et al., 1997, He et al., 1998).
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Dabei fiihrte sowohl die lokale Uberexpression, als auch eine systemische Applikation von
IL-4 zu einer Verldangerung des Transplantatiiberlebens (Takeuchi et al.,, 1997, He et al.,
1998). Eine Transplantatabstoung dagegen ist eng mit der Expression von Tyl-Zytokinen
verbunden, wihrend Ty2-Zytokine dort nur in geringen Mengen oder gar nicht gefunden
werden (Dallman et al., 1991). Bei der AbstoBung kornealer Transplantate handelt es sich
nach Qian et Dana um einen CD4+Tyl-vermittelten Prozess (Qian and Dana, 2001). In-vivo
fiihrt die Depletion von CD4+T-Zellen mithilfe monoklonaler Antikorper zu einem
verldngerten Transplantatiiberleben (Coupland et al., 1995; He et al., 1991; Pleyer et al.,
1995). Uberdies zeigen Miuse mit ausgeschaltetem CD4-Gen eine verminderte korneale
TransplantatabstoBung. Im Gegensatz dazu entspricht die AbstoBungsrate bei Mausen mit
ausgeschaltetem CD8-Gen der der Wildtyp-Méuse (Haskova et al., 2000; Yamada et al., 1999
und 2001). Die korneale AbstoBungsreaktion ist mit der Hypersensitivitdtsreaktion vom
verzogerten Typ assoziiert (Hegde and Niederkorn, 2000; Joo et al., 1995). In Kornea und
Kammerwasser bei abgestoBenen Transplantaten finden sich Zytokine vom Tyl-Typ (King et
al., 2000; Sano et al., 1998; Yamagami et al., 1998).

Typische Tyl-Zytokine wie Interleukin-2 (IL-2) und IFN-y sind fiir zellvermittelte
Immunreaktionen mitverantwortlich. Zu den Ty2-Zytokinen zéhlen IL-4, IL-5 und IL-10, die
die Regulation von humoralen Immunreaktionen beeinflussen.

In Toleranzmodellen wird eine schwéchere Expression der Tyl-Zytokine IL-2 und IFN-y
beobachtet als bei Tieren, die AbstoBungsreaktionen zeigen. Dagegen ist die Rolle der Ty-2-
Zytokine umstritten; in Toleranzmodellen wurden widerspriichliche Ergebnisse betreffend der
Expression von IL-4 und/oder IL-10 beschrieben (Nickerson et al., 1997; Piccotti et al.,
1997). Wahrscheinlich kann eine Immunmodulation mit Tgy2-Zytokinen zu einer

Transplantatakzeptanz beitragen, ohne jedoch Toleranz zu induzieren.

1.3.6 Interleukin-10

IL-10 kann eine Verschiebung von der Tyl- zur Ty2-vermittelten Immunantwort bewirken
(Cua et al., 1996). Es fordert die Entwicklung von regulatorischen T-Zellen, die durch
Sekretion von IL-10 und TGF- Immunantworten hemmen kénnen (Groux et al., 1997). IL-
10 hemmt die IL-12-Exkretion der antigenprisentierenden Zellen, was eine verminderte

Stimulation der Ty1-Zellen zur Folge hat (Kennedy et al., 1994).

IL-10 wird von Ty2-Zellen und Makrophagen produziert. Es wirkt immunsuppressiv, indem
es die Produktion proinflammatorischer Zytokine, MHC-II-Antigene und die Ag-Présentation

hemmt (deWaal, Malefyt und Moore, 1998). Diese Eigenschaften konnen auch bei
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systemischer Verabreichung beobachtet werden (de Waal et al., 1991; Fiorentino et al., 1991a
und 1991b), wenn anhaltend hohe Konzentrationen vorliegen (Powrie et al., 1993). Dariiber
hinaus behindert IL-10 die Aktivierung der Makrophagen.

Virales Interleukin-10 ist das Interleukin-10-Homologon aus dem Epstein-Barr-Virus (EBV)
mit dhnlichen antiinflammatorischen Eigenschaften wie physiologisches Interleukin-10.
Allerdings hemmt es die Tyl-vermittelte Immunitét, ohne gleichzeitig Ty2-Antworten zu

stimulieren (de Vries, 1995).

1.3.7 Gentransfer von Interleukin-10 zur Modulation der

Transplantatabstofung

Bei Interleukin-10 handelt es sich um ein Zytokin mit immunsuppressiven und
immunmodulatorischen Eigenschaften, weshalb es ein vielversprechender Kandidat fiir eine
ex-vivo-Uberexpression vor der Transplantation ist.

Das Problem der kurzen Halbwertzeit von Zytokinen wird losbar durch kontinuierliche
Produktion mithilfe von Gentransfer. Es konnte wiederholt nachgewiesen werden, dass die
Uberexpression von TGF-B und VIL-10 zur Verlingerung der Transplantatakzeptanz
beispielsweise in verschiedenen allogenen Herztransplantationsmodellen fiihrte (Josien et al.,

1998; Qin et al., 1995).

1.4 Das Tiermodell

Wesentliche Hinweise zur Immunpathologie der Transplantatabstofung wurden zundchst am
Kaninchenauge gewonnen, das als Modell préferiert wurde, weil es eine dhnliche Grof3e
aufweist wie das menschliche Auge. Allerdings sind die Untersuchungen zur Immunbiologie
der TransplantatabstoBung und entsprechende Therapiestudien am Kaninchenauge wegen
seines ungeniigend charakterisierten Immunsystems nur bedingt aussagekréftig. Klebe et al.
(2001) fiihrten in Australien Untersuchungen an Schafaugen durch, ein Modell, das wenig
Verbreitung fand.

Experimentelle Modelle in immunologisch besser charakterisierten Spezies werden
favorisiert, seit man Kenntnis von der Bedeutung der Histokompatibilitdtsantigene fiir die
TransplantatabstoBung hat. So liegen bei Ratten detaillierte Kenntnisse der Haupt- und
Neben-HC-Antigene vor. Die Vorziige des Modells der perforierenden Keratoplastik am
Rattenauge sind insbesondere

e die detaillierten Kenntnisse der Immungenetik von verschiedenen

Ratteninzuchtstimmen,
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e dic Verfiigbarkeit einer weiten Palette monoklonaler Antikérper gegen
Zelloberflaichenmarker,
e die Vergleichbarkeit immunologischer Charakteristika zur humanen Kornea,
insbesondere im Bezug auf die Verteilung der HL-Antigene,
e die reproduzierbaren chirurgischen Ergebnisse unter Verwendung
mikrochirurgischer Techniken.
Die folgenden Untersuchungen wurden daher unter Verwendung des Rattenmodells

durchgefiihrt.
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2 AUFGABENSTELLUNG

In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss des Zytokins vIL-10 auf die Modulation von

Immunreaktionen nach Keratoplastik untersucht werden. Zu diesem Zweck erfolgte der ex-

vivo-Gentransfer an Korneae der Ratte. Folgende Fragestellungen sollen bearbeitet werden:

(1) Kann eine Modulation der Immunreaktionen nach Keratoplastik durch das im
Transplantat lokal und temporér {iberexprimierte virale Interleukin-10 erzielt werden, die
ein langeres Transplantatiiberleben ermdglicht?

(2) Welche Entziindungszellen tiberwiegen im Transplantat?

(3) Welche Entziindungszellen werden durch das virale Interleukin-10 gehemmt?

(4) In welchem Teil des Transplantats finden sich Entziindungszellen?
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3 METHODIK

3.1 Experimentelles Modell

Die Spenderhornhdute wurden Wistar-Furth-Ratten entnommen und den als Empfanger
dienenden Lewis-Ratten transplantiert (siche Abb. 9). Diese beiden Inzuchtstimme sind MHC
I/IT inkompatibel und unterscheiden sich in mehreren Minor-Antigenen. Diese Kombination
wird als ,,Highrisk-Model* mit rascher TransplantatabstoBung angesehen.

Es gab drei verschiedene Behandlungsprotokolle fiir die Versuchstiere (sieche Tab. 1). Eine
Gruppe erhielt Transplantate, die zuvor in-vitro mit dem therapeutischen AdvIL-10
transduziert wurden (VIL-10-Gruppe). Transduktion ist der Vorgang, bei dem das gewiinschte
Gen mithilfe von Viren in die Zielzelle eingebracht wird. Als Kontrollen dienten zum einen
unbehandelte allogene Hornhauttransplantate (sine-Gruppe). Eine zweite Kontrollgruppe
erhielt Hornhdute, die mit einem Adenoviruskonstrukt ohne therapeutisches Gen, einem so
genannten Nullvektor, in-vitro transduziert wurden (Ad0-Gruppe).

Die Hornhdute der Ratten wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten, an den Tagen 10, 17
und 24 nach Transplantation entnommen, fixiert und kryokonserviert. Etwa am 17. Tag nach
Transplantation erfolgt die AbstoBung. Der 10. Tag ist daher représentativ fiir das Stadium

vor und der 24. Tag entsprechend fiir das Stadium nach der AbstoBungsreaktion.

Behandlung | vII-10- sine- AdO-
Adenovirus
:é"; X Gruppe | Gruppe | Gruppe
Zeitpunkt Anzahl n Anzahl n Anzahl n

| o | ex-vivo-Gentransfer Tag 10 4 4 4

A Tag 17 4 4 5
‘ i“.___:_l q_‘ Transplantstion

\/g:f Y Tag 24 4 4 4

Empéanger

Abb. 9: Schematische Darstellung der Methode der
ex-vivo-Transduktion einer Rattenhornhaut,
modifiziert nach PD Dr. T. Ritter (Habilitationsschrift).

Tab. 1: Anzahl der Tiere in den jeweiligen
Gruppen
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3.2 Methoden

3.2.1 Adenoviraler Gentransfer in ex-vivo-kultivierten Rattenkorneae

Zur Herstellung der beiden adenoviralen Vektoren wurden Wild-Typ-Adenoviren derart
verandert, dass ihre pathogenen Eigenschaften und ihre Replikationsfahigkeit ausgeschaltet
wurden.

In die DNA des Vektors wurde ein Transgen eingefiihrt (siche Abb. 10). Die Vektor-DNA
wurde zundchst iiber eine Verpackungszelllinie vervielfdltigt. Der therapeutische Vektor
(AdvIL-10) transduzierte die Zielzelle und fiihrte das betreffende Gen ein. Die Zielzelle, die
das IL-10-Gen erhielt, begann mit der Synthese des vIL-10.

Im Falle des Nullvektors (Ad0) wurde dieses Transgen nicht eingefiihrt. Es kamen also das
therapeutische AdvIL-10-Konstrukt und das als Kontrolle dienende Konstrukt Ad dl 312
(AdO) zur Anwendung.

Wilcttyp-DMA,
Tranzduktion der Zielzelle

1

e \/ak‘lor DR, wektor \ _,f-"";.;“' Zielzelle

VEHUP\\
freisetzung ™,

Wildtypvirus

-
“eltor /’

[ o, |
Yerpackungs- .\" : [ : - ’f
Zellinie S therape sche Al i
ke m-RMA und o

\Pro‘teme - . (A —

z.B. 110

Abb. 10: Schematische Darstellung der Herstellung | Abb. 11: Schematische Darstellung der Transduktion
cines replikationsdefizienten, rekombinanten adeno- | €iner  Zielzelle  mittels eines  rekombinanten

viralen Vektors (modifiziert nach Kay et al., 2001). adenoviralen Vektors (modifiziert nach Kay et al,
2001).

Aus dem Spendertier (Wistar-Furth Ratte) wurde mit Hilfe eines 3,5-mm-Trepans die zentrale
Hornhaut ausgestanzt und kultiviert. Wéhrend der Kultivierung der Korneae erfolgte der
adenovirale Gentransfer durch eine dreistiindige Inkubation mit 500 pl Transduktionslosung
mit 1x10® pfu/Kornea bei 37°C. Bevor die Hornhdute der allogenen Hornhauttransplantation
zugefithrt wurden, erfolgte die Quantifizierung der Zytokinproduktion. Hierzu wurden die
Uberstinde der Korneae zu verschiedenen Zeitpunkten nach Gentransfer geerntet und mittels

ELISA analysiert.
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3.2.2 Experimentelles Keratoplastikmodell

Alle Tierversuche wurden nach den Anforderungen der ,,Guiding Principles in the Care of
Animals®“ des National Institute of Health, Bethesda, und den Richtlinien der
Senatsverwaltung fiir Wissenschaft und Forschung, Berlin, durchgefiihrt. Die Genehmigung
zur Vornahme von Versuchen an lebenden Wirbeltieren wurde nach § 8 des
Tierschutzgesetzes durch das Landesamt fiir Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische
Sicherheit Berlin am 14.01.2003 mit dem Aktenzeichen Reg 0238/02 erteilt.

Es wurde jeweils nur an einem Auge transplantiert, so dass die Tiere auf der anderen Seite
ihre Sehkraft behielten.

Fiir die Versuche wurden 8 bis 10 Wochen alte, weibliche Ratten mit einem Gewicht von 200
bis 250 g verwendet. Es wurden Zuchtlinien verwendet, die sich in ihren MHC Klasse I und I1
Histokompatibilitdtsantigenen unterscheiden, also ein komplettes MHC I/Il Mismatch
aufwiesen (Gill, III et al., 1987).

Das Spendertier (Wistar Furth, WF) wurde durch eine Inhalationsnarkose des Gemischs von
Kohlendioxid und Lachgas getdtet. Nachfolgend wurde mit einem 3,5-mm-Trepan die
Hornhaut entnommen und ex-vivo transduziert. Das Empfiangerauge wurde vor dem Eingriff
mit 1% Atropinsulfat weitgetropft, um Irisschdden wéahrend der Transplantation zu
vermeiden. Die Empféngertiere erhielten eine intramuskuldre Injektion einer Kombination aus
Ketaminhydrochlorid (z.B. Ketavet®) in einer Dosis von 16,5 mg/Tier a 200 g und
Xylazinhydrochlorid (z.B. Rompun®) dosiert mit 0,7 ng/Tier a 200 g zur Anésthesie. Mit
einem 3,0-mm-Trepan wurde aus dem Empfangertier die rechte Hornhaut ausgestanzt und die
transduzierte Spenderhornhaut mittels fortlaufender 10-0 Nylon-Naht fixiert. Um die
Augenvorderkammer zu stabilisieren und Linsen- und Iris-Schiddigungen zu vermeiden,
wurde eine viskoelastische Substanz (Healon) eingebracht und vor dem Verschluss der
Wunde wieder entfernt. Eine kleine, anschlieBend in die Vorderkammer eingebrachte
Luftblase diente dazu, die frisch eingesetzte Kornea von der Iris zu trennen (Pleyer et al.,
1995). Das Nahtmaterial verblieb bis zum Versuchsende im Auge, um keine weitere Irritation
zu verursachen. Die transplantierten Tiere wurden unter dem Operationsmikroskop dreimal
innerhalb der ersten postoperativen Woche und anschlieend tiglich kontrolliert. Der Grad
der Korneatriibung diente als Indikator fiir die TransplantatabstoBung. Bei einer Bewertungs-
Skala von 0 bis 4 galt eine Triibung von 3 oder hoher als abgestoBen. Eine vollig klare Kornea

erhielt die Bezeichnung 0.
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3.2.3 Organentnahme und Lagerung

Den Tieren, bei denen das Langzeitiiberleben untersucht werden sollte, wurden am Tag der
Abstolung nach Totung die Augen entnommen. Mit den Tieren, bei denen die
Entziindungsreaktion zu bestimmten Zeitpunkten betrachtet werden sollte, wurde an den
Tagen 10, 17 und 24 nach Keratoplastik ebenso verfahren. Den Augen wurden die Kornea
samt Iris, Ziliarkorper und Skleraring entnommen und mit steriler physiologischer
Kochsalzlosung gewaschen. Dann erfolgte die blasenfreie Einbettung in Aluminiumférmchen,
die Cryo-OCT-Compound enthielten und anschliefend in fliissigem Stickstoff schockgefroren

wurden. Die Lagerung erfolgte bis zur Weiterverarbeitung in einem Gefrierschrank bei -70°C.

3.2.4 Kryostatschnitttechnik und Praparation der Gefrierschnitte

Zum Schneiden der Organe wurde der Frigocut-Kryostat verwendet. Bei einer
Blocktemperatur von -21 °C und einer Kammertemperatur von -16 °C wurden 5 um diinne
Schnitte der Praparate angefertigt. Dies erfolgte bei den 3 Behandlungsgruppen vIL-10, Adv0
und sine, die jeweils zu den drei Zeitpunkten Tag 10, 17 und 24 nach Transplantation
untersucht werden sollten, getrennt nach den sechs Zellarten und dem Kontroll-Antikorper.
Dabei wurden pro Tier und Zellart jeweils 15 Schnitte aus dem mittleren Teil des Organs
angefertigt, um fiir die Z&dhlung und die Fotodokumentation mehrere Schnitte zur Verfligung
zu haben. Die Gefrierschnitte wurden auf Objekttrigern mit verbesserter Gewebehaftung
aufgebracht und fiir 60 min bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Anschlieend erfolgten die
Fixierung in Standkiivetten in eiskaltem Ethanol-Methanol-Gemisch (2:1) fiir 7 min und eine
erneute Trocknung bei Raumtemperatur fiir 10 min. Bis zur immunhistochemischen Fiarbung
wurden die Gefrierschnitte in Aluminiumfolie gewickelt und in einer luftdichten Box

verpackt bei -70 °C aufbewahrt.

3.2.5 Immunhistochemische Fiarbung der Schnitte

Die immunhistochemische Darstellung der verschiedenen fiir die Entziindung
mitverantwortlichen Zellen in den Gewebeschnitten erfolgte durch ihre spezifischen
Zelloberflachen-Antigene mit Hilfe der Avidin-Biotin-Komplex-Immunoperoxidase- (ABC-)
Technik. Der in der Maus generierte unkonjugierte monoklonale Primérantikérper richtet sich
gegen das zu bestimmende Oberflichenantigen der Ratte. Der im Pferd generierte
Sekundérantikdrper wiederum bindet mit seiner antigenbindenden Region an das kristalline
Fragment des primdren Mausantikorpers. Der Sekundidrantikorper ist an Biotin konjugiert.

Die freien Stellen des peroxidasekonjugierten Avidinmolekiils ermoglichen die Bindung an



3 METHODIK 31

das Biotin des Sekundérantikorpers. Die Peroxidase schlieBlich wird mit Chromogen sichtbar
gemacht. Fiir die Kontrollen kommt ein Primérantikdrper zum Einsatz, der keine Spezifitit

besitzt und daher beim Waschen fortgespiilt wird.

Chromogen

N M
\ m[ Peroxidase (mit Chromogen sichtbar gemacht)

r Avidin (an Peroxidase konjugiert)
Biotin
)\ Sekundirantikorper aus dem Pferd (an Biotin konjugiert)
/ \ monoklonaler Primérantikorper aus der Maus (unkonjugiert)

Abb. 12: Avidin-Biotin-Komplex-Immunoperoxidase-Technik (eigene Abbildung).

Die Gefrierschnitte wurden zuerst 60 min bei Raumtemperatur aufgetaut, wobei die
Aluminiumfolie die Kondensation der Luftfeuchtigkeit verhinderte. Nach Entfernen der
Aluminiumfolie wurden die Schnitte fiir 5 min in eiskaltem 95-prozentigen Methanol fixiert.
In Standkiivetten folgte eine dreimalige je dreiminiitige Spililung mit phosphatgepufferter
Salzlosung (PBS-Puffer).

Die Inaktivierung der endogenen Peroxidase ist notwendig, um unerwiinschte unspezifische
Féarbungen zu vermeiden. Hierfiir erfolgte eine 30 miniitige Inkubation in Standkiivetten bei
Raumtemperatur in einprozentiger Wasserstoftfperoxidlosung (gelost in Methanol). Es folgten
2 weitere 5 miniitige Wasch-Schritte mit PBS.

Um eine unspezifische Kreuzreaktivitit des primdren Antikorpers mit dem Gewebe zu
minimieren, wurde eine 20 miniitige Inkubation mit 100 pl Pferdeserum vorgenommen.
AnschlieBend wurde erneut mit PBS gewaschen.

Nun wurden die Prdparate mit dem priméren monoklonalen Antikorper inkubiert. Um die
optimale Verdiinnung der Antikoérper (in PBS) zu finden, wurde eine Titration an bekannt
positiven Priparaten durchgefiihrt. Bei Verwendung von Primér- und Sekundirantikorpern
wurden fiir beide Antikdrper verschiedene Konzentrationen angesetzt und in Form einer
Schachbrett-Titration kombiniert. Die optimale Verdiinnungskombination war an dem
Praparat, das die stirkste spezifische Anfiarbung und die geringste Hintergrundfiarbung
aufwies, erkennbar. Jeder Schnitt wurde mit 200 pl Antikorperlosung (1:700) bedeckt und fiir

60 min bei Raumtemperatur inkubiert.
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Nach dreimaligem Waschen mit PBS fiir 10 min und erneutem 5 miniitigen Einwirken von
100 pl des zweiprozentigen Pferdeserums wurden die Schnitte mit 200 ul des sekundéren
Antikorpers in der Konzentration von 1:100 (in PBS) fiir 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert.

Nach erneutem dreimaligem Waschen mit PBS fiir 10 min folgte die 30 miniitige Inkubation
mit dem Vectastain-Reagenz, wobei jedes Praparat mit 200 pl Reagenz benetzt wurde. Dieses
wurde 30 min zuvor aus PBS, Avidin und Biotin hergestellt, um die Bildung von Komplexen
zu ermoglichen. Anschliefend wurden die Schnitte dreimal fiir 10 min mit PBS gewaschen.
Darauf folgte die zweiminiitige Inkubation mit je 200 ul DAB-Peroxidaselésung bei
Raumtemperatur. Die Peroxidase bewirkte eine Abspaltung von Wasserstoffmolekiilen vom
Wasserstoffperoxid, die mit Diaminobenzidin (DAB) unldsliche dunkelbraune Farbkomplexe
bildeten. Durch Waschen mit PBS wurde diese Reaktion beendet.

Die Schnitte wurden fiir 45 Sekunden in Hamatoxylin gegengefarbt und anschlieBend 5 min
lang unter Leitungswasser gespiilt. Die feuchten Prdparate wurden mit je 1 Tropfen
Mounting-Medium-Harz und einem Deckgldschen bedeckt und iiber Nacht bei

Raumtemperatur luftgetrocknet.

3.2.6  Statistische Auswertung

Die Priparate wurden bei einer 120-fachen VergroBerung betrachtet. Die Zahlung der
gefarbten Zellen erfolgte mittels Zahlraster, wobei die Zellen mehrerer Raster pro
Gesichtsfeld gezdhlt und dann mit der Anzahl der Raster multipliziert wurden. In die Statistik
gingen jeweils die Mittelwerte ein, die sich aus den 10 Schnitten pro Tier und Zellart
ermitteln lieBen. Die Zéhlung der Zellen erfolgte dabei getrennt nach Lokalisation, also
Transplantat, Ubergangsbereich und Empfingerkornea sowie fiir die Absolutzahl der
gesamten Kornea.

Alle Ergebnisse sind, wenn nicht anders angegeben, als Mittelwerte plus/minus
Standardfehler (standard error mean, SEM) dargestellt. Die Angabe der mittleren
Uberlebenszeit nach Transplantation erfolgte als Median. Aussagen zur statistischen
Signifikanz wurden bei Varianzanalysen ohne Normalverteilung mit Hilfe des Kruskal-
Wallis-Tests getroffen. Bei Lageunterschieden mit Normalverteilung wurde sich des Mann-
Whitney-U-Tests bedient, wobei sich eine Aussage zum p-Wert treffen lie. Die graphische
Darstellung erfolgte mit Hilfe von Boxplots. Sie zeigen in dem Késtchen die Verteilung der
mittleren 75% an. Der Median entspricht dem horizontalen Strich im Késtchen. AuBerhalb

des Kistchens lassen sich die Maximal- und Minimalwerte ablesen.
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3.2.7

Die Transplantatiiberlebenszeit

Fir die Transplantationen wurden die Spender-Hornhdute mit jeweils 1x10° pfu der

adenoviralen Vektoren (AdvIL-10 mit dem therapeutischen Interleukin sowie Adv0 als

Kontrollvektor ohne therapeutisches Gen) ex-vivo transduziert. Als zweite Kontrollgruppe

dienten nichttransduzierte Hornhdute (sine). Die transplantierten Tiere wurden 2, 4 und 7

Tage nach der Operation und anschlieBend iiber vier Wochen tdglich kontrolliert. Die

Hornhauttriibung wurde in einer Skala von 0 bis 4 beurteilt. Eine vollig klare Kornea erhielt

dabei die Bezeichnung 0 (siche Abb. 13), wobei eine Bewertung ab 3 als abgestoBBen galt

(siche Abb. 14). Die Transplantatiiberlebenszeiten wurden in den drei Gruppen verglichen

und in einer Kaplan-Meier-Kurve graphisch dargestellt.

3.3 Materialien

3.3.1 Monoklonale Antikorper
Alle Antikérper wurden von Pharmingen, San Diego, CA, USA bezogen.
Antikdrper Zelltyp Epitop
Anti-CD4- T-Zellen der Klasse MHC 1II (T-|CD4 Rezeptor = Antigenrezeptor der
Clon Helfer-Zellen) Zelloberfliche, der mit MHC-II-
0X-35 Molekiilen von antigenprisentierenden
Zellen interagiert
Anti-CD8- T-Zellen der Klasse MHC I (T- | membranproximale Doméne der a-Kette
Clon OX-8 Suppressor/ Zytotoxisch) des CD8a-Membranantigens
Anti-CD25- | T-Lymphoblasten, dendritische T-|CD 25 Rezeptor = a-Kette des IL-2-
Clon 22091° | Zellen Rezeptors
Anti-CD45R- | B-Lymphozyten CD 45 Rezeptor
Clon His-24
Anti- Natiirliche Killerzellen und eine| NKR-P1A (Typ-II-membranintegriertes
NK22641D |kleine Subpopulation von T-|Protein mit extrazelluldrer C-Typ-
Lymphozyten Lectindoméne = NK-Zell-aktivierender
Rezeptor)
Anti-ED1- Mononukleédre Phagozyten ED1
Clon 1C7 (Gewebs-, Alveolarmakrophagen,
periphere Monozyten)
Kontroll- kein Zelloberfaichen-Ag, dient als
Antikorper Kontrolle
03251D

Tab. 2: Auflistung der fiir die Inmunhistologie-Firbungen verwendeten Ak und ihrer Zielstrukturen
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3.3.2 Verbrauchsmaterialien

Pipetten fiir 1 ml-, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml
Verstellbare Pipetten mit Spitzen
Eppendorfgefale: 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml
Deckglédschen 20x26 mm
Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttriager
(haftungsverbessert)

Mounting-Medium Harz

Aluminiumfolie

3.3.3  Firbekits und Versuchssysteme

Avidin-Biotin-Complex (ABC) -Farbekit Vektor
Diaminobenzidin (DAB) -Peroxidase-Kit
vIL-10 ELISA-Kit

3.3.4 Losungen und Puffer

PBS-Puffer mit pH 7,4

1%ige Wasserstoffperoxidlosung

Greiner, Niirtingen, D
Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Menzel-Gléser, Braunschweig, D

Sigma, Deisenhofen, D

DAKO, CA, USA

Alexis, D
Alexis, D

Coulter-Immunotech, Hamburg, D

8 g NaCl + 1,3 g Na,HPO, +4 g
NaH,PO4 + 11 destilliertes Wasser
geldst in Methanol

Pferdeserum 2% (Pferdeserum des ABC-Firbe-Kits) geldst
in PBS-Puffer

100 ul PBS-Puffer + 2 ul A +2 ul B (aus
dem Alexis-Kit)

100 pl Aqua dest. + 2 pl Kit-Puffer-

Vectastain

Peroxidase-Losung (DAB-Kit):
Losung + 4 ul DAB + 2 pl Peroxidase

Héamatoxylin
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3.3.5 Gerite, Messgerite

Mikroskop Nikon, Diisseldorf, D
Foto-Kamera Nikon, Diisseldorf, D
Waage Sartorius, Gottingen, D
Frigocut-Kryostat 2100 E Reichert-Jung, Wien, A

Standkiivetten, Bechergliser, Spatel,
Loffel, Wecker

3.3.6 Explantationsmaterialien

Hornhautscheren, Pinzetten

Operationsmikroskop Karl-Zeiss, Jena, D

Kryo-O.C.T. Compound Scientific Products, Irvine, CA, USA
physiologische Kochsalzlosung

fliissiger Stickstoff

3.3.7 Adenovirale Konstrukte

AdvIL-10 PD Dr. T. Ritter, Berlin, D
Addl 312 (AdO) Dr. J.K. Kolls, New Orleans, LO, USA

3.3.8 Versuchstiere

Inzucht-Ratten, weiblich, 200-250 g, mit komplettem MHC-Mismatch:

Lewis (LEW/RT1) M&B, Ry, DK, Charles River, Bad Sulzfeld, D

Wistar-Furth (WF/RT1") M&B, Ry, DK, Harlan Winkelmann, Borchen, D
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4 ERGEBNISSE

4.1 Transplantattberleben

Zum Gentransfer in korneale Endothelzellen wurden adenovirale Vektoren (Adv) genutzt.
Durch die Genexpression ist eine Modulation des Zytokinprofils (Tx1/Tu2) unmittelbar nach
der Transplantation moglich.

Dem Nachweis des Transduktionserfolgs an der Kornea mittels Fluoreszenzmikroskopie und
Bestimmung der Zytokinproduktion folgte der in-vivo-Einsatz der mit AdvIL-10-
transduzierten Korneae zur Modulation der Immunreaktion nach Keratoplastik. Es konnte
dariiber hinaus gezeigt werden, dass durch adenoviralen Gentransfer vor allem das Endothel
transduziert wurde, jedoch nicht das Hornhautepithel bzw. Keratozyten im Hornhautstroma.
Im Vorfeld dieser Arbeit wurden Hornhauttransplantate ex-vivo mit dem adenoviralen
Konstrukt fiir IL-4 transduziert. Hierbei zeigte sich, dass der IL-4 Gentransfer zu keiner
signifikanten Immunmodulation der Transplantatabstoung fiihrte (Pleyer et al., 2000). Da im
allogenen Ratten-Modell der Nierentransplantation nach Ko-Transduktion von IL-4 mit vIL-
10 in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Kupiec-Weglinski (Los Angeles, USA)
ein signifikanter Effekt auf das Transplantatiiberleben erzielt werden konnte, sollte der
Einfluss einer Immunmodulation mit AdvIL-10 im Modell der Keratoplastik {iberpriift
werden. Das verwendete Transplantationsmodell Wistar-Furth-Spender auf Lewis-Empfinger
ist ein ,starkes” Abstoungsmodell und weist einen kompletten Mismatch innerhalb der
MHC-I/II- sowie Minor-HC-Gene auf.

Fiir die Transplantationen wurden die Spender-Hornhdute entweder mit dem adenoviralen
Vektor AdvIL-10 (mit dem therapeutischen Interleukin) oder Adv0 als Kontrollvektor (ohne
therapeutisches Gen) ex-vivo transduziert. Als zweite Kontrollgruppe dienten
nichttransduzierte Hornhaute (sine).

Die transplantierten Tiere wurden postoperativ wie oben beschrieben untersucht und die
Hornhaut nach den genannten Kriterien eingeschétzt. Postoperativ kommt es zunichst zu
einem Epithel und Stromaddem. Im weiteren Verlauf kommt es dann zu einer Aufklarung,
wenn das Endothel seine Funktion aufnimmt. Eine anfingliche Erosio schlieBt sich meist
innerhalb von 2-4 Tagen. In den Fillen, in denen es zu einer AbstoBungsreaktion kommt,
zeigt sich eine erneute Eintrilbung, mit Stromaddem, Vorderkammerreizzustand,
Endothelprézipitaten und gegebenenfalls Khodadoust-Linie oder Neovaskularisationen.

Eine vollig klare Kornea erhielt dabei die Bezeichnung 0 (siche Abb. 13), wohingegen eine

Bewertung ab 3 als abgestof3en galt (siche Abb. 14).
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Abb. 13: Fotografie einer Keratoplastik in der
Ratte. Erkennbar sind die klare Empféngerhornhaut,
die fortlaufende Naht sowie das klare Transplantat,
durch das die Iris sichtbar ist. Ein solch klares

Abb. 14: Fotografie einer Keratoplastik in der
Ratte. Erkennbar sind die fortlaufende Naht und eine
triibe Kornea, die keinen Einblick in das Auge
erlaubt. Dieses getriibte Transplantat erhielt die

Transplantat erhielt die Bewertung 0.

Bewertung 4. (eigene Abbildungen)

Die Transplantatiiberlebenszeiten wurden in den drei Gruppen verglichen und in einer
Abb. 15).
Uberlebenszeit (Median) der Transplantate ohne Behandlung (sine, n=6) lag bei 17 Tagen.

Kaplan-Meier-Kurve graphisch dargestellt (siehe Die durchschnittliche
Die Uberlebenszeit der mit AdO transduzierten Korneae (n=6) lag bei 20,5 Tagen. Der ex-
vivo-vIL-10-Gentransfer in die Spenderkornea fiihrte zu keiner signifikant verlédngerten
Transplantatiiberlebenszeit. Hier lag die mittlere Transplantatiiberlebenszeit (Median) bei 15
Tagen (n=7) (siche Abb. 15).

Der Einsatz des therapeutischen Gens fiihrte also zu keiner Verlingerung der
Transplantatiiberlebenszeit. Interessanterweise weist der Kontrollvektor (AdO) eine Tendenz

zur Uberlebenszeitverlingerung auf p > 0,05.

E 100 gl
G —— A0 Grunpe Angal] Uberlebenszeit
- nzahl n
= et tiE PP (Median) +SEM
)
E 2tk Sine 6 17  Tage
=
i AdVO |6 20,5 Tage
E L] L] L] L] 1

u 10 20 30 40 50 vIL-10 7 15 Tage

Tage nach Transplantation

Abb. 15: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der Transplan-
tatiiberlebenszeiten nach Transduktion mit AdvIL-10, Kon-
trollvektor (Ad0) und bei unbehandelten Hornhéuten (sine).

Tab. 3: Anzahl der Tiere in den drei Gruppen
und die mediane Uberlebenszeit.
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4.2 Immunhistologische Untersuchungen

Zur Beurteilung der Immunpathologie und zelluldren Infiltration im Transplantat wurden zu
jedem Versuchsansatz immunhistologische Untersuchungen durchgefiihrt. Hierzu wurden
Transplantate zu festgelegten Zeitpunkten (Tag 10, 17, 24) nach dem Eingriff kryofixiert und
mit spezifischen monoklonalen Antikorpern inkubiert. Der Farbung mittels ABC-Methode
folgten die Zellzahlung und die Fotodokumentation getrennt nach Behandlungsansatz und

Zeitpunkt (siehe Abb. 16 und 17, eigene Abbildungen).
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Abb. 16: Reprisentative Darstellung von CD4+-Zellen (Ty) in Transplantaten der 3 Behandlungsgruppen
zu den 3 Zeitpunkten (80-fache Vergroferung): Die Anzahl der infiltrierenden CD4+Zellen ist in der
Therapiegruppe (AdvIL-10) am Tag 10 nach Transplantation verringert, der Unterschied zwischen den Gruppen
ist jedoch am Tag 24 nach Transplantation nicht mehr sichtbar. Die CD4+Zellen erscheinen braun geférbt.
(eigene Fotografien)
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Abb. 17:

Repriisentative Darstellung von CD8+Zellen (Tzytoxisch)

in Transplantaten der 3

Behandlungsgruppen zu den 3 Zeitpunkten (80-fache VergroBerung): Die Anzahl der infiltrierenden
CDB8+Zellen ist in der Therapiegruppe (AdvIL-10) am Tag 10 nach Transplantation verringert, der Unterschied
zwischen den Gruppen ist jedoch bereits am Tag 17 nach Transplantation nicht mehr sichtbar. Die CD8+Zellen
erscheinen braun gefarbt. (eigene Fotografien)

4.2.1

Vergleich der drei Behandlungsgruppen beziiglich der Zellzahl

Fiir die verschiedenen Zellpopulationen wurde die Zellzahl in den Kryostatschnitten an den

Tagen 10, 17 und 24 nach Transplantation ermittelt und in den drei Behandlungsgruppen

verglichen. Es handelt sich um Gesamtzahlen. Die meisten Zellen finden sich dabei jeweils

am Tag 17, an dem die AbstoBungsreaktion am stérksten ist. Die Zellzahl steigt von Tag 10

zu Tag 17 an, um dann bis Tag 24 unter die Zahl von Tag 10 zu sinken. Die

Entziindungsreaktion klingt ab. Im Folgenden werden die verschiedenen Zellpopulationen

getrennt betrachtet.
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CD4+Zellen:

Der entziindungshemmende Effekt von vIL-10 ist auf die Zellpopulation der CD4+Zellen am
grofiten: Die CD4+T-Zellzahl (sieche Abb. 16) war am Tag 10 nach Transplantation in der
AdvIL-10 Gruppe verringert (p<0,05). Dieser Effekt war jedoch fiir die CD4+Zellen am Tag
24 nicht mehr nachweisbar (Abb. 18).
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CD4+Zellen, Gesamtzahl im Tx

Zeitpunkt, Tag nach Transplantation

Abb. 18: Grafische Darstellung der Gesamtzellzahl der CD4+Zellen (Ty). Verglichen wurden die drei
Behandlungsgruppen, also die unbehandelten (sine), die mit Leervektor behandelten (Adv0) und die mit viralem
IL-10 behandelten Korneae (IL-10) zu den drei Zeitpunkten nach Transplantation.

Tx = Transplantat, * = Extremwert Adv0, p<0,05.



4 ERGEBNISSE 41

CD8+Zellen:

Auch bei den CD8+Zellen (Tzywotoxisch) trifft zu, dass sich in der vIL-10-Gruppe weniger
Zellen im Transplantat nachweisen lassen als in den Kontrollgruppen. Allerdings sind die
Unterschiede zwischen den drei Gruppen hier geringer als bei den CD4+Zellen. Auch hier
gleichen sich am Tag 24 die drei Gruppen einander an.

Die CD8+T-Zellzahl (siche Abb. 17) war am Tag 10 nach Transplantation in der AdvIL-10
Gruppe verringert (p>0,05); dieser Effekt war jedoch fiir CD8+Zellen am Tag 17 nicht mehr

nachweisbar.
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Abb. 19: Grafische Darstellung der Gesamtzellzahl der CD8+Zellen (Tzycotoxisen). Verglichen wurden die drei
Behandlungsgruppen, also die unbehandelten (sine), die mit Leervektor behandelten (Adv0) und die mit viralem
IL-10 behandelten Korneae (IL-10) zu den drei Zeitpunkten nach Transplantation.

Tx = Transplantat, © = Ausreiler, p>0,05.
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Natiirliche Killerzellen:

Bei dieser Zellpopulation lassen sich an den Tagen 10 und 24 verminderte Zellzahlen im
Vergleich zu den Kontrollgruppen anfarben. Am Tag 17, also wéhrend der AbstoBung, liegt
die Zellzahl in den beiden mit transduzierten Korneae behandelten Gruppen iiber der der sine-

Gruppe.

100 + O Gruppe
B2 -sine
[Aadvo
0 _ L0

NK-Zellen, Gesamtzahl im Tx

Zeitpunkt, Tag nach Transplantation

Abb. 20: Grafische Darstellung der Gesamtzellzahl der Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen). Verglichen
wurden die drei Behandlungsgruppen, also die unbehandelten (sine), die mit Leervektor behandelten (Adv0) und
die mit viral induziertem IL-10 behandelten Korneae (IL-10) zu den drei Zeitpunkten nach Transplantation.

Tx = Transplantat, o = Ausreifler Adv0, p>0,05.
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Monozyten:

Auf die Monozyten weist vIL-10 keinen suppressiven Effekt auf. Hinsichtlich der Anzahl der
Monozyten unterscheiden sich die drei Gruppen kaum. Am Tag 10 ist die Zahl der
Monozyten in der vIL-10-Gruppe und an den Tagen 17 und 24 in der sine-Gruppe am

geringsten.
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Abb. 21: Grafische Darstellung der Gesamtzellzahl der Monozyten (Mononuklesire Phagozyten). Verglichen
wurden die drei Behandlungsgruppen, also die unbehandelten (sine), die mit Leervektor behandelten (Adv0) und
die mit viral induziertem IL-10 behandelten Korneae (IL-10) zu den drei Zeitpunkten nach Transplantation.

Tx = Transplantat, p>0,05.

Dendritische T-Zellen und B-Lymphozyten:

Fiir die Dendritischen T-Zellen (aktivierte T-Zellen = CD25+Zellen) und B-Lymphozyten
(CD45+Zellen) lasst sich kein suppressiver Effekt durch vIL-10 nachweisen. Am Tag 10 ist
die CD25+Zellzahl in der Adv0-Gruppe etwas geringer als in den beiden anderen Gruppen
(siche Abb. 23). Abgesehen davon lassen sich fiir beide Zellpopulationen hinsichtlich der

Zellzahl zwischen den drei Behandlungsgruppen keine Unterschiede feststellen.
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Vergleich der drei Behandlungsgruppen in Bezug auf die Gesamtzellzahl zu drei

verschiedenen Zeitpunkten

Um die Immunpathologie in den 3 Gruppen zu vergleichen, wurden die Gesamtzellzahlen im
Transplantat betrachtet. Es wurden alle Zellen der verschiedenen Populationen aus allen
Bereichen der Kornea zur Gesamtzellzahl addiert. Sie ist erwartungsgemif jeweils am Tag 17
am grofiten. Zu diesem Zeitpunkt findet die AbstoBungsreaktion statt.

Zu allen drei Zeitpunkten ist die Zellzahl in der vIL-10-Gruppe etwas geringer als in den
anderen Gruppen. Diese Beobachtung weist auf einen immunsuppressiven Effekt durch die
vIL-10-Behandlung hin. Allerdings ist der Unterschied in den 3 Gruppen nicht grof3 genug,
um signifikant zu sein; es handelt sich lediglich um eine Tendenz. Ein signifikanter Effekt des

vIL-10 l&sst sich nur beobachten, wenn man die CD4+ T-Zellen isoliert betrachtet.
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Abb. 22: Grafische Darstellung der Gesamtzellzahl aller Effektorzellen (alle Zellen, die an der
Abstoflungsreaktion beteiligt sind und sich durch die verwendeten Ak anfirben lassen). Verglichen wurden
die 3 Behandlungsgruppen, also die unbehandelten (sine), die mit Leervektor behandelten (Adv0) und die mit
viral induziertem IL-10 behandelten Korneae (IL-10) zu den 3 Zeitpunkten nach Transplantation.

Tx = Transplantat, p>0,05.
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4.2.2 Die verschiedenen Zellpopulationen

Im Folgenden wird dargestellt, welchen Anteil die einzelne Zellpopulation an der

Gesamtzellzahl hat und welche Zellart iberwiegt.

Tag 10:

Betrachtet man am Tag 10 das Korneatransplantat und vergleicht die Zellzahl der
Subpopulationen, dann féllt auf, dass die Monozyten die stirkste Population darstellen. Nur
die CD4+Zellen iibertreffen die Monozyten in der sine-Gruppe. Hier wird der oben
beschriebene suppressive Effekt von v-IL10 auf die CD4+Zellen — und auch die CD8+Zellen
— noch einmal sichtbar. Neben den Monozyten sind auch die CD8+, die CD25+ und die

Natiirlichen Killerzellen sehr zahlreich. Die CD45+Zellen stellen die kleinste Population dar.

Zeitpunkt Tag 10
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Abb. 23: Grafische Darstellung der Gesamtzellzahl der verschiedenen Zellpopulationen, die sich am Tag 10
nach Transplantation im untersuchten Gewebe darstellen lassen, also CD4+, CD8+, CD25+, CD45+, Natiirliche
Killerzellen (NK) und Monozyten (Mono). Verglichen wurden die 3 Behandlungsgruppen, also die
unbehandelten (sine), die mit Leervektor behandelten (Adv0) und die mit viral induziertem IL-10 behandelten
Korneae (vIL-10) beziiglich der jeweils liberwiegenden Zellpopulation.

Tx = Transplantat, p>0,05.
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Tag 17:

Am Tag 17 ist die Entziindungsreaktion am starksten, und alle Zellpopulationen verzeichnen
an diesem Tag wie oben beschrieben ihr Maximum. Die grofite Gruppe bilden die Monozyten
mit circa 300 bis fast 500 Zellen pro Transplantat. Auch CD8+Zellen und Natiirliche
Killerzellen lassen sich in grofler Zahl anfdrben. Hier wird noch einmal die Suppression der
CD4+Zellen in der vIL-10-Gruppe deutlich. Die drei Behandlungsgruppen zeigen keinen
signifikanten Unterschied in Bezug auf die Zellzahl.
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Abb. 24: Grafische Darstellung der Gesamtzellzahl der verschiedenen Zellpopulationen, die sich am Tag 17
nach Transplantation im untersuchten Gewebe darstellen lassen, also CD4+, CD8+, CD25+, CD45+, Natiirliche
Killerzellen (NK) und Monozyten (Mono). Verglichen wurden die drei Behandlungsgruppen, also die
unbehandelten (sine), die mit Leervektor behandelten (Adv0) und die mit viral induziertem IL-10 behandelten
Korneae (vIL-10) beziiglich der jeweils liberwiegenden Zellpopulation.

Tx = Transplantat, p>0,05.
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Tag 24:

Weiterhin bilden die Monozyten die stirkste Fraktion. Die NK- und CD8+Zellen sind
ebenfalls sehr zahlreich. Zu diesem Zeitpunkt finden sich in allen Gruppen fast keine
CD45+Zellen mehr und nur noch ganz vereinzelt CD25+ und CD4+Zellen. Auffillig ist, dass
sich die 3 Gruppen in Hinblick auf die Verteilung der Zellarten zuletzt dhneln.
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Abb. 25: Grafische Darstellung der Gesamtzellzahl der verschiedenen Zellpopulationen, die sich am Tag 24
nach Transplantation im untersuchten Gewebe darstellen lassen, also CD4+, CD8+, CD25+, CD45+, Natiirliche
Killerzellen (NK) und Monozyten (Mono). Verglichen wurden die drei Behandlungsgruppen, die unbehandelten
(sine), die mit Leervektor behandelten (Adv0) und die mit viral induziertem IL-10 behandelten Korneae (vIL-10)
beziiglich der jeweils iiberwiegenden Zellpopulation.

Tx = Transplantat, p>0,05.
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4.2.3 Die Verteilung der Entziindungszellen im Transplantat

Das 3,5 mm messende Transplantat wurde mit fortlaufender Naht in die circa 5 mm grof3e
Empfingerkornea eingesetzt. In der Immunhistologie wurde die gesamte Kornea gefarbt und
untersucht. Dabei war der Faden der Naht teilweise deutlich sichtbar. Es wurden die Zellen im
Transplantat, in der Empfangerkornea sowie am Transplantatiibergang gezihlt.

Es stellte sich heraus, dass sich am Tag 10 bei allen Gruppen die meisten Zellen in der
Empfingerkornea befanden, wohingegen das Transplantat selbst nahezu frei von Zellen war.
Am Tag 17 lieBen sich die meisten Zellen im Ubergangsbereich nachweisen.

Am Tag 24 schlieBlich waren die Entziindungszellen in das Transplantat immigriert und dort
verstarkt nachweisbar — das Transplantat wurde als abgestolen betrachtet. Dieser Prozess
verlief unabhingig von der Art der Behandlung. Im Hinblick auf die Verteilung der Zellen in
den unterschiedlichen Bereichen der Kornea zu den jeweiligen Zeitpunkten kdnnen die drei

Behandlungsgruppen also keine signifikanten Unterschiede aufweisen (siche Abb. 26-28).
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Abb. 26: Grafische Darstellung der Anzahl der an der Entziindung beteiligten Zellen in den verschiedenen
Regionen der unbehandelten (sine) Korneae. Verglichen wurden die Zellzahlen in dem Spendertransplantat, der
Empfingerhornhaut und dem Ubergangsbereich zu den drei Zeitpunkten.

T = Transplantat, E = Empfingerhornhaut, U = Ubergangsbereich, p>0,05.

Leervektor-Gruppe:
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Abb. 27: Grafische Darstellung der Anzahl der an der Entziindung beteiligten Zellen in den verschiedenen
Regionen der mit Adv0 behandelten Korneae. Verglichen wurden die Zellzahlen in dem Spendertransplantat, der
Empfingerhornhaut und dem Ubergangsbereich zu den drei Zeitpunkten.

T = Transplantat, E = Empfingerhornhaut, U = Ubergangsbereich, p>0,05.
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IL-10-Vektor-Gruppe:
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Abb. 28: Grafische Darstellung der Gesamtanzahl der an der Entziindung beteiligten Effektorzellen in den
verschiedenen Regionen der mit vIL-10 behandelten Korneae. Verglichen wurden die Zellzahlen in dem
Spendertransplantat, der Empfingerhornhaut und dem Ubergangsbereich zu den drei Zeitpunkten.

T = Transplantat, E = Empfingerhornhaut, U = Ubergangsbereich, p>0,05.
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S DISKUSSION

5.1 Gentransfer bei Keratoplastik

Das Auge ist ein interessantes Organ fiir die Gentherapie, weil es durch seine exponierte Lage
und Transparenz einen einfachen Zugang und gute visuelle Untersuchungsmoglichkeiten
bietet. Dies gilt insbesondere fiir die Kornea, die sich zudem {iiber lingere Zeitrdume ex-vivo
kultivieren ldsst und deren Endothelzellschicht sich fiir verschiedene Gentransfertechniken
eignet.

Allerdings herrscht Mangel an Spenderhornhduten, und es besteht die Gefahr der préd- und
postoperativen Transplantatschadigung. Den bedeutendsten Aspekt der
Transplantatschadigung stellt die immunvermittelte Allograftreaktion dar, die bei ca. 30% der
Transplantierten auftritt und zu einem Verlust des Transplantats fiihren kann. Bei
Risikopatienten ist die AbstoBungsrate entsprechend hoher. Zu den Risikopatienten zdhlen
jingere Menschen, Patienten mit voroperierten Augen, Neovaskularisation der
Wirtshornhaut, sowie Patienten, die Transplantate mit einem Durchmesser von iiber 8,5 mm
erhalten (George et al, 2004; Williams et al, 1997). Der Mangel an Spenderhornhduten sowie
die Haufigkeit solcher Transplantationen erfordern Bemiihungen, die Zahl der Abstoungen
weiter zu reduzieren. Eine nichtsystemische Immunmodulation durch beispielsweise
Gentherapie ist ein interessanter Ansatz mit dem Ziel, ein geringeres systemisches
Nebenwirkungsprofil zu erreichen.

Im Gegensatz zur systemischen oder subkonjunktivalen Verabreichung des rekombinanten
Proteins hat der gentherapeutische Ansatz den Vorteil, groBe Mengen des betreffenden
Zytokins iiber einen ldngeren Zeitraum lokal zu produzieren.

Interessanterweise konnte nachgewiesen werden, dass die adenovirale Transduktion von
Herztransplantaten mit vIL-10 nicht nur zu einem verldngerten Transplantatiiberleben fiihrte,
sondern auch die unerwiinschte virusspezifische Immunantwort hemmte, was die Persistenz
des Vektors verbesserte (Qin et al., 1997). Diese Beobachtung konnte vor dem Hintergrund
der Korneatransplantation von besonderem Interesse sein. Es konnte gezeigt werden, dass der
Gentransfer von IL-10 in verschiedenen Transplantationsmodellen einschlielich der Kornea
zu einer Verldngerung des Transplantatiiberlebens fiihrte (Comer et al., 2002; Thiel et al.,
2005; Verwaerde, et al., 2003.)

Der besondere Vorteil beim Einsatz von Retroviren und Adenoviren besteht in der hoheren
Transduktionseffizienz als dies bei Liposomen oder Elektroporation der Fall ist (Ritter et al.,

2005).
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Dabei darf aber nicht unterschitzt werden, dass es moglicherweise auch zu einer
Uberdosierung der adenoviralen Partikel und einer daraus resultierenden Entziindung oder
dysregulierten Proliferation der transduzierten Zellen kommen kann. Somit ergeben sich
Anforderungen an die Gentherapie, die darin bestehen, dass die Genexpression iiber einen
beschrinkten Zeitraum und in einem gewiinschten Ausmal} ausschlieBlich im Zielgewebe
realisiert werden kann.

Haufig kommt es zu einer unerwiinscht kurzen Genexpression, weil es durch den episomalen
Status des Gens wihrend der Zellteilung zu einem Genverlust kommen kann (Ritter et al.,
2005). Da rekombinante Adenovieren eine Transduktionseffizienz vorwiegend beim Endothel
— und nicht im Epithel oder Stroma — aufweisen und das humane Endothel kaum iiber die
Féhigkeit zur Zellteilung verfiigt, stellt dieser beim Menschen nicht den limitierenden Faktor
dar. Das Endothel von Ratte und Schaf verfiigt jedoch iiber die Fahigkeit zur Regeneration,
weshalb Genverlust durch Zellteilung in unserem Modell moglicherweise eine Rolle spielt.
Die bisher untersuchten Modelle mit adenoviralem Gentransfer zur Vermeidung der
KorneatransplantatabstoBung waren noch nicht sehr erfolgreich. Eine Ausnahme bildet jedoch
die Anwendung von vIL-10 im Schafmodell (Klebe et al., 2001). Bevor die Gentherapie zu
einer Erfolg versprechenden therapeutischen Option in der Transplantationsmedizin
avancieren kann, miissten die Vektoren verbessert und ihre Immunogenitit vermindert, die
Promotoren (beispielsweise nichtvirale) weiterentwickelt, Transgene optimiert, respektive die

besten therapeutischen Gene gefunden werden.

5.2 Kiritische Betrachtung der eigenen Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde gepriift, ob eine lokale Uberexpression des
immunmodulatorischen Zytokins vIL-10 in kornealen Transplantaten zu einer Verldngerung
der Transplantatiiberlebenszeit fithren kann.

Zwar konnte ex-vivo eine hohe und lang anhaltende Zytokinexpression erzielt werden, eine
signifikante Verldngerung der Transplantatiiberlebenszeit gelang jedoch nicht. In der
Immunbhistologie konnte nur eine geringfiigige Beeinflussung der Immunreaktionen durch
den adenoviralen Gentransfer von vIL-10 festgestellt werden.

Ein Problem stellt die geringe Zahl an Versuchstieren dar — es gab 37 Empféngertiere. So ist
es schwierig, signifikante Ergebnisse zu erzielen.

Hinzu kommt, dass es sich beim angewandten Modell um ein ,,starkes Abstolungsmodell*

mit komplettem Mismatch der MHC I/Il und mehrerer Minor-Antigene handelt. Zudem
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verfiigt die Ratte iiber ein sehr effizientes und hochaktives Immunsystem. Dies sind Faktoren,

die eine TransplantatabstoBung begiinstigen.

Die lokale Applikation

Etliche Arbeiten belegen die Fahigkeit adenoviraler Vektoren, das korneale Endothel
verschiedener Spezies effektiv transduzieren zu kdnnen (Borras et al., 1996; Budenz et al.,
1995; Larkin et al., 1996b; Oral et al., 1997, Ritter et al., 1999b).

Der Hauptvorteil des Gentransfs im Vergleich zur exogenen Zytokinapplikation mit kurzer
Halbwertzeit und der damit verbundenen begrenzten Bioverfiigbarkeit liegt in der
kontinuierlichen Sekretion im transplantierten Organ (Ma et al., 1996). Zudem minimiert man
die Nebenwirkungen, die bei systemischer Applikation zu beobachten sind. Es ist bekannt,
dass diese Vektoren bei systemischer Anwendung toxische Effekte haben oder eine
Immunantwort auslosen konnen (Kay et al., 2001b).

Larkin et al. (1996) konnten nachweisen, dass der adenovirale Gentransfer auf das korneale
Endothel beschriankt ist und dass das Reportergen ex-vivo iiber einen liangeren Zeitraum
exprimiert wird. Das Epithel wird durch den Empfinger ersetzt und stellt kein Ziel der
Gentherapie dar. Anzustreben ist also die lokale Applikation, die das Endothel effizient zu
transduzieren in der Lage ist. Die Endothelzellen sind langlebig, was der kontinuierlichen
Sekretion des Proteins entgegenkommen miisste.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt des adenoviral vermittelten Gentransfers von
vIL-10 in die Kornea vor der Transplantation untersucht. Die ex-vivo-Herangehensweise
sollte das immunmodulatorische Zytokin zwar effizient in das Transplantat transferieren, aber
gleichzeitig die Immunantwort gegen die adenoviral transduzierten Zellen minimieren. Zur
Sicherstellung einer ausreichenden Zytokinproduktion wurde das Medium iiber der Korneae
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Gentransfer ex-vivo vor Transplantation mittels ELISA
analysiert. Die hochste Konzentration von vIL-10 lie sich nach 48 h mit 50 ng/ml
nachweisen. Im Vorfeld dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits 24 Stunden nach
Applikation von AdrIL-4 an ex-vivo kultivierten Hornhéduten signifikante Konzentrationen
von IL-4 im Uberstand detektierbar sind (Ritter et al., 1999a). Zusitzlich wurde der Nachweis
erbracht, dass unter den gewéhlten Bedingungen die Expression des therapeutischen Gens
tiber mehr als 6 Tage erhalten bleibt (Ritter et al., 1999a).

Die ex-vivo-Verabreichung von IL-10 durch rekombinante Adenoviren wurde bereits in
verschiedenen experimentellen Modellen fiir die Transplantation praktiziert. Dabei wurden

mit Blick auf das Transplantatiiberleben kontroverse Ergebnisse erzielt. Positive Effekte
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wurden in Modellen der Herz- und Lungentransplantation beobachtet (Zuo et al. 2001;
Boehler et al., 1998). Allerdings erfordert die Mehrzahl der Modelle, die sich mit
Verhinderung der HornhautabstoBung beschéftigen, eine systemische Expression des
therapeutischen Proteins (Comer et al., 2002; Gong et al., 2006), wohingegen wenige Berichte
erfolgreicher Transplantationen in Modellen mit lokalem Gentransfer publiziert wurden
(Klebe et al., 2001 et 2005; Konig Merediz et al., 2000).

Bei Ratten, die eine systemische AdvIL-10-Gentransferbehandlung vor der Transplantation in
Form einer intraperitonealen = Applikation erhielten, verlingerte sich  das
Transplantatiiberleben signifikant verglichen mit der Kontroll-Gruppe (Gong et al., 2007).

Ein im Vergleich zur Kontroll-Gruppe verldngertes Transplantatiiberleben zeigt sich auch bei
der systemischen Anwendung von AdCTLA4Ig (Gong et al., 2006).

Die Pravention der HornhautabstoBung durch lokalen Gentransfer scheint jedoch weniger
erfolgreich zu sein als es in anderen Organen beschrieben wurde. Ob unterschiedliche
Abstofungskinetiken oder unterschiedliche Expressionen der therapeutischen Gene hierfiir

ursdchlich sind, bleibt unklar.

Die Th1-Antwort

Das Modell der Keratoplastik im Nagetier zeichnet sich durch viele Gemeinsamkeiten mit der
Situation beim Menschen aus und erlaubt Einsichten in die Immunpathologie der
HornhautabstoBBung sowie neue Behandlungsansitze. Untersuchungen im Tiermodell konnten
die bedeutende Rolle von T-Lymphozyten bei der AbstoBung kornealer Transplantate belegen
(Pleyer et al., 1995d).

Die verschiedenen Untergruppen der T-Zellen sind bekannt; insbesondere die Bedeutung der
CD4+ Zellen (He et al., 1991; Pleyer et al., 1995). So nehmen vor allem die CD4+ T-Zellen,
die sich aufgrund ihrer Zytokinsekretion in unterschiedliche T-Helfer Subpopulationen, wie
ThO-, Thl-, Th2-, Th3- und Th4-Zellen, unterteilen lassen, Einfluss auf den Verlauf von
AbstoBungsreaktionen. Die Interaktion der T-Zellen und die Identifikation ihrer spezifischen
Untergruppen fokussierte die Aufmerksamkeit auf regulatorische Zytokine (Yamada et al.,
1999).

Die Analyse von Thl- und Th2-Zytokinprofilen transplantierter Organe erlaubt Riickschliisse
auf die Immunbiologie des transplantierten Organs. Zellen, die abgestoBBene
Hornhauttransplantate infiltrierten, gehoren, ihrem Zytokinmuster nach zu urteilen, dem Th1-
Typus an (Torres et al, 1996; Sano et al., 1998). Bei der AbstoBung von
Hornhauttransplantaten konnte von Torres et al. (1996) IL-2- und IFN-y-mRNA
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nachgewiesen werden, was die dominante Rolle der Thl-Zytokine fiir die
TransplantatabstoBung belegt. Dariiber hinaus zeigten Kammerwasseranalysen in Bezug auf
die Proteine und die mRNA ein dhnliches Muster (Yamagami et al., 1998). Auch Yamada et
al. (1999) konnten diese Zytokine im Kammerwasser sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene nachweisen. Eine Hemmung der Thl-Antworten ist deshalb von besonderem
Interesse filir die Modulation der Immunreaktion gegen korneale Transplantate.

Wihrend die Expression von Thl-Zytokinen (IL-2, IFN-y) im Zusammenhang mit
AbstoBungsreaktionen gesehen wird (Dallman, 1993), scheinen Th2-Antworten keinen
schiadigenden Einfluss auf das Transplantat auszuiiben. Vorangegangene Untersuchungen der
Zytokinexpressionsmuster nach Keratoplastik zeigen, dass dies auch fiir die Kornea gilt (Sano
et al., 1998b; Torres et al., 1996; Yamagami et al., 1998b).

Zudem wirken Thl- und Th2-Zytokine als Wachstumsfaktoren fiir die jeweilige
Zellpopulation und gleichzeitig als Inhibitoren auf den anderen Zelltyp (Gajewski et Fitch,
1988).

Aus diesem Grund wurden immunmodulatorische Th2-Zytokine, zu denen auch IL-10 gehdrt,
in verschiedenen Transplantationsmodellen eingesetzt, allerdings mit unterschiedlichem
Erfolg. Auch bei Gong et al. (2007) fiihrte der lokale AdvIL-10-Gentransfer in
Rattenhornhduten nicht zur Verldngerung des Transplantatiiberlebens verglichen mit der
Kontrollgruppe. Ahnliche Resultate beziiglich Hornhauttransplantatiiberleben wurden bei
Verwendung von AdvIL-4, einem anderen antientziindlichen Zytokin, das die T2-Zellen
induziert, beobachtet (Pleyer et al., 2000).

Es gab erfolgreiche Versuche, in denen die Verhinderung der AbstoBung allogener
Transplantate mittels Applikation des CTLA4Ig-Proteins gelang, welches die CD28-B7-
Interaktion hemmt (Lenschow et al., 1996; Guillot et al., 2000; Ardjomand et al., 2003;
Schaub et al., 1998). In einer weiteren Untersuchung war das Transplantatiiberleben bei den
Ratten, die ex-vivo AdCTLA4Ig transduzierte Korneas erhielten, im Vergleich zu den
Kontroll-Gruppen signifikant verldngert. Hierbei zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Gruppe mit ausschlieBlich AACTLA4Ig- und der mit AdvIL-10/AdCTLA4Ig-
vermitteltem Gentransfer beziiglich der Uberlebenszeit (Gong et al., 2006).

Virales und zellulires IL-10
Es sollte untersucht werden, ob der Gentransfer von adenoviralem vIL-10 zu einem

signifikant verldngerten Transplantatiiberleben im Modell MHC I/II disparater Ratten fiihrt,
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nachdem unter anderem adenoviral vermittelter Gentransfer von Ratten-IL-4 in diesem
Modell keinen solchen Effekt zeigte (Pleyer et al., 2000).

Gentransfer von IL-10 in Allotransplantationsmodellen hemmt die Antigenprésentation und
die Entzlindungsreaktion. Im Gegensatz zu zellulirem IL-10 zeigt das Epstein-Barr-Virus-
kodierte Homolog nur diese immunsuppressiven Eigenschaften, ohne jedoch Natiirliche
Killerzellen und zytotoxische T-Zellen zu stimulieren (Qin et al., 1997c). Aus diesem Grund
ist vIL-10 als wirkungsvoller anzusehen.

Genutzt und nachgewiesen wurde dies bereits in Modellen von Herz- (David et al., 2000;
Guillot et al.,, 1999; Ke et al, 2000; Qin et al., 1997b; Zuo et al., 2001) und
Nierentransplantationen (Kato et al., 2000; Yang et al., 2003) sowie bei der Keratoplastik
(Klebe et al., 2001; Pleyer et al., 2000b). Bei der Keratoplastik gelang es Klebe et al. (2001)
im Schafsmodell, ein verlingertes Uberleben vIL-10 transduzierter Hornhauttransplantate zu
erzielen. Allerdings ist hier anzumerken, dass die Aussagekraft durch die kleine Fallzahl
eingeschrinkt wird. In der Verumgruppe mit 9 Tieren kam es bei 4 Tieren zur
AbstoBungsreaktion, deren Ausmall und Zeitpunkt mit der Reaktion bei den Kontrolltieren
vergleichbar waren. Bei 3 Tieren war das Transplantatiiberleben verldngert und bei 2 Tieren
zeigte sich ein Langzeitiiberleben. Dies war malgeblich fiir das signifikant lédngere
Transplantatiiberleben der Tiere der Verumgruppe.

Auch verschiedene andere Studien konnten zeigen, dass IL-10 das Transplantatiiberleben
verlingern kann. Die verlingerte Uberlebenszeit von transplantierten Herzen war assoziiert
mit einer hohen Expression von IL-4 und IL-10 (Mottram et al., 1995).

Bacchetta et al. zeigten die Korrelation zwischen der IL-10-Produktion und der
Toleranzinduktion in Patienten, die eine hématopoetische Stammzelltransplantation mit
MHC-Mismatch erhielten (Bacchetta et al., 1994). Dariiber hinaus deuten Studien mit IL-10-
knock-out-Mdusen darauf hin, dass der Ausfall von IL-10 zu einer verstirkten
TransplantatabstoBung fiihrt (Raisanen-Sokolowski et al., 1998).

Andererseits konnte eine AbstoBung nicht verhindert werden, indem diabetischen Mausen
Pankreasinseln transplantiert wurden, die mit AdvIL-10 transduziert wurden (Smith et al.,
1997).

Auch die Studie von Torres et al., in der die Injektion von rekombinantem murinen IL-10 im
Rattenmodell entweder subkonjunktival oder intraperitoneal und aber auch kombiniert
erfolgte, konnte keine Verldngerung des Transplantatiiberlebens verzeichnen (Torres et al.,

1999). Als Ursachen fiir den mangelnden Effekt von IL-10 in Bezug auf das
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Transplantatiiberleben konnten die unzureichende Menge des rekombinanten Proteins und die
kurze Halbwertzeit bei einer systemischen Applikation diskutiert werden.

Zahlreiche Studien dokumentieren eine Korrelation zwischen der IL-10-Expression und der
TransplantatabstoBung. Die akute NierenabstoBung war assoziiert mit Expression von IL-10
und ebenso mit der in-vivo-Produktion der Th-1-Zytokine IL-2, IFN-y, TGF-B1 und IL-7
(Merville et al., 1993; und 1995). Die transgene IL-10-Expression in den B-Zellen des
Pankreas zeigte eine Assoziation verstdrkter Infiltration mit Entziindungszellen, wihrend ein
hohes Level an IL-10-mRNA-Expression mit der AbstoBung von Pankreas-Inselzell-
Transplanaten im Mausmodell korrelierte (Lee et al., 1994). Die Expression von IL-10-
mRNA in abgestoBenen Korneatransplantaten ist hoher als in den vom Wirt akzeptierten
Hornhduten (Torres et al., 1996). Torres et al. sechen daher einen weiteren Ansatz in der
Inhibition von IL-10 in einem Modell der kornealen Allotransplantation.

Auch wenn es in der vorliegenden Arbeit nicht gelungen ist, das Uberleben von
Hornhauttransplantaten durch ex-vivo-Gentransduktion zu verldngern, scheint gemal3 anderer
Arbeiten die Kornea der Immunmodulation durch Gentherapie mit potentieller Nutzung
adenoviraler Vektoren zugénglich.

Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um einschéitzen zu konnen, ob sich IL-10 als
therapeutischer Ansatz in der Korneatransplantation bewédhren wird und um ein besseres
Verstindnis dieser Zytokine unter physiologischen und pathologischen Bedingungen zu
erlangen. Zu erwégen sind beispielsweise andere Interleukine oder Plasmide.

Der Einsatz von IL-4 ermdglichte ein verlingertes Uberleben in Haut-, Nieren- und
Herztransplantationsmodellen (He et al., 1998a; Mottram et al., 1995; Takeuchi et al., 1997b).
Dabei fiihrte sowohl die lokale Uberexpression, als auch eine systemische Applikation von
IL-4 zu einer Verldngerung des Transplantatiiberlebens (He et al., 1998b; Takeuchi et al.,
1997a). Auch war ein Synergie-Effekt von IL-4 und IL-10 im Nierentransplantationsmodell
der Ratte bei der Verlingerung der Transplantatakzeptanz nachweisbar — und dies
interessanterweise, nachdem in diesem starken AbstoBungsmodell (WF auf Lew) IL-4 allein
keinen Effekt erzielt hatte (Kato et al., 1999). Im Keratoplastikmodell konnte nach
Ubertragung des IL-4-Gens mit adenoviralen Vektoren im gleichen Rattenmodell (WF auf
Lew) ebenfalls keine Verldngerung des Transplantatiiberlebens erzielt werden (Pleyer et al.,
2000a). Ritter et al. zeigten, dass IL-4 weder ausreichend noch notwendig fiir die
Toleranzinduktion in Herztransplantationsmodellen ist (Ritter et al., 1999a). Der Grund dafiir

ist unklar.
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Inaktivierung des viralen Promotors durch Zytokine

Im Korneatransplantationsmodell des Kaninchens mit adenoviral transferiertem Gen war das
betreffende Protein ab Tag 4 nicht mehr nachweisbar (Larkin et al., 1996). Ahnliche
Erkenntnisse wurden bei anderen Geweben wie den Fibroblasten des Hauttransplantats
gewonnen. Moglicherweise ist dies auf die Beendigung der Genexpression nach Ausschaltung
des Promotors zuriickzufiihren (Palmer et al.,, 1991). Wahrscheinlich tritt in-vivo eine
Inaktivierung des viralen Promotors durch Zytokine auf. Es ist anzunehmen, dass unter
anderem proinflammatorische Zytokine an der schnellen Suppresion des therapeutischen Gens
beteiligt sind (Qin et al., 1997a; Ritter et al., 2000; Stein et al., 1993; Sung et al., 2001). Qin et
al. konnten diesen Effekt fiir die Zytokine IFN-y und TNF-a nachweisen, die durch die
ausgeloste Immunreaktion verstirkt gebildet wurden und sich gegen virale Promotoren
richteten.

Eine Suppression des therapeutischen Gens wire durch eine Inaktivierung des Promotors
denkbar. Gong et al. (2006) vermuten als Ursache hierfiir augenspezifische Inhibitoren, die
die viralen Vektoren in ihrer Regulation durch Beeinflussung des Cytomegalieviruspromotors
storen. Moglicherweise konnte die Expression antiinflammatorischer oder Th2-Zytokine wie
IL-10 diesen Effekt verhindern. Eine wirkungsvolle Alternative wére auch die Verwendung

nichtviraler Promotoren, die vermutlich nicht durch Zytokine inaktiviert wiirden.

Der Einfluss von Dosis und Zeit

Uberdies spielt die Dosis des Zytokins (David et al., 1997) eine wichtige Rolle. Dass die
Wirkung von IL-10 und vIL-10 dosis- und zeitabhidngig zu sein scheint, vermuten Blazar et
al. (1998).

Eine effiziente Gentherapie bedarf der Kontinuitit der Expression des therapeutischen Gens.
Obwohl gezeigt wurde, dass ex-vivo transduzierte Korneae das therapeutische Gen fiir eine
gewisse Zeit exprimieren, scheint die transgene Expression in-vivo nach ein paar Tagen
abzuklingen. Es gibt in-vivo-Untersuchungen, die zeigen, dass bereits 4 Tage nach
Transplantation transduzierter Hornhdute keine Expression mehr nachweisbar ist (Larkin et
al., 1996a).

Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, dass die Expression des therapeutischen Gens zu
hoch oder zu gering ist und dadurch ein gegenteiliger Effekt erzielt wird.

Es konnte beispielsweise zusitzlich eine prioperative lokale IL-10-Applikation erwogen

werden, um eine moglichst friithe Immunmodulation zu induzieren. Die Proteinsynthese
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(durch das transduzierte Endothel) bendtigt mindestens 6 Stunden, so dass direkt postoperativ
eine therapeutische Liicke entsteht.

Hier konnten neue Ansitze greifen, die auch eine lokale Applikation des Vektors bereits vor
Transplantation ermdglichen. Im Fall der Keratoplastik konnte dies beispielsweise eine
Injektion des Vektors in die Augenvorderkammer oder den Glaskorper des Auges sein
(Abraham et al., 1995).

Womdoglich ist gar keine Langzeitgenexpression erforderlich und es geniigt die Induktion der
Immunmodulation, um die Kaskade der Immunantwort schon ab Beginn zu hemmen.

Die meisten TransplantatabstoBungen werden in den ersten postoperativen Monaten
beobachtet, im spiteren Verlauf sind sie seltener. Eine mogliche Ursache hierfiir konnte sein,
dass in den ersten beiden postoperativen Monaten die Lymphozyten in der Lage sind, aus
Limbus- und Hornhautgefden durch das fibrose Gewebe der Wirt-Spender-Grenze und durch
die noch nicht geschlossene Descemetsche Membran auf das Endothel zu wandern. Hat sich
dann eine kontinuierliche Descemetsche Membran gebildet und ist die Wirt-Spender-Narbe
fest genug geworden, ist dieser Weg den immunkompetenten Zellen versperrt (Sundmacher,
1977). Ein weiterer Grund fiir seltene Transplantatabstoungen zu spiteren Zeitpunkten ist in
der relativen Toleranzinduktion zu sehen.

Eine Langzeitgenexpression in-vitro bedeutet zudem keine Langzeitgenexpression in-vivo.
Ein Zelluntergang oder das Abschalten der betreffenden Gene konnen ursédchlich sein.
Adenovirale Proteine, die in den transduzierten Zellen in geringer Menge exprimiert werden
oder toxische adenovirale Kapsidproteine, die unbeabsichtigt mit in die Zielzelle eindringen,
konnten Apoptose triggern und zum Zellverlust beim Endothel fithren (Ritter et al., 2005).
Den Einfluss der Dosis diskutierten auch Torres et al., die nach der Injektion von
rekombinantem  murinen IL-10 im  Rattenmodell keine  Verlingerung des
Transplantatiiberlebens beobachten konnten (Torres et al., 1999). Die Applikation erfolgte
sowohl subkonjunktival oder intraperitoneal als auch kombiniert sowie in variierten Dosen.
Subkonjunktival erfolgte die Injektion am Tag der Transplantation sowie am 2., 4., 6., 8. und
10. postoperativen Tag (in 3 Behandlungsgruppen) mit der Dosis von 0,5 ng, 5,0 ng oder 50
ng. Intraperitoneal wurde 1 pg ein Tag vor der sowie am Tag der Transplantation und dann
jeweils am 2., 4., und 6. Tag nach Transplantation injiziert und in einer Gruppe mit der
subkonjunktivalen Verabreichung von 5,0 ng kombiniert. Weder die lokale noch die
systemische oder die kombinierte Applikation verldngerten das Transplantatiiberleben
signifikant — unabhdngig von der Dosis. Andere Dosen oder Applikationsformen konnten

diskutiert werden.
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Interessanterweise  verldngerte  eine  Hochdosistherapie = mit  AdvIL-10  das
Transplantatiiberleben nicht (Gong et al., 2007). Bei diesen Ratten lie3 sich das IL-10-Protein

im Gegensatz zur Normaldosis-Gruppe gar nicht nachweisen.

Die antiapoptotischen Eigenschaften von Ad0

Der Einsatz des Kontrollvektors AdO fiihrte zu einer ldngeren Transplantatiiberlebenszeit als
der therapeutische Vektor. AdO ist als geeigneter Kontrollvektor anzusehen, da er als
Leervektor nur adenovirale Bestandteile ohne ein zusdtzlich inseriertes Gen enthilt.
Allerdings scheint er antiapoptotische Eigenschaften zu besitzen. Dies konnte auf die E3-
Region zuriickzufiihren sein. Die E3-Region kodiert Proteine, die die Antigenprasentation auf
infizierten Zellen und die zytokininduzierte Apoptose dieser Zellen verhindern (Wold und
Gooding, 1991). So konnte im Mausmodell das Uberleben von Inselzell-Transplantaten
verldngert werden, deren B-Zellen E3-Gene exprimierten (Efrat et al., 1995).

Bei dem in diesen Versuchen eingesetzten adenoviralen therapeutischen IL-10-Vektor
handelte es sich dagegen um einen E1/E3-deletierten Vektor. Dies kdnnte also ein Grund
dafiir sein, weshalb die AbstoBungsreaktion in der AdO-Gruppe schwicher war als in der vIL-

10-Gruppe.

Die Immunreaktion

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welchen Anteil die einzelne Zellpopulation an
der Gesamtzellzahl hatte und welche Zellart zu welchem Zeitpunkt iiberwog.

Bereits vor der AbstoBung (Tag 10) stellten die Monozyten die stirkste Zellpopulation dar.
Nur die Zahl der CD4+Zellen {iibertraf die der Monozyten in der sine-Gruppe. Neben den
Monozyten waren auch die CD8+, die CD25+ und die Natiirlichen Killerzellen recht
zahlreich. Die CD45+Zellen stellten die kleinste Population dar.

Zum Zeitpunkt der AbstoBung (circa Tag 17 nach Transplantation) war die
Entziindungsreaktion am stirksten und alle Zellpopulationen verzeichneten an diesem Tag ihr
Maximum. Die grofite Gruppe bildeten wiederum die Monozyten. Auch CD8+Zellen und
Natiirliche Killerzellen lieen sich zahlreich nachweisen.

Die Monozyten bildeten auch noch nach abgelaufener AbstoBungsreaktion (Tag 24) die
starkste Fraktion. Die NK- und CD8+ Zellen waren ebenfalls in groler Menge nachweisbar.
Zu diesem Zeitpunkt fanden sich in allen Gruppen fast keine CD45+ Zellen mehr und nur
noch ganz vereinzelt CD25+ und wenige CD4+ Zellen. Auffillig war, wie sich die drei

Gruppen beziiglich der Verteilung der Zellarten dhnelten.
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Vergleichbare Beobachtungen machten auch Nicholls et al. bei ithren Untersuchungen zum
Verteilungsmuster der Entziindungszellen im Korneatransplantat am Modell der Ratte
(Nicholls et al., 2006). Allerdings wurden die Transplantate nicht zu einem vorher
festgelegten Zeitpunkt, sondern wahrend der durch klinische Untersuchung an der Spaltlampe
festgestellten AbstoBungsreaktion entnommen. Hier wurde die AbstoBung um die
postoperativen Tage 10 bis 15 beobachtet.

Gong et al. (2007) stellten fest, dass sich durch lokale AdvIL-10-Applikation lediglich eine
leicht reduzierte Infiltration von Entziindungszellen wie CD3+ und CD25+Zellen in
Spenderhérnhduten nachweisen lieB3.

Die Analyse des mRNA-Expressionsprofils von Spenderhornhduten bei AdCTLA4Ig-
Behandlung zeigte ein deutlich reduziertes Expressionsmuster der Entziindungs- und
Infiltrationsmaker, dhnlich nicht transplantierter Korneae (Gong et al., 2006). Je ausgeprigter
die Immunreaktion war, desto hoher war der Gehalt an mRNA-Molekiilen von CD3+ und

CD25+Zellen, IFN-y und TNF-a.

Die antivirale Immunisierung

Bekanntermallen konnen adenovirale Vektoren sowohl eine humorale als auch eine zelluldre
Immunantwort gegen den Vektor und die transduzierten Zellen induzieren, was den Erfolg der
adenoviral vermittelten Gentherapie limitieren diirfte (Yang et al., 1995; Kay et al., 2001;
Ritter et al., 2002).

Die systemische Applikation von AdvIL-10 konnte die Bildung von antiadenoviralen
Antikorpern nicht verhindern; es fand eine Immunisierung gegen den Vektor statt (Gong et
al., 2007). So waren im Serum der systemisch mit AdvIL-10 behandelten Ratten anti-
adenovirale Antikdrper nachweisbar, jedoch interessanterweise in signifikant geringerer
Konzentration als bei der Leervektor-Kontrollgruppe oder in der Hochdosis-AdvIL-10-
Gruppe. Das therapeutische AdvIL-10-Protein selbst liel sich im Serum der behandelten
Tiere nicht mehr nachweisen.

Im Gegensatz dazu war im Modell mit AACTLA4Ig-Applikation die antivirale Immunantwort
bei allen vermindert, selbst bei Ratten, die CTLA4Ig nicht auf therapeutischem Level
exprimierten (Gong et al., 2006). Dass die systemische CTLA4Ig-Proteinexpression die
Bildung von antiviralen Antikérpern effektiv zu verhindern scheint, eroffnet die

Moglichkeiten einer wiederholten Applikation, falls notig.
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Die Rolle der Lymphknoten

Die regionalen Lymphknoten spielen eine essenzielle Rolle bei der AbstoBungsreaktion. Ling
et al. (2005) konnten im Modell der Ratten beweisen, dass die ipsilaterale Lymphadenektomie
die allogene KorneatransplantatabstoBung signifikant hemmt. Bei bilateraler Lymphaden-
ektomie verldngerte sich im Vergleich zur ipsilateralen Lymphadenektomie das Transplantat-
iberleben nicht zusétzlich.

Weshalb ist der weniger invasive Ansatz mit Erhalt der Lymphknoten nun weniger effektiv?
Es besteht die Moglichkeit, dass die lokale, auf das Transplantat begrenzte Genexpression von
vIL-10 nicht geniigt, um die immunologische Aktivierung der T-Zellen in den regionalen
Lymphknoten zu verhindern. Eine signifikante Verdnderung des mRNA-Expressionsprofils in
den drainierenden Lymphknoten konnten auch Gong et al. (2007) nicht beobachten. Lokaler
IL-10-Gentransfer fiihrte nicht zu einer Modulation der Entziindungsreaktion in den
drainierenden Lymphknoten, wo die betreffende Antigenprisentation und T-Zellaktivierung
stattfindet.

Wahrscheinlich gelangt das therapeutische Genprodukt von der transduzierten Kornea nicht in
die regionalen Lymphknoten, was moglicherweise eine Voraussetzung fiir eine
Immunmodulation ist, denn die allogene Immunantwort wird nicht nur im transplantierten
Organ, sondern auch in den Lymphorganen initiiert.

Boisgerault (Boisgerault et al., 2001) konnte die kritische Rolle der drainierenden
Lymphknoten bei der Aktivierung von alloreaktiven T-Zellen belegen. Diese T-Zell-
Aktivierung muss also verhindert werden, um ein Transplantatiiberleben erreichen zu konnen.
Die Ubertragung immunregulatorischer Molekiile in korneale Transplantate ohne eine
Manipulation der drainierenden Lymphknoten ist also wahrscheinlich nicht ausreichend fiir
die Vermeidung des AbstoBungsprozesses.

In der vorliegenden Studie konnte durch die Expression von vIL-10 die frithe Infiltration von
CD4+ und CD8+ T-Zellen im Transplantat verringert werden. Dieser Effekt war jedoch nur
von kurzer Dauer und konnte die Transplantatiiberlebenszeit nicht entscheidend beeinflussen.
Die Modifikation der Reaktion in den drainierenden Lymphknoten kdnnte ein wichtiger
Schritt zu einem verbesserten Transplantationsergebnis sein. Auch Gong et al. (2007)
vermuten, dass flir die Manipulation des Immunsystems zum Ziel der AbstoBungsprévention -
beispielsweise durch antientziindliche Zytokine - eine Immunmodulation in den Lymphknoten
erforderlich sein konnten, wohingegen diese im Transplantat selbst weniger wichtig zu sein

scheint.
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5.3 Fazit und Ausblick

Die Immunpathologie der AbstoBungsreaktionen nach Keratoplastik wurde an vielen
verschiedenen Modellen untersucht. Mit mannigfaltigen Strategien wurde der Versuch
unternommen, diesen Prozess nachhaltig unter Kontrolle zu bringen.

Antilymphozytenserum, Cyclophosphamid, Cyclosporin A und mAK wurden zunéchst
iiberwiegend am Kaninchenauge gepriift, wobei die Aussagekraft durch die unzureichende
immunologische Charakterisierung von Kaninchen stark eingeschridnkt ist. Untersuchungen
an Ratte und Maus bieten dagegen deutlich glinstigere Voraussetzungen. Auch wenn sich die
gewonnenen Erkenntnisse nicht ohne weiteres auf den Menschen iibertragen lassen, scheint
das Modell der Ratte fiir immunologische Untersuchungen am Auge doch sehr geeignet zu
sein.

Es ist denkbar, dass durch den Einsatz des viralen Gentransfers sowohl die Endothelzelldichte
vor der Transplantation verbessert als auch durch gentherapeutische Mallnahmen einem
Endothelzellverlust nach Transplantation vorgebeugt werden kann.

Eine Alternative dazu wire der Einsatz von Adenoviren der 2. und 3. Generation, bei denen
weitere virale Gene entfernt wurden und die deshalb eine deutlich verldngerte Genexpression
und reduzierte Entziindungsreaktion bewirken (Kay et al., 2001a).

Auch das Ausweichen auf weniger immunogene Vektorsysteme, wie Lentiviren,
adenoassoziierte Viren, Lipofectin oder Liposomen als Transportvehikel wire denkbar.
Allerdings besteht hier noch das Problem der geringeren Gentransfereffizienz.

Der liposomenvermittelte Gentransfer in Hornhautendothelzellen scheint ein viel
versprechender Ansatz zu sein, ohne eine Immunantwort gegen die transduzierten Zellen
auszulosen (Pleyer et al., 2002). So hat die lokale Behandlung mit liposomeninkorporierten
Wirkstoffen zunehmend an Bedeutung gewonnen. Jedoch ist die Effizienz des Gentransfers
ungleich geringer als bei viralen Vektoren (Bertelmann et al., 2003). Viele Probleme der in-
vitro-Stabilitdt, Sterilitit und Herstellungstechnologie reproduzierbarer Liposomen-
praparationen sind inzwischen geldst worden. Die kurze biologische Halbwertzeit von
Liposomen durch Elimination im retikuloendothelialen System schrinkt die intravenose
Anwendung jedoch deutlich ein. Losungsmoglichkeiten fiir dieses Problem liegen in
Verfahren, die die Stabilitit der Liposomenmembran erhohen. Im Hinblick auf die
Anwendung von Liposomen in der Augenheilkunde erscheint die lokale Applikation jedoch
vorteilhafter. Es wire wiinschenswert, die klinische Anwendung in der Augenheilkunde

weitergehend zu untersuchen und die potentiellen Vorteile von Liposomen als Vektor
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therapeutisch nutzbar machen zu kénnen. Als Vektoren fiir immunmodulatorische Substanzen
wie beispielsweise Interleukine sind sie nach wie vor von grolem Interesse.

Die genetische Manipulation von Effektorzellen der Immunantwort bzw. der drainierenden
Lymphknoten stellt ebenfalls einen interessanten Ansatz zur Verhinderung der
TransplantatabstoBung dar.

Die Kombination der genannten Strategien verspricht die grofite Aussicht auf Erfolg. Bei der
Keratoplastik betrifft dies vor allem den Schutz des empfindlichen Endothels, dessen Vitalitét

eine Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Hornhauttransplantation darstellt.
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