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1 Einleitung

Durch die Einflhrung der Immunsuppression und durch standige Verbesserungen
der chirurgischen Technik und der Organkonservierung ist die Nierentransplantation
(NTX) zur Therapie der Wahl fur das terminale Nierenversagen geworden. Mehr als
eine halbe Million Nieren wurden transplantiert seit der ersten erfolgreichen
Nierentransplantation durch Joseph E. Murray im Jahre 1954 [1]. Eine
Nierentransplantation bringt fur den terminal nierenkranken Patienten eine enorme
Verbesserung der Lebensqualitat und erhdht die Lebenserwartung erheblich [56].
Durch effektive Immunsuppression und optimierte Ablaufe ist das Problem der
akuten AbstoRung eines transplantierten Organs heute gut beherrschbar. Die
Wissenschaft hat auf dem Gebiet der Organtransplantation im Laufe der
vergangenen funfzig Jahre enorme Fortschritte moglich gemacht. Dennoch steht das

Fachgebiet vor wesentlichen Herausforderungen.

Nierentransplantate werden heute seltener innerhalb des ersten Jahres abgestofl3en
als noch Mitte der 1990er Jahre, aber die mittlere Uberlebenszeit der Transplantate
hat sich nicht wesentlich gebessert [2]. Nur 41 % der Nierentransplantate von
Leichenspendern sind nach 10 Jahren noch funktionsfahig [3]. Die
Nierentransplantation bleibt somit eine Therapie auf Zeit, die dem Patienten neue
Burden auferlegt. Die Notwendigkeit der lebenslangen Immunsuppression erfordert
eine hohe Compliance und pradisponiert zu Erkrankungen, die fir den Gesunden

ungefahrlich sind.



1.1 Grundlagen der Transplantationsimmunologie

Die zentrale Aufgabe des Immunsystems ist es, Krankheitserreger zu zerstéren und
die Komponenten des eigenen Korpers als solche zu erkennen und zu verschonen.
Noch in den 1970er Jahren verstand sich die Immunologie als die Wissenschaft der
,Unterscheidung des Selbst vom Nicht-Selbst [4]. Unter dem Begriff ,Selbst” wird die
Gesamtheit der vom Immunsystem zu tolerierenden Molekille subsummiert, wahrend
man unter ,Nicht-Selbst” jene Antigene zusammenfasst, vor welchen der Koérper zu
schitzen ist [5]. Die Begriffe ,Selbst® und ,Nicht-Selbst* wurden von Sir Macfarlane
Burnet gepragt [6]. Die Entscheidung, ob ein Gewebe als zum ,Selbst gehorig
erkannt und toleriert wird, oder als ,nicht-selbst® erkannt und abgestof3en wird, hangt
maldgeblich von einer Gruppe von Oberflachenmolekilen ab, deren Entdeckung auf
Clarence Little und George Snell zurlickgeht [5]. Aufgrund ihrer Ubergeordneten
Bedeutung flr die Reaktion des Organismus auf ein Gewebe wird diese Gruppe von
Molekulen Major Histocompatibility Complex (MHC) genannt. Beim Menschen spricht
man von HLA, Human Leukocyte Antigens, wahrend sie bei Ratten das Suffix RT1
tragt. Fur ihre Beitrage zum Verstandnis der Immunologie wurden Sir Macfarlane
Burnet im Jahre 1960 und George Snell im Jahre 1980 mit dem Nobelpreis flr

Medizin oder Physiologie ausgezeichnet.

Die Reaktion des Korpers auf ein kdrperfremdes Gewebe setzt sich aus mehreren
Prozessen zusammen. Dazu gehoéren die lokale Entzindungsreaktion auf den
chirurgischen Eingriff, Prozesse, die Wundheilung und Revaskularisierung aktivieren
und schliellich die Reaktion des Immunsystems auf das korperfremde Gewebe
(Alloreaktion). Nach der Pathophysiologie lassen sich bei der AbstoRungsreaktion

drei Kategorien unterscheiden.



111 Hyperakute und akute AbstoBung, Chronische Allograft
Nephropathie

Wenn schon vor der Transplantation Antikdrper gegen Oberflachenmolekile des
Transplantats im Koérper des Empfangers existieren, so kommt es innerhalb von sehr
kurzer Zeit zur Zerstérung des Transplantats. Solche praformierten Antikérper gegen
HLA-Molekule und / oder Blutgruppenantigene treten bei vorangegangener
Sensibilisierung des Empfangers, etwa durch Schwangerschaft, Transplantation oder
Bluttransfusion auf. Aufgrund sensitiver Tests, die ein Vorliegen kreuzreagierender
Antikérper detektieren, sind hyperakute Abstollungen von Nierentransplantaten
aulderst selten geworden [7-9]. Solche praformierten Antikdrper erschweren auch die
Xenotransplantation, also Transplantationen von vaskularisierten Organen zwischen
unterschiedlichen Spezies. Hier sind die Antikérper gegen a-galactosyl Reste
gerichtet, welche beim Menschen fehlen, bei vielen Tieren jedoch vorkommen [10].
Charakteristisch fur die Hyperakute Absto3ung ist die antikorpervermittelte
Aktivierung des Komplementsystems, die innerhalb weniger Stunden zur Zerstérung
des Transplantats fuhrt [9-11]. Wenn es nicht zu einer Hyperakuten
AbstoRungsreaktion kommt, so lI6sen doch alle transplantierten Gewebe, sofern sie
nicht von einem eineiigen Zwilling stammen, eine akute AbstoRungsreaktion aus. Sie
basiert auf der Erkennung von ,Nicht-Selbst* HLA-Molekllen des Spenders durch
das Immunsystem des Empfangers. Da T-Zellen im Zentrum dieser Reaktion stehen,
wird akute AbstoRung auch definiert als der T-Zell-abhangige Verlust der
Transplantatfunktion [12]. Aufgrund effektiver Immunsuppressiva kommt es heute
relativ selten zum Auftreten von akuter Abstoflung. Je nach Anzahl der HLA-
Disparitaten und Beschaffenheit des Transplantats (Lebend- bzw. Kadaverspende)
liegt die 1-Jahres-Uberlebensdauer eines Nierentransplantats im Eurotransplant-
Raum zwischen ca. 96,2 und 80,9 % [13]. Zehn Jahre nach Transplantation sind
jedoch nur noch 77,5 bzw. 42,0 % der Transplantate funktionsfahig [13]. Der
fortschreitende Funktionsverlust beruht auf pathologischen Veranderungen des
Nierenparenchyms, die ein charakteristisches Bild ergeben, welches als CAN,
Chronische Allograft Nephropathie, bezeichnet wird [14]. Im Unterschied zur akuten

AbstoRRung ist die CAN allerdings nur teilweise ein Produkt der Alloreaktion auf das



Transplantat. Die Uberlebensrate des Transplantats sinkt pro HLA-Disparitdt um ca.
5 % und wiederholte Episoden von akuter AbstoRung, welche ebenfalls vom Grad
der HLA-Ubereinstimmung abhangen, verschlechtern die Transplantatfunktion
langfristig [15, 16]. Diese antigenabhangige Komponente der CAN wird auch als

.echte chronische Abstol3ung® bezeichnet [17].

Entscheidend flir das Auftreten von CAN sind zudem die sogenannten alloantigen-
unabhangigen Faktoren. Dazu gehoren der Zustand des Organs vor der
Transplantation und die etwaige Herkunft von einem hirntoten Spender.
Objektivierbare Faktoren mit entscheidendem Einfluss auf das Transplantatoutcome
sind Alter von Spender und Empfanger, Rasse, Geschlecht und Vorliegen
praformierter Antikdrper [18, 19]. Als isolierter Faktor hat das verzogerte Einsetzen
der Transplantatfunktion (Delayed Graft Function, DGF) den grof3ten Einfluss auf das
Uberleben des Nierentransplantats [20, 21]. DGF ist die haufigste Komplikation nach
Transplantation, seine klinische Auspragung variiert zwischen einem verzogerten
postoperativen Abfall des Serumkreatinins bis hin zur anhaltenden Oligurie mit
Dialysepflichtigkeit [20]. Verlangerte Kaltischamiezeit ist der wichtigste Risikofaktor
fur die Entwicklung von DGF und ubt unabhangig von den anderen Faktoren einen
signifikanten Einfluss auf das Uberleben des Transplantats aus [21-24]. Unter
Kaltischamiezeit (Cold Ischemic Time, CIT) versteht man die Periode der
Organkonservierung, in der das Organ vom Kreislauf des Spenders getrennt und
noch nicht an den Empfangerkreislauf angeschlossen ist. Neben der extrakorporalen
Lagerung, die der Kaltischamie entspricht, erfahrt das Transplantat durch Ex- und
Implantation Schaden, die die Lebenserwartung des Organs malgeblich
beeinflussen [16]. Sie werden unter dem Begriff des Ischamie- /
Reperfusionsschadens (Ischemia Reperfusion Injury, IRI) zusammengefasst. Die
Schaden, die durch Ischamie und Reperfusion hervorgerufen werden, sind per se
von der Antigenkonstellation unabhangig. Es wird jedoch diskutiert, dass eine
verlangerte Kaltischamiezeit die Immunogenizitat des Transplantats erhoht und damit

zu einer Verstarkung der akuten AbstoRung fuhrt [25, 26].



1.1.2 Grundzuge der Alloreaktion

Die Immunantwort des Organismus auf ein Allotransplantat hangt malfigeblich von
der MHC-Kompatibilitat von Spender und Empfanger ab [27]. Die
Oberflachenmolekule des MHC werden in zwei Klassen eingeteilt. Antigene, die vom
Abbau intrazellularer Proteine stammen, werden uUber eine Tasche in der
extrazellularen Domane der MHC-Klasse | Molekile prasentiert. Extrazellulare
Antigene werden durch Endozytose in Antigen Prasentierende Zellen (APZ)
aufgenommen und alloreaktiven T-Zellen uber MHC-Klasse Il Molekule prasentiert.
Diese Interaktion zwischen APZ und T-Zelle ist die Voraussetzung fur die Initilerung
einer Antwort des Adaptiven Immunsystems [28]. Im Fall der Organtransplantation
kénnen T-Zellen des Empfangers direkt durch Zellen des Spenders aktiviert werden
[12, 29]. Diese Form der Antigenprasentation wird als ,Direkter Weg“ (,direct
allorecognition®) bezeichnet. Batchelor und Lechler wiesen erstmals darauf hin, dass
neben dem Direkten Weg noch ein zweiter Weg der Antigenprasentation existiert,
welcher der physiologischen Prasentation extrazellularer Antigene entspricht [30].
Bei diesem als ,Indirect Pathway“ bezeichneten Weg nehmen empfangereigene APC
Spenderantigene auf und prasentieren diese den empfangereigenen T-Zellen [31,
32]. Fur die Organabstol3ung sind beide Formen der Antigenprasentation relevant.
Wahrscheinlich ist jedoch, dass der Direkte Weg kurz nach der Transplantation die
groldere Bedeutung hat, wahrend die indirekte Antigenprasentation das langfristige
Transplantatiberleben starker beeinflusst [12, 14, 33]. Unter den APZ sind die
Dendritischen Zellen (Dendritic cells, DC) der Zelltyp mit der grof3ten Kapazitiat zur
T-Zell-Aktivierung [34, 35]. Nach allogener Nierentransplantation wandern sie aus
dem Transplantat in regionale Lymphknoten und Milz, wo sie T-Zellen aktivieren [35].
Der chirurgische Eingriff stellt fur den Organismus einen Stimulus dar, welcher die
Antigenprasentation und somit die TransplantatabstolRung beschleunigt [35]. Von
einigen Autoren wird die Hypothese vertreten, dass in Abwesenheit solcher
pathologischer Stimuli, die auch ,Danger“-Signale genannt werden, die
Antigenprasentation durch DC nicht zur immunvermittelten Zerstérung des Antigens
fuhrt, sondern zu dessen Toleranz durch das adaptive Immunsystem [36]. Eine

Aktivierung der T-Zelle erfolgt lediglich, wenn im Zuge der Antigenprasentation zwei
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Signale an die T-Zelle Ubermittelt werden. Signal 1 ist dabei die MHC-vermittelte
Antigenprasentation, Signal 2 wird auch als kostimulatorisches Signal bezeichnet
und durch verschiedene antigenunabhangige Molekule vermittelt [37]. Die
Manipulation der Kostimulation stellt einen Ansatz zur therapeutischen Induktion von
Transplantattoleranz dar und wird an anderer Stelle ausfuhrlich erortert. Die
vollstandige Aktivierung von alloreaktiven T-Zellen ist eine Vorraussetzung fur die
immunologisch vermittelte Zerstérung des Transplantats, wobei die CD4+ T-Zellen
den groBten Einfluss auf die TransplantatabstoRung haben [38]. CD8+ T-Zellen
konnen allerdings auch unabhangig von CD4+ T-Zellen aktiviert werden [39]. Nach
ihrer antigeninduzierten Aktivierung kénnen T-Zellen grundsatzlich drei Reaktionen
zeigen: Proliferation, Produktion von Zytokinen und die Entwicklung von
zytotoxischer Aktivitat [12]. Sowohl CD4+ als auch CD8+ T-Zellen kdnnen in
Parenchymzellen des Transplantats durch direkte Zytotoxizitdt Apoptose auslosen
[23, 12]. Jedoch st direkte Zytotoxizitat bei der immunvermittelten
Transplantatzerstorung kein unabdingbarer Prozess [40]. Von T-Zellen produzierte
Zytokine wie TNFa, IFNy, IL-2, IL-4, IL-6 und IL-10 werden bei akuter Absto3ung in
Biopsien vermehrt nachgewiesen [41]. TNFa und IFNy aktivieren Zellen mit potentiell
destruktiven Eigenschaften wie Makrophagen und NK-Zellen (natural killer cells),
aber fordern auch proinflammatorisches Verhalten in Endothelzellen oder
Fibroblasten [42, 43]. Die Beschreibung der immunologisch vermittelten
TransplantatabstoRung als mechanistischer Prozess ist aufgrund der Vielzahl der
involvierten Zellen und Molekule sowie der Redundanz der unterschiedlichen
Mechanismen schwierig und in Hinblick auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit
nicht angezeigt. Eine moderne Sichtweise des Problems beschreibt die
TransplantatabstoBung als eine pathologische Entzindung, die zur akuten
Verschlechterung der Transplantatfunktion fuhrt [12]. Die Absto3ung resultiert dabei
aus der Kompromittierung der Blutversorgung, der Schadigung der
Parenchymstruktur  durch  Entziindungszellen und der Modifikation der

Parenchymstruktur durch Zytokine [44, 12].
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1.2 Transplantattoleranz

1.2.1 Warum Transplantattoleranz?

Um die fortwdhrende Entziindung zu unterdriicken, die mit der Immunreaktion auf
das Allotransplantat einhergeht, benoétigen nahezu alle transplantierten Patienten
lebenslang eine generalisierte Immunsuppression [45]. Diese setzt sich zumeist aus
einer Kombination von Calcineurin-Inhibitoren (Ciclosporin A (ca. 30 % der
Nierentransplantierten), Tacrolimus (ca. 63 %)), Antimetaboliten
(Mycophenolatmofetil (ca. 79 %), Azathioprin (ca. 2 %)) oder Rapamycin (ca. 15 %)
und Steroiden (ca. 91 %) zusammen [45]. Um das Risiko der akuten AbstoRung nach
NTX zu senken, erhalten die meisten Patienten zudem spezielle Antikorper zur
Induktionstherapie [45, 46]. Die am weitesten verbreiteten Wirkstoffe sind dabei die
gegen den IL-2-Rezeptor gerichteten monoklonalen Antikdrper Basiliximab und
Daclizumab sowie das polyklonale Antithymozytenglobulin, welches zu einer
Depletion des T-Zell-Reservoirs fuhrt [46, 47]. Trotz maligeschneiderter Praparate
kommt es langfristig dennoch zur immunvermittelten Zerstérung des Transplantats,
und es gibt eine Vielzahl weiterer Faktoren, die eine Abkehr von der gangigen Praxis
der Immunsuppressiva nahe legen [17]. Durch die unspezifische Suppression des
Immunsystems werden die Patienten anfallig flr opportunistische Infektionen,
welche, nach kardiovaskularen Erkrankungen, die flihrende Todesursache von
Patienten mit funktionierendem Nierentransplantat darstellen [48-50]. Im Jahr der
Transplantation kostet die Behandlung eines NTX-Patienten in den USA ca.
100.000 $ und ca. 20 % dieser Kosten entstehen allein durch Diagnose und
Behandlung von Infektionen [50, 51]. Immunsuppressiva tragen direkt zu den hohen
Kosten von nierentransplantierten Patienten bei, da sie lebenslang taglich
eingenommen werden mussen. Die Kosten fur diese Medikamente belaufen sich auf
mindestens 1000 $ jahrlich [51]. Neben dem steigenden Risiko fiir Infektionen steigt
durch die Immunsuppression auch das Risiko des Auftretens von Neoplasien [52].
Non-Hodgkin Lymphome treten bei nierentransplantierten Patienten 350 mal, Kaposi-

Sarkome 500 mal haufiger auf als bei nicht Immunsupprimierten Vergleichspatienten
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[52]. Das Risiko, innerhalb von 10 Jahren nach Transplantation an Hautkrebs zu
erkranken, betragt je nach Region zwischen 10 und 45 % und innerhalb von 20
Jahren zwischen 40 und 75 % [53]. Die lebenslange Einnahme von Medikamenten
wie Ciclosporin A oder Tacrolimus hat ein weiteres Problem zur Folge: Sie sind
nephrotoxisch und tragen damit selbst zur Chronischen Allotransplantat
Nephropathie bei [54, 55]. Zudem haben die gegenwartig verwendeten
Immunsuppressiva toxische Effekte auf das kardiovaskulare System und erhdhen
somit die Sterblichkeit an ischamischen Ereignissen [57]. Mit dem Erhalt eines
Nierentransplantats sind eine Reihe von Verpflichtungen verbunden, um die
Funktionsfahigkeit des Transplantats mdglichst lange zu bewahren. Dazu gehdren
vor allem die Einhaltung  des medikamentosen  Therapieschemas,
Infektionspravention und regelmalige Besuche des betreuenden Arztes. Diese
Aufgaben stellen erhebliche Anspriche an die Personlichkeit des Patienten und
erschweren die langfristige Kooperation. Eine systematische Untersuchung der
Datenlage aus 38 klinischen Studien hat ergeben, dass 28 % der Patienten selbst
angeben, sich nicht an die Vorgaben zu halten [58]. Uber 16 % der
Nierentransplantate erleiden aufgrund von mangelnder Compliance der Patienten

einen vorzeitigen Funktionsverlust [58].

Diese Zusammenhange machen die gegenwartigen Probleme auf dem Feld der
Organtransplantation deutlich. Statt durch das neue Organ von seiner Krankheit
geheilt zu werden, bleibt der Patient lebenslang abhangig von medizinischer
Betreuung. Trotz erheblichen persénlichen und finanziellen Aufwandes kann oft nicht
verhindert werden, dass das Organ im Laufe der Zeit seine Funktion verliert und eine
erneute Transplantation notig wird. Knapp 14 % der Kandidaten fir eine
Transplantation und Uber 15 % der Kandidaten fur eine Nierentransplantation haben

zuvor ein Transplantat erhalten, das seinen Dienst versagt hat [59].

Unter immunologischer Toleranz versteht man das Fehlen einer detektierbaren
Immunantwort auf ein intaktes Gewebe [60]. Transplantattoleranz ist die andauernde
Akzeptanz des transplantierten Organs bei sonst erhaltener Immunfunktion ohne

Notwendigkeit zur anhaltenden Immunsuppression [60]. Mit Hinblick auf die oben
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angesprochenen Probleme in der Organtransplantation ist die Induktion von
Transplantattoleranz  von  groRem Interesse: In einem Zustand von
Transplantattoleranz entfallt das Risiko der ,echten“ chronischen AbstolRung ebenso
wie der Zwang zur lebenslangen Immunsuppression und den damit assoziierten
Problemen [17, 61]. Darum wird die Induktion von Transplantattoleranz auch als

.Heiliger Gral der Transplantationsmedizin bezeichnet [73, 74].

1.2.2 Induktion von Transplantattoleranz

Entsprechend der Vielfaltigkeit der Immunantwort gibt es eine Vielzahl maoglicher
Ansatze, Transplantattoleranz zu induzieren. Einige Arbeitsgruppen versuchen, die
Antigenizitat des Transplantats soweit zu reduzieren, dass es vom Immunsystem
nicht erkannt wird. Eine andere Mdglichkeit ist die Transplantation an Stellen im
Korper, die vom Immunsystem nicht errreicht werden, wie z. B. die vordere
Augenkammer, das Gehirn oder der Hoden (privileged sites, immunprivilegierte
Organe). Nicht jedes Organ kann in eine immunprivilegierte Umgebung transplantiert
werden und die Verminderung der Antigenizitat des Transplantats ist an sich nicht
ausreichend, um die Abstolung zu unterdricken [60]. Zudem muss die
Immunantwort an sich verandert werden, um auch fir andere Felder der Medizin von
dem Phanomen der immunologischen Toleranz zu profitieren. Denn auch fur
Autoimmunerkrankungen und die Tumorforschung sind Etablierung bzw. Disruption
von immunologischer Toleranz wegweisende Konzepte [62]. Aus diesen Grinden
zielt der Groldteil der Ansatze zur Induktion von Transplantattoleranz auf die

Modifikation der Alloreaktion.

Ein fur alle Formen der Toleranzinduktion zumindest teilweise relevantes Phanomen
ist der sogenannte Chimarismus. Chimarismus bezeichnet die Prasenz
lymphohamatopoetischer Zellen, die ursprianglich nicht dem Wirtsorganismus
entstammen [63]. Gemischter Chimarismus ist die gleichzeitige Prasenz von

lymphohamatopoetischen Spender- und Empfangerzellen in einem Organismus [63].
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Durch die gezielte Induktion von Chimarismus oder gemischtem Chimarismus kann
donorspezifische Toleranz erzeugt werden. Das Konzept geht zurtck auf Billingham,
Brent und Medawar, die Mausefeten in utero Knochenmarkzellen injizierten und
damit spezifische Toleranz erzeugen konnten [64]. In einer klinischen Studie war die
Induktion von donorspezifischer Toleranz auf der Grundlage von gemischtem
Chimarismus nach kombinierter Knochenmarks- und Nierentransplantation bereits
erfolgreich [65, 66].

Wie unter 1.1.2 erwahnt, sind die T-Lymphozyten fur die Initierung einer
Immunantwort auf das Transplantat unabdingbar. Bretscher und Cohn erkannten zu
Beginn der 1970er Jahre, dass die Erkennung eines nicht-immunogenen Molekuls
antigensensible Zellen paralysieren kann und dass diese Paralyse auf einer
unvollstandigen Signaltransduktion beruht [67]. Die Bindung des T-Zell-Rezeptors
(TCR) an den Peptid-MHC-Komplex allein hat die bleibende Anergie der T-Zelle zur
Folge, d.h. sie ist nicht mehr in der Lage, auf einen antigenen Stimulus mit
Zytokinproduktion oder Proliferation zu reagieren [68]. Nur im Kontext einer
adaquaten Kostimulation ermdglicht die Ligation des TCR eine volle Aktivierung der
T-Zelle [69]. Das am besten charakterisierte kostimulatorische Signal geht vom
B7:CD28 / CTLA-4 System aus [69, 70]. B7-1 und B7-2 sind zwei verwandte
Molekile aus der Immunglobulinsuperfamilie, die abhangig vom Aktivierungszustand
auf B-Zellen, DC und Makrophagen exprimiert werden. CD28 und CTLA-4 kdnnen
beide B7-Molekile binden und werden vornehmlich auf T-Zellen exprimiert, wobei
CD28 konstitutiv exprimiert wird und CTLA-4 nur nach Aktivierung der Zelle
hochreguliert wird. CTLA-4 hat eine 20 fach hdhere Affinitat zu den B7-Molekdlen als
CD28 und Ubertragt ein Signal, das die Aktivitat der T-Zelle hemmt [70]. Somit liegt
seine physiologische Bedeutung wahrscheinlich in der Limitierung der T-Zell Aktivitat
und in der Begrenzung der Immunantwort [19, 20]. Die Manipulation des B7:CD28 /
CTLA-4 Systems ist ein Ansatz zur gezielten Induktion von immunologischer
Toleranz mit monoklonalen Antikorpern. Ziel ist es, die B7:CD28 Interaktion zu
verhindern oder die direkte CTLA-4 Wirkung nachzuahmen und damit die
Lymphozytenaktivierung zu unterbinden. So konnten Perrin et al zeigen, dass mit
monoklonalen anti-CD28 Antikdrpern das Auftreten klinischer Symptome von

experimenteller Autoimmunenzephalitis im Mausemodell verhindert werden kann
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[71]. Mit humanen Inselzell-Xenotransplantaten konnten Lenschow et al nach
Behandlung mit CTLA-4 Antikorpern (CTLA-4lg) eine andauernde euglykdmische
Stoffwechsellage in diabetischen Mausen erreichen [72]. Dengler et al wiesen jedoch
darauf hin, dass durch die Blockade der B7:CD28-Interaktion keine echte Toleranz
entsteht, da bei dieser Methode keine regulatorischen T-Zellen entstehen, welche
dauerhaft alloreaktive T-Zell-Klone unterdricken kénnen [75]. Ein weiterer Grund fur
die mangelhafte Effizienz der Kostimulationsblockade besteht wahrscheinlich auch in
der Redundanz der Mechanismen des Immunsystems. So gibt es Mdglichkeiten, den
Ausfall des B7:CD28-vermittelten Signals zu kompensieren, wie B7RP-ICOS (B7
related protein inductible T-cell costimulator) oder Zytokine wie IL-6 oder TNFa [76].
Ahnliches gilt fur die Blockade anderer kostimulatorischer Systeme wie CD40:CD154
oder ICAM-1:LFA-1 [vgl. 70].

1.2.2.1 Infektiése Transplantattoleranz

Ein in der Klinik anwendbares Konzept zur Induktion von Transplantattoleranz muss
die Vorteile der vorgenannten Strategien Chimarismus und Kostimulationsblockade
vereinen. Die erzielte Toleranz muss robust und dauerhaft sein, jedoch ohne eine
aufwandige und gefahrliche Vorbereitungstherapie zu erfordern. Qin et al zeigten
Anfang der 1990er Jahre in Versuchen mit Mausen, wie mit monoklonalen
Antikorpern gegen CD4 und CD8 ein sich selbst unterhaltender Mechanismus von
Transplantattoleranz induziert werden kann [77]. Dieser Mechanismus beruht auf
regulatorischen CD4+ T-Zellen, welche die Fahigkeit haben, die Reaktion anderer flr
das Antigen spezifische T-Zellen zu unterdricken [77, 78]. Infundiert man tolerogen
behandelten Nagern Lymphozyten von nicht-toleranten Spendern, so werden diese
ebenfalls tolerant gegenuber dem spezifischen Antigen [79, 80]. Das bedeutet, dass
die Fahigkeit zur Unterdriickung reaktiver Zellen von einer Generation von T-Zellen
auf die nachste Ubertragen werden kann [77, 81, 82]. Dadurch kann diese Form der
immunologischen Toleranz mit einer zeitlich begrenzten Antikdrpertherapie induziert
werden und lebenslang erhalten bleiben. Die tolerogenen Eigenschaften selbst
kénnen auch durch den Transfer von Immunzellen der Milz (Splenozyten) von einem

tolerogen behandelten Organismus auf einen naiven Organismus ubertragen werden
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[77, 83]. Aufgrund der Tatsache, dass diese Form der Toleranz sich zwischen T-Zell
Populationen ahnlich einem infektiosen Agens ausbreiten kann, wird sie als

Infektiose Toleranz bezeichnet.

Onodera et al konnten in einem Rattenmodell mit der intermittierenden Gabe eines
monoklonalen Antikorpers gegen CD4 dauerhafte und Ubertragbare Toleranz von
Herztrantransplantaten erzielen [82]. Die Tiere waren vor Transplantation mit
Hauttransplantaten sensibilisiert worden und die Herztransplantate waren vollstandig
MHC-inkompatibel. Die Tatsache, dass 100 % der Transplantate Uberlebten und die
antigenspezifische Toleranz mittels adoptivem Zelltransfer Uber zwei Generationen
Ubertragen werden konnte, unterstreicht die Effizienz des verwendeten Antikdrpers
[82]. Mit dem gleichen Antikorper konnte in Rattenmodellen die AbstoRungsreaktion
von allogenen Nieren- und Hauttransplantaten langfristig unterdrickt werden, was
ebenfalls fur die Effektivitat der RIB 5/2-Therapie spricht [84, 85]. Winsor-Hines und
Mitarbeiter konnten mit einem ahnlichen Antikorper in Primaten bleibende Toleranz
erzeugen [86]. Durch RIB 5/2 wird das CD4-Glykoprotein moduliert, was zu einer
fehlerhaften Signaltransduktion durch den TCR und in der Folge zu einer
Unreaktivitat der T-Zelle gegenltber dem Antigen fuhrt [138 - 140].
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2 Problemstellung und Hypothese

Mit der Notwendigkeit zur lebenslangen Einnahme von Immunsuppressiva nach
Nierentransplantation sind eine Vielzahl von Risiken, Kosten und Anforderungen an
den Patienten verbunden. Die Induktion von spezifischer Transplantattoleranz gilt als
eine vielversprechende Alternative zur klassischen Immunsuppression. Von vielen in
der experimentellen Erprobung befindlichen Strategien stellt die Induktion von
sogenannter Infektioser Transplantattoleranz mit monoklonalen anti-CD4-Antikdrpern
ein robustes und effektives Verfahren dar. Der Einfluss von antigenunabhangigen
Faktoren auf die Induktion von Infektidser Transplantattoleranz ist bisher nicht
untersucht worden. Die Kaltischamiezeit ist ein experimentell leicht zu
modifizierender Faktor, der auf das Transplantatiberleben unter klassischer
Immunsuppression einen signifikanten Einfluss hat. In Nagermodellen, in denen
Ciclosporin A zur Immunsuppression verwendet wurde, hatte schon eine
Verlangerung der Kaltischamiezeit auf 2 bzw. 5 Stunden eine signifikante
Verschlechterung der Transplantatfunktion und der Transplantatmorphologie zur
Folge [136, 137].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer verlangerten Kaltischamiezeit auf
die Induktion und Ubertragbarkeit von Infektidser Toleranz anhand eines bewahrten
Rattenmodells untersucht. Der Arbeit lag die Hypothese zugrunde, dass eine
verlangerte Kaltischamiezeit auch bei toleranzinduzierender Behandlung eine
messbare Verschlechterung der Morphologie und Funktion der Transplantate
bewirkt. Nach adoptivem Transfer von Splenozyten aus der ersten
Empfangergeneration wurde eine zweite Transplanatationsserie durchgefuhrt. Nach
einem kurzen Beobachtungszeitraum von 20 Tagen wurden relevante
Zellpopulationen (T-Zellen, donorstammige Zellen und Dendritische Zellen) und
Zytokine (IL-4, IL-6, IL-10, TNFa und IFNy) untersucht, um Veranderungen der

Akutreaktion auf das Transplantat festzustellen.

In der vorgelegten Arbeit sollten im Einzelnen folgende Fragen beantwortet werden:
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Gelingt in einem bewahrten Tiermodell die Induktion antigenspezifischer

Transplantattoleranz trotz verlangerter Kaltischamiezeit?

Verschlechtert eine signifikant verlangerte Kaltischamiezeit die Transplantatfunktion
und -morphologie auch, wenn statt klassischer Immunsuppression antigenspezfische

Toleranz erzeugt wird?
Hat die verlangerte Kaltischamiezeit wahrend der ersten Transplantationsgeneration
einen signifikanten Einfluss auf die Akutreaktion des Immunsystems auf ein

allogenes Transplantat in einer zweiten Empfangergeneration?

Welche Schlussfolgerungen lassen sich daraus Uber die Mechanismen schliel3en,

die der Induktion und Ubertragung von Transplantattoleranz zugrunde liegen?
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3 Methoden

3.1 Tierversuch

Alle Tierversuche erfolgten nach Genehmigung durch die zustédndigen Behodrden
(Landesamt fur Gesundheit und Soziales, Berlin, Tierversuchsvorhaben
G 009 / 03). Als Modell wurde ein hoch allogenes ,high responder”
Transplantationsmodell verwendet. Als Spendertiere wurden Ratten des
Inzuchtstammes Dark Agouti (DA, RT12"") eingesetzt, als Empfangertiere Ratten des
Inzuchtstammes Lewis (RT1"). Samtliche Tiere wurden von der Firma Harlan
Winkelmann, Borchen, Deutschland bezogen. Die mannlichen Ratten wurden in
einem antigenkontrollierten Umfeld aufgezogen und wogen zum Zeitpunkt der
Operation 150 — 200 Gramm. Wahrend des gesamten Versuchszeitraums hatten die
Tiere freien Zugang zu Futter und Wasser. Sie wurden zu 2 - 5 Tieren pro Kéafig
gehalten. Unterbringung und Betreuung der Tiere erfolgten in der
Tierexperimentellen Einrichtung der Charité, Campus Virchow-Klinikum (Leitung: PD
Dr. med. vet. Christian GroRe-Siestrup) gemal® den Empfehlungen der Gesellschaft
fur Versuchstierkunde (GV-SOLAS).

3.1.1 Erste Transplantationsserie

Der Tierversuch gliederte sich in eine erste und eine zweite Serie von
Nierentransplantationen (Siehe Abb. 1). Wahrend der ersten Transplantationsserie
wurden die Empfangertiere perioperativ mit dem monoklonalen Anti-CD4-Antikorper
RIB 5/2 behandelt. Ab Tag 1 vor Transplantation bis Tag 3 nach Transplantation
wurde den Empfangertieren taglich zur gleichen Uhrzeit 10mg / kg des Antikdrpers in
physiologischer Kochsalzlosung verdinnt mit einer Kanule durch die Bauchdecke
hindurch in den Peritonealraum injiziert. Die Tiere wurden zu diesem Zweck in einer
Narkosekammer mit einem Gemisch aus Sauerstoff und 3 Volumenprozent Isofluran

narkotisiert.
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Die orthotopen Nierentransplantationen wurden gemal einem standardisierten
Verfahren durchgefuhrt [87]. Fur die Entnahme der Spenderniere wurden die
Spendertiere auf die beschriebene Weise narkotisiert. Anschlieiend wurde das Fell
der Bauchdecke rasiert und die Tiere an den Extremitaten mittels Klebestreifen auf
der Arbeitsflache fixiert.

1. Spender 1. Empfanger

& i

3 Monate — 3 Mona
Kaltischdmiezeit: 5 min 2, 5min Gruppe”

Harvesten des

1. Transplantats
6 h—=,6h Gruppe” -
1. Tx Nx (Morphologie)
L L L L |
I | | | 1
d1 do d3 d10 d 100
anti-CD4 (RIB/5-2), 10 mg/kg x 5d
Zell Transfer . .. \
4.5 gray [ Lymphozyten Milz des 1. Empfangers
»
L )
< »
@ Harvesten des
f. 2. Transplantats
R l l l
' ! el . |
-2d 1d do eine Imnmunsuppression 4 oq
2. Tx DA— Lew
Gleiche Kalt-

ischdmiezeit fiir alle

Abb.1:  Ubersicht iiber den Versuchsaufbau: bei der ersten Serie von
Nierentransplantationen von DA nach Lewis wurde RIB 5/2 verabreicht um
antigenspezifische Toleranz zu induzieren. Bei einer Versuchsgruppe betrug die
Kaltischdmiezeit 5 Minuten (x 2), bei der anderen Versuchsgruppe 6 Stunden (x 5 Minuten).
Nach 100 Tagen wurden die Splenozyten dieser Tiere aufbereitet und in Tiere (ibertragen,
die zuvor subletal bestrahlt wurden. 24 Stunden spéter wurde diesen Tieren eine DA-Niere
implantiert. Bei dieser zweiten Transplantationsserie lag die Kaltischdmiezeit fiir beide
Gruppen bei 25 Minuten (t 5), die Empfanger erhielten keine weitere Immunsuppression.
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Zur Unterhaltsnarkose erhielten die Tiere Sauerstoff mit einem Isoflurananteil von 2
bis 3 Volumenprozent. Mit einer Schere wurde die Langslaparotomie in der
abdominalen Mittellinie vorgenommen und nach Darstellung der Rektusscheide der
Bauchraum mit einem Schnitt entlang der Linea alba erdffnet. Mit in isotoner
Kochsalzlosung getrankten Kompressen wurde das Intestinum Uberdeckt und mit
Haken in Position gehalten um einen freien Zugang zur linken Niere und ihren

Gefalken zu ermdglichen.

FiUr die Spenderorganentnahme wurden die A. und V. renalis mit Mikropinzetten und
Wattetupferstabchen freiprapariert (Siehe Abb. 2). Eventuell vorkommende
KollateralgefalRe wurden mit 7-0 Seide legiert. Die Niere wurde aus ihrer Kapsel
geldst, der Ureter dargestellt und auf halbem Weg zwischen Nierenpol und
Harnblase abgesetzt.

Abb. 2: Die Spenderniere im Situs mit freiprdparierten Nierengefdl3en. Der Ureter zieht von
Fettgewebe umgeben vom Nierenpol nach sieben Uhr. Das Organ ist teilweise aus seiner
Kapsel geldst.
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Das periureterale Fettgewebe verblieb am Ureter, um eine ausreichende
Blutversorgung sicherzustellen. AnschlieRend wurde den Tieren Uber die V. dorsalis
penis eine Losung aus 0,8 ml isotoner Kochsalzlésung und 0,2 ml Heparin-Natrium
injiziert. In die Aortenbifurkation wurde nun ein Verweilkatheter platziert, die V. cava
inferior inzidiert und die Aorta abdominalis unterhalb des Diaphragmas abgeklemmit.
Uber den Verweilkatheter wurde die zu entnehmende linke Niere vorsichtig mit 15 ml
isotoner Kochsalzlosung gespult, um die Erythrozyten aus den parenchymalen
Blutgefalken zu entfernen. Zur Konservierung wurde die Niere Uber den
Verweilkatheter mit insgesamt 8 ml UW-L6sung durchspult. SchlieBlich wurden die A.
und V. renalis mit Hilfe einer mikrochirurgischen Schere durchtrennt und die Niere
entnommen. Bis zur Implantation in das Empfangertier wurden die Nieren in UW-

Lésung bei 4° Celsius aufbewahrt.

Die Empfangertiere wurden auf die gleiche Weise wie die Spendertiere narkotisiert,
rasiert und auf der Arbeitsflache fixiert. Langslaparotomie und Darstellung der linken
Niere wurden durchgeflihrt wie oben flir die Spendertiere beschrieben. A. und V.
renalis wurden freiprapariert und eventuell vorkommende KollateralgefalRe mit 7-0
Seide legiert. Der Ureter wurde im oberen Drittel zwischen Harnblase und Gefal3pol
der Niere gemeinsam mit seinem periureteralen Fettgewebe durchtrennt. Nun wurde
zunachst die linke A. renalis, dann die V. renalis auf halbem Weg zwischen Aorta
und Gefalpol der Niere mit einem Mikroaneurysmaclip geklemmt, durchtrennt und

das frei gewordene Organ entfernt.
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Der Zeitraum zwischen Beginn der Perfusion bis zur orthotopen Platzierung des
Transplantats im Empfanger entspricht der sogenannten Kaltischamiezeit . Die
Zeitspanne zwischen Platzierung des Transplantats im Empfanger und dem
Anschluss an den Empfangerkreislauf wird als Warmischamiezeit bezeichnet (Siehe
Abb. 3). Um die Vergleichbarkeit der Resultate zu gewahrleisten, wurde die
Warmischamiezeit in allen Versuchen auf 30 Minuten begrenzt. Fur eine
Versuchsgruppe von 8 Tieren wurde die Kaltischamiezeit auf funf Minuten (£ 2)
begrenzt, indem Organentnahme und Vorbereitung des Empfangers so aufeinander
abgestimmt wurden, dass direkt nach der Entnahme der Niere aus dem Spender mit
dem Anschluss des Organs an den Empfangerkreislauf begonnen werden konnte.
Diese Tiere wurden in Gruppe A zusammengefasst. Sieben Tiere mit einer

Kaltischamiezeit von sechs Stunden wurden in Gruppe B zusammengefasst.

Abb. 3: Das mit Konservierungslésung gesplilte Spenderorgan (1) wurde orthotop im
Empfénger platziert. Die priparierten Stiimpfe der A. und V. renalis (2) sind durch einen

Mikroaneurysmaclip abgeklemmt. Aus dem Nierenpol ragen die entsprechenden Gefal3e
des Transnlantats hervor (3)
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Zur Anastomosierung der Gefalle der Spenderniere mit den Gefallstimpfen des
Empfangers wurde 10-0 Prolene verwendet. Zunachst erfolgte durch 8 bis 10
Einzelkopfnahte die Verbindung der A. renalis, danach wurde die V. renalis durch
zwei Einzelkopfndhte und eine fortlaufende Naht miteinander verbunden. Nun
wurden die Mikroaneurysmaclips gedffnet und die Spenderniere somit an den
Kreislauf des Empfangertieres angeschlossen. Bei Offnung der Clips wurde darauf
geachtet, dass das transplantierte Organ gleichmaRig reperfundiert wurde (siehe
Abb. 4). Die Ureteranastomose wurde anhand von 4 Einzelkopfnahten mit 10-0
Prolene durchgefuhrt. AbschlieBend wurden die Haken entfernt, das Intestinum
reponiert und der M. rectus abdomini entlang der Linea alba durch eine fortlaufende
Naht mit 7-0 Prolene verschlossen. Die durch Laparatomie inzidierte Haut wurde
ebenfalls durch eine fortlaufende Naht mit 7-0 Prolene verschlossen. Die
Klebestreifen an den Extremitaten wurden entfernt und die Tiere wahrend der

Aufwachphase in einem isolierten Kafig unter einer Warmelampe aufbewahrt.

Abb. 4: Nach der Anastomosierung wurden die Gefal3clips geoffnet. Bei gelungener
Operation férbte sich das Organ sofort wieder rosig an. Die Venenanastomose (1) verdeckt
hier die Arterienanastomose. Die Ureteranastomose (2) erfolgte zuletzt.
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3.1.2 Entnahme der kontralateralen Niere des Empfangertieres

An Tag 10 post transplantationem wurde die kontralaterale Niere enthommen um
beim Vergleich der Nierenfunktionsparameter mit Sicherheit auf das transplantierte
Organ schlielen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden die Tiere erneut wie oben
beschrieben narkotisiert und auf der Arbeitsflache fixiert. Wie oben fiur die linke Niere
beschrieben wurde ein Zugang zur rechten Niere geschaffen, die rechte A. und V.
renalis freiprapariert und mit 7-0 Seide legiert. Der rechte Ureter wurde auf halbem
Weg zwischen Gefallpol der Niere und Harnblase durchtrennt. Wie oben
beschrieben wurde die Operationswunde verschlossen und die Tiere zum

Aufwachen verwahrt.

3.1.3 Uberwachung der Transplantatfunktion

Die Kreatin Clearance ist ein sehr aussagekraftiger Parameter zur Beurteilung der
Nierenfunktion und zur Abschatzung des Transplantatoutcomes [88, 89]. Diese

wurde anhand folgender Formel bestimmt:

Kreatinin-Clearance = Kreatininkonzentration im Urin x Urinzeitvolumen
Kreatininkonzentration im Plasma

Hierfir wurde den Tieren nach zwei, sechs und zwdlf Wochen in Narkose Blut
entnommen und Uber einen Zeitraum von 24 Stunden Urin gesammelt. Der Urin
wurde mit Hilfe sogenannter metabolischer Kafige gesammelt, die so angeordnet
sind, dass samtlicher vom Tier ausgeschiedener Urin in einem Gefall gesammelt
wird. FUr die Blutentnahme wurde das Tier wie oben beschrieben narkotisiert und die
Schwanzvene zur Blutentnahme punktiert. Die Bestimmung der Blut- und
Urinkreatininkonzentration erfolgte mittels modifizierter Jaffé-Reaktion im Institut fr

Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie der Charité, Campus Virchow Klinkikum.

Als weiterer Parameter zur Beurteilung der Nierenfunktion wurde der Grad der

Proteinurie bestimmt. Im Rattenmodell korreliert die Proteinurie eng mit
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morphologischen Veranderungen im Rahmen einer chronischen
Allotransplantatnephropathie [90]. Im Menschen wird sie von manchen Autoren als
wichtigster Prognosefaktor flr Transplantatfunktion und -Uberleben nach
Nierentransplantation angegeben [91-93]. Der Proteingehalt im Sammelurin wurde
mittels Benzethoniumchloridreaktion im Institut fur Laboratoriumsmedizin und

Pathobiochemie der Charité, bestimmt.

3.1.4 Ende des Beobachtungszeitraums nach der ersten Transplantation

Nach 100 Tagen wurden die Tiere der ersten Transplantationsserie wie oben
beschrieben narkotisiert, rasiert und auf der Arbeitsflache fixiert. Der Zugang zum
Abdomen wurde auf die gleiche Weise geschaffen wie unter 3.1.1 beschrieben. Nach
dem Freilegen der linken Niere und der Aortenbifurkation wurde den Tieren Uber die
V. dorsalis penis 0,2 ml in 1 ml isotoner Kochsalzlésung geldstes Heparin-Natrium
injiziert. In die Aortenbifurkation wurde ein Verweilkatheter gelegt, tber den 3 ml Blut
in eine Heparin-Monovette abgenommen wurde. Nun wurde die Aorta abdominalis
unterhalb des Zwerchfells mit Hilfe einer OP-Zange abgeklemmt, die V. cava inferior
inzidiert und die Niere Uber den Verweilkatheter mit 15 ml isotoner Kochsalzlosung
gespult. AnschlielRend wurde die Niere entnommen und flr spatere histologische
Untersuchungen in 10 prozentiger Formaldehydlosung konserviert. Zusatzlich wurde
die Milz entnommen und zur Aufbereitung fir den Zelltransfer in RPMI-Medium

aufbewahrt.

3.1.5 Adoptiver Zelltransfer

Die Milz wurde in RPMI-Medium in einer sterilen Petrischale zerkleinert und die
entstehende Suspension durch einen Cell Strainer mit 70 um PorengroRRe filtriert.
Das Filtrat wurde auf 30 ml mit RPMI-Medium aufgefillt und anschliel3end bei 1200
U / min 5 Minuten bei 4° Celsius zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet in 10 ml RPMI aufgenommen. Zur Lyse der Erythrozyten wurde nun 20 ml

steriles aqua dest. zugegeben. Nach 10 Sekunden wurde die Lyse gestoppt, indem
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das Blue Cap mit RPMI aufgefullt und erneut zentrifugiert wurde. Anschlielend
wurde das Pellet mit 30 ml PBS gewaschen und die Zellzahl mit einer Neubauer-
Zahlkammer auf 108 Zellen / ml eingestellt. Ein Milliliter dieser Zellsuspension wurde
den 24 Stunden zuvor mit 4,5 Gy Photonenstrahlung bestrahlten Empfangertieren in
Narkose mittels einer 0,9 mm Kanule in den Peritonealraum injiziert. Zur Narkose
wurde den Empfangertieren 50 mg Metamizol in isotoner Kochsalzlésung
intramuskular verabreicht. Die Zeitraume zwischen der Bestrahlung und dem
Zelltransfer wurden flr alle Tiere konstant gehalten. Die Zusammensetzung der
transferierten Splenozyten wurde mittels FACS-Analyse untersucht. Die Zellen
wurden hierfur gemeinsam mit dem Zellpool fur den Zelltransfer aufbereitet, jedoch
ein Teil der Zellsuspension auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen / ml eingestellt.

Die Analyse erfolgte nach dem unter 3.2 beschriebenen Prinzip.

3.1.6 Zweite Transplantationsserie

Die Nierentransplantationen der zweiten Transplantationsserie erfolgte 24 Stunden
nach dem Zelltransfer. Die Entnahme des Spenderorgans und dessen Implantation
erfolgten auf die gleiche Weise wie unter 3.1.1 beschrieben. Wahrend der zweiten
Transplantationsserie erfolgte keine Variation der Kaltischamiezeiten. Diese lagen fur
alle transplantierten Organe bei 25 Minuten (£ 5). Wahrend des zweiten
Beobachtungszeitraums erhielten die Tiere keine weitere Immunsuppression.
Aufgrund des kurzen Beobachtungszeitraums wurde keine Ektomie der

kontralateralen Niere vorgenommen.

Nach 20 Tagen (+ 1) wurde der zweite Beobachtungszeitraum beendet. Das
Vorgehen zur Entnahme des transplantierten Organs entsprach dem unter 3.1.6
beschriebenen. Fur spatere Untersuchungen wurden Milz, aortennahe Lymphknoten
und die transplantierte Niere entnommen. 2 ml Blut wurden aus der Aorta
abdominalis in eine heparinisierte Standardmonovette abgenommen. Von den
Transplantaten wurde jeweils eine Probe flr die Hamatoxylin / Eosin (H&E)-Farbung
in Formaldehydlésung konserviert. Aus allen entnommenen Organen und aus dem

Heparin-Blut wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt.
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3.1.7 Herstellung der Zellsuspensionen fur FACS, ELISA und ELISpot

Die Milzen wurde in RPMI-Medium zerkleinert, durch einen Cell Strainer filtriert,
zentrifugiert und die Erythrozyten durch Lyse entfernt. Nach Zentrifugation wurden
die Pellets gewaschen, in RPMI+FCS aufgenommen und fur die FACS-Farbung, den
ELISpot sowie fur den ELISA aufgeteilt. Die Zellsuspensionen fur FACS und ELISpot
wurden mit einer Neubauer-Zahlkammer auf 5 x 10° Zellen / ml eingestellt und wie
unter 3.2.2 fir die FACS-Auswertung prapariert. Mit den Zellen fir den ELISpot
wurde nach Zellzahleinstellung auf 5 x 10° Zellen / ml wie unter 3.4 beschrieben
verfahren. Fur den ELISA wurde ein Teil der Zellsuspension in RPMI+FCS auf 1,5 x
107 Zellen / ml eingestellt. Jeweils 0,5 ml der Zellsuspension wurden mit 10 uyl LPS
bzw. 5 ul ConA fir 5 Stunden bei 4° Celsius mitogen stimuliert. Weitere 0,5 ml
wurden mit 2 yl PMA und 2 pl lonomycin fur 24 Stunden stimuliert. Nach Inkubation
wurden die Proben sowie die Negativkontrollen zentrifugiert und die Ubersténde fir
die spatere Auswertung bei —80°C tiefgefroren. Die enthommenen Lymphknoten
wurden in RPMI in einer sterilen Petrischale zerkleinert und die entstehende
Suspension durch einen Cell Strainer filtriert, anschlieRend zentrifugiert und das
Pellet in 1 ml RPMI+FCS geldst. Die Nierentransplantate wurden in
Kollagenaselésung zerkleinert, 30 Minuten bei 37° Celsius aufbewahrt und
anschlielend in RPMI zentrifugiert. Nach drei Waschschritten wurde die Suspension
durch einen Cell Strainer filtriert und anschlielend in 24 ml PBS aufgenommen.
Anhand von Dichtezentrifugation durch Pancoll®-Losung wurden die mononuklearen
Zellen (Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen) isoliert, in RPMI Uberflhrt und
noch einmal gewaschen. Die Blutproben wurden mit PBS auf 24 ml verdiinnt und die
mononuklearen Zellen mit Dichtegradientenzentrifugation durch Pancoll® isoliert. Die
Zellsuspensionen der Lymphknoten, des Nierentransplantats, der Blutproben sowie
ein Teil der Milzzellen wurden in RPMI+FCS geldst und mit Hilfe einer Neubauer-
Zahlkammer auf 5 x 10° Zellen / ml eingestellt. Diese Suspensionen wurden mit der

unter 3.2.2 beschriebenen Farbung fur die Analyse mittels FACS vorbereitet.
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3.2 FACS

3.2.1 Methode

FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) ist ein Verfahren zur Charakterisierung
der Zellen eines Zellgemisches. Dabei werden die Zellen nacheinander an einem
Laserstrahl vorbeigeflihrt und anhand der entstehenden Auslenkung und Streuung
des Lasers wird die GroRe und Granularitdt der Zellen berechnet. Durch
fluoreszierende Antikorper koénnen Oberflachenmolekile verschiedener Zellen
markiert werden. Anhand ihrer Fluoreszenz kdonnen diese Antikorper identifiziert und
somit bestimmte Oberflachenmolekile der untersuchten Zellen unterschieden
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Antikdrper gegen die
Oberflachenmolekiile CD3, CD4, CD25, CD86, OX62, RT1A® und MHCII verwendet.
An diese Antikorper waren Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt, die durch einen Laser
angeregt wurden und Licht spezifischer Wellenlange emittierten. Diese Wellenlangen
wurden aufgezeichnet und dienten somit der Identifikation des jeweiligen Antikorpers.
In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Fluoreszenzfarbstoffe verwendet: FITC,
PE, APC und PerCP-Streptavidin. Letzterer band an einen biotinylierten
Erstantikdrper. Die anderen Farbstoffe waren direkt an den Erstantikdrper gebunden.
Die Anfarbung fir CD3 (Panlymphozytenmarker), CD4 (Th-Zellen) und CD25 (a-
Kette des IL-2 Rezeptors) erfolgte gemeinsam in einem etablierten Protokoll. Die
Schritte wurden unter 3.2.2 beschrieben. Nach einem anderen Protokoll erfolgte die
gemeinsame Anfarbung mit Antikdrpern gegen CD86 (Kostimulatorisches Molekdl
und Aktivierungsmarker [94]), OX62 (Dendritische Zellen), MHC Il (Antigen
Prasentierende Zellen) sowie RT1A® (spezifisches MHC-Antigen auf der
Zelloberflache des Donorstammes [93, 95]). Diese Farbung wurde unter 3.2.4
beschrieben. Mit dem im Folgenden beschriebenen Farbeprotokoll wurden Zellen
aus den nach Zweittransplantation enthommenen Organen (s. 3.1.7) sowie ein Teil

der fur den Zelltransfer isolierten Zellen (s. 3.1.5) analysiert.
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3.2.2 FACS-Farbung fur CD3, CD4 und CD25

400 pl (5 x 106 Zellen / ml) der Zellsuspensionen wurden mit 100 ul eines Gemisches
aus Polymystirolacetat (PMA; 250 ng / ml), lonomycin (500 ng / ml) und RPMI+FCS
in einem Zentrifugenrohrchen mitogen stimuliert. Nach einer Stunde Inkubation bei
37° Celsius wurden die Synthese und der Golgi-vermittelte Export des Zytokins durch
Zugabe von 25 pl Monensin-Losung gestoppt [96]. Die Proben wurden zweimal mit
PBS gewaschen und anschlieBend die mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierten
Antikorper fur die Oberflachenfarbung zugegeben. In jede Probe wurden pipettiert:
1 yl CD3-FITC, 1 pyl CD25-PE sowie 0,5 ul CD4-APC. Nach 30 minutiger Inkubation
und zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen durch Zugabe von 1
prozentiger Paraformaldehydlésung fixiert, und die Zellmembranen durch Zugabe
einer

0,2 prozentigen Saponinlésung permeabilisiert. Nach einem weiteren Waschschritt
mit 0,2 % saponinhaltigem PBS wurden 0,5 ul Streptavidin-PerCP zugegeben, 30
Minuten bei 4° Celsius inkubiert und anschlieBend zweimal mit FACS-Puffer
gewaschen. Parallel zu den Proben wurden Isotyp- und Negativ-Kontrollen

angefertigt.

3.2.3 FACS-Oberflachenfarbung CD86, OX62, MHCII, RT1A®

400 ul Aliquots der Zellsuspension wurden mit 2 ml FACS-Puffer versehen und bei
1200 U / min und 4° Celsius 5 Minuten zentrifugiert. Anschlieliend wurden die mit
Fluoreszenz-Farbstoffen markierten Antikdrper CD86-FITC, OX62-PE, MHCII-PerCP
sowie RT1A-Biotin zugegeben. Diese wurden 30 Minuten bei 4° Celsius mit den
Proben inkubiert, zweimal mit je 2 ml FACS-Puffer gewaschen und anschlieliend 30
Minuten bei 4° Celsius mit Streptavidin-APC inkubiert. Nach zweimaligem Waschen
mit je 2 ml FACS-Puffer wurden die Zellen mit 1 ml 1 prozentiger
Paraformaldehydlésung fixiert und nach 15 Minuten bei 4° Celsius noch einmal mit
FACS-Puffer gewaschen.
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3.2.4 Durchflusszytometrie am FACS-Calibur

Die Proben wurden mit einem kalibrierten FACS-Calibur Zytometer gemessen und
die Ergebnisse in einem Dot-Plot-Diagramm graphisch dargestellt. Die Auswertung

erfolgte mit dem Programm ,Cell Quest Software®.

3.3 ELISA
3.3.1 Messprinzip

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay, oder Enzymimmuntest, dient der
Konzentrationsmessung von Proteinen in einer Losung. Grundlage des Tests ist eine
Titerplatte aus einer festen Matrix, an die ein Antikorper gebunden wird (siehe Abb.
5). Dieser erste Antikérper (Capture-Antikorper) bindet spezifisch an eine Stelle des
zu bestimmenden Molekils. Der zweite Antikdrper (Detection-Antikorper) bindet an
eine andere Stelle des Molekduls. Er ist mit einem Enzym gekoppelt, dessen Substrat
in ein fluoreszierendes Produkt umgesetzt wird. Der Grad der Fluoreszenz ist
proportional zur Konzentration des zu bestimmenden Proteins und wird
photometrisch gemessen.

Fluoreszierendes
Substrat Endprodukt

S v
Detection-Antikérper mit Enzym o> >

M
Zu bestimmendes
Molekdil
Capture-Antikérper \

Titerplatte l '

LT T

Abb. 5: Messprinzip des Enzymimmuntests in Sandwich Technik. Erléduterungen siehe Text
unter 3.3.1
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3.3.2 Protokoll

Fur die Bestimmung der Konzentrationen von IL-4, IL-6, IL-10 sowie IFNy und TNFa
in den Milzzellkulturiberstdanden wurden kommerzielle Sandwich-ELISAs

entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Zunachst wurden die Vertiefungen der Mikrotiterplatten ber Nacht bei 4°C mit 100 pl
des verdunnten Capture-Antikdrpers inkubiert. AnschlieBend erfolgte nach
dreimaligem Waschen mit Waschpuffer die Blockade freier Bindungsstellen durch
60 minatige Inkubation mit 200 pl einer Loésung mit Ziegenproteinen (Assay Diluent,
im Kit enthalten). Die Platten wurden dekantiert, finfmal gewaschen und zwei
Stunden bei Raumtemperatur (RT) mit einer Standardverdiinnungsreihe bzw. den
wie unter 3.1.7 beschrieben gewonnenen Proben inkubiert. Im Unterschied zum
ELISpot Assay erfolgte beim ELISA eine unspezifische mitogene Stimulation der
Zellen mit Concavalin A. Nach funfmaligem Waschen wurden die Wells flr eine
Stunde bei RT mit dem entsprechend verdiinnten Detection-Antikérper inkubiert und
anschliefend 7 mal gewaschen. Anschliel3end wurde fur 30 Minuten das verdunnte
Enzym zugesetzt, 7 mal gewaschen und die Substratldsung aufgetragen. Nach
ausreichender Farbentwicklung in der Standardreihe wurde die Farbreaktion mittels
einer 2 M H,SO,-Lésung gestoppt. Die Extinktion wurde bei 450 nm Wellenlange
gemessen. Anhand der Standardverdinnungen wurden Eichkurven erstellt mit deren
Hilfe aus den gemessenen Extinktionen die Zytokinkonzentrationen der einzelnen

Proben ermittelt wurden.

3.4 ELISpot

3.4.1 Messprinzip

Der ELISpot-Assay ist eine hochsensible Methode zur Bestimmung der
Zytokinaktivitdt auf Einzelzellniveau. Der Assay wird durchgefihrt auf einer

Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (Wells), auf welcher im ersten Arbeitsschritt
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Antikorper gegen ein Epitop des gesuchten Zytokins gebunden werden. Werden die
Zellen gemeinsam mit dem stimulierenden Agens fur 24 Stunden im Well mit den
fixierten Antikdrpern inkubiert, setzen sie das entsprechende Zytokin frei. Das
Zytokin wird im nahen Umfeld der freisetzenden Zelle an die fixierten Antikérper
gebunden. Nach Abwaschen uberschussiger Zellen und ungebundenen Zytokins
wird ein gegen ein anderes Epitop des Zytokins gerichteter biotinylierter Antikorper
aufgetragen, der mit einem an Streptavidin konjugierten Enzym verbunden wird.
SchlieBlich wird mit einem prazipitierenden Substrat so lange inkubiert bis
makroskopisch sichtbare gefarbte Stellen (Spots) erscheinen, die je einer
zytokinproduzierenden Zelle entsprechen. Die Auszahlung der Spots erfolgt

computergestutzt.

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels ELISpot die spenderspezifische IFNy-
Produktion von Immunzellen der zweiten Empfangergeneration 20 Tage nach Tx 2
untersucht (s. 3.1.7). Als spenderspezifisches Antigen dienten isolierte Splenozyten
eines unbehandelten Mannchens des Spenderstammes (DA). Die Frequenz
alloreaktiver Empfangerzellen wurde als Verhaltnis der Anzahl gemessener Spots
(entsprach der Anzahl IFNy- produzierender Zellen) zur eingesetzten Gesamtzahl

der Empfangerzellen angegeben.

3.4.2 Arbeitsschritte

Die durchgefuhrten Schritte entsprachen im Wesentlichen dem Protokoll des
Herstellers und wurden in der eigenen Arbeitsgruppe geringfugig modifiziert. Die 96
Wells der mit Polyvinylidendifluorid beschichteten Mikrotiterplatte wurden 10 Minuten
bei Raumtemperatur mit 70 % Ethanol benetzt und nach dreimaligem Waschen mit
PBS mit dem Capture-Antikdrper Uber Nacht inkubiert. Uberstéande wurden mit PBS
entfernt und freie Bindungsstellen durch zweistindige Inkubation  mit
Magermilchpulver (skimmed dry milk) blockiert [97]. Nach dem Abwaschen der
Uberstande erfolgte die spenderspezifische Stimulation der zu untersuchenden
Empfanger-Splenozyten, welche wie unter 3.1.7 beschrieben gewonnen wurden. Als

Stimulatorlésung dienten die Splenozyten eines unbehandelten DA-Mannchens,
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welche mit dem gleichen Verfahren isoliert wurden wie die Splenozyten der
Emfangertiere. 100 pl der geldsten Stimulatorzellsuspension (5 x 10° Zellen / ml)
wurden mit 100 pl der zu untersuchenden Splenozytensuspension des Empfangers
fur 24 Stunden inkubiert. Parallel dazu wurden mit einem Aliquot jeder Lésung
Negativkontrollen (100 pl Zellsuspension + 100 pyl RPMI / FCS) sowie
Positivkontrollen (100 pl Zellsuspension + 100 yl PMA / lonomycin-Lésung als
unspezifischer Stimulator) mitgefihrt. Zur Beendigung der Reaktion wurden die
Zellen mittels 0,1 prozentiger Polysorbat 20 Losung lysiert und die Uberstehenden
Zellbestandteile herausgewaschen. Nach 90 minutiger Inkubation mit dem
Detektionsantikorper wurden 100 pl der streptavidingebundenen Alkalischen
Phosphatase aufgetragen. Nach 45 Minuten Inkubationszeit und Herauswaschen der
Uberstande wurde das Substrat (BCIP / NTB) hinzugegeben. Nach vier Minuten
wurde die Reaktion durch Spilen mit Aqua dest gestoppt, anschliel3end erfolgte die

maschinelle Auszahlung der Spots.

3.5 Morphologie

3.5.1 Anfertigung der Gewebeschnitte

Die in 10 prozentigem Formaldehyd fixierten Proben (s. 3.1.4) wurden im
verwendeten Paraffin-Automaten maschinell entwassert und in Formen eingebettet.
Von jedem Paraffinblockchen wurden mit einem Schlittenmikrotom 4 - 5 ym dicke
Schnitte angefertigt. Diese wurden in einem handwarmen Wasserbad gestreckt, auf
einen Objekttrager aufgetragen und Uber Nacht getrocknet. Die Schnitte wurden mit
Hilfe von Xylolersatz entparaffiniert, in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert, mit
Hamatoxylin und Eosin gefarbt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert.
Nach 2 x 15 Minuten im Paraclearbad wurden die Schnitte in einem xylolhaltigen

Einbettmedium auf Objekttragern eingebettet.
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3.5.2 Auswertung der Gewebeschnitte

Alle Auswertungen wurden verblindet durchgefuhrt, ohne Kenntnis der
Gruppenzugehorigkeit des entsprechenden Tieres. In der vorliegenden Arbeit sollte
anhand der Histologie untersucht werden, inwiefern die Transplantate 100 Tage nach
Toleranzinduktion typische Merkmale einer chronischen Transplantatnephropathie
aufwiesen und inwiefern diese auf eine chronische Alloreaktion zurlckzuflhren
waren. 20 Tage nach Zelltransfer und der zweiten Transplantatationsserie wurden
die Organe ebenfalls histologisch bezlglich akuter AbstolRungsreaktionen
untersucht. Fur die Bestimmung des Transplantatzustandes nach Ersttransplantation
und Toleranzinduktion wurden die Gewebeschnitte auf interstitielle Fibrose,
Tubulusatrophie, Glomerulosklerose, Atherosklerose und Zellinfiltration untersucht.
Fiar die Gradeinteilung wurde ein semiquantitatives Bewertungssystem verwendet,
das auf der Banff Klassifikation fur die Nierentransplantatpathologie basiert [98].
Nach der Banff-Klassifikation wird die chronische Transplantatnephropathie (CTN)
durch den histologischen Nachweis einer interstitiellen Fibrose und Tubulusatrophie
definiert.

Der Grad der Glomerulopathie ist nach der Banff-Klassifikation ein Anhaltspunkt flr
die chronische AbstolRung. Im klassischen immunsuppressiven Setting konnte ein
signifikanter Einfluss der Kaltischamiezeit auf den Zustand der Glomeruli und den
Grad der Glomerulosklerose nachgewiesen werden [99]. Es ist bekannt, dass IL-6
mit der Entwicklung einer Fibrose sowie der Ausbildung einer mesangialen
Glomerulosklerose in Zuammenhang steht [100, 101]. Zur Bestimmung des
Glomerulosklerosegrades wurden samtliche auf den angefertigten Schnitten
sichtbare Glomeruli in 200 facher VergroRerung auf das Vorliegen einer
Glomerulosklerose hin beurteilt und der prozentuale Anteil der sklerosierten
Glomeruli an der Gesamtzahl berechnet. Als Kriterien der Glomerulosklerose wurden
die Zunahme der mesangialen Matrix, die Verdickung der Bowman’'schen Kapsel,

sowie die Sklerosierung der Kapillarschlingen evaluiert.

Als Schlisselcharakteristikum flir das Vorliegen einer chronischen Abstol3ung wird

von manchen Autoren die Intimahyperplasie in kleinen Arterien angegeben [102,
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103]. Bei histologischem Nachweis dieser Gefallveranderungen spricht man von
Transplantatarteriosklerose. Der Grad der Zellinfiltration gibt einen Hinweis darauf,

inwiefern zellulare Alloimmunreaktionen im Transplantat ablaufen.

Fur die Kriterien Tubulusatrophie, interstitielle Fibrose, Arteriosklerose und
Zellinfiltration wurde eine etablierte semiquantitative Bewertungsskala verwendet.
Auf der Skala von 0 bis + 3 wurde das Ausmal} der Auspragung der genannten

Kriterien angegeben und graphisch dargestellt.

20 Tage nach Zelltransfer und Transplantation wurden die Organe histologisch
untersucht, um festzustellen ob eine akute AbstoRung vorliegt. Die Beurteilung der
Gewebeschnitte erfolgte anhand der Banff-Klassifikation von 1997 [104]. Dieser
Klassifikation folgend kann eine akute Absto3ung anhand der Nierenbiopsie je nach
Schweregrad in Grad | bis |ll eingeteilt werden. Demnach liegt eine akute Absto3ung
vor, wenn eine signifikante interstitielle Infiltration (>25 % des Parenchyms betroffen)
vorliegt und Foci von entzindlich veranderten Tubuli nachgewiesen werden. Je
nachdem ob die Tubulitis moderat oder schwer ausgepragt ist, spricht man von Grad
IA oder IB. Liegen zusatzlich entziundliche Veranderungen in der Lamina intima der
Arterien vor, so spricht man von Grad |l der akuten Absto3ung. Greift die
Entzindung auf die Wandschichten Uber und / oder finden sich fibrinoide
Veranderungen, so handelt es sich dieser Einteilung zufolge um eine akute
AbstofRung °lIlI.

3.6 Statistische Verfahren

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit
Hilfe der Statistiksoftware GraphPad InStat Version 3.0. Fur die Signifikanzprifung
wurden im Fall ordinaler oder nicht-parametrischer Werte der Mann-Whitney-U-Test
verwendet. Fur numerische Werte, die einer Gauly 'schen Verteilung folgten, kam der
Students T-Test zum Einsatz. Alle Daten wurden als arithmetisches Mittel £ mittlerer
Standarfehler aufgefuhrt. Als statistisch signifikant wurde eine

Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner 0,05 angesehen und als p-Wert angegeben.
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4 Material

Die folgende Tabelle enthalt die Markennamen der verwendeten Materialien. Das
Material wurde alphabetisch aufgelistet. Die Bezeichnungen entsprechen den im

Text verwendeten.

Antikérper RIB GroRzugig zur Verfligung gestellt von PD Dr. med. Manfred Lehmann vom Institut
5/2 fur Medizinische Biometrie und Molekularbiologie der Universitat Rostock. Der
Antikorper wurde durch ein etabliertes Verfahren hergestellt [84].

APC mouse IgG | BD Pharmingen GmbH, Heidelberg, Deutschland

Aqua Dest Ampawa, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Bauchhaken Eigenbau

B-Mercapto-Etha- | Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

nol

BSA Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

CD3 FITC BD Pharmingen GmbH, Heidelberg, Deutschland

CD4 APC Biocarta, Hamburg, Deutschland

CD25 PE Becton Dickinson GmbH Heidelberg, Deutschland

CD86 FITC BD Pharmingen GmbH, Heidelberg, Deutschland

Cell Strainer 70um, BD Falcon™ BD Biosciences, Erembodegen, Belgien

Coating Buffer 8,49 NaHCO;und 3,56g Na.CO; wurden zu 11 Aqua dest. aufgefillt,
(ELISA)

ConA Pharmacia Biotech GmbH, Freiburg, Deutschland
Eisessig Merck, Darmstadt, Deutschland
ELISA-Kit Capture Antikdrper und Detection Antikérper Anti-Rat IL-4, IL-6, IL-10, IFNy,

TNFa, sowie die Enzymreagentien (Avidin-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat) und
die rekombinanten Proteinldsungen wurden als Kit (OptEIA™ Set) bezogen von
BD Biosciences, San Diego, USA

ELISpot-Kit Capture und Detection Antikdrper, Trockenmilch sowie Enzym (Streptavidin Alka-
lin Phosphatase) und Substrat (BCIP / NTB) waren in dem verwendeten Kit ent-
halten: ELI-SPOT RAT IFNy PVDF-Version 10x96 Tests, Art. Nr. 867011010, Mi-
lenia Biotec, Bad Nauheim, Deutschland

Eosin HT110232-1L, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Eppendorf-Ge- Sarstedt AG&Co, Nimbrecht, Deutschland

falke 2ml

Ethanol Herbetha Arzneimittel Berlin, Deutschland

FACS-Puffer PBS mit 1 % BSA und 0,1 % Na Azid (10g BSA + 1g Na Azid geldst in 1000ml

PBS)
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Faden Prolene®
10/0

Ethicon, Norderstedt, Deutschland, Best. Nr. 7596

Faden Prolene®
7/0

Ethicon, Norderstedt, Deutschland, Art. Nr. 18541G

FCS Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland
Federschere Bad Oeynhausen, Deutschland, Art. Nr. 15024-10 F.S.T.
Formalin 4 % gepuffert auf pH 7,4, Herbeta Arzneimittel Berlin, Deutschland

Hamatotoxylin

HHS32-1L, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

H.SO,

Merck, Darmstadt, Deutschland

IFNy biotin M-701-B, Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn, Deutschland
lonomycin 10634-1MG, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Isofluran® Abbot, Wiesbaden, Deutschland

Kammer zur In-
duktion der Gas-
narkose

Eigenbau

Kanulen

BD Microlance, Becton Dickinson S.A., Fraga, Spanien

Ketamin

Ketavet® Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Korkplatte 35x35
cm

Eigenbau

Lesegerat flr
ELISpot

ELISPOT-Reader, AID GmbH, Herford, Deutschland

L-Glutamin

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland

Heparin-Natrium

Liguemin®, Roche, Grenzach-Whylen, Deutschland

LPS

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Medium Hergestellt aus 500 ml RPMI 1640, 5 ml L-Glutamin, 5ml PenStrep, 5ml Nicht es-
sentielle Aminosauren, 5ml Na-Pyruvat, 1ml 0,025 molare 3-Mercapto-Ethanol-L6-
sung

MHCII PerCP BD Pharmingen GmbH, Heidelberg, Deutschland

Mikroaneurys-
maclip

Medicon Instrumente, Tuttlingen, Deutschland, Art. Nr. 58.56.05

Mikroskop

CME 222, Leica, Bensheim, Deutschland

Mikro-Pinzette

Medicon Instrumente, Tuttlingen, Deutschland, Micro 2000, Art. Nr. 07.61.27

Mikro-Pinzette

Umkirch, Deutschland , Art. Nr. 12-414-11-21, KLS Martin

Mikro-Pinzette

KLS Martin, Umkirch, Deutschland, Art. Nr. 12-414-11

Mischgerat

Promax 2020, Heidolph, Schwabach, Deutschland

Monensin

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Multiplette Plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Na-Azid

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
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NaCl

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

Nadelhalter Aesculap AG&Co, Tuttlingen, Deutschland, Modell BM563R
Nadelhalter KLS Martin, Umkirch, Deutschland, Art. Nr. 20-303-01
Narkosemaske Eigenbau

mit integrierter

Absaugung

Non-Essential AA

Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland

OP-Abdecktlicher
steril

Foliodrape, Hartmann AG, Heidenheim, Deutschland

Operationsmikro-
skop

Leica M690 mit stufenlos verstellbarer VergéRerung (max. 40 fach)

OX62PE

BD Pharmingen GmbH, Heidelberg, Deutschland

Pancoll®-Lésung

Dichte 1,091 g / ml; Pan Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Paraclear®

Quartett GmbH, Berlin, Deutschland

Paraffin-Automat

EG 1140 H, Leica Mikrosysteme, Bensheim, Deutschland

Paraformaldehyd | Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

PBS Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland
PE mouse IgG BD Pharmingen GmbH, Heidelberg, Deutschland
PenStrep Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein, Deutschland

PerCP mouse
IgG

BD Pharmingen GmbH, Heidelberg, Deutschland

Petrischale Becton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix, Frankreich
Pipette Pipet boy, Integra Bioscience GmbH, Fernwald, Deutschland
Pipetten 2,5 ml, 100ml, 1000ml, 5000ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen
10 pl

Diamond D10, Gilson S.A.S., Villiers-le-Bel, Frankreich

Pipettenspitzen
200 yl

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitzen
1000 pl

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht, Deutschland

Pipettenspitze fur

Combi Tips 5ml, 10ml, 50ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Multipette

PMA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Polysorbat 20 Tween 20 ®, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland
Praparierschere | Aesculap AG&Co, Tuttlingen, Deutschland, Modell BC106

RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH, Pasching, Deutschland

RPMI/FCS RPMI wurde im Verhaltnis 10:1 mit FCS gemischt

RT1Aab biotin

BD Pharmingen GmbH, Heidelberg, Deutschland
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Rundréhrchen

5ml Falcon, Becton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix, Frankreich

Photometer Fluostar Galaxy, BMG Labtech, Offenburg, Deutschland
Saponin Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland
Schuttelgerat Vortex Genie 2, Scientific Industries, New York, USA

Seide 6/0 USP 0,7 metrisch, Resorba, Nurnberg, Deutschland

Serologische Pi-
pette 5ml, 10ml

Falcon, Becton Dickinson Labware Europe, Le Pont De Claix, Frankreich

Skalpell, Einweg

Feather Safety Razor Co. Ltd, Osaka, Japan

Bioreader BIOREADER 3000C, BIO-SYS GmbH, Karben, Germany
(ELISpot)

Spritzen 1ml, Becton Dickinson, Madrid, Spanien

10ml, 20ml

Streptavidin APC | BD Pharmingen GmbH, Heidelberg, Deutschland

Streptavidin-Per-
oxidase

K037711-2, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland

Substratldsung 1 TMB(Tetramethylbenzidin)-Tablette in 10ml Substratpuffer geldst, direkt vor Ge-
(ELISA) brauch 2 ul 30 prozentige H202-L6sung zugegeben

Substratpuffer 25,7ml 0,2M Na,HPO,+24,3ml 0,1M Zitronsaure + 50ml destilliertes Wasser
(ELISA)

Titerplatte (ELI-
SA)

Nunc Immunomodule F16 Maxisorp loose, Nunc A / S, Roskilde, Danemark

Titerplatte(ELIS-
pot)

Polyvinyliden-Membran, 96 wells, Millipore, Bedford, MA, U.S.A.

Transferpipette

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Trypanblau Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

Tween-20 Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

UW Lésung Viaspan, DuPont Pharma GmbH, Bad Homburg, Deutschland
Unsterile Mull- Karl Beese GmbH, Barsbuttel, Deutschland

kompressen

Unsterile Watte-
stabchen

Assistent® Karl Hecht KG, Sondheim / Rohn, Deutschland

Urinbecher 100ml

Sarstedt AG&Co, Nimbrecht, Deutschland

Venvenverweil- BD Venflon Pro Beckton Dickinson Infusion therapy, Helsingborg, Schweden
kanulle

Waschpuffer PBS + 0,05 % Tween-20

(ELISA)

Zentrifugenrohr- | Sarstedt AG&Co, Niumbrecht, Deutschland

chen 15ml, 50ml

Zentrifuge

Varifuge 3.0R, Heraeus Sepatech, Osterode / Harz, Deutschland

Zytometer

Facscalibur, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
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5 Ergebnisse

5.1 Toleranzinduktion bei verlangerter Kaltischamiezeit

5.1.1 Uberlebensdaten

Die Uberlebensrate samtlicher operierter Tiere betrug 100 %. Wird die gleiche
Transplantation ohne Immunsuppression oder Gabe eines immunmodulatorischen
Agens zwischen den verwendeten Rattenstammen durchgefuhrt, so werden die
Transplantate innerhalb von 4 bis 5 Tagen irreversibel zerstort [130]. Das Uberleben
der transplantierten Tiere im vorliegenden Versuch ist auf die Wirkung des

monoklonalen Antikdrpers RIB 5/2 zurtickzufihren.

5.1.2 Uberwachung der Transplantatfunktion

Kreatininclearance und Proteinurie sind aussagekraftige Parameter zur Bestimmung
der Nierenfunktion [88 — 93]. Die Werte wurden an drei Zeitpunkten wahrend des

Beobachtungszeitraumes von 100 Tagen nach Transplantation bestimmt.

Die Normalwerte der Kreatininclearance von nicht operierten mannlichen Ratten
vergleichbaren Gewichts und Alters werden in der Literatur mit 1,3 £ 0,3 ml / min
angegeben [133 — 135]. Wie auf Abb 9.1 ersichtlich, ergab sich fir beide
Versuchsgruppen ein annahrend paralleler Verlauf. Zwei Wochen nach Operation
zeigten beide Gruppen Werte innerhalb des Referenzbereichs (1,13 + 0,10 vs. 1,06
+ 0,34 ml / min). Sechs Wochen post OP waren die Werte fur beide Gruppen
angestiegen (1,42 + 0,08 ml / min respektive 1,57 £ 0,44 ml / min). Zum Ende des
Beobachtungszeitraumes waren die Clearancewerte bei beiden Gruppen wieder
abgefallen. Sie lagen in der 5min Gruppe mit 0,93 £ 0,31 unter und fur die 6h Gruppe
mit 1,10 + 0,25 leicht Gber dem Ausgangswert nach zwei Wochen (siehe Abb. 9.1).
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0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
—=— Kaltischamiezeit 5 min Monate nach Tx 1
—&— Kaltischamiezeit 6 h
5min Gruppe 6h Gruppe
Monate nach Tx 1| Mittel + SE Monate nach Tx 1 Mittel + SE
0,5 1,13 0,10 0,5 1,06 0,13
1,5 1,42 0,08 1,5 1,57 0,44
3 0,93 0,31 3 1,10 0,25

Abb. 9.1: Kreatininclearance nach der ersten Transplantation in Abhéngigkeit von

der Zeit.

Die Normalwerte fir Proteinausscheidung werden
vergleichbaren Alters und Geschlechts mit 6 + 2 mg / 24h angegeben [180]. In der
vorliegenden Arbeit wurde unabhangig von der Kaltischamiezeit nach zwei Wochen
eine bei beiden Gruppen vergleichbar niedrige Proteinausscheidung festgestellt
(5,55 £ 0,55 vs. 4,98 + 0,56 mg / 24h in der 6h Gruppe) (siehe Abb. 9.2). In der 5min
Gruppe wurden im Verlauf ansteigende Werte gemessen, namlich 8,43 + 1,13 mg /
24h nach 6 Wochen und 13,33 + 2,19 mg / 24h nach 12 Wochen. In der 6h Gruppe
erreichte die Proteinausscheidung nach 6 Wochen ein Maximum bei 10,36 £ 2,91 mg
/ 24h und fiel dann wieder ab auf 7,89 £ 1,70 mg / 24h (siehe Abb. 9.2).
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0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
—=— Kaltischamiezeit 5 min Monate nach Tx 1
—&— Kaltischamiezeit 6 h

5min Gruppe 6h Gruppe
Monate nach Tx 1| Mittel + SE Monate nach Tx 1 Mittel + SE
0,5 5,55 0,55 0,5 4,98 0,56
1,5 8,43 1,13 1,5 10,36 2,91
3 13,33 2,19 3 7,89 1,70

Abb. 9.2: Proteinurie nach der ersten Transplantation in Abhéngigkeit von der Zeit.

5.1.3 Transplantatmorphologie

100 Tage nach Nierentransplantation wurden die transplantierten Organe
histologisch untersucht. Der Grad der Tubulusatrophie und der interstitiellen Fibrose
sind aussagekraftige Parameter zur Beurteilung des Transplantatzustandes. Anhand
der Auspragung dieser Kennzeichen wird das Vorliegen einer Chronischen Allograft
Nephropathie (CAN) bestimmt und laut Banff-Klassifikation in Schweregrade
eingeteilt. Wie in Abbildung 10 dargestellt, zeigten beide Gruppen eine vergleichbare

Auspragung der Tubulusatrophie. Entsprechend der Banff-Klassifikation wurden
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diese Werte als mild bis maRig eingestuft. Die Nephrone der 6h Gruppe wiesen eine
starkere Fibrosierung auf als die Vergleichsgruppe. Dem Mittelwert von 0,28 + 0,03 in
der 5min Gruppe entspricht laut Banff-Klassifikation keine relevante Fibrosierung, in
der 6h Gruppe betrug die Fibrosierung 0,93 + 0,28 auf der numerischen Skala. Dies

entspricht einer milden Fibrosierung (Abb. 10).

230 _: - Kaltischamiezeit 5 min
2,25 B Kaltischimiezeit 6 h
g‘l -
Z 2,00
2 1,75
3 1,50 .
T 1,25
= o
% 1,00 |
Z 0,75
i 0,50 —
0,25 —
Tubulusatrophie Fibrose
5min Gruppe 6h Gruppe
Mittel * SE Mittel * SE
tubul. Atrophie 1,31 0,1 1,61 0,15
Fibrose 0,28 0,03 0,93 0,28

Abb. 10: Tubulusatrophie und interstitielle Fibrose 100 Tage nach Tx 1. Beide Parameter
sind geméaR der Banff-Klassifikation auf einer numerischen Skala von 1 bis 3 angegeben.

Der Grad der Arteriosklerose korreliet mit dem Ablaufen chronischer
AbstolRungsprozesse [102, 103]. Die histologische Untersuchung der transplantierten
Nieren ergab eine moderate Auspragung arteriosklerotischer Veranderungen fur
beide Gruppen. Die Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen waren minimal

(siehe Abbildung 11). Ebenfalls unsignifikant waren die Unterschiede beim Ausmal}
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der zellularen Infiltrate. Der Mittelwert von 1,64 + 0,37 auf der numerischen Skala in
der 6h Gruppe entspricht einer mittleren bis moderaten Infiltration. In der 5min
Gruppe betrug dieser Wert lediglich 0,86 + 0,06. In der 6h Gruppe waren
45,41 £ 7,6 % der Glomeruli sklerosiert, in der 5min Gruppe 33,31 + 1,78 %. Auch

diese Unterschiede waren nicht signifikant (Siehe Abb. 11).

- Kaltischamiezeit 5 min
I Kaltischamiezeit 6 h

2,75 55
2,50—_ ]
2,25—_
z,oo—_
1,75—_
1,50—-
1,25—_

1,00

stirkste strukturelle Verschlechterung
% aller Glomeruli

0,75

3=

0,50

0,25

0,00

Arteriosklerose Zellinfiltration Glomerulosklerose

5min Gruppe 6h Gruppe

Mittel * SE Mittel + SE
Glomerulosklerose 33,31 1,78 45,14 7,6

Arteriosklerose 2,27 0,12 2,39 0,18
zell. Infiltrate 0,86 0,06 1,64 0,37

Abb. 11: Arteriosklerose, Zellinfiltration und Glomerulosklerose 100 Tage nach Tx 1. Der
Grad der Glomerulosklerose ist in % derjenigen Glomeruli angegeben, die Zeichen von
Sklerosierung aufwiesen. Arteriosklerose und Zellinfiltration sind gemaf dem Banff-Schema
auf einer numerischen Skala von 1 bis 3 angegeben.
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5.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse nach Toleranzinduktion

Die unter 5.1.1 bis 5.1.4 dargestellten Ergebnisse ergaben keinen Hinweis auf einen
signifikanten  Einfluss der Kaltischamie auf die Toleranzinduktion. Alle
transplantierten Tiere Uberlebten den kritischen Zeitraum von 100 Tagen mit
vergleichbaren Nierenfunktionswerten. Morphologisch wies die Gruppe mit

verlangerter Kaltischamiezeit tendentiell schlechtere Werte auf.

5.2 FACS-Analyse der transferrierten Zellen

Mittels FACS-Analyse wurde die Zusammensetzung der transferrierten Splenozyten
untersucht. Der Anteil der fur das jeweilige Oberflachenmolekul positiven Zellen an
der Gesamtzahl der Lymphozyten in der Splenozytensuspension ist in Abbildung 12
dargestellt. In der Graphik wird deutlich, dass die Zellsuspensionen beider Gruppen
eine ahnliche Zusammensetzung aufwiesen. In der 6h Gruppe fand sich ein etwas
geringerer Anteil aller untersuchten Zellpopulationen an der Gesamtzahl der
Lymphozyten. Der Anteil der CD3+ Zellen an den Lymphozyten entsprach den T-
Zellen und betrug bei beiden Gruppen uber 60 % (Siehe Abb. 12). Der Anteil der
CD4+ Zellen betrug in beiden Gruppen 43 %. Das CD25 Oberflachenmolekil ist
innerhalb der Lymphozytenpopulation auf aktivierten T-Zellen, aktivierten B-Zellen
und einigen Thymozyten nachweisbar. Die CD25+ Zellen machten in den
untersuchten Lymphozytensuspension jeweils ca. 35 % aus. Der grof3te Anteil der
CD25+ Zellen bestand aus T-Lymphozyten, die im FACS als CD3+CD25+ Zellen
erkannt wurden: lhr Anteil an der Gesamtzahl der Lymphozyten betrug in den beiden
Versuchsgruppen ca. 25 %. Der Anteil aktivierter CD4+ T-Lymphozyten
(CD4+CD25+ Zellen) lag bei beiden Versuchsgruppen in der GréRenordnung von
20 %.
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Abb. 12: Zusammensetzung der transferrierten Zellen. Dargestellt ist der Anteil der Zellen,
auf denen mit der FACS-Analyse das jeweilige Oberflachenmolekiil nachgewiesen werden
konnte, an der Gesamtzahl der in der LOsung enthaltenen Lymphozyten.

5.3 Transplantatmorphologie nach der zweiten Transplantationsserie

Zur histologischen Diagnose einer akuten AbstoRung gehdrt der Nachweis von
entzindlichen Veranderungen in den Nierentubuli und den Arterien des
Nierenparenchyms, sowie eine signifikante Invasion des Interstitiums durch
Entzindungszellen [104]. Signifikant bedeutet in diesem Zusammenhang die
Beteiligung von mindestens 25 % des Parenchyms, entsprechend Grad 2 eines
semiquantitativen  Bewertungsmal3stabes. Diesen Grad erreichten beide
Versuchsgruppen (Abb. 13). Gegenuber der Gruppe 5Sminll zeigte die 6hll Gruppe
eine leicht reduzierte interstitielle Infiltration (2,39 + 0,65 vs. 2,21 £ 0,91). In beiden
Versuchsgruppen wurden entzindlich veranderte Tubuli nachgewiesen, mit
vergleichbaren Mittelwerten (2,22 £ 0,79 in der 5min Gruppe und 2,14 £ 0,85 in der

48



6h Gruppe). Insgesamt war die Auspragung der Tubulitis gemall der

Klassifikation als moderat bis schwer zu einzustufen.

3,00
2,75

stiarkste strukturelle Verschlechterung

3=

—&—5minlI
—®—6hII

Interstit. Tubulitis Arteritis
Infiltrate
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
interstitielle Infiltrate 2,39 0,22 2,21 0,34
Tubulitis 2,22 0,27 2,14 0,34
Arteritis 2,11 0,15 1,97 0,07

Banff-

Abb. 13: Graphische Darstellung der drei Hauptkriterien nach der Banff Klassifikation zur
histologischen Diagnose einer Akuten Abstoung. Die Kriterien Interstitielle Infiltrate,
Tubulitis und Arteritis sind auf einer numerischen Skala von 1 bis 3 angegeben.

Die GefalRentzindung betreffend ergab sich in beiden Versuchsgruppen ein

moderates Bild (Abb. 14). Wiederum wurde der Zustand der Transplantate der 6hll

Gruppe minimal besser bewertet als der der Tiere aus 5minll (2,11 + 0,46 vs. 1,97

0,18). Fibrinoide Veranderungen und interstitielle Hamorrhagien sind laut Banff-

Klassifikation Manifestationen einer schweren Arteritis. In den Transplantaten beider

Versuchsgruppen lagen diese Veranderungen in moderater Auspragung vor. Auch
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hier war der Zustand der 6hll Gruppe dem der S5minll Gruppe gegenuber leicht

verbessert. Insgesamt zeigten beide Gruppen Zeichen akuter Abstof3ung.
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Fibrinoide Interstit.
Veranderungen Hamorrhagien

5min Gruppe 6h Gruppe
Mittel *+ SE Mittel *+ SE
tubul. Atrophie 1,31 0,1 1,61 0,15
Fibrose 0,28 0,03 0,93 0,28

Abb. 14: Graphische Darstellung des Ausmalles von fibrinoiden Verdnderungen sowie
interstitiellen Hadmorrhagien in beiden Versuchsgruppen nach Transplantation 2. Auf der
Ordinate ist wiederum der relative Bewertungsmalistab aufgetragen.

5.4 Alloreaktivitat nach der zweiten Transplantationsserie

Der ELISpot Assay wurde zur Untersuchung der Alloreaktivitat von Splenozyten der
zweiten Empfangergeneration eingesetzt. Als MalR der allospezifischen

Immunreaktion wurde die IFNy-Expression dieser Zellen nach spenderspezifischer
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Stimulation ermittelt. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Abbildung 15
dargestellt. Beide Versuchsgruppen zeigten vergleichbar viele alloreaktive Zellen im
Pool der CD3+ bzw. CD4+ Zellen, wobei der Anteil in der 6hll Gruppe jeweils leicht
vermindert war. So produzierten von 10° T-Zellen der 5minll Gruppe im Mittel 1733 +
683 nach Stimulation das Zytokin, wahrend die Tiere der 6hll Gruppe lediglich
1633 £ 691 alloreaktiver Zellen aufwiesen. Unter den CD4+ T-Zellen fand sich ein
prozentual grélRerer Anteil IFNy-produzierender Zellen als in der gesamten T-
Zellpopulation, und auch hier war die Anzahl in der 6hll Gruppe geringer (2720 *
1158 in der 5minll Gruppe, 2341 + 1122).
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IFN-y+ Zellen/ IFN-v+ cells/
10° CD3+ T cells 10° CD4+ T cells
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
IFN-y+ Zellen/10¢ CD3+ T-Zellen 1733,33 258,20 1633,33 282,45
IFN-y+ Zellen/10° CD4+ T-Zellen 2719,67 437,55 2341,50 457,88

Abb. 15: Anteil der IFNy-produzierenden Zellen an 10° CD3+ bzw. CD4+ T-Zellen der
Splenozytensuspension.
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5.5 Zytokinkonzentrationen nach der zweiten Transplantationsserie

Mittels ELISA wurde die Konzentration verschiedener Zytokine in den Uberstanden
von in vitro stimulierten Empfangermilzzellen bestimmt. Erhdhte IFNy- und TNFa-
Spiegel werden nach ischamischer Schadigung von Transplantaten nachgewiesen
[106, 110, 111]. Sie férdern die Expression von Adhasionsmolekilen und MHC-
Molekulen auf Gefallendothelzellen und tragen damit zur Erhdhung der
Immunogenitat des Transplantats nach ischamischer Schadigung bei [25, 42].
Folglich sind erhéhte IFNy-Spiegel mit der erhéhten Inzidenz akuter und rekurrenter
AbstoBung und einem verschlechtertem Outcome von Nierentransplantaten
assoziiert [107, 108]. In tolerogen behandelten Tieren sind die Konzentrationen
beider Zytokine signifikant vermindert [112]. Erhohte TNFa-Spiegel sind ebenfalls mit
einem verschlechterten Outcome assoziiert und werden aufgrund einer grof3en
Spezifitat als Marker fir akute AbstoBung diskutiert [107, 113, 114].
Interessanterweise waren im vorliegenden Versuch die Konzentrationen beider
Zytokine in der 6hll Gruppe erniedrigt (siehe Abb. 16a). Mit 5563 + 704 pg / ml waren
die IFNy-Spiegel gegentber 8734 + 1067 pg / ml in der 5minll Gruppe signifikant
niedriger. Der p-Wert betrug 0,0246. Die Konzentration des TNFa war mit 6345 + 827
pg / ml gegenuber 8640 £ 1950 in der 5minll Gruppe ebenfalls vermindert, jedoch

erreichte der Unterschied hier keine statistische Signifikanz.
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pg/ml

IFN-y TNFa

5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
IFN-y 8733,63 703,72 5562,74 1066,53
TNF-a 8639,79 1949,77 6345,43 827,03

Abb. 16a: Produktion pro-inflammatorischer Zytokine nach unspezifischer in-vitro
Stimulation von Splenozyten. Die Versuchsgruppen sind gegen die im ELISA gemessenen
und gemittelten Konzentrationen aufgetragen dargestellt.

IL-10 ist ein anti-inflammatorisches Zytokin [111, 115]. Von Dendritischen Zellen und
CD4+CD25+ T-Zellen produziertes IL-10 ist flur die Induktion von
Transplantattoleranz unabkommlich [116 - 118]. IL-4 wird wie IL-10 zu den
sogenannten Th2-Zytokinen gerechnet, welche der Induktion und der
Aufrechterhaltung von Infektioser Toleranz dienen [119, 120]. Im Gegensatz dazu
steht IL-6 mit der Entwicklung einer Fibrose sowie der Ausbildung einer mesangialen
Glomerulosklerose in Zuammenhang [100, 101]. Serumspiegel von IL-6 werden als
prognostischer Parameter flr schlechtes Outcome diskutiert [121, 122]. In der
vorliegenden Untersuchung konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen in den Konzentrationen der immunmodulatorischen Zytokine IL-10, IL-4 und
IL-6 nachgewiesen werden (Abb. 16b). IL-10 zeigte in der 6hll Gruppe eine
tendentiell niedrigere Konzentration (1463,68 + 246,53 gegenlber 2180,41 + 488,01
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pg / ml). IL-4 war dagegen in dieser Gruppe leicht erhoht (40,19 + 10,65 verglichen
mit 33,30 = 5,89 pg / ml in der Sminll Gruppe). IL-6 ist in der 6hll Gruppe erniedrigt
(1147,95 £ 214,81 pg / ml vs. 1503,43 + 367,81 pg / ml).
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IL-4 33,30 5,89 40,19 10,65
IL-6 1503,43 367,81 1147,95 214,81

Abb. 16b: Produktion

immunmodulatorischer Zytokine nach unspezifischer in-vitro
Stimulation von Splenozyten. Die Versuchsgruppen sind gegen die im ELISA gemessenen

und gemittelten Konzentrationen aufgetragen.

54




5.6 Zusammenfassung von 5.3 bis 5.5

Die Auswertung der Histopathologie der Transplantate 20 Tage nach Zelltransfer
erbrachte in beiden Gruppen Zeichen von akuter AbstoRung. Die Zeichen akuter
AbstoBung waren in der 6hll Gruppe tendentiell geringer ausgepragt. Die Analyse
der Zytokinproduktion von Empfangermilzzellen aus der zweiten
Empfangergeneration mittels ELISA ergaben einen signifikant niedrigeren mittleren
IFNy-Spiegel in der Versuchsgruppe ©6hll. Auch die Spiegel des
proinflammatorischen Zytokins TNFa waren in der 6hll Gruppe niedriger. Eine
ahnliche Tendenz lieferte die ELISpot Untersuchung zur Alloreaktivitat, die einen
geringeren Anteil alloreaktiver T-Zellen an der untersuchten T-Zell Population in der
6hll Gruppe =zeigte. Die ELISA-Analyse der restlichen Zytokine ergab ein
uneinheitliches Bild. Die IL-6 Spiegel waren in der 6hll Gruppe leicht vermindert,
ebenso die IL-10 Spiegel. Die Konzentration des tolerogenen Zytokins IL-4 war in
dieser Gruppe leicht erhoht. Die Zusammensetzung der transferrierten LOsungen war
fur beide Gruppen im Wesentlichen gleich, wobei in der 6h Gruppe alle
Subpopulationen einen etwas geringeren Anteil am untersuchten Zellpool

ausmachten.

5.7 Analyse der Zellkonfiguration nach der zweiten Transplantationsserie

5.7.1 FACS-Analyse der T-Zellen

Die Abbildung 17 zeigt den Anteil der T-Lymphozyten an der Gesamtzahl der
untersuchten Lymphozyten in den jeweiligen Kompartimenten. In allen
Kompartimenten waren die T-Lymphozyten ein wesentlicher Zelltyp, vor allem in
Lymphknoten und Transplantaten stellten sie einen grof3en Prozentsatz dar. Es
fanden sich in allen untersuchten Organen minimal hohere Anteile an T-
Lymphozyten in der 6hll Gruppe als in der 5minll Gruppe. In den aortennahen
Lymphknoten der Tiere der Sminll Gruppe stellten die CD3+ T-Zellen im Mittel 71,90
t 3,75 %, fur die Tiere der 6hll Gruppe betrug der Wert 77,32 + 2,23 %. Im Blut
resultierte ein Wertepaar von 42,93 + 2,79 % bzw. 46,98 + 3,07 %. In der Milz waren
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die Unterschiede mit 31,91 £ 2,54 % gegenuber 32,43 + 2,98 % noch geringer. Die
Zellsuspension, die aus den transplantierten Nieren gewonnen wurde, enthielten in
der Sminll Gruppe 62,28 £ 5,48 %, in der 6hll Gruppe 67,49 £ 4,36 % T-Zellen im
Lymphozytenanteil.
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Lymphknoten Blut Milz Transplantat
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
Lymphknoten 71,90 3,75 77,32 2,23
Blut 42,93 2,79 46,98 3,07
Milz 31,91 2,54 32,43 2,98
Transplantate 62,28 5,48 67,49 4,36

Abb. 17: Anteil der T-Zellen (CD3+) an der Gesamtzahl der untersuchten Lymphozyten. Auf
der Abszisse sind die Versuchsgruppen nach Kompartiment geordnet aufgetragen, auf der
Ordinate ist der jeweilige Anteil an der Gesamtzahl der Lymphozyten abzulesen.

Die Population der CD4+CD25+ T-Zellen enthalt die T-regulatorischen Zellen, die bei
Induktion, Aufrechterhaltung und Ubertragung von Transplantattoleranz eine
Schlusselrolle spielen (123, 124). Eine unterschiedliche Zusammensetzung der
Lymphozytenpopulation kénnte demnach Anhaltspunkte Uber die Bedeutung dieser
Zellen im vorliegenden Versuch liefern. Wie Abbildung 18 zeigt, war der Anteil der

CD4+CD25+ T-Zellen an der Gesamtzahl der untersuchten Lymphozyten in beiden
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Gruppen ahnlich. Fur alle betrachteten Kompartimente fand sich ein leicht erhohter
Prozentsatz in der 6hll Gruppe. In den aortennahen Lymphknoten fanden sich mit
24,36 £ 2,52 % in der 5minll Gruppe bzw. 24,38 + 2,71 % in der 6hll Gruppe nahezu
identische Werte. Im Blut betrug der gemittelte Anteil 22 + 1,66 % gegenlber 23,99 +
3,33 %, in der Milz 14,62 £ 1,88 % vs. 15,08 £ 0,98 % und in den transplantierten
Nieren 14,81 £ 2,16 % verglichen mit 15,26 £ 2,34 %.
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Lymphknoten Blut Milz Transplantat
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
Lymphknoten 24,36 2,52 24,38 2,71
Blut 22,00 1,66 23,99 3,33
Milz 14,62 1,88 15,08 0,98
Transplantate 14,81 2,16 15,26 2,34

Abb. 18: Anteil der CD4+CD25+ T-Zellen an der Gesamtzahl der untersuchten
Lymphozyten. Auf der Abszisse sind die Gruppen nach Kompartiment geordnet

aufgetragen, auf der Ordinate ist der jeweilige Anteil an der Gesamtzahl der Lymphozyten
abzulesen.
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5.7.2 FACS-Analyse der Dendritischen und donorstammigen Zellen

Dendritische Zellen sind die potentesten Antigen Prasentierenden Zellen [34, 35]. In
der Frihphase der AbstoRung Ubernehmen vom Spender stammende
(donorstammige) APZ den Hauptteil der Antigenprasentation [33, 125, 126]. Daher
wurde mittels FACS die Konfiguration der Dendritischen Zellen und der
donorstammigen Zellen in den unterschiedlichen Kompartimenten untersucht. In
Abbildung 19 ist der Anteil der DC an der Gesamtzahl der untersuchten Zellen
graphisch dargestellt. Grundsatzlich findet sich eine ahnliche Zellkonfiguration in
beiden Gruppen, wobei der Anteil der Dendritischen Zellen fir die 5minll Gruppe in
Lymphknoten und Blut im Vergleich zur 6hll Gruppe etwas hoher liegt (5,23 + 1,17 %
vs. 3,93 + 0,77 % fur Lymphknoten und 1,84 + 0,32 % gegenuber 1,48 £ 0,39 % im
Blut). In Milz und Transplantat ist der Anteil der Dendriten in der 6hll Gruppe
unsignifikant héher (in den Milzen 3,92 £+ 0,90 % gegenuber 2,70 + 0,34 % und 13,94
+ 1,04 % verglichen mit 12,24 £ 1,42 % in den Transplantaten).
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Lymphknoten Blut Milz Transplantat
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
Lymphknoten 5,23 1,17 3,93 0,77
Blut 1,84 0,32 1,48 0,39
Milz 2,70 0,34 3,92 0,90
Transplantate 12,24 1,42 13,94 1,04

Abb. 19: Anteil der Dendritischen Zellen (OX62+) an der Gesamtzahl der untersuchten
Zellen. Auf der Abszisse sind die Gruppen nach Kompartiment geordnet aufgetragen, auf
der Ordinate ist der jeweilige Anteil an der Gesamtzahl der untersuchten Zellen abzulesen.
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CD86 wird bei der Aktivierung der DC hochreguliert [127]. Es wird zudem konstitutiv
auf DC exprimiert, sofern diese in den T-Zonen der sekundaren lymphatischen
Organe lokalisiert sind [128]. Wie in Abbildung 20 dargestellt, war der Anteil der
0OX62+CD86+ DC in den Lymphknoten und den Milzen in der 5minll Gruppe
signifikant hoher. In Blut und Transplantaten war die Verteilung entsprechend,
erreichte jedoch keine statistische Signifikanz (Blut: 0,51 £ 0,10 % in der 6hll Gruppe
gegenuber 0,60 + 0,11 % in der 5minll Gruppe und Transplantate: 1,38 + 0,20 %
verglichen mit 1,69 £ 0,32 % in der 5minll Gruppe).

% Zellen

Lymphknoten Blut Milz Transplantat
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
Lymphknoten 1,39 0,14 0,85 0,18
Blut 0,60 0,11 0,51 0,10
Milz 1,52 0,20 0,65 0,15
Transplantate 1,69 0,32 1,38 0,20

Abb. 20: Anteil der OX62+CD86+ Dendritischen Zellen an der Gesamtzahl der
untersuchten Zellen. Auf der Abszisse sind die Gruppen nach Kompartiment geordnet
aufgetragen, auf der Ordinate ist der jeweilige Anteil an der Gesamtzahl der
untersuchten Zellen in % abzulesen.
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MHCII-Molekule werden konstitutiv auf DC exprimiert, und ahnlich dem CD86-
Oberflachenmolekul wird auch die Expression der MHCII-Molekile bei Aktivierung
hochreguliert [129]. Abbildung 21 zeigt die graphische Darstellung der FACS-Analyse
fuir OX62+MHCII+ Zellen. Im Gegensatz zur Auswertung nach OX62+CD86+
Dendritischen Zellen ergab sich hier ein nahezu identisches Bild wie fur die
Gesamtpopulation OX62+ Zellen (vgl. Abbildung 19 und 21). Im Einzelnen fanden
sich in den Lymphknoten der 5minll Gruppe Anteile von 3,83 + 0,70 %, in der 6hll
Gruppe waren es 2,58 + 0,60 %. Im Blut waren es 0,76 + 0,12 % in der 5minl|
Gruppe gegenuber 0,66 £ 0,17 % in der 6hll Gruppe. Der Mittelwert aus den Milzen
ergab 2,09 £ 0,29 % gegenuber 2,53 £ 0,79 % in der 6hll Gruppe, entsprechend die
Verhaltnisse in den Transplantaten der 5Sminll Gruppe 6,13 + 0,84 % gegenuber 6,61
+ 0,65 % in der 6hll Gruppe.
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Lymphknoten Blut Milz Transplantat
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
Lymphknoten 3,83 0,70 2,58 0,60
Blut 0,76 0,12 0,66 0,17
Milz 2,09 0,29 2,53 0,79
Transplantate 6,13 0,84 6,61 0,65

Abb. 21: Anteil der OX62+MHCII+ Dendritischen Zellen an der Gesamtzahl der
untersuchten Zellen. Auf der Abszisse sind die Gruppen nach Kompartiment geordnet
aufgetragen, auf der Ordinate ist der jeweilige Anteil an der Gesamtzahl der untersuchten
Zellen in % abzulesen.
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Das RT1A® Molekdl ist ein Molekiil aus der MHC-Familie und fiir den Spenderstamm
(Dark Agouti) spezifisch. In Abbildung 22 ist der Anteil der RT1A%*+Zellen dargestellt,
d.h. der Anteil der Zellen mit Spenderursprung an der Gesamtzahl der untersuchten
Zellen. Sie hatten in allen Kompartimenten einen geringeren Anteil in der 6hll
Gruppe, in Lymphknoten, Milzen und Transplantaten war der Anteil signifikant
vermindert. In den aortennahen Lymphknoten machten die spenderstammigen Zellen
in der 5minll Gruppe im Mittel einen Anteil von 2,76 + 0,11% aus, in der 6hll Gruppe
0,50 £ 0,21 % (p = 0,0006). In den Milzen der 5minll Gruppe fanden sich
9,42 + 1,00 % gegenuber 4,78 + 0,82 % in der 6hll Gruppe, der p-Wert betrug
0,0095. In den Transplantaten nahmen die spenderstammigen Zellen in der Sminll
Gruppe einen Anteil von 21,59 + 1,46 % ein, in der 6hll Gruppe lediglich 12,33 + 1,50
% (p = 0,0006). Im Blut war der relative Anteil in der 6hll Gruppe im Vergleich zur
5minll Gruppe unsignifikant vermindert (16,01 + 2,35 % vs. 13,98 £ 1,72 %).
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Lymphknoten Blut Milz Transplantat

5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
Lymphknoten 2,76 0,11 0,50 0,21
Blut 16,01 2,35 13,98 1,72
Milz 9,42 1,00 4,78 0,82
Transplantate 21,59 1,46 12,33 1,50

Abb. 22: Anteil der donorstémmigen RT1A™+ Zellen an der Gesamtzahl der untersuchten
Zellen. Auf der Abszisse sind die Gruppen nach Kompartiment geordnet aufgetragen, auf
der Ordinate ist der jeweilige Anteil an der Gesamtzahl der untersuchten Zellen abzulesen.
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Donorstammige Dendritische Zellen gelangen mit dem Transplantat in den
Organismus des Empfangers und Uubernehmen die direkte Antigenprasentation [29,
125]. |hr Anteil war in der 6hll Gruppe in allen Kompartimenten aul3er der Milz
geringer (Abb. 23). In den paraaortalen Lymphknoten ergaben sich mittlere Anteile
von 0,72 £ 0,28 % in der 5minll Gruppe, 0,31 + 0,13 % in der 6hll Gruppe. Im Blut
entsprechend 0,69 + 0,21 % gegenuber 0,50 + 0,23 %. Aus der Untersuchung der
Milzen ergab sich fur die 5minll Gruppe ein Mittelwert von 1,32 + 0,20 %, verglichen
mit 1,50 £ 0,40 % in der 6hll Gruppe. In den Transplantaten kamen in der 5minll
Gruppe im Mittel 4,39 £ 0,71 % vom Donor, in der 6hll Gruppe 3,35 £ 0,40 %.
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Lymphknoten Blut Milz Transplantat
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
Lymphknoten 0,72 0,28 0,31 0,13
Blut 0,69 0,21 0,50 0,23
Milz 1,32 0,20 1,50 0,40
Transplantate 4,39 0,71 3,35 0,40

Abb. 23: Anteil der donorstédmmigen Dendritischen Zellen (RT1Aab+OX62+) an der
Gesamtzahl der untersuchten Zellen. Auf der Abszisse sind die Gruppen nach
Kompartiment geordnet aufgetragen, auf der Ordinate ist der jeweilige Anteil an der
Gesamtzahl der untersuchten Zellen abzulesen.
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In Abbildung 24 ist der Anteil der donorstimmigen, aktivierten (RT1A®
+CD86+0X62+) Dendritischen Zellen an der Gesamtzahl der Dendritischen Zellen
dargestellt. Es wird deutlich, dass die betrachtete Population in den Lymphknoten der
5minll Gruppe gegenuber der Vergleichsgruppe einen signifikant hdheren Anteil an
den Dendritischen Zellen hatte (5,78 + 1,09 % gegenuber 1,82 £ 0,47 %, p = 0,0087).
Im Blut fanden sich nur leichte Unterschiede (9,30 + 1,53 % in der 5minll Gruppe
gegenuber 8,59 + 1,23 % in der 6hll Gruppe). In der Milz hingegen war der Anteil der
CD86+RT1A*®+0OX62+ Dendritischen Zellen in der 5minll Gruppe niedriger
(12,82 £ 1,57 % in der 5minll Gruppe und 19,01 £ 2,69 % in der 6hll Gruppe,
p=0,0589). In den Transplantaten war der Unterschied minimal (9,20 + 1,67 % in
bzw. 9,39 + 0,89 %).
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Lymphknoten Blut Milz Transplantat
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
Lymphknoten 5,78 1,09 1,82 0,47
Blut 9,30 1,53 8,59 1,23
Milz 12,82 1,57 19,01 2,69
Transplantate 9,20 1,67 9,39 0,89

Abb. 24: Anteil der donorstdmmigen CD86+ Dendritischen Zellen (RT1Aab+CD86+OX62+)
an der Gesamtzahl der untersuchten Dendritischen Zellen. Auf der Abszisse sind die
Gruppen nach Kompartiment geordnet aufgetragen, auf der Ordinate ist der jeweilige
Anteil an der Gesamtzahl der untersuchten Dendritischen Zellen abzulesen.
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Ein anderes Bild ergab sich bei den RT1A™+MHCII+OX62+ Dendritischen Zellen
(vgl. Abb. 25). Diese nahmen in der Sminll Gruppe in den Lymphknoten und in den
Milzen im Mittel einen etwas groRReren Teil ein als in der Gruppe 6hll (5,51 £ 1,05 %
gegenuber 3,43 + 0,47 % in den Lymphknoten und 28,85 £ 2,56 % gegenuber 22,85
t 6.23 % in den Milzen). Im Blut und in den Transplantaten war ihr Anteil in der 6hll
Gruppe erhoht. Im Falle der Blutanalyse war der Unterschied statistisch signifikant:
8,93 £ 1,70 % in der 6hll Gruppe gegenulber 5,22 + 0,52 % in der Gruppe 5minll. Der
p-Wert betrug 0,0496. Die entsprechenden Wertepaare fur die Transplantate lauteten
16,44 + 1,97 % und 14,57 + 1,54 %.
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Lymphknoten Blut Milz Transplantat
5min Il Gruppe 6h Il Gruppe
Mittel + SE Mittel + SE
Lymphknoten 5,51 1,05 3,43 0,47
Blut 5,22 0,52 8,93 1,70
Milz 28,85 2,56 22,85 6,23
Transplantate 14,57 1,54 16,44 1,97

Abb. 25: Anteil der donorstdmmigen MHCII+ Dendritischen Zellen (RT1Aab+MHCII+
0OX62+) an der Gesamtzahl der untersuchten Dendritischen Zellen. Auf der Abszisse sind
die Gruppen nach Kompartiment geordnet aufgetragen, auf der Ordinate ist der jeweilige
Anteil an der Gesamtzahl der untersuchten Dendritischen Zellen abzulesen.
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6 Diskussion

Die Organtransplantion stellt bei terminaler Niereninsuffizienz heute die Therapie der
Wahl dar. Als eine vielversprechende Losung fur die Probleme, die mit einer
lebenslangen Immunsuppression sind, gilt die Induktion von Infektidoser
Transplantattoleranz. Eine verlangerte Kaltischamiezeit gehort in der klinischen
Praxis zu den wichtigsten Einflussgrof3en auf die Funktion eines Nierentransplantats
[21-24]. In der vorgelegten Arbeit wurde untersucht, welchen Einfluss eine
verlangerte Kaltischamiezeit auf die Transplantatfunktion hat, wenn statt einer
klassischen Immunsuppressivum ein Regime zur Induktion von Infektidser
Transplantattoleranz verwendet wird. Zudem wurde nach adoptivem Transfer von
Splenozyten aus der ersten Empfangergeneration in zuvor bestrahlte naive
Empfangertiere eine zweite Transplanatationsserie durchgefuhrt. Nach einem kurzen
Beobachtungszeitraum von 20 Tagen wurden relevante Zellpopulationen (T-Zellen,
donorstammige Zellen und Dendritische Zellen) und Zytokine (IL-4, IL-6, IL-10, TNFa
und IFNy) untersucht, um Veranderungen der Akutreaktion auf das Transplantat

festzustellen.

6.1 Nierenfunktion und Transplantatmorphologie nach Toleranzinduktion

Um den Einfluss der verlangerten Kaltischamiezeit auf die Toleranzinduktion zu
Uberprufen, wurden unter Behandlung mit einem monoklonalen Antikdrper in einem
High-Responder Rattenmodell (DA nach Lewis) Nierentransplantationen
durchgeflihrt. Dabei wurde die Kaltischamiezeit in einer Versuchsgruppe auf 5 + 2
Minuten und in der anderen Versuchsgruppe auf 6 Stunden + 5 Minuten festgesetzt.
Alle Tiere Uberlebten den Beobachtungszeitraum von 100 Tagen. Die
Nierenfunktionsparameter Proteinurie und Kreatininclearance waren fur beide
Gruppen ahnlich. Es ergaben sich tendentiell schlechtere pathomorphologische

Kriterien in der Gruppe mit verlangerter CIT.
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Werden in dem verwendeten Tiermodell Nierentransplantationen ohne
Immunsuppression durchgefuhrt, so werden die Transplantate innerhalb von vier bis
funf Tagen irreversibel zerstort [130]. Dass alle Versuchstiere den 100 tagigen
Beobachtungszeitraum Uberleben geht somit auf die Wirkung des verwendeten
Antikoérpers zuriick. Gewodhnlich wird das Erreichen einer Uberlebenszeit von 100
Tagen bei experimentellen Toleranzmodellen als erfolgreich induzierte Toleranz
angesehen [131, 132].

Die Messung der Kreatinin Clearance sowie der Proteinurie nach der ersten
Transplantatationsserie ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

Versuchsgruppen.

Proteinurie ist in der klinischen Praxis ein aussagekraftiger Marker fur die Prognose
eines Nierentransplantats [91 - 93]. Von Herrero-Fresneda et al wurde ein
signifikanter Anstieg der Proteinurie nach 14 Wochen auf Werte Uber 15mg / 24h
allein auf eine verlangerte Kaltischamiezeit von 5 Stunden zurlckgefihrt [136]. Diese
Werte wurden in einem isogenen Transplantationsmodell (Lewis nach Lewis) mit
anschlieBender Verabreichung von Ciclosporin A erhoben. In einer von unserer
Arbeitsgruppe publizierten Untersuchung an einem Rattenmodell der chronischen
AbstoBung (Fischer nach Lewis) war eine verlangerte CIT von nur 2 Stunden mit
einem signifikanten Anstieg der Proteinurie assoziiert [137]. Auch hier wurden die
Empfangertiere postoperativ mit Ciclosporin A behandelt. Herrero-Fresneda et al
zeigten in einer Untersuchung an einem isogenen Modell eine signifikant verminderte
Kreatininclearance schon ab der vierten Woche post transplantationem, wenn die
Kaltischamiezeit um 5 Stunden verlangert wurde [136]. In der zuvor angesprochenen
Untersuchung unserer Arbeitsgruppe wurde eine signifikante Verschlechterung der

Clearance durch eine verlangerte CIT von nur zwei Stunden nachgewiesen [137].

Die Analyse der Organmorphologie nach Ende des ersten Beobachtungszeitraumes
ergab keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Versuchsgruppen. Die Transplantate der 6h Gruppe wiesen jedoch in allen flnf
untersuchten Banff-Kriterien tendentiell schlechtere Werte auf. Morphologisch

ergaben sich somit Hinweise auf einen schadigenden Einfluss der verlangerten
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Kaltischamiezeit. In dem oben angesprochenen Modell von Herrero-Fresneda et al
zeigte sich eine signifikante Verschlechterung der Banff-Scores fur Tubulusatrophie,
interstitielle Infiltrate und Fibrose nach verlangerter Kaltischamiezeit [136]. Dass in
der verwendeten high-responder Kombination relativ geringe Unterschiede in der
Organmorphologie nachweisbar waren, spricht fir den verwendeten Antikorper, da
Allogenizitdt und verlangerte Kaltischamiezeit synergistisch zur Schadigung der
Transplantatmorphologie beitragen [26]. In dem erwahnten Modell der chronischen
AbstoBung zeigte sich ein deutlicher Einfluss von 2 Stunden Kaltischamie auf

Glomerulosklerose, Tubulusatrophie und Fibrose [137].

Diese Vergleiche machen deutlich, dass der schadigende Einfluss von verlangerter
Kaltischamiezeit auf die Proteinurie, die Kreatininclearance und die
Transplantatmorphologie  deutlich  groRBer ist, wenn Ciclosporin A zur
Immunsuppression verwendet wird. Die Daten legen den Schluss nahe, dass der
Ischamie-Reperfusionsschaden einen weniger ausgepragten Einfluss auf das
Transplantatiberleben hat, wenn statt einer immunsuppressiven Therapie mit

Ciclosporin A ein tolerogenes Protokoll verwendet wird.

Der im vorliegenden Versuch verwendete Antikdrper moduliert das CD4-
Glykoprotein, welches fir die effektive Funktion des TCR unablassig ist. Zudem
kommt es durch das Fehlen der CD4-Wirkung zu einer fehlerhaften
Signaltransduktion, welche zu einer Unreaktivitat gegentber dem Antigen fuhrt [138 -
140]. Es kann spekuliert werden, dass dadurch die von den CD4+ T-Zellen
vermittelte Initiation des Ischamie- / Reperfusionsschadens entfallt [106, 141, 142].
Die Wirkung des verwendeten Antikorpers ist im Kontext des Ischamie- /
Reperfusionsschadens noch nicht untersucht worden. Es gibt jedoch Hinweise, dass
durch andere immunmodulierende Antikérper der durch Ischamie und Reperfusion
verursachte Schaden minimiert werden kann. Takada et al induzierten in einem
Rattenmodell einen transienten sowie chronischen Funktionsverlust der Nieren durch
eine

45 minutige Kaltischamiezeit [143]. Die Blockade des kostimulatorischen Molekuls
CD28 auf CD4+ T-Zellen mit einem monoklonalen CTLA4 AK verbesserte die

Nierenfunktion signifikant [143]. Die Antikorperbehandlung bewirkte eine signifikant
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verminderte Transplantatinfiltration durch Makrophagen, CD4+ T-Zellen sowie MHCII
+ Zellen. Auch die Expression proinflammatorischer Zytokine wie IFNy, TNFa und
IL-6 war hochsignifikant reduziert. IFNy und TNFa sind potente Induktoren einer
vermehrten MHCII-Expression [25, 42], IL-6 ist mit der Entwicklung chronischer
Transplantatarteriosklerose und Glomerulosklerose assoziiert [100, 101]. Ein weiterer
Mechanismus, der durch die Blockade des CD28-Molekuls unterbunden wird, ist die
B7-1-CD28-vermittelte Adharenz an Gefallendothelzellen der Vasa recta des
Nierenmarkes [144, 145]. Uber diese Bindung tragen T-Zellen innerhalb von 12
Stunden nach Ischamie zur Gefaldverstopfung und daraus resultierenden Abnahme
des Blutflusses im Nierenmark bei [146]. Der gunstige Einfluss der CTLA4-Ig
Wirkung ergibt sich sowohl aus der Behinderung der T-Zellaktivierung mit konsekutiv
verminderter Expression proinflammatorischer Zytokine als auch aus der reduzierten
Bindung von CD4+ T-Zellen an B7-Molekule geschadigter Endothelzellen. Chappell
et al untersuchten den Effekt polyklonaler, depletierender Antithymozytenantikérper
(ATG) auf die Mikrozirkulation nach IRl in einem Primatenmodell [147]. Sie stellten
nach ATG-Gabe eine signifikante Verminderung der Leukozytenbindung an
Epithelzellen fest und einen entsprechend verbesserten Blutfluss nach Ischamie
[147]. Savransky et al untersuchten die Auswirkungen eines verstarkten Ischamie- /
Reperfusionsschadens in Mausmodellen, deren T-Lymphozyten keine a/B- bzw. y/6-
TCR exprimierten [148]. Sie fanden ein signifikant verbessertes Uberleben sowie
eine verminderte renale und tubulare Dysfunktion in beiden Populationen ohne
funktionierenden TCR-Komplex. Zudem entfiel der nach Ischamie und Reperfusion
sonst typische Anstieg von TNFa und IL-6 [149]. Dass die Vermittlung des IRI durch
CD4+ T-zellen vom T-Zell-Rezeptor abhangt, wurde kirzlich von Hochegger et al in
einem ahnlichen Mausmodell bestatigt [150]. Diese Ergebnisse legen den Schluss
nahe, dass RIB 5/2 Uber ahnliche Mechanismen wie bei den Versuchen von Takada,
Chapell und Savransky zu einem gunstigen Outcome nach verlangerter

Kaltischamiezeit beitragt.

Ein weiterer Vorteil gegenuber herkdmmlichen Immunsuppressiva besteht im Wegfall
der synergistischen Schadigung durch Immunsuppression und Ischamie und
Reperfusion. Eine synergistische Schadigung der Transplantatniere durch Ischamie

und Reperfusion und Ciclosporin A wurde erstmals von Thiel et al und spater von

68



Jablonski und Mitarbeitern beschrieben [151, 152]. Sie untersuchten die Effekte von
Warmischamie in Kombination mit Ciclosporin A - Gabe auf die Nierenfunktion in
einem Rattenmodell. In der klinischen Canadian Transplant Study Group wurde
schon 1983 gezeigt, dass ischamisch geschadigte Nieren eine hohere
Versagensrate hatten, wenn Ciclosporin A (CsA) zur Immunsuppression verwendet
wurde [153]. In Rattenmodellen wurde nachgewiesen, dass die Gabe von CsA die
renale Perfusion verschlechtert, was wahrscheinlich einen Grund fur die Aggravation
des IRI durch CsA darstellt [154]. Ahmed et al zeigten anhand eines Rattenmodells,
dass die Gabe einer per se unschadlichen Dosis CsA gemeinsam mit einer
verlangerten Warmischamiezeit zu einer hochsignifikanten Verschlechterung der
histologischen Parameter tubulointerstitielle Fibrose, interstitielle Infiltration und
Tubulusdilatation fuhrt [155]. Fuller und Mitarbeiter zeigten in einer klinischen Studie
an der Charité, dass auch das antiproliferative Immunsuppressivum Sirolimus die
Erholung vom Ischamie/Reperfussionsschaden behindert [156]. Auf ahnliche Weise
verschlechtert Rapamycin das  Transplantatiberleben nach  verlangerter
Kaltischamiezeit [157, 158].

6.3 Untersuchungen nach Zelltransfer und zweiter Transplantationsserie

Infektiose Toleranz gegenuber einem Antigen oder einer Gruppe von Antigenen kann
durch den Transfer nativer Splenozyten von tolerogen behandelten Tieren auf native
Tiere Ubertragen werden [77, 83]. Daher konnten wir davon ausgehen, dass bei
erfolgreicher Toleranzinduktion nach Transplantation 1 eine Ubertragung der
Toleranz in eine zweite Empfangergeneration moglich ist. Zu einem frihen Zeitpunkt
nach Transplantation 2 haben wir Morphologie, Zellkonfigurationen und
Zytokinkonzentrationen bestimmt um folgenden Fragen nachzugehen: Ergeben sich
morphologische Hinweise auf Unterschiede in der Auspradgung der akuten
AbstoBungsreaktion? Steht die Konzentration der proinflammatorischen Zytokine
IFNy, TNFa und IL-6 mit den Ergebnissen in Einklang? Bietet die Konzentration der
immunregulatorischen Zytokine IL-4 und IL-10 daflr eine Erklarung? Bietet die

Verteilung immunkompenteter Zellen eine Erklarung?
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6.3.1 Verminderte AbstoRungsreaktion nach adoptivem Zelltransfer

Die Organmorphologie der beiden Gruppen erbrachte keinen Hinweis auf signifikante
Unterschiede im Zustand der Transplantate. Es ist jedoch interessant, dass
interstitielle Infiltrate, Arteritis und Tubulitis in den Transplantaten der 6hll Gruppe
etwas geringer ausgepragt waren. Diese Parameter sind die Hauptkriterien zur
histologischen Diagnose von akuter Abstoflung [104, 105]. Auch interstitielle
Hamorrhagien und fibrinoide Veranderungen traten in der 6hll Gruppe seltener auf.
Im Einklang dazu standen die Ergebnisse der Zytokinanalyse, welche deutliche
Hinweise fur eine verminderte Alloreaktion in der 6hll Gruppe lieferte. Diese Tiere
zeigten signifikant erniedrigte IFNy-Spiegel im ELISA und deutlich niedrigere Spiegel
fur TNFa. IFNy und TNFa sind pro-inflammatorische Zytokine, die nach ischamischer
Schadigung von Transplantaten vermehrt nachgewiesen wurden [106, 110, 111].
Erhohte Spiegel dieser Zytokine sind mit einer erhdhten Inzidenz von
AbstoBungsreaktionen assoziiert und werden als Surrogatparameter flr
Transplantatversagen diskutiert [113, 114, 107, 108]. IL-6 tragt zur Entwicklung einer
Glomerulosklerose und zur chronischen Transplantatnephropathie bei [100, 101].
Takada et al zeigten in einem Modell zum renalen Ischamie- / Reperfusionsschaden,
dass die Blockade des CD28-B7 Systems durch CTLA-4 Ig die m-RNA-Expression
von IL-6 signifikant reduziert [143]. Savransky et al zeigten, dass die Ausschaltung
des TCR eine signifikante Verminderung der IL-6 Spiegel im ELISA-Nachweis zur
Folge hat [148]. Beide Untersuchungen ergaben ein proportionales Verhalten der
IL-6 Expression zu der von IFNy und TNFa [143, 148]. Wir konnten in unserem
Versuch eine ahnliche Tendenz zeigen: Die IL-6 Konzentration war in der 6hll
Gruppe niedriger als in der 5minll Gruppe (siehe 5.5). Der Unterschied erreichte
keine statistische Signifikanz, deckte sich jedoch mit den Ergebnissen der
Zytokinanalyse von IFNy und TNFa sowie den morphologischen Ergebnissen. In
Einklang dazu standen die Ergebnisse der ELISpot-Untersuchung, die fir die 6hll
Gruppe eine verminderte Zahl alloreaktiver Zellen ergab. Die Frequenz von
alloreaktiven Zellen im ELISpot-Assay ist ein sensitives Verfahren zur Bestimmung
der Intensitat der Alloreaktion und korreliert mit dem Transplantatiberleben negativ
[159].
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Zusammengenommen lassen diese Ergebnisse folgenden Schluss zu: Die Tiere, die
Splenozyten aus der Gruppe mit verlangerter Kaltischamie wahrend der
Induktionsphase der Toleranz erhalten hatten, zeigten eine abgeschwachte

Immunreaktion auf das Transplantat.

6.3.2 Verstarkte Immunregulation gegen eine verstarkte Schadigung

Maisel et al induzierten eine ischamische Myokardschadigung in einem Rattenmodell
und Ubertrugen danach Splenozyten aus dem geschadigten in ein gesundes Tier des
gleichen Stammes [160]. Die Uubertragenen Splenozyten initiierten dann eine
immunvermittelte Zerstérung des unversehrten Herzmuskels. Die Autoren folgerten
daraus, dass der durch den Ischamie- / Reperfusionsschaden hervorgerufene
Zelluntergang zur Freisetzung von Antigenen fuhrte, und die T-Zellen diese Antigene
prasentiert bekamen. Dies flhrte zur Initiation einer Immunreaktion und der Bildung
von autoreaktiven Memory T-und B-Zellen, welche nach Zelltransfer den Herzmuskel
angriffen. Ein ahnliches Experiment gelang Burne-Taney und ihren Mitarbeitern in
einem Mausmodell zu renalem Ischamie- / Reperfusionsschaden. Ubertrugen sie
Milzzellen aus einem ischamisch geschadigten Tier in ein gesundes, griffen die
Zellen die nicht manipulierte Niere an, sodass die Tiere 12 Wochen nach Zelltransfer
eine signifikante Albuminurie entwickelten [161]. Diese Versuche zeigen, dass die
Schadigung durch Ischamie und Reperfusion zur Bildung reaktiver T-Zellen fuhrt, die
durch  adoptiven Zelltransfer Ubertragen werden kénnen. Verlangerte
Kaltischamiezeit verstarkt den Ischamie- / Reperfusionsschaden, erhoht die
Immunogenitat des Transplantats und fordert die Entzindung im Transplantat im
Sinne einer ,response to injury® [25, 162]. Dem entsprachen die schlechteren
Ergebnisse der morphologischen Untersuchung nach Transplantation 1, namlich eine
deutlich verstarkte Zellinfiltration und Fibrose in der 6h Gruppe. Basierend auf den
Ergebnissen von Maisel und Burne-Taney ware darum zu erwarten, dass in dieser
Gruppe mehr reaktive Zellen existieren und diese nach adoptivem Zelltransfer eine
starkere Schadigung des Transplantats in der 6hll Gruppe bewirken. Die
vorliegenden Ergebnisse sagten jedoch das Gegenteil aus: die 6hll Gruppe zeigte

eine schwachere Alloreaktion auf das Transplantat als die Vergleichsgruppe. Eine
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mogliche Erklarung dafur liegt in der tolerogenen Therapie, die wahrend der ersten
Transplantationsserie verwendet wurde. Eine verlangerte Kaltischamie fuhrt unter
normalen Bedingungen zu einer erhohten Allogenizitat des Transplantats und somit
zu einer verstarkten Alloreaktion [25, 26]. Unter dem Schirm der RIB 5/2 Therapie
kommt es jedoch zur anhaltenden Unterdrickung aller gegen die eingebrachten
Antigene gerichteten Zellen [181]. So konnte die starkere Schadigung in der 6h
Gruppe zu einer Starkung der regulatorischen Zellen geflihrt haben, die eine
Alloreaktion unterdriicken konnen. Der Transfer dieser Zellen konnte, den
vorgelegten Ergebnisse entsprechend, zu einer verminderten Alloreaktion in der 6hll

Gruppe gefuhrt haben.

6.3.3 Der Einfluss regulatorischer T-Zellen

Regulatorische T-Zellen spielen bei der Induktion, Aufrechterhaltung und
Ubertragung von Transplantattoleranz eine Schliisselrolle (123, 124). Aus einer
Analyse der Zusammensetzung der Lymphozytenpopulation erhofften wir uns
Anhaltspunkte Uber die Bedeutung dieser Zellen im vorliegenden Versuch. Die
Zusammensetzung der transferrierten Lymphozyten stimmte jedoch in den beiden
Versuchsgruppen uberein (siehe 5.2). Auch der Gehalt an CD4+CD25+T-Zellen in
den Lymphknoten, den Milzen, den Transplantaten und im Blut der
Transplantatempfanger war nach Ende des Beobachtungszeitraums nach

Transplantation 2 in beiden Versuchsgruppen annahernd gleich (5.7.1).

Veranderte Eigenschaften lassen sich jedoch nicht zwangslaufig aus dem
zahlenmafigen Verhaltnis der untersuchten Zellpopulationen ablesen. So wurden
regulatorische Eigenschaften nicht nur bei CD4+CD25+ T-Zellen, sondern auch bei
CD4+CD25-, CD8+CD28- T-Zellen und NK-Zellen nachgewiesen [182, 183]. Auch
innerhalb der Gruppe der CD4+CD25+ T-Zellen unterscheiden sich die Zellen in
ihren regulatorischen Eigenschaften. Neu entdeckte Oberflachenmolekule wie FoxP3
werden in Zukunft dazu beitragen, den Phanotyp der inhomogenen Gruppe der

regulatorischen T-Zellen besser zu definieren [163, 164].
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Einen Hinweis auf zytokinvermittelte Immunregulation sollte die Analyse der
Zytokinkonzentrationen von IL-4 und IL-10 ergeben. IL-4 und IL-10 sind anti-
inflammatorische Zytokine, die von DC und regulatorischen T-Zellen gebildet werden
und der Induktion und Aufrechterhaltung von Infektidser Toleranz dienen sollen
[116 - 120]. Eine signifikant erhdohte Expression der mRNA beider Zytokine konnten
Onodera et al in Transplantaten nach adoptivem Transfer regulatorischer Zellen
nachweisen [165]. Takeuchi et al konnten im Mausmodell nach Toleranzinduktion
erhohte Expressionen an IL-4- und IL-10- mRNA in Milz und Transplantat
nachweisen [166]. In Anbetracht der bisher dargestellten Ergebnisse waren somit in
der 6hll Gruppe erhdhte IL-4 und IL-10 Spiegel zu erwarten gewesen. Die Analyse
der IL-4 Konzentration entsprach dem, wenn auch die Unterschiede unsignifkant
waren. Die erhdhten IL-10 Spiegel der Tiere aus der 5minll Gruppe widersprachen
dem erwarteten Ergebnis. Allerdings wurde auch hier keine statistische Signifikanz

erreicht.

Eine Erklarung fir diese inhomogenen Ergebnisse kann zum einen in der gewahlten
Methodik liegen. Die oben genannten Untersuchungen, die einen eindeutigen
Zusammenhang von IL-4 und IL-10 mit der Induktion und Aufrechterhaltung von
Infektidser Toleranz bewiesen, bestimmten mittels RT-PCR die mRNA-Spiegel der
Zytokine im Transplantat. Im vorliegenden Versuch wurden Splenozyten unspezifisch
stimuliert und mittels ELISA die resultierende Zytokinkonzentration gemessen. Diese
Methode ist weniger sensitiv, da hierbei die fertigen Genprodukte gemessen werden,
wahrend bei der PCR schon geringe Anstiege der intrazellularen Vorstufen detektiert
werden kénnen. Zudem sind erhdhte Spiegel dieser Zytokine nicht per se mit der
Induktion bzw. der Aufrechterhaltung von Transplantattoleranz verbunden. Die
Zytokinwirkung beruht immer auch auf der Konzentration anderer, zum Tell
antagonistisch wirkender Botenstoffe und kann regional im Rahmen sogenannter

Mikroenvironments variieren [36, 119].
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6.3.4 Analyse der Verteilung der Dendritischen und donorstammigen Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden Dendritische Zellen anhand von
durchflusszytometrischen Eigenschaften nach Bindung an monoklonale Antikérper
und Farbstoff untersucht. Die Typisierung der Zellen ist insofern eingeschrankt, als
dass der verwendete Antikorper nicht alle Dendritischen Zellen und in geringem
Umfang auch Makrophagen erkennt [167]. Saiki et al weisen jedoch darauf hin, dass
OX62 ein zuverlassiger Marker flr Dendritische Zellen ist, wenn die Zellen
gleichzeitig MHCII-positiv sind [68]. Dies war in der vorliegenden Analyse der Fall, da
die Einfachfarbung der Dendritischen Zellen (OX62+) mit der Doppelfarbung (OX62+
MHCII+) nahezu identisch war (vgl. 5.7.2 Abbildungen 19 und 21).

Es wurden signifikant niedrigere Anteile an aktivierten CD86+ Dendritischen Zellen in
Lymphknoten und Milz der 6hll Gruppe nachgewiesen. Die CD86+ DC in
Lymphknoten und Milz prasentieren den T-Zellen Spenderantigene und initiieren
damit die Alloreaktion auf das Transplantat [68, 33]. Mcllroy und Mitarbeiter fanden in
einer klinischen Untersuchung an 18 gesunden nierentransplantierten Patienten
einen geringen mittleren Anteil der CD86+ DC an der gesamten DC-Population [168].
Lediglich in Patienten mit bakteriellen Infektionen oder verstarktem Trauma war der
Anteil dieser Zellen signifikant erhoht [168]. Otto et al. wiesen darauf hin, dass
Dendritische Zellen, die MHCII, jedoch nicht oder nur vermindert CD86 exprimieren,
zur Induktion von Transplantattoleranz beitragen konnen [169]. Fu et al konnten
zeigen, dass die Infusion von MHCII+CD86- Dendritischen Zellen das Uberleben von
kardialen Allotransplantaten im Rattenmodell sigifikant verlangert und diese Zellen in
vitro die antigenspezifische T-Zell-Antwort abschwachen [170]. Dies zeigt, dass die
Expression des MHCII Molekils allein weniger Aufschluss Uber die Eigenschaften
der Dendritischen Zellen gibt als die Expression des CD86 Molekuls. Die verminderte
Prasenz kompetenter, CD86+ DC in den sekundaren lymphatischen Organen der
6hll Gruppe bietet jedoch eine plausible Erklarung fir die abgeschwachte
Alloreaktion in der 6hll Gruppe [170, 171].
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Generell wurden in der 6hll Gruppe hochsignifikant niedrigere Anteile an
donorstammigen Zellen nachgewiesen (vgl. 5.7.2, Abb. 22). Besonders deutlich war

dies in den Transplantaten, den Lymphknoten und den Milzen.

Die Frequenz der aktivierten (CD86+) spenderstammigen Dendritischen Zellen war in
den Lymphknoten der 6hll Gruppe signifikant niedriger (vgl. 5.7.2, Abb 24). Dieses
Ergebnis stand in Einklang mit der Analyse aller CD86+ Dendritischen Zellen von
Spender und Empfanger, welche in der 6hll Gruppe niedrigere Frequenzen dieser
Zellen ergab (s.o.). Fur die Erklarung der abgeschwachten Alloreaktion in der 6hll
Gruppe konnte die Verteilung der aktivierten spenderstammigen DC besonders
relevant sein, da die Antigenprasentation 20 Tage nach Transplantation vornehmlich
durch diese Zellpopulation geschieht [12, 126, 68]. Die erhohte Frequenz von
RT1A®+ MHCIlI+ OX62+ Dendritischen Zellen in der Blutbahn der Tiere der 6hll
Gruppe widerspricht dem nicht, denn wie oben anhand der Experimente von Fu et al
sowie Otto et al dargelegt, kdbnnen MHCII+ Dendritische Zellen auch tolerogen

wirken, sofern sie nicht CD86+ sind.

Auch von anderen Autoren wird die Hypothese vertreten, dass MHCII+ CD86- DC
zur Toleranz des Transplantats beitragen, wahrend MHCII+ CD86+ DC zur
AbstolRung des Transplantats fihren [9, 172, 173]. Inwiefern diese Betrachtung eine
valide Sichtweise der Immunreaktion widerspiegelt, ist jedoch fraglich. Okuda et al
haben die Zusammensetzung der gesamten Splenozytenpopulation in einem
allogenen und einem tolerogenen Modell untersucht und konnten keinen
Zusammenhang zwischen DC-Zelltyp und Toleranz respektive AbstoRung
nachweisen [174]. Auch Ichikawa et al konnten keinen direkten Zusammenhang
zwischen Toleranz und DC-Zelltyp nachweisen [175]. Den beiden gegensatzlichen
Beobachtungen liegen zwei unterschiedliche Theorien zur Erklarung von T- und B-
Zell-Reaktionsmustern zugrunde. Die sogenannte Zwei-Signal-Hypothese besagt,
dass die MHC-vermittelte Antigenprasentation allein zu einer Abschaltung von T-und
B-Zellen fuhrt, wahrend Antigenprasentation + Kostimulation eine Alloantwort
herbeifihrt [37]. Demgegenuber steht ein Konzept, das die Lokalisation und die
Dosis von Antigen und Antigen Prasentierenden Zellen fir die Determination der

Immunantwort verantwortlich macht. Diesem Konzept zufolge, welches von
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renommierten Wissenschaftlern wie Rolf Zinkernagel und Thomas Starzl vertreten
wird, beruht das Ausmal® der Immunantwort auf der Zahl der antigentragenden
Zellen in den sekundaren Lymphatischen Organen insgesamt [176, 177]. Einzelne
Untergruppen dieser Zellen spielen dabei den Autoren zufolge nur eine
untergeordnete Rolle, da sie in der Gesamtheit der alloantigentragenden Zellen
zahlenmafRig kaum ins Gewicht fallen [174, 176]. Auch in der vorgelegten Arbeit
stellten die donorstammigen CD86+ Dendritischen Zellen nur einen sehr geringen
Teil der gesamten Zellpopulation in den sekundaren lymphatischen Organen: In den
untersuchten Lymphknoten der Sminll Gruppe nahmen die spenderstammigen
Dendritischen Zellen einen Anteil von weniger als 1 % an den untersuchten Zellen
ein, in der 6hll Gruppe weniger als 0,5 % und in den Milzen jeweils unter 1,5 % (Abb.
23). Von diesen Zellen waren in den Milzen weniger als 20 % CD86+, in den
Lymphknoten weniger als 5 % (Abb. 24). Dagegen stellten die donorstammigen
RT1A®+ Zellen insgesamt Uber 20 % der gesamten Zellpopulation in den
Transplantaten der 5minll Gruppe gegenuber lediglich 12 % in der Vergleichsgruppe,
entsprechend ergaben sich in den sekundaren Ilymphatischen Organen
hochsignifikante Unterschiede, die mit der verminderten Alloreaktion in der 6hll
Gruppe in Einklang stehen (5.7.2, Abb. 22). Neben der Zahl der APZ als Ausdruck
der Antigendosis in den sekundaren lymphatischen Organen ist den oben genannten
Autoren zufolge die Dauer der Antigenprasenz im Empfanger entscheidend.
Persistieren korperfremde Antigene lange genug im Korper eines Wirts ohne eine
Alloreaktion auszulésen, so kommt es zur klonalen Deletion von alloreaktiven T- und
B-Zellen [176, 177]. Zahlreiche Experimente sprechen daflr, dass auf diese Weise
Toleranz sowohl eines Transplantats als auch, im Rahmen der Phylogenese, des

eigenen Korpers entstehen kann [176 - 179].
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7 Zusammenfassung

Die Nierentransplantation stellt heute flr Patienten mit terminalem Nierenversagen
die Therapie der Wahl dar. Ein Nierentransplantat zu erhalten, bedeutet fur die
Patienten einen gro3en Zugewinn an Lebensqualitat und Lebenserwartung. Mit der
Notwendigkeit zur lebenslangen Immunsuppression gehen jedoch erhebliche Risiken
und Verpflichtungen einher. Immunsuppressiva pradisponieren zu opportunistischen
und neoplastischen Erkrankungen, erfordern eine hohe Compliance und konnen
dennoch die langfristige Zerstorung des Transplantats nicht verhindern. Als eine
optimale Losung fur dieses Dilemma gilt die Induktion von transplantatspezifischer
Toleranz. Indem das Organ nicht mehr als koérperfremd erkannt wird, entfallt die
Notwendigkeit zur lebenslangen Immunsuppression sowie die damit assoziierten
Probleme. Von vielen moglichen Ansatzen stellt die Induktion von sogenannter
Infektioser Toleranz mit Hilfe von monoklonalen Anti-CD4-Antikdrpern ein einfaches

und robustes Verfahren dar.

Die Dauer der Kaltischamiezeit ist fur die Praxis der Nierentransplantation eine
wichtige Einflussgrofe, da eine Verlangerung dieser Zeitspanne unter klassischer
Immunsuppression mit einer verschlechterten Transplantatfunktion und einer
verkirzten Uberlebenszeit des Transplantats verbunden ist. Der vorgelegten Arbeit
lag die Frage zugrunde, welchen Einfluss eine verlangerte Kaltischamiezeit auf die
Transplantatfunktion ausibt, wenn ein Regime zur experimentellen Induktion von
Infektidser Transplantattoleranz verwendet wird. Zudem wurde untersucht, wie die
verlangerte Kaltischamiezeit die Fahigkeit der Immunzellen beeinflusst, wahrend

einer zweiten Transplantationsserie die akute AbstoRung zu unterdriicken.

Dazu wurden unter Therapie mit dem monoklonalen Anti-CD4-Antikérper RIB 5/2 in
einem  etablierten Rattenmodell Nierentransplantationen mit  variierter
Kaltischamiezeit durchgefuhrt. Die Transplantatfunktion wurde 100 Tage lang
Uberwacht und die Organe wurden nach Ende des Beobachtungszeitraumes
morphologisch auf Zeichen der chronischen Schadigung untersucht. Nach adoptivem
Zelltransfer von Splenozyten aus der ersten Empfangergeneration erfolgte eine

zweite Transplantationsserie. Diese Transplantate wurden 20 Tage nach

77



Transplantation morphologisch auf Zeichen akuter AbstoRung untersucht. Mittels
FACS (T-Zellen, Dendritische Zellen, donorstammige Zellen), ELISA (IFNy, TNFa,
IL-4, IL-6, IL-10) und ELISpot (Alloreaktivitat von T-Zellen) wurden zudem relevante

Parameter des Immunsystems der Empfanger untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die Toleranzinduktion mit Hilfe eines monoklonalen,
nicht depletierenden Antikorpers trotz verlangerter Kaltischamie gelingt. Die
Nierenfunktionsparameter der Transplantate beider Versuchsgruppen lieferten keine
Hinweise auf einen negativen Einfluss der Kaltischamie auf die Transplantatfunktion.
Der fehlende Einfluss von verlangerter Kaltischamiezeit auf die Transplantatfunktion
stand im Gegensatz zu vergleichbaren Experimenten mit Ciclosporin A, in denen
bereits nach wesentlich kirzeren Kaltischamiezeiten eine signifikante

Verschlechterung der Transplantatfunktion nachgewiesen wurde.

Die Analyse relevanter Zytokine und Zellpopulationen nach adoptivem Zelltransfer
und Zweittransplantation zeigte einen Benéfit fur jene Tiere, die Splenozyten aus der
Gruppe mit verlangerter Kaltischamie erhalten hatten. Hier waren die
antigenspezifische IFNy-Produktion, sowie die IFNy- und TNFa-Spiegel vermindert.
In diesen Tieren fanden sich signifikant niedrigere Anteile aktivierter (CD86+)
Dendritischer Zellen und aktivierter spenderstammiger Dendritischer Zellen. Einen
zahlenmaRig wesentlich groReren Einfluss hatten jedoch die spenderstammigen
Zellen insgesamt, die in dieser Gruppe ebenfalls signifikant vermindert waren. Ein
klarer Zusammenhang zwischen der Konzentration der bestimmten Zytokine und

dem Ausmal} der Alloreaktion konnte nicht nachgewiesen werden.

Die vorgelegte Arbeit hat gezeigt, dass eine verlangerte Kaltischamiezeit einen
relativ geringen Einfluss auf die Transplantatfunktion hat, wenn statt einer
klassischen Immunsuppression antigenspezifische Toleranz induziert wird. Die
verlangerte Kaltischamiezeit wahrend der ersten Transplantationsserie resultierte in
einer starkeren Unterdrickung der akuten AbstoBung wahrend der zweiten
Transplantationsserie. Die Induktion von Toleranz stellte sich als ein dynamischer
Prozess dar, bei dem der schadigende Einfluss der verlangerten Kaltischamie durch

eine verstarkte Immunregulation kompensiert wurde.
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9 Glossar

APC
APZ
BCIP/NTB
BSA
bzw.

ca.

CD
Ccmv
CIT
ConA
CsA

DC
ELISA
ELISpot
FACS
FCS
FITC
HLA

IL

IRI

IFNy

g

LPS
MHC
NaCl
PBS

PE
PerCP
PMA
Th-Zellen
TNFa
Tx

UW Lésung
U/ min
vgl.

VS.

Allophykozyanin

Antigen Prasentierende Zellen
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate/nitroblau-tetrazolium
Bovine Serum Albumine, Rinderserum Albumin
beziehungsweise

circa

Cluster of Differentiation
Zytomegalie Virus

Cold Ischemia Time, Kaltischdmiezeit
Concanavalin A

Ciclosporin A

Dendritische Zellen

Enzyme-linked Immunsorbent Assay
Enzyme-linked Immunsorbent Spot
Fluorescence Activated Cell Sorting
Fetales Kélberserum

Fluoreszein Isothiozyanat

Humanes Leukozyten Antigen
Interleukin

Ischamie- / Reperfusions Schaden
Interferon y

Immunglobulin

Lipopolysacchari

Major Histocompatibility Complex
Natrium Chlorid

Phosphatgepufferte Salzlésung
Phykoerythrin
Peridiniumchlorophyll-Protein
Phorbol Myristat Azetat
T-Helfer-Zellen

Tumor Nekrose Faktor a
Transplantation

University of Wisconsin Losung
Umdrehungen pro Minute

vergleiche

Vversus
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