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ZUSAMMENFASSUNG

Zusammenfassung

Transplantationen primarer korperfremder (allogener) Zellen und Gewebe stehen im
Focus des sich rasch entwickelnden Gebietes der Regenerativen Medizin. Auch
wenn in einem gewissen Umfang auf die Nutzung koérpereigener (autologer) Zell-
Ressourcen durch eine Gewinnung und anschlielende ex vivo-Vermehrung
zuruckgegriffen werden kann, ergibt sich zunehmend die Notwendigkeit, Uber die
Applikation allogener Zellen nachzudenken. Damit verbunden ist jedoch das Problem
einer Induktion von Prozessen der adaptiven Immunantwort mit einem Spektrum von
zellularen und humoralen Komponenten. Auch Zytokine, als Modulatoren und
Amplifikatoren dieser Prozesse, spielen dabei eine ganz entscheidende Rolle.

Im Rahmen dieser Arbeit werden am Beispiel von Epithel- und Endothelzellen
experimentelle Ansatze vorgestellt, die adaptive Immunantwort gegenuber allogenen
primaren Zellen zu modulieren. Durch die intrazellulare Expression von Fragmenten
eines anti-MHC Klasse |-Antikorpers (Intrabody) unter Anwendung verschiedener
Gentransferverfahren kann die Oberflachenexpression dieser wichtigen allogenen
Erkennungsstruktur modifiziert werden. Phanotypische Charakterisierungen sowie
zellulare und humorale Testsysteme an Keratinozyten und Endothelzellen der Ratte
und des Menschen belegen eindrucksvoll die immunmodulierende Kapazitat dieses
Intrabody-Prinzips. Ursprunglich allogene primare Zellen sind somit signifikant
weniger empfindlich gegenuber einer Attacke zytotoxischer T-Zellen und ihrer
Zytokine als auch gegenuber Allo-Antikdrper/Komplement-vermittelten lytischen
Prozessen.

In einem ersten in vivo-Carotis-Transplantationsmodell der Ratte kann das protektive
Prinzip der Intrabody-vermittelten Strategie durch eine Reduktion typischer
Rejektionsmerkmale, wie der zellularen Infiltration und einer Intimahyperplasie,
nachgewiesen werden. Limitationen des Systems zeigen sich jedoch in Form eines
teilweise revertierten MHC Klasse I-Expressionsniveaus unter pro-inflammatorischen
Bedingungen.

Das immunmodulierende Prinzip mittels anti-MHC Klasse |-spezifischer
Antikorperfragmente eroffnet fur die kiunftige therapeutische Anwendung allogener
Zellen ein tragfahiges Konzept insbesondere im Bereich des Tissue Engineering von

Gewebeersatzstrukturen.
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EINLEITUNG

1. Einleitung

Innerhalb der Transplantationsforschung nimmt die Ubertragung von allogenen
primaren Zellen bzw. von zusammengesetzten Geweben eine Sonderstellung ein.
Obwohl die gleichen Prinzipien der angeborenen und adaptiven Immunantwort auch
fur diesen speziellen Typ einer Transplantation zutreffen, zeichnet er sich durch
einige Besonderheiten aus. Durch die vollige Abwesenheit bzw. einen stark
reduzierten Gehalt an antigenprasentierenden Zellen (APC) treten die Mechanismen
der direkten Antigenprasentation in den Hintergrund, wahrend die Prozesse der
Induktion einer Abstolungsreaktion, initiiert durch indirekte Mechanismen einer
Antigenprasentation, nach wie vor wirksam werden konnen. Die Verwendung von
primaren Zellen oder Gewebeverbanden bietet andererseits auch die einmalige
Chance einer ex vivo-Modifikation von potentiell immunogen wirksamen
Eigenschaften der Zellen zur Verhinderung oder Abschwachung des
Rejektionsprozesses nach einer allogenen Transplantation. Moglichkeiten fur eine
derartige Modifikation oder Beeinflussung der adaptiven Immunantwort ergeben sich
zum einen durch eine Behandlung der Zellen mit ausgewahlten Zytokinen als auch
durch eine gentherapeutische Modifikation von Schllisselmolekilen des
Rejektionsgeschehens, den MHC Klasse | (MHC I)-Molekulen.

In der vorliegenden Habilitationsschrift werden beide Ansatze am Beispiel von
primaren epithelialen Zellen (humane und Ratten-Keratinozyten) sowie den
endothelialen Zellen (Humane Nabelschnur-Venen-Endothelzellen (HUVEC) und
Ratten-Aortenendothelzellen) verfolgt und mit experimentellen Daten untermauert.
Beide untersuchten Zelltypen zahlen zudem zu den so genannten nicht-
professionellen APC und exprimieren konstitutiv. nur MHC |-, nicht aber
MHC Klasse Il (MHC Il)-Moleklle. Zunachst werden die Effekte einer Behandlung
von humanen Keratinozyten mit dem anti-inflammatorischen Zytokin IL-10 einer
naheren Betrachtung unterzogen. Hierbei werden insbesondere auch
Zusammenhange mit  der Immunpathogenese des  dermatologischen
Erkrankungsbildes der Psoriasis aufgedeckt. In einem zweiten Themenkomplex wird
dann ein von uns entwickeltes neues therapeutisches Prinzip zur Hemmung der
MHC I-Oberflachenexpression mittels eines so genannten ,Intrabodies® vorgestellt
und sowohl die Effekte an Keratinozyten als auch Endothelzellen in vitro demonstriert.

Letztlich wird in einer ersten in vivo-Studie im Ratten-Modell die Wirksamkeit dieses
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neu entwickelten therapeutischen Ansatzes auf der Basis von intrazellular

exprimierten Antikdrpern (Intrabodies) gegen MHC |-Antigene belegt.

1.1. Mechanismen der adaptiven T-Zell-vermittelten Immunantwort

gegenuber allogenen Zell- und Gewebetransplantaten

Die Erkennung von Antigenen erfolgt im Verlaufe der adaptiven Immunantwort
sowohl durch die Immunglobulinrezeptoren auf B-Zellen als auch durch die
antigenspezifischen Rezeptoren der T-Zellen. Beide Rezeptorgruppen zeichnen sich
durch eine hohe Variabilitat ihrer Strukturen aus, die eine Erkennung der vielfaltigen
Antigenstrukturen und damit den Schutz des Organismus gewahrleistet.

Wahrend eine Stimulation der B-Zellen direkt Uber den Immunglobulinrezeptor in
Verbindung mit ko-stimulatorischen Signalen erfolgt, kann es beim T-Zell-Rezeptor
nur zu einer Erkennung von fremden Antigenstrukturen in Form von prozessierten
Peptiden im Kontext mit Proteinen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes (auch als
MHC-Komplex bezeichnet), den MHC I- und MHC II-Molekilen kommen [Hernandez-
Fuentes et al. 1999; Rogers und Lechler 2001]. Die prasentierten Peptide werden
durch den Vorgang der Antigenprozessierung generiert und anschlielend zusammen
mit den MHC-Molekulen auf der Oberflache der APC exprimiert. Eine wichtige Rolle
beim  zytosolischen  Proteinabbau spielt hierbei der  multikatalytische
Proteasekomplex, das Proteasom, welcher Peptide flr einen Transport in das
endoplasmatische Retikulum (ER) erzeugen kann. Auch Peptide, die von
sezernierten Proteinen oder Membranproteinen stammen, werden wahrend ihrer
Synthese in das Lumen des ER transportiert.

Neue MHC I-Molekile binden im ER zunachst an das Chaperon-Protein Calnexin,
wodurch der partiell gefaltete Zustand des MHC |-Molekuls erhalten bleibt. Nach
erfolgter Bindung des assoziierten R2-Mikroglobulin-Molekils kommt es zu einer
Dissoziation des MHC I-a-Ketten-Calnexin-Komplexes und zu einer Anlagerung an
einen weiteren Proteinkomplex, insbesondere an dessen integralen Bestandteil
Calreticulin, sowie auch an Tapasin. Wird nun ein passendes Peptid durch
zytosolischen Abbau generiert und durch den TAP-Transporter in das ER
transportiert, kommt es zu einer Beladung der MHC I|-Molekile mit dem Peptid und

zu einer Ausschleusung Uber den Golgi-Apparat bis an die Zelloberflache.
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Im Gegensatz zur Transplantation von soliden Organen, werden bei einer
Ubertragung von primaren Zellen oder Geweben, wie beispielsweise bei
Keratinozyten oder Endothelzellen, keine oder nur sehr wenige APC transferiert.
Wahrend man friher eine nur schwache Absto3ung dieser Transplantate annahm,
konnte spater am Beispiel der Transplantation von Keratinozyten-Sheets deutlich
gezeigt werden, dass es zu einer AbstoRung, vermittelt durch das Einwandern von
APC des Empfangers, kommt [Aubock et al. 1988; Rouabhia et al. 1993]. Die
Erkennung dieser Zellen erfolgt somit im Falle einer allogenen Transplantation
ausschlieBlich auf indirektem Weg. Hierbei werden allogene MHC-Molekule durch
eine zytosolische Zerlegung in Peptide auf den APC des Transplantatempfangers
exprimiert [Game und Lechler 2002; Heeger 2003]. Die erzeugte Immunantwort ist
demzufolge zeitlich etwas verzdgert, deren Wirksamkeit in Bezug auf die Zerstérung
der transplantierten Zellen und Gewebe wird aber nicht reduziert. Insbesondere sind
in diese AbstoRungsreaktionen CD4(+)-T-Zellen, die Fremd-Peptide im Kontext mit
MHC II-Molekilen erkennen, involviert. Aber auch CD8(+)-T-Zellen, sowie
Makrophagen und B-Zellen kénnen im Verlauf einer solchen verzogerten Rejektion
wirksam werden.

Primare Zellen, wie Keratinozyten und Endothelzellen, weisen jedoch eine wichtige
Besonderheit auf. Sie kénnen als so genannte ,nicht-professionelle® APC fungieren
und somit ebenso den Rejektionsprozess vorantreiben. Beide Zelltypen exprimieren
konstitutiv nur MHC I, jedoch nach Stimulation mit IFN-y auch MHC II. Uber nicht-
klassische ko-stimulatorische Molekile, wie beispielsweise ICOS-L und PD-L1 auf
Endothelzellen, kdonnten spezifische Effektor-T-Zellen generiert werden, die auf die
allospezifische Immunantwort EinfluR nehmen [Marelli-Berg und Jarmin 2004]. Far
Maus—Endothelzellen wurde gezeigt, dass es zu einer direkten Aktivierung von
CD8(+)-T-Zellen kommt, die sowohl proliferieren, als auch zu Effektorzellen
differenzieren konnen [Kreisel et al. 2002].

Durch die fehlende Ubertragung von APC des Spenders selbst kann eine
Immunantwort relativ gut Uber eine Modifikation der Expression von MHC I-
Molekulen auf der Oberflache der transplantierten Zellen oder Gewebe beeinflusst
werden. Diese Modulation eroffnet breite Anwendungsmaoglichkeiten im Bereich des
»1issue Engineering® durch die Verwendung von allogenen Zellen als integralem
Bestandteil eines Zell- oder Gewebetransplantates, wie beispielsweise artifiziellem

Haut- oder BlutgefalRersatz.
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1.2. Der besondere Status der MHC-Molekiile im allogenen Rejektionsprozess

Die hochgradig polymorphen Molekule des Haupthistokompatibilitdtskomplexes sind
von ganz entscheidender Bedeutung fur die Immunantwort des Empfangers
gegenuber einem nicht-MHC-identischen (allogenen) Transplantat [Sherman und
Chattopadhyay 1993]. Die Starke, die Dauer und die klinische Bedeutung der T-Zell-
Reaktionen gegenuber MHC-Molekulen der Klasse | und Il ist bei Organ- und
Knochenmarks-Transplantationen annahrend gleich [Csencsits und Bishop 2003]
und mul ebenso bei der Ubertragung von allogenen Zellen oder Geweben
berlcksichtigt werden. Es ist hinlanglich bekannt, dass die Frequenz der
allospezifischen T-Zellen um das 1000-Fache hoher ist als die normale Frequenz der
T-Zellen gegenuber anderen Antigenen. Dieser Umstand bewirkt eine extrem starke
primare Immunantwort gegentber dem allogenen Transplantat [Suchin et al. 2001].
Zahlreiche Untersuchungen haben sich in der Vergangenheit mit der Frage
beschaftigt, welchen Einfluss die Bindung endogener Peptide an MHC |- oder
MHC lI-Molekule auf die alloreaktive T-Zell-Antwort hat [Heath et al. 1991; Weber et
al. 1995; Sayegh et al. 2003]. Aktuell wird die starke alloreaktive T-Zell-Antwort
weniger mit einer Peptid-spezifischen als mit einer Peptid-MHC-Gesamtkomplex-
spezifischen Antwort erklart [Wang und Reinherz 2000; Housset und Malissen 2003].
Dieser Grad an so genannter ,Degeneration“ oder ,Promiscuitat” in der Interaktion
von T-Zell-Rezeptor (TCR) und Peptid-MHC-Komplex wird jedoch weiterhin in der
Fachliteratur diskutiert [Nikolich-Zugich 2007]. Neuere Untersuchungen im murinen
System belegen einen hohen Grad an ,Polyspezifitat® der alloreaktiven T—Zellen
[Felix et al. 2007].

1.3. Modulation der adaptiven Immunantwort durch das Zytokin IL-10

Zytokine sind neben der Interaktion von T-Zell-Rezeptor mit dem MHC-Peptid-
Komplex wesentliche Mediatoren, Amplifikatoren bzw. Ko-Stimulatoren der adaptiven
Immunantwort. Das Spektrum produzierter Zytokine durch T-Zellen bestimmt die
Auslbung ihrer Effektorfunktionen. Die Regulation des Zytokinnetzwerkes ist ganz
entscheidend fur die Homeostase des Organismus und eine Dysregulation der

Zytokinproduktion kann zur Entstehung pathologischer Effekte beitragen. Zytokine
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bestimmen ganz wesentlich die Balance des Th1/Th2-Verhaltnisses in Bezug auf
deren Entwicklung und Funktion im immunologischen Geschehen.

Das Zytokin IL-10 spielt im Netzwerk der Zytokine eine ganz zentrale Rolle und wird
von verschiedenen Immunzellen, wie beispielsweise Monozyten, B-Zellen und T-
Zellen produziert. Ursprunglich 1989 entdeckt, sind seine biologischen Funktionen
gut charakterisiert [Moore et al. 2001]. Seither wurden einige strukturell verwandte
Zytokine der IL-10-Familie beschrieben, wie beispielsweise IL-19, IL-20, IL-22, IL-24
und IL-26 [Boniface et al. 2005]. IL-10 vermittelt seine biologischen Effekte tber den
IL-10-Rezeptor1(R1)/IL-10-Rezeptor2(R2) [Kotenko et al. 1997]. Die IL-10R2-Kette
ist auch Bestandteil des |IL-22-Rezeptors, zusammen mit der IL-22R1-Kette [Kotenko
et al. 2001], sowie Komponente des |L-26-Rezeptors, assoziiert mit der IL-20R1-
Kette [Sheikh et al. 2004]. Die IL-10R2—Kette ist auf vielen Zelltypen des Organismus
exprimiert. Das Spektrum der biologischen Reaktionen von Zellen wird demnach
malfdgeblich durch das Expressionsmuster von IL-10R1, [L-22R1 und IL-20R1
bestimmt. Die IL-10R1 Untereinheit wird hauptsachlich in lymphoiden Geweben und
auf Immunzellen exprimiert, aber auch schwach in der Haut, im Pankreas und in der
Leber [Wolk et al. 2002].

Die multifunktionellen Effekte von IL-10 zeigen sich in einer Hemmung der
Antigenprasentation durch Makrophagen und dendritische Zellen [Macatonia et al.
1993; Enk et al. 1993; Peguet-Navarro et al. 1994] als auch der Proliferation von
CD4(+)-T-Zellen [De Waal Malefit et al. 1991]. IL-10 fuhrt aul3erdem zu einer
Inhibition der Zytokinsynthese durch T-Zellen [De Waal Malefit et al. 1993] als auch
von pro-inflammatorischen Zytokinen der Monozyten/Makrophagen [De Waal Malefit
et al. 1991; Fiorentino et al. 1991]. IL-10 ist ebenfalls in der Lage, in Monozyten die
Expression von anti-inflammatorisch wirksamen Molekulen, wie IL-1-Rezeptor-
Antagonist und léslichem TNF-Rezeptor, zu erhdhen [Moore et al. 2001]. Auf der
anderen Seite kann IL-10 die Differenzierung von Th2-Zellen durch die Hemmung
der IFN-y-Sekretion aktivierter T-Zellen unterstitzen [D'Andrea et al. 1993]. Ganz im
Gegensatz zu den anti-inflammatorischen Effekten von IL-10 werden flr die anderen
Mitglieder der IL-10-Familie eher pro-inflammatorische Wirkungen beschrieben
[Boniface et al. 2005].

Die Beteiligung von IL-10 an physiologischen oder pathologischen Prozessen der
Haut wird in der Literatur zahlreich diskutiert. So wurde beschrieben, dass die IL-10-

Expression in Hautproben von Patienten mit einer Th2-Pathologie, wie atopischer

10
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Dermatitis, Melanomen und Lymphomen, stark erhoht ist [Kruger-Krasagakes et al.
1994; Ohmen et al. 1995; Asadullah et al. 1996]. Dagegen finden sich Hinweise auf
eine IL-10-Defizienz in Th1-Typ-Erkrankungen, wie der Psoriasis [Asadullah et al.
1998].

1.4. Hemmung der adaptiven Immunantwort durch Modifizierung der MHC-

Expression

In der Natur existieren verschiedene Mechanismen, die sich eine Hemmung der
MHC I-Expression auf Zellen zu Nutze machen. Insbesondere Viren haben
verschiedene Mechanismen entwickelt, sich so der adaptiven Immunantwort des
Menschen zu entziehen. Beschrieben wurde beispielsweise die Retention von MHC |
im ER durch das adenovirale Glykoprotein gp19 [Signas et al. 1982; Andersson et al.
1985; von Herrath et al. 1997; Lichtenstein et al. 2004], die proteolytische Spaltung
der MHC I-Molekule durch die Proteine US2 und US11 des humanen
Cytomegalievirus (CMV) [Ahn et al. 1996; Chevalier und Johnson 2003; Lilley und
Ploegh 2004] sowie auch eine Hemmung des TAP-vermittelten Peptidtransportes in
das ER. Letzteres Prinzip wurde in verschiedenen Publikationen fir das US6-Protein
von humanem CMV [Ahn et al. 1997], fur das Herpes-Simplex-Virus (HSV)-Protein
ICP47 [York et al. 1994], sowie fur das MK3-Protein des murinen y-Herpesvirus-68
[Stevenson et al. 2000; Boname et al. 2004], welches neben einer Degradation von
MHC | auch zum Abbau des TAP-Transporters fuhrt, beschrieben.
In Anlehnung an diese genannten viralen Mechanismen wurde die Strategie der
Unterdrickung der MHC |-Oberflachenexpression durch einen intrazellular
exprimierten und gegen eine nicht-polymorphe Determinante des MHC |-Molekuls
gerichteten Antikdrper entwickelt. Intrazellular exprimierte Antikorper, so genannte
.Intrabodies®, sind bereits seit einigen Jahren als effektive Werkzeuge zur Hemmung
der Expression von Oberflachenmolekilen beschrieben [Werge et al. 1990; Biocca et
al. 1990; Chen et al. 1994; Lobato und Rabbitts 2003; Lo et al. 2008]. Die Expression
der Antikorper bzw. Antikdrperfragmente fuhrt zu einer Retention und zum Abbau
des von ihnen spezifisch gebundenen Proteins. Als Intrabodies werden Uberwiegend
Fab oder scFv-Fragmente verwendet, welche von der nativen Antikorperstruktur
abgeleitet sind. Das klassische scFv- Fragment besteht aus den variablen Teilen von
schwerer und leichter Kette, die Uber einen Peptidlinker (GlysSer); oder
11
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Disulfidbricken verbunden sind [Whitlow et al. 1993; Reiter et al. 1996]. Angefugte
spezifische Signal-Polypetide fuhren zu einem gerichteten Transport in ein
definiertes Zellkompartiment [Biocca und Cattaneo 1995; Richardson und Marasco
1995], beispielsweise die Sequenz KDEL zu einer Retention im ER. Das Intrabody-
Konzept wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen fur die Inhibition HIV-1
assoziierter Proteine [Marasco et al. 1993; Beerli et al. 1994; Aires da Silva et al.
2004], zur Beeinflussung der Expression von Onkogenen [Deshane et al. 1997;
Cochet et al. 1998; Alvarez et al. 2000;] aber auch zur Hemmung der Expression des
VEGF-Rezeptors [Wheeler et al. 2003], des EGF-Rezeptors [Hyland et al. 2003] und
der IL-2-Rezeptor-a-Kette [Richardson et al. 1998] beschrieben.

Gegenstand unserer eigenen Forschungsarbeiten ist die Hemmung der MHC I-
Oberflachenexpression durch  Einschleusung eines anti-MHC I|-spezifischen
Intrabodies in die gewilnschten Zielzellen, wie Keratinozyten und Endothelzellen.
Das Zurtckhalten des scFv-Intrabody im ER der Zellen wird durch das Anflgen der
Retentionssequenz KDEL erreicht. Der Intrabody ist somit im gleichen Kompartiment,
wie auch die a-Ketten des MHC I-Molekils lokalisiert und kann durch direkte
Bindung im ER den Transport an die Zelloberflache verhindern.

Die Expression des anti-MHC I-spezifischen Intrabodies erfolgte mittels Transfektion
oder durch viralen Gentransfer (adenoviral, lentiviral). Wir entwickelten sowohl einen
anti-MHC I-spezifischen scFv-Intrabody fur das Ratten-MHC | unter Verwendung des
Antikorpers OX18 als auch einen anti-human-MHC I-spezifischen Antikorper,
abgeleitet vom Antikdrper BB7.7. Die resultierenden Intrabodies wurden von uns als
IB-OX18scFv (Ratten-spezifisch) und IB-8KscFv (Human-spezifisch) bezeichnet.
Primare Zellen lassen sich ex vivo vor einer Transplantation in Bezug auf ihre MHC |-
Expression modifizieren und induzieren so eine verminderte adaptive T-Zell-
vermittelte Immunantwort als auch verminderte Erkennung durch alloreaktive

Antikérper der Empfangers.

1.5. Tissue Engineering und Immunmodulation von Keratinozyten fiir die

Erzeugung von artifiziellem Hautersatz

Bei der Behandlung von akuten (z.B. Verbrennungen schwersten Grades) oder

chronischen Hautwunden (z. B. Diabetischer Ful3-Ulcer) missen zunachst die stark

12
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geschadigten Hautareale moglichst schnell abgedeckt werden, um das Eindringen
von Infektionserregern zu verhindern. Das Ziel jeder Behandlung von Patienten mit
Hautersatz ist es, sowohl die anatomischen als auch die physiologischen
Eigenschaften der normalen unverletzten Haut wiederherzustellen und damit die
Morbiditat und Mortalitat von Patienten zu reduzieren. Die Herstellung von
Hautersatzmaterialien durch das Tissue Engineering eroffnet einige neue
Mdglichkeiten flr die Behandlung von akuten und chronischen Hautwunden
[Balasubramani et al. 2001; Boyce et al. 2001; Kearney et al. 2001; Metcalf und
Ferguson 2007].

In der Vergangenheit wurde die Applikation von allogener Haut [Hackett 1975], von
Schweinehaut [Bromberg et al. 1965], von Amnionmembranen [Unger et al. 1976]
sowie eines ,meshed graft® aus autologem Gewebe [Tanner et al. 1964] fir den
Hautersatz beschrieben. Auch wurden dunne epidermale Haut-Sheets aus autologen
Keratinozyten in vitro angezichtet und fur die Abdeckung von Vollhaut-Defekten
verwendet [Meyers et al. 1995]. Diese Sheets sind jedoch fragil sowie gegenuber
mechanischem Stress empfindlich [Desai et al. 1991] und neben einem hohen Zeit-
und Kostenfaktor ist die Anwachsrate der Transplantate insgesamt gering. Neuere
Entwicklungen, die auf autologe epidermale Ersatzmethoden zuruckgehen, sind
Sprays mit Keratinozyten und einer Fibrinkomponente wie CellSpray® [Navarro et al.
2000]. In der Folgezeit konzentrierte man sich auf Hautersatzmaterialien mit einer
epidermalen als auch einer dermalen Komponente. Der Ersatz des Dermisanteiles
kann zum einen durch Collagen oder andere Formen von Matrixproteinen erfolgen
[Yang et al. 2000]. Hierbei kdnnen Fibroblasten in die dermale Matrix eingebracht
werden, um die Proliferation der Keratinozyten in der Epidermis zu férdern [Lamme
et al. 1998; Svensjo et al. 2002]. Dies fuhrte zur Entwicklung von kommerziellen
Praparaten wie Apligraf™ mit zwei Hautkomponenten, wobei neonatale Fibroblasten
(fur die Dermis) und Keratinozyten (fur die Epidermis) als zellulare Bestandteile
verwendet werden [Wilkine et al. 1994; Falanga et al. 1998]. Weitere experimentelle
Arbeiten mindeten in der Entwicklung eines azellularen dermalen Ersatzmaterials
(Integra®) [Metcalf und Ferguson 2007].

Eine interessante Alternative zur dermalen Matrix auf Collagenbasis ist die
Verwendung einer azellularen Dermis, die in vitro mit kultivierten Keratinozyten
besiedelt [Ben-Bassat et al. 1992; Demarchez et al. 1992; McKay et al. 1994] und zur
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Abdeckung von tiefen Hautwunden verwendet wird [Pandya et al. 1998; Boyce et al.
1999].

Die exvivo-Herstellung eines Dermis-Epidermis-Transplantates erlaubt die
Manipulation der antigenen Eigenschaften der epidermalen Zellen mittels
gentechnischer Methoden und somit die funktionelle Elimination von Genen, die fur
die Initiation oder Propagierung des Rejektionsprozesses verantwortlich sind. Im
Mausmodell konnte experimentell gezeigt werden, dass die Immunogenitat von
allogenen Haut-Sheet-Transplantaten durch fehlende MHC-Expression drastisch
reduziert wird [Hultman et al. 1998]. Es konnte deshalb kunftig sinnvoll sein,
epidermale Zellen ohne MHC I-Expression auf der Dermis ex vivo zu kultivieren und
dann als Hautersatz zu transplantieren. Auflierdem stellen Keratinozyten einen
geeigneten Zelltyp dar, um durch gentherapeutisch induzierte Expression von
Molekilen ~ den  Wundheilungsprozess und das  Einwachsen eines
Hautersatzgewebes deutlich zu verbessern. Beispielsweise lasst sich durch eine
VEGF Freisetzung die schnellere Gefalkanbindung des Transplantates erreichen
[Hojo et al. 2003].

1.6. Kombination von Tissue Engineering und Intrabody Strategie fiir die

Therapie kardiovaskularer Erkrankungen

Im Bereich der kardiovaskularen Bypass-Chirurgie besteht ein stetig wachsender
Bedarf an geeignetem kleinlumigem GefalRersatz zur Wiederherstellung einer
optimalen Versorgung des Herzmuskels. Ebenso werden Gefaliersatzstrukturen fur
die Bereitstellung einer GefalRuberbrickung bei Dialysepatienten (Dialyse-Shunts),
sowie fur Operationen im Bereich der padiatrischen Chirurgie bendétigt. Nach wie vor
gilt die Transplantation von autologen GefalRen, wie der Brustwandarterie (A.
thoracica interna) oder der Beinvene (V. saphena magna), als der
,Goldstandard“ eines Gefallersatzes. Probleme entstehen jedoch, wenn, bedingt
durch das hohe Alter der Patienten oder einen schlechten Zustand der Gefalde durch
Grunderkrankungen, kein geeignetes Material zur Verfugung steht. Einige
Arbeitsgruppen beschreiben die Verwendung von xenogenen Gefallen oder von
kryokonservierten allogenen Gefallen [Teebken et al. 2000; Schmidt und Baier 2000].
Probleme bestehen hierbei jedoch bezlglich der geringen Offenheitsrate, der Gefahr

von Aneurismenbildungen oder auch durch ein immunogenes Potential der
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Gefalstrukturbestandteile und verbleibender zellularer Komponenten. Deshalb
wurden Verfahren einer Dezellularisierung von nativen Gefal3strukturen und einer
Stabilisierung durch Glutaraldehydvernetzung getestet. Vorteilhaft ist bei der
Methode der Dezellularisierung, dass die nativen Matrixstrukturen, inklusive der
Lamina elastica interna, erhalten bleiben [Kasimir et al. 2003; Mertsching, et al. 2005;
Gilbert et al. 2006].

Alternativen zu diesen genannten Verfahren bestehen in der Herstellung
verschiedener Typen des GefalRersatzes auf dem Wege des ,Tissue
Engineering“ [Teebken und Haverich 2002; Nugent und Edelmann 2003; Zhang et al.
2007]. In den vergangenen Jahren wurden insbesondere bei der Entwicklung von
englumigem GefalRersatz groe Anstrengungen unternommen. Wahrend
synthetische Materialien flr den arteriellen Ersatz in Bereichen mit hohem Blutfluss
und geringem Stromungswiderstand bereits erfolgreich verwendet werden, missen
fur englumige Gefalle andere Losungsmoglichkeiten entwickelt werden. Da es im
Menschen zu keiner spontanen Endothelialisierung der implantierten Gefalimatrix
kommt, muss zur Vermeidung einer Thrombosierung eine Besiedlung mit EC ex vivo
vor einer Implantation durchgefuhrt werden [Bordenave et al. 2005]. Hierbei werden
Matrices, die sowohl aus Kunststoffmaterialien, wie ePTFE oder auch naturlichen
azellularisierten Materialien bestehen kdénnen, mit  einer  luminalen
Endothelzellschicht versehen. Einige wenige Arbeitsgruppen haben die erfolgreiche
Anwendung endothelialisierter ePTFE-Prothesen als femoropopliteale Bypasse
beschrieben [Deutsch et al. 1997; Meinhard et al. 2001; Meinhard et al. 2005]. Laube
und Mitarbeiter [2000] zeigten als eine der wenigen Gruppen auch Erfolge mit
ePTFE-GefalRersatz bei kardialen Bypassoperationen. Alternative experimentelle
Ansatze zielen hingegen auf die komplette Generierung eines Gefalles aus den
einzelnen Zellschichten des Blutgefalles, wie von L'Heureux und Mitarbeitern
beschrieben [1998; 2006; 2007]. In der Regel wird man auch hier eine Besiedlung
mit autologen Endothelzellen vornehmen, um moglichst keine oder geringe
Immunantworten zu induzieren.

Alle beschriebenen Verfahren setzen jedoch die zeitaufwandige und kostenintensive
Anzucht von autologen EC voraus und sind so fur Akutsituationen vdllig ungeeignet.
An diesem Punkt setzt die Strategie zur Modulation der allogenen Eigenschaften von
EC durch gezielte Unterdruckung der MHC |-Expression an, um eine universelle

Spenderzelle zur luminalen Besiedlung von Gefaliersatzmaterialien bereitzustellen.
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1.7.

Ubersicht der bearbeiteten Fragestellungen

Auf der Basis der in den Abschnitten 1.1. bis 1.6. dargelegten wissenschaftlichen

Erkenntnisse und Hintergrinde ergaben sich flir meine Arbeit folgende zu

bearbeitende Fragestellungen:

1.

Kénnen anti-inflammatorische Zytokine, wie IL-10, direkten Einfluss auf
primare epitheliale Zellen ausiben und damit die Prozesse der adaptiven
Immunantwort im Verlauf von dermatologischen Erkrankungen beeinflussen?
Kann die Immunogenitat von primaren endothelialen und epithelialen Zellen
durch eine Hemmung ihrer MHC I-Oberflachenexpression herabgesetzt oder
sogar verhindert werden?

Ist das Verfahren der anti-MHC I-Intrabody-Expression in primaren Zellen eine
effiziente  Methode fur eine gezielte Modifikation der MHC I-
Molekulexpression?

Welche funktionellen Auswirkungen auf die Prozesse der zellularen und
humoralen Immunantwort hat die auf epithelialen und endothelialen Zellen
generierte MHC |-Defizienz?

Ist es moglich eine universelle Spenderzelle fur die Anwendung bei der
Transplantation von Zellen und zusammengesetzten Geweben zu erzeugen

und welche Effekte konnen in vitro und in vivo erzielt werden?

16



ERGEBNISSE

2. Ergebnisse

2.1. Modulation der Immunantwort durch Anwendung des anti-
inflammatorischen Zytokins IL-10 - Effekte auf Immunzellen und

Keratinozyten

(Publikation 1: Seifert et al. 2000a, siehe Seite 19-27)

Das Zytokin IL-10, eines der bekanntesten anti-inflammatorischen Zytokine, ist ein
Schlusselfaktor im Wechselspiel zwischen Immun- und Hautsystem im Prozess der
Wundheilung und der kutanen inflammatorischen Reaktionen und stellt somit einen
hoffnungsvollen Kandidaten fir die Behandlung dermatologischer Erkrankungen dar.
Es ist bekannt, dass IL-10 die Infiltration von neutrophilen Zellen und Makrophagen
in das geschadigte Gewebe hemmt und auch zu einer Inhibition der Expression von
pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1B3, IL-6 und TNF-a sowie von Chemokinen
wie MCP-1 und MIP1-a flhrt [Sato et al. 1999]. Wirksame therapeutische Effekte bei
der Anwendung von IL-10 in der Behandlung der Psoriasis mit klaren
histomorphologischen Effekten in der Epidermis der psoriatischen Plaques
[Asadullah et al. 1998] lieRen die Frage nach den direkten Effekten dieses Zytokins
auf den primaren Zelltyp der Keratinozyten in den Focus der experimentellen
Forschung rucken. Obwohl urspringliche Daten anderer Arbeitsgruppen einen
direkten Einflu® von IL-10 auf die Keratinozyten vermuten lielien [Becherel et al.
1995; Michel et al. 1997], konnten wir dies mit unseren eigenen experimentellen
Studien Uberzeugend widerlegen. So verwendeten wir in unseren in vitro-
Untersuchungen an humanen primaren Keratinozyten die identische IL-10-
Formulierung, wie sie auch zur Behandlung psoriatischer Patienten eingesetzt wurde.
Wir untersuchten hierbei zunachst den Einfluss von IL-10 auf die Proliferation der
Keratinozyten, fanden jedoch keine hemmenden Effekte, im Gegensatz zu der als
Positivkontrolle mitgefiihrten IFN-y-Behandlung der Zellen [Seifert et al. 2000a]. Im
Weiteren wurde untersucht, ob IL-10 die Sekretion der Zytokine IL-6, IL-8 und des IL-
1-Rezeptor-Antagonisten  beeinflusst. Hierzu erfolgte eine Inkubation der
Keratinozyten fir 24 Stunden mit IL-10 alleine sowie zusatzlich nach einer
Vorbehandlung der Zellen mit IFN-y oder LPS zur Simulation von
Entzindungsbedingungen. In keinem der genannten Ansatze konnte eine Modulation
des Zytokinfreisetzungsmusters durch die IL-10-Behandlung nachgewiesen werden.
Als Kontrolle mitgefuhrte PBMC-Kulturen zeigten hingegen eine deutliche Inhibition
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der LPS-induzierten IL-8 Freisetzung mit steigender IL-10-Konzentration. In einer
weiteren Experimentserie testeten wir den potentiellen Einfluss von IL-10 auf die
Expression von wichtigen Oberflachenmarkern unter inflammatorischen
Bedingungen, simuliert durch eine Inkubation mit IFN-y, LPS oder einer Kombination
beider Faktoren. Doch auch hier konnte ausschliellich fur die analysierten PBMC
eine dosisabhangige Regulation der Expression von MHC Il und CD86 gezeigt
werden, jedoch wiederum keine Modulation bei den untersuchten primaren
Keratinozyten. Die Marker ICAM-1 und CD80 wurden weder bei PBMC noch bei
Keratinozyten durch IL-10-Behandlung beeinflusst. Auf Grund dieser Daten zogen
wir die Schlussfolgerung, dass die therapeutischen Wirkungen von IL-10 bei der
Psoriasis eher uber Effekte auf Immunzellen der Peripherie als Uber lokale
Wirkungen auf die Keratinozyten selbst vermittelt werden. Unsere eigenen
weitererflhrenden Untersuchungen belegten, dass sowohl humane primare
Keratinozyten, als auch die Zelllinie HaCaT, keine IL-10-Rezeptor-a-Kette
exprimieren, jedoch die IL-10-Rezeptor-p-Kette [Seifert et al. 2003]. Somit blieb auch

die Induktion fraher intrazellularer Signalmolektle wie SOCS 3 uber IL-10 aus.
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2.2. Gentherapeutische Modulation von MHC I-Molekulen auf primaren Zellen

zur Anwendung im Tissue Engineering

2.2.1. Etablierung von anti- MHC I-Intrabodies und Testung an epithelialen Zelllinien

und priméren Keratinozyten

(Publikation 2: Mhashilkar, Doebis et al. 2002, siehe Seite 30-42 ; Publikation

3: Busch et al. 2004, siehe Seite 43-52)
Unsere ersten Untersuchungen mit anti-MHC I-spezifischen Intrabodies gehen auf
eine mehrjahrige Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Wayne A. Marasco am
Dana-Farber-Institute in Boston zurtck. In dieser Arbeitsgruppe wurde der anti-
human-MHC I-spezifische Intrabody IB-8KscFv entwickelt. In gemeinsamen
Untersuchungen [Mhashilkar, Doebis et al. 2002] konnte durch Transfektion des
Intrabodies in COS-Zellen die Ko-Immunoprazipitation der MHC I-a-Kette sowie von
R2-Mikroglobulin nachgewiesen werden. Aullerdem wurde nach Transfektion der
humanen T-Zelllinie Jurkat ein kompletter phanotypischer MHC I-Knock-Out erzeugt.
Die parallele Analyse anderer Oberflachenmarker auf den hergestellten Jurkat-
Knock-Out-Klonen belegte, dass es, bedingt durch die Intrabody-Expression,
ausschlieBlich zu einer MHC I-Defizienz kommt und die anderen Oberflachenmarker
nicht modifiziert werden. In unserem Labor wurden diese Untersuchungen durch die
Erzeugung eines Adenovirus (in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Thomas
Ritter) mit dem humanen IB-8KscFv (Ad-8KscFv) und die Transduktion primarer
Keratinozyten und der Keratinozyten-Zelllinie HaCaT komplettiert. Wir konnten
eindeutig nachweisen, dass die Transduktion der Keratinozyten mit Ad-8KscFv zu
einer starken Herunterregulation der MHC I-Oberflachenexpression fuhrt und dies
sogar nach Stimulation der Zellen mit dem pro-inflammatorischen Zytokin I[FN-y.
Ganz entscheidend fur die Anwendung der Intrabody-Strategie in einem
experimentellen Tiermodell der Ratte war die Entwicklung eines anti-Ratten-
MHC I(RT1A)-spezifischen Intrabodies [Busch et al. 2004]. Der in unserer
Arbeitsgruppe generierte Intrabody IB-OX18scFv wurde in verschiedenen
Konstruktformen getestet, zum einen als Fusionsprotein mit GFP sowie auch als Bi-
cistronisches Konstrukt mit einer IRES und nachgeschaltetem GFP-Gen. Beide
Konstruktvarianten wurden mittels klassischer liposomaler Transfektion in primaren
Keratinozyten exprimiert. Als Kontrollkonstrukte wurden von uns analoge

Vektorvarianten mit dem humanen [B-8KscFv verwendet. Jedoch zeigte sich
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ausschlieBlich bei Verwendung des Konstruktes mit dem Fusionsprotein aus
Intrabody und GFP eine deutliche Herunterregulation der MHC I|-Expression bei der
FACS-Analyse. Durch eine kombinierte Anfarbung von intra- und extrazellularen
MHC I-Molekilen gelang es uns, die Akkumulation von MHC | im Zytoplasma bei
gleichzeitiger Reduktion des oberflachengebundenen MHC | nachzuweisen. Wir
konnten zudem zeigen, dass die Wirkung des intrazellular exprimierten anti-MHC |-
Antikérperfragmentes IB-OX18scFv ausschliel3lich die MHC I-Oberflachenexpression
hemmte, jedoch keinen Einfluss auf die Expression anderer charakteristischer
Oberflachenmarker der Keratinozyten, wie beispielsweise ICAM-1, hatte. Mittels
GFP-Ko-Expression als Reportermolekll konnten wir Intrabody-GFP-positive Klone
der primaren Keratinozyten etablieren und in funktionellen Experimenten einsetzen.
Die Analyse der MHC I-defizienten Keratinozyten in einem Zytotoxizitatstest unter
Verwendung von vorsensibilisierten zytotoxischen T-Zellen (CTL) zeigte eine deutlich
verminderte spezifische Lyse dieser Zellen im Vergleich zu den Kontroll-transfizierten
Keratinozyten oder auch den Zellen eines dritten unabhangigen MHC-Typs (,3rd
party“). Diese signifikante Hemmung der CTL-vermittelten Lyse pradestiniert diese
Zellen fur eine Verwendung als universelle Spenderzelle bei der Transplantation von
Hautersatzgewebe in einem entsprechenden Transplantationsmodell. Generell kann
dieses Prinzip auch auf humane Keratinozyten Ubertragen werden, wie bereits in den
ersten eigenen Untersuchungen [Mhashilkar, Doebis et al. 2002] gezeigt werden

konnte.
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2.2.2. Modulation der MHC I-Expression auf humanen und Ratten-Endothelzellen
durch anti-MHC I-Intrabody-Expression

(Publikation 4: Beyer et al. 2004 , siehe Seite 56-63; Publikation 5: Doebis et

al. 2006, siehe Seite 64-71)
Fir die Generierung von artifiziellem GefalRersatz durch die luminale Besiedlung von
Gefalmatrices mit Endothelzellen sollte das Prinzip der Erzeugung universeller
Spenderzellen durch MHC I-Modulation mittels eines Intrabodies auch auf diesen
primaren Zelltyp angewandt werden. Endothelzellen sind durch liposomale
Gentransfermethoden relativ schlecht zu transfizieren. So wurde der von uns
generierte Intrabody-Adenovirus (Ad-8KscFv) fur die gezielte Modifikation von
humanen Nabelschnur-Venen-Endothelzellen (HUVEC) verwendet [Beyer et al.
2004]. Unter Verwendung eines GFP-Adenovirus (Ad-GFP) konnte in
Voruntersuchungen eine Transduktionseffizienz von >95% erzielt werden. Die
umfangreichen Experimente unter Verwendung des Ad-8KscFv zeigten eine
signifikante Hemmung der MHC |-Oberflachenexpression auf HUVEC 48 Stunden
nach Transduktion im Vergleich zum Expressionsniveau auf untransduzierten oder
mit Kontrollvektor (Ad-a-Antitrypsin (AAT)) transduzierten Zellen. Es konnte in
weiterflhrenden Experimenten nach Stimulation der transduzierten Zellen mit den
Zytokinen TNF-o. und IFN-y zweifelsfrei belegt werden, dass die Hemmung der
MHC I-Expression auch unter pro-inflammatorischen Bedingungen erhalten bleibt.
Von Interesse war aus diesem Grund die Analyse der Zellen in einem
Zytotoxizitatstest mit CTL. Die Generierung der geeigneten CTL erforderte eine HLA-
Typisierung der verwendeten HUVEC und die Vorstimulation von T-Zellen durch eine
EBV-transformierte B-Zelllinie (LCL) des identischen HLA-Typs. Somit wurde die B-
Zelllinie eines Normalspenders mit einem bezlglich der verwendeten HUVEC
identischen HLA-Typ durch EBV—-Transformation hergestellt und T-Zellen durch eine
Vorkultur unter Zusatz von IL-2 Uber mehrere Tage auf die Erkennung dieses HLA-
Typs sensibilisiert. Die Zytotoxizitatsanalyse erfolgte mittels eines von uns dafir
etablierten Calcein-Freisetzungstests. Es konnte hierbei gezeigt werden, dass
HUVEC mit reduzierter MHC I-Expression auf Grund der Ad-8KscFv-Transduktion
weniger stark von den vorsensibilisierten CTL lysiert werden als untransduzierte oder
Kontrollvektor-transduzierte Zellen. Einschrankend fur dieses System ist lediglich das
schnelle Abklingen des Intrabody-vermittelten Effektes, bedingt durch das gewahite

adenovirale Gentransfersystem, bei dem es zu keiner stabilen Integration des anti-

53



ERGEBNISSE

MHC I-Intrabody-Gens in das Genom kommt. Schon nach 7 Tagen ist kein Effekt der
Transduktion mehr messbar.

Aus diesem Grunde wurde fur die Transduktion der Endothelzellen im Rattenmodell
ein lentivirales Gentransfersystem, welches von unserem Kooperationspartner Jakob
Reiser an der Louisiana State University in New Orleans entwickelt wurde,
angewandt [Doebis et al. 2006]. Mit diesem Transduktionssystem gelang eine stabile
Integration des Intrabody-Gens in das Genom der Aorten-Endothelzellen. Unsere
Untersuchungen zeigten, dass auch nach weit Uber 70 Tagen stabile Effekte der
Transduktion mit dem Intrabody IB-OX18scFv nachweisbar waren. Durch Ko-
Expression des Reportermolekils hrGFP (humanized renilla Green Fluorescence
Protein) sowie durch effiziente Transduktion und nachfolgendes Sorten am FACS
gelang uns die Generierung von stabilen MHC I-defizienten Ratten-Aorten-
Endothelzellen. Die Methode zur Isolation der Ratten-Aorten-Endothelzellen wurde
aus dem Labor von Roberto Nicosia in Seattle (Division of Pathology and Laboratory
Medicine, Veterans Affairs Puget Sound Health Care System) Ubernommen und in
unserem Labor etabliert. So konnten in der Folgezeit primare Aorten-Endothelzellen
von verschiedenen Ratten-Stammen generiert werden.

Die stabile Intrabody-Expression in Ratten-Aorten-Endothelzellen fuhrte zur
Erzeugung eines MHC [-Knock-Out-Phanotyps. In Analogie zu den Untersuchungen
an Ratten-Keratinozyten konnte auch hier eine deutliche Akkumulation von MHC | in
der Zelle bei gleichzeitiger Reduktion der MHC I-Oberflachenexpression
nachgewiesen werden. Die Redukton von MHCI| war Uber lange
Untersuchungszeitraume stabil, konnte jedoch partiell durch die Stimulation mit IFN-y
aufgehoben werden.

Endothelzellen als luminaler Besatz der Gefaltinnenwand spielen insbesondere eine
wichtige Rolle bei der Vermittlung von Rejektionsprozesen uber allospezifische
Antikorper. Unsere Hypothese, dass die fehlende MHC I-Expression nach
Transduktion mit dem Intrabody auch zu einer Hemmung von Allo-Antikorper
(AK)Komplement-vermittelter Lyse fuhrt, konnte in unseren Experimenten belegt
werden. Die Allo-AK/Komplement-vermittelte Lyse wurde hierbei durch FACS-
Analyse der 7AAD-positiven Zellfraktion nach Inkubation mit einem starken Allo-AK
und Kaninchen-Complement ermittelt. Es zeigte sich eine hochsignifiante Reduktion
des Anteils 7AAD-positiver Zellen in den Intrabody-exprimierenden Endothelzellen im

Vergleich zu den Wildtypzellen bzw. den Kontroll-transduzierten Zellen. Diese Daten
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belegen die Resistenz der MHC I-Knock-Out-Endothelzellen fur Angriffe des
humoralen Immunsytems.

Auch die Annahme, dass die MHC I-Defizienz der Endothelzellen zu einer geringeren
Empfindlichkeit gegenuber CTL-vermittelter Lyse flhrt, konnten wir in den
durchgefuhrten Zytotoxizitatstestungen bestatigen. Die spezifische Lyse der
Endothelzellen, ermittelt Uber einen Calcein-Freisetzungstest, wurde nahezu auf das
Niveau der Lyse von syngenen Kontrollzellen reduziert. Die Intrabody-modifizierten
Zellen stellen somit aus unserer Sicht einen geeigneten universellen Spenderzelltyp
fur die Anwendung in der Transplantation von Gefaliersatz dar. Sie konnen fur die
Besiedlung englumiger Gefallmatrices verwendet und dann in einem Ratten-
Transplantationsmodell getestet werden. Ein solches Aorten-Transplantationsmodell
wurde in unserer Arbeitsgruppe etabliert und erste Daten mit der Transplantation von
MHC I-defizienten Endothelzellen auf einer azellularisierten GefalRmatrix liegen

inzwischen vor [Seifert et al. in Vorbereitung].
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2.3. Modulation der Immunantwort durch Anwendung der Intrabody-Strategie
gegenuiber vaskularen Transplantaten im Rattenmodell
(Publikation 6: Zdoroveac et al. 2008, siehe Seite 73-81)

Nachdem es uns invitro durch die Expression des anti-MHC I|-spezifischen
Intrabodies gelungen war, die MHC I-Oberflachenexpression in arteriellen Ratten-
Endothelzellen zu inhibieren und auch eine Hemmung sowohl der zellularen als auch
der humoralen Immunantwort zu demonstrieren, sollte dieses Prinzip nun im in vivo-
Transplantationsmodell getestet werden. Hierbei kam als Gentransfersystem die
adenovirale Expression des Ratten-Intrabodies zur Anwendung. Zunachst wurde
durch Applikation eines [-Galaktosidase-haltigen Kontrollvektors (Ad-R-Gal) die
Effizienz der Transduktion von Ratten-Endothelzellen ex vivo in einem Carotis-
Transplantat Uberprift [Zdoroveac et al. 2008]. Mittels X-Gal konnte ein hoher
Prozentsatz der luminalen Endothelzellen spezifisch angefarbt werden. In den
Carotis-Transplantationsexperimenten wurden folgende Versuchsgruppen
miteinander verglichen: (i) mit Intrabody-Transduktion (ii) mit Kontrollvektor-
Transduktion und (iii) ohne Transduktion. In umfassenden histologischen
Untersuchungen am Tag 7 und Tag 28 nach der Transplantation konnten deutliche
Effekte der Behandlung mit dem anti-MHC I-Intrabody nachgewiesen werden. Es
zeigte sich insbesondere eine verringerte Infiltration von T-Zellen (sowohl CD4(+) als
auch CD8(+)) und von CD68(+)-Gewebsmakrophagen. Diese verminderte zellulare
Infiltration sowohl zu einem frlhen (Tag 7) als auch zu einem spaten (Tag 28)
Zeitpunkt nach der Transplantation war mit einer signifikant verringerten
Intimaverdickung assoziiert. Durch Analysen der mRNA Expression verschiedener
zellularer Marker als auch von pro-inflammatorischen Zytokinen konnten die
Ergebnisse der histologischen Studien untermauert werden. Insbesondere war die
Expression von IFN-y in den mit Intrabody-transduzierten Transplantaten erniedrigt.
Die Analyse der Allo-AK-Antwort durch eine spezifische FACS-Analyse der Seren
aller transplantierten Ratten zeigte nur in der Tendenz einen erniedrigten Shift in der
mittleren Fluoreszenzintensitat bei der Intrabody-Versuchsgruppe gegenuber beiden
Kontrollgruppen. Auf Grund der geringen Grol3e der Carotis-Transplantate war die
Allo-AK-Antwort insgesamt extrem gering und die Sensitivitat der Methode lie® keine
gute Differenzierung zwischen den Versuchsgruppen zu. Dennoch gelang es, durch
dieses Transplantationsmodell erstmalig einen deutlichen protektiven Effekt der

Anwendung der Intrabody-Strategie in vivo zu demonstrieren.
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3. Diskussion

3.1. Primare Keratinozyten als Zielzellen einer Immunmodulation durch

Zytokine

Fiar eine Reihe von dermatologischen Erkrankungen stehen die Keratinozyten als
eine der zellularen Hauptkomponenten der Epidermis im Focus der Untersuchungen.
Permanent befindet sich die epidermale Schicht im homeostatischen Umbau und
durchlaufen die Keratinozyten eine Entwicklung von der Basalzellschicht bis hin zum
hoch differenzierten Stratum corneum [Candi et al. 2005]. Die Biologie dieses
Zelltyps ist komplex und ihre Rolle in vielen pathologischen Veranderungen der Haut
noch nicht vollstandig geklart. Beispielsweise kommt es bei der Psoriasis zur
Entwicklung einer Hyperkeratosis durch eine scheinbar ungehemmte Proliferation der
Keratinozyten. Da durch Asadullah und Mitarbeiter [1998] in ersten klinischen
Studien gezeigt werden konnte, dass die Behandlung von Psoriatikern mit dem anti-
inflammatorischen Zytokin IL-10 zu einer signifikanten Verbesserung der
Histomorphologie der Epidermis flhrte, waren direkte, maoglicherweise anti-
proliferative Effekte von IL-10 denkbar. Durch unsere umfangreichen Studien
konnten wir jedoch eindeutig nachweisen, dass die Effekte dieses Zytokins eher auf
indirektem Wege durch eine systemische Wirkung auf Immunzellen realisiert werden
[Seifert et al. 2000a]. Weiterhin gelang es uns nachzuweisen, dass primare humane
Keratinozyten uber keine IL-10R1-Kette verfugen und somit auch keine
Signalmolekile wie STAT oder SOCS aktiviert werden kdnnen [Seifert et al. 2003].
Unsere Daten relativierten somit die von anderen Arbeitsgruppen publizierten Effekte
des Zytokins IL-10 auf Keratinozytenzelllinien und primare Zellen [Becherel et al.
1995; Michel et al. 1997]. In den nachfolgenden Jahren wurden eine Reihe von IL-10
verwandten Zytokinen entdeckt, wie bereits ausfuhrlich in der Einleitung dargelegt
(siehe 1.3.). Die auf Keratinozyten exprimierte IL-10R2-Kette kann mit verschiedenen
anderen Partnern (IL-20R1-, IL-20R2- und IL-22R1-Kette) assoziieren und macht
diesen Zelltyp sensitiv fur die Wirkung der Zytokine I1L-19, IL-20, IL-22, |IL-24 und IL-
26. Die genannten pro-inflammatorisch wirksamen Zytokine konnten mit einer
Prasenz von autoreaktiven Th1-Zellen in psoriatischen Lasionen verknupft sein. So
findet sich IL-19 und IL-20 mRNA in Hautlasionen von Psoriatikern [Romer et al.
2003]. Auch fur das von T-Zellen produzierte IL-22 fanden sich erhohte mRNA-
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Expressionen bei diesem Krankheitsbild [Wolk et al. 2002]. Offenbar dominieren
verschiedene Mitglieder der IL-10-Familie bei der Psoriasis und eine verstarkte
Expression der entsprechenden Rezeptoren auf den Keratinozyten spricht fir ihre
Rolle in der Entstehung der epidermalen Entzindung [Boniface et al. 2005].
Gegenwartige Therapiestrategien konzentrieren sich auf die Beeinflussung der T-
Zell-Aktivierung und die Beeinflussung der Balance von Th1- und Th2-Zellen,
beispielsweise durch das LFA-3/CD58-Fusionsprotein (Alefasept), CTLA4-lg, die
Neutralisation von TNF-a sowie die Begunstigung einer Th2-Immunantwort durch
Applikation von IL-4, IL-10 und IL-11 [Boniface et al. 2005]. Auch IL-15 stellt im
Kontext der Psoriasis-Therapie einen interessanten Ansatzpunkt dar. In einer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe um Silvia Bulfone-Paus untersuchten wir den
Effekt von IL-15 auf humane Keratinozyten und die HaCaT-Zelllinie und konnten eine
signifikante  Hemmung von anti-Fas- und Methylzellulose-induzierter Apoptose
nachweisen [Ruckert et al. 2000]. Durch histologische Untersuchungen an
Hautschnitten von Psoriatikern im Vergleich zu nichtlasionalen Hautbereichen der
gleichen Patientengruppe und zu Normalspendern konnte gezeigt werden, dass die
IL-15-Proteinexpression in den Gewebeproben der psoriatischen Lasionen deutlich
erhoht war. Diese Beobachtung legte die Hypothese nahe, dass die IL-15-Expression
in den psoriatischen Lasionen Uber eine Vermittlung anti-apoptotischer Mechanismen
die Hyperproliferation der Keratinozyten in den oberen Epidermisbereichen
begunstigt. In seither veroffentlichten Studien werden therapeutische Verfahren zur
Neutralisation von IL-15 sowohl fir Psoriasis als auch fiur Diabetes beschrieben
[Mclnnes und Gracie 2004].

3.2. Immunmodulation durch Hemmung der MHC I-Expression auf primaren

epithelialen und endothelialen Zellen

Ansatze zur Modulation der Immunantwort beinhalten die Modifikation von wichtigen
Oberflachenstrukturen auf transplantierten Zellen und Geweben. Maligebliche
Erkennungsstrukturen sind dabei die MHC-Molekile der Klassen | und Il. Bei
unseren eigenen Untersuchungen konzentrierten wir uns auf die Hemmung der
MHC I-Expression, da die verwendeten primaren Zelltypen, Keratinozyten und
Endothelzellen, konstitutiv ausschliellich MHC I-Moleklle exprimieren. Nach einer
inflammatorischen Stimulation der Zellen kann es auch zu einer Induktion von
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MHC lI-Molekilen kommen, jedoch soll letztendlich die Generierung von MHC I-
defizienten Zellen die Initierung einer Inflammation und damit auch die weitere
MHC ll-Induktion verhindern helfen.

Zur MHC I-Modifikation bedienten wir uns in unseren experimentellen Studien einer
sehr spezifischen und effizienten Methode, der intrazellularen Expression eines
gegen das MHC I-Molekll gerichteten Antikdrperfragmentes (so genannter
.Intrabody“). Durch die Spezifitdt des antigenbindenden Strukturteiles Fv mit dem
entsprechenden nicht-polymorphen Epitop des MHC-Molekils zeichnet sich das
Verfahren ebenfalls durch eine hohe Spezifitdt und Effizienz aus. Dies ist auch ein
Vorteil gegenuber dem in jungster Zeit beschriebenen Verfahren der RNA-Interferenz
(siRNA-Technologie) [Lobato et al. 2003; Boldicke et al. 2007]. Ein weiterer Vortell
der Intrabody-basierten Hemmung von Proteinexpressionen besteht im Ausbleiben
einer Induktion von IFN-y, welches beim Verfahren der siRNA-basierten Hemmung
eine nicht unerhebliche Rolle spielt [Sledz und Williams 2004; Lo et al. 2008].
Dennoch haben sich andere Arbeitsgruppen mit einer Hemmung der MHC |- sowie
der 32-Mikroglobulin-Expression auf humanen EBV-transformierten B-Zellen durch
spezifische siRNA befasst [Figuereidero et al. 2006]. Die Autoren zeigten in ihren
Arbeiten, dass durch den lentiviralen Gentransfer von siRNA fir 32-Mikroglobulin und
HLA-A eine dauerhafte Reduktion der Oberflachenexpression dieser Molekule erfolgt
und eine verminderte Proliferation von CD8(+)-Zelllinien als auch eine verminderte
Zelllyse erzielt werden kann.

Wir gehen jedoch auf Grund des hohen Grades an Polymorphismus der MHC-
Molekule und der hoch-spezifischen Bindung des anti-MHC I-Intrabodies von einem
Vorteil unserer Technik gegenuber siRNA basierten Prinzipien aus. Hierbei mussten
spezifische siRNA Molekile mit Klassen-, Gen- und Gruppen-Spezifitat generiert
werden, was einen hohen Grad an individueller patientenspezifischer Anpassung
erfordert.

Wichtig ist auch die Stabilitat des erreichten MHC |-defizienten Zustandes. Erfolgt der
Transfer des Intrabody-kodierenden Gens nur transient, so ist auch der Effekt der
MHC I-Defizienz ein nur kurzzeitiger. Gelingt jedoch die stabile Integration des
Intrabody-kodierenden Gens in die Zellen, so ist der MHC I-defiziente Phanotyp
anhaltend. Wir haben in unseren eigenen Untersuchungen auf verschiedene

Methoden des Gentransfers zurlickgegriffen, sowohl den liposomalen Gentransfer
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als auch den viralen (adenoviral, retroviral) Gentransfer. Das setzte zum Tell
Optimierungsarbeiten fur einen effizienten Gentransfer in die primaren Zellen voraus.
So wurden in umfangreichen methodischen Untersuchungen an Epithelzelllinien und
primaren humanen sowie Ratten-Keratinozyten optimale Transduktionsbedingungen
mit einem [3-Gal-exprimierenden Adenovirus durchgefuhrt [Doebis et al. 2002]. Es
zeigte sich eine signifikante Verbesserung der Transduktionseffizienz durch den
Zusatz von Polybrene. Die Transduktionen des therapeutischen Adenovirus mit dem
Intrabody wurden dann entsprechend dieser Methodenoptimierung durchgefinhrt.

Weiterhin gab es zahlreiche Vorarbeiten durch Herstellung von geeigneten
Konstrukten zur liposomalen Transfektion und Ko-Expression eines GFP-
Reporterproteins, welches eine Sortierung und damit Selektion der Intrabody-
exprimierenden Zellen ermdglichte [Busch et al. 2004; Doebis et al. 2006]. Die
Expression eines anti-MHC I-spezifischen Intrabodies in Keratinozyten der Ratte und
des Menschen durch adenoviralen oder liposomalen Gentransfer fUhrte zu einer
deutlichen Reduktion bzw. zum kompletten Verlust der MHC I-
Oberflachenexpression auf diesen Zellen [Mhashilkar, Doebis et al. 2002; Busch et al.
2004]. Sowohl im Ratten- als auch im humanen System war das exprimierte
Antikdrperfragment gegen eine nicht-polymorphe Struktur auf dem MHC [-Molekdl
gerichtet und mit einem Retentionssignal fur das ER versehen. Im ER findet die
Bindung an die schweren Ketten des MHC-Molekiils statt, die den Transport dieses
Zellrezeptors an die Zelloberflache inhibiert. Der Verbleib des Komplexes aus
Antigen und Intrabody konnte durch uns nicht vollstandig geklart werden. Die
experimentellen Daten zeigen jedoch, sowohl fir Keratinozyen als auch fur
Endothelzellen, dass eine Akkumulation von MHC I-Molekilen in den Zellen
stattfindet. Inwiefern es im Verlaufe einer anhaltenden Expression des Intrabodies zu
einem Abbau des Komplexes kommt, ist noch unklar. Wir konnten jedoch keine
toxischen Effekte oder gar morphologischen Veranderungen feststellen, selbst bei
stabiler Expression in den Zellen. Unterschiede in Bezug auf die Stabilitdt und
Loslichkeit des  intrazellular  exprimierten  scFv-Fragmentes je  nach
Kompartimentlokalisation wurden bereits beschrieben [Cardinale et al. 2004] und
sind beispielsweise auf eine unterschiedliche Faltung des Fragmentes
zurtuckzufihren. Wir konnten in den Experimenten mit Ratten-Keratinozyten
feststellen, dass die Expression des Fuisonsproteins von Intrabody mit GFP zu einer

stabileren Expression und zu einem effizienten MHC |-Knock-Out fuhrte, wahrend die
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Transfektion mit Intrabody und GFP in einer zweiten Expressionskassette nach einer
IRES-Sequenz nur eine schwachere MHC I-Modulation bewirkte. Wir vermuten
deshalb eine mdgliche Stabilisierung des IB-OX18scFv durch seine direkte Kopplung
an das GFP.

In Ratten-Endothelzellen gelang uns eine stabile Expression des Intrabody durch
einen lentiviralen Gentransfer und eine FACS-basierte Anreicherung der Intrabody-
exprimierenden Zellen durch Ko-Expression des Reporterproteins hrGFP. Die Wahl
fiel auf dieses Reportermolekidl auf Grund seiner beschriebenen geringeren
Zytotoxizitat bei langanhaltender Expression in eukaryontischen Zellen [Hanazono et
al. 1997]

Wahrend wir durch einen adenoviralen Gentransfer in humanen Keratinozyten sowie
humanen Endothelzellen (HUVEC) nur einen transienten, wenn auch deutlichen
Effekt auf die Herrunterregulation der MHC I-Expression erreichen konnten,
ermoglichte uns der lentivirale Transfer die Untersuchung stabiler Endothelzellklone
fur weiterfUhrende funktionelle Studien.

Ubereinstimmend ergab sich in Zytotoxizitdtstestungen mit beiden genannten
primaren Zelltypen, dass die MHC I-defizienten Zellen auf Grund ihrer Intrabody-
Expression eine erhohte Resistenz gegenuber der Attacke von vorsensibilisierten
CTL besitzen [Busch et al. 2004; Beyer et al. 2004; Doebis et al. 2006]. Diese
Resultate sind beachtlich, wenn doch bekannt ist, dass flr die Auslésung von
zerstorenden Prozessen uber den Granzyme/Perforin-Weg nur wenige MHC I-
Moleklle auf den Zielzellen ausreichen [Valitutti S et al. 1996; Kummer et al. 2005],
um eine Lyse zu induzieren.

Fir die Intrabody-Strategie mul} jedoch einschrankend angemerkt werden, dass
unter starker inflammatorischer Stimulation mit IFN-y ein Anstieg der MHC |-
Expression erfolgt, was auch eine hdhere Empfindlichkeit gegenuber T-Zell-
vermittelten Angriffen nach sich zieht. Ob jedoch die von uns eingesetzten IFN-y-
Konzentrationen in vivo tatsachlich lokal erreicht werden konnen, bleibt strittig.

In diesem Zusammenhang ist zu bemerken, dass im Gegensatz zu den Rattenzellen,
die MHC I|-Defizienz auf humanen EC (HUVEC) offenbar nicht durch eine IFN-y-
Stimulation mit vergleichbaren Dosen aufgehoben werden kann [Beyer et al. 2004].
Andere Arbeitsgruppen haben bezuglich des Einflusses inflammatorischer Zytokine
auf die MHC I-Modulation andere Moleklle untersucht, wie beispielsweise das MK3

des y-Herpesvirus [Boname et al. 2004]. Das MK3 Molekul verhindert die
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Assemblierung der MHC |-Molekule, indem es sowohl die MHC I-Molekule als auch
Proteine des TAP Transporters ubiquitinyliert.

Fir EC spielen bei einer AbstoRungsreaktion neben den T-Zell-vermittelten
Lyseprozessen auch Angriffe Uber gebildete Allo-AK in einer Ko-Wirkung mit
Komplement eine wichtige Rolle [Derhaag et al. 2000; Baldwin et al. 2003; Wehner et
al. 2007]. Diese Untersuchungen haben wir ausschliellich an Ratten-EC
durchgefuhrt und entsprechende Daten generiert. So sind die mit dem Intrabody IB-
OX18scFV transduzierten EC nahezu komplett vor einer solchen humoralen Zelllyse
geschutzt. Die durch Intrabody-Expression erzielte verminderte Dichte der MHC I-
Molekule auf der EC-Oberflache fuhrt somit zu einer stark verminderten Dichte der
gebundenen Allo-AK, die dann nicht mehr ausreicht, um die Komplementkaskade zu
aktivieren. Insbesondere fir den spateren Einsatz der EC als universelle
Spenderzellen zur Besiedlung von Gefaldersatzstrukturen ist dieser Aspekt

bedeutsam.

3.3. Anwendungen MHC I-defizienter primarer Zellen in der Entwicklung von

Gewebeersatz mittels Tissue Engineering

Mit der Entwicklung von epithelialen und endothelialen Zellen mit defizienter MHC I-
Expression verfolgten wir primar das Ziel einer direkten Anwendung als universelle
Spenderzellen in  Transplantationsmodellen der Ratte. Die parallelen
Untersuchungen an den entsprechenden humanen Zellen sollte die
Translatierbarkeit der Prinzipien fur spatere klinische Applikationen demonstrieren.
Obwohl wir stabile Ratten-Keratinozytenklone mit Expression des |B-OX18scFv
generieren konnten, gestaltete sich die Entwicklung eines Haut-Sheet-
Transplantationsmodells in der Ratte als schwierig und flhrte nicht zu den
gewunschten Ergebnissen [Doebis et al. 1999; Seifert et al. 2000b]. Dennoch bieten
die entwickelten MHC I-Knock-Out-Systeme gute Voraussetzungen fur kunftige
Wege in diese Richtung. Andere Arbeitsgruppen beschaftigten sich nach wie vor mit
der Generierung von Keratinozyten zur Expression potentieller therapeutischer Gene
[Del Rio et al. 2002].

Im Bereich der Entwicklung von universell transplantierbaren Gefal3strukturen gelang
uns die Anwendung der Intrabody-Strategie in einem Gefal3-Transplantationsmodell

der Ratte [Zdoroveac et al. 2008]. Wir konnten durch adenoviralen ex vivo-
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Gentransfer des IB-OX18scFv in Ratten-Carotiden die Zeichen einer chronischen
Rejektion und die Entstehung von arteriosklerotischen Veranderungen deutlich
reduzieren. Diese Modulation durch die Expression des Intrabodies zeigte sich zum
einen in einer verminderten zellularen Infiltration in die Transplantate, einer
verminderten Expression des pro-inflammatorischen Zytokins IFN-y als auch in der
Hemmung der charakteristischerweise auftretenden Intimaverdickung der
Gefallwande. Mit unserer Behandlung konnen wir die primare Entwicklung der
Inflammation im transplantierten Organ inhibieren und somit auch eine verzdgerte
chronische Rejektion bewirken. Andere Autoren beschrieben in Analogie dazu, dass
im Maus-Modell die initialen antigenabhangigen Prozesse sehr entscheidend fir das
Schicksal des Gefaldtransplantates sind. Allerdings gibt es einen Zeitpunkt, ab dem
sich die Prozesse antigenunanbhangig fortsetzen und in typischen Anzeichen einer
chronischen Rejektion mit starker Zellinfiltration und Verdickung der Lamina Intima
munden [Ensminger et al. 2002]. Durch die verminderte MHC |-Expression auf den
EC wandern deutlich weniger T-Zellen sowie auch Monozyten/Makrophagen in das
Gefaltransplantat ein. Folglich wird auch die Sekretion von Zytokinen z.B. von IFN-y
minimiert, wodurch sowohl die Bindung von zirkulierenden Immunzellen an luminale
EC als auch die Proliferation und Migration von in der Lamina Media der Carotiswand
befindlichen glatten Muskelzellen reduziert wird. Neutralisationsexperimente mit anti-
IFN-y Antikdrpern zeigten den direkten Einflu® von IFN-y auf arteriosklerotische
Prozesse [Nagano et al. 1997]. Bei der Transplantation allogener GefalRe erfolgt
durch eben diese Prozesse eine immer starker werdende Proliferation der
Glattmuskelzellen und deren Einwanderung auf die luminale Seite, bis es zu einem
kompletten Verschluss des GefalRes kommt. Andere Autoren zeigten durch eine
andere Modifikation der EC auf der luminalen GefaRseite, einer Uberexpression von
Fas-Ligand, dass eine signifikante Beeinflussung T-Zell-vermittelter
Rejektionsprozesse und eine Hemmung der Intimahyperplasie stattfindet [Sata et al.
2001].

Ob auch humorale Faktoren durch die Intrabody-Expression in den luminalen EC der
Carotiden beeinflusst werden, konnten wir nicht belegen. Die Bildung von Allo-AK
war auf Grund der geringen GroRRe des Transplantates insgesamt sehr gering und so
konnten wir lediglich in der Tendenz eine verringerte Bildung von Allo-AK in der
Intrabody-Gruppe detektieren. Allo-AK kénnen bei der Aktivierung und Proliferation

von EC eine wichtige Rolle spielen [Jin et al. 2005; Naji et al. 2005] und einen Beitrag
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zum chronischen Rejektionsverlauf liefern [Wu et al. 2002]. In unserem Modell haben
wir, bedingt durch den adenoviralen Gentransfer, nur eine kurzzeitige Expression des
Transgens von bis zu 2 Wochen erreichen kdénnen, wobei moglicherweise eine
unspezifische Inflammation durch den Adenovirus selbst stattfindet. Somit waren in
Zukunft weitere Studien mit einer stabilen Intrabody-Expression im Transplantat
sinnvoll.

Wahrend es sich bei der Carotis-Transplantation um einen ex vivo-Gentransfer in ein
komplettes allogenes Gefall handelt, gehen weitere Experimente in die Richtung
eines ex vivo-Gentransfers in die EC selbst. Dabei erfolgt die Herstellung eines
Gefaltransplantates durch Tissue Engineering unter Verwendung dieser Zellen. Wie
bereits ausfuhrlich unter 1.5. erlautert, kbnnen dabei unterschiedliche Tragermatrices
als Grundlage fur die luminale Besiedlung mit EC Anwendung finden. Eigene
Erfahrungen mit ePFTE-Prothesen und einer luminalen Besiedlung mit Ratten-EC
zeigten, dass dieses synthetische Material aufgrund einer auf3erordentlich schlechten
Adharenz der EC und einer zusatzlichen starken inflammatorischen Komponente flr
den englumigen Gefallersatz nicht geeignet ist [Seifert et al. 2004; Seifert et al. 2006].
Wir haben uns deshalb in den gegenwartigen experimentellen Studien auf die
Herstellung azellularer Gefallmatrices aus Ratten-Aorten und deren Besiedlung mit
EC konzentriert. Fur eine optimale Besiedlung der extrem englumigen Gefalle
(Innendurchmesser <1,5 mm) entwickelten wir ein Gefal}-Reaktormodell fir die
Besiedlung unter pulsatilen Fluss-Bedingungen, die den physiologischen Parametern
sehr nahe kommen [Trommer et al. 2007; Seifert et al. Gebrauchsmuster Nr. 20 2007
014 630.2]. Die besiedelten Gefalte werden dann in den Bereich der abdominalen
Aorta in die Empfanger-Ratten transplantiert. Unsere bisherigen Daten belegen eine
geringe inflammatorische Komponente durch die azellularisierte Matrix selbst und
keine Zeichen von Absto3ung bei Besiedlung mit autologen EC. An diesem Modell
durchgefuhrte Studien mit MHC I-defizienten EC zeigen eine deutlich verminderte
Infiltration von T-Zellen und APC in die Lamina Intima der Transplantate [Seifert et al.

in Vorbereitung]. Die Fortfuhrung dieser Strategie ist demnach Erfolg versprechend.

3.4. Probleme bei der Applikation MHC I-defizienter Gewebe und Ausblick

Trotz der Uberzeugenden Effekte der Erzeugung von MHC I-Defizienzen in

epithelialen und endothelialen Zellen wurden einige Limitationen dieser Strategie
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bereits deutlich. Zum einen konnten wir zeigen, dass in der Regel eine starke
Herunterregulation der MHC I-Oberflachenexpression stattfindet, jedoch kein
kompletter phanotischer Knock-Out erreicht werden kann. Somit koénnten die
verbleibenden MHC I-Molekile immer noch zu einer T-Zell-vermittelten Rejektion
fuhren, wahrscheinlich initiiert Uber Prozesse der indirekten Antigenprasentation
[Ljunggren et al. 1995; Lee et al. 1997].

Eine weitere Limitation der von uns favorisierten Intrabody-Strategie liegt in einer
moglichen Reversibilitdt der MHC I-Defizienz durch einen Cocktail von
inflammatorischen Zytokinen, wie er beispielsweise nach einer Transplantation
vorliegt. In den eigenen Arbeiten mit Ratten-EC beleuchten wir diesen Punkt als
kritisch, da wir eine Abschwachung des Intrabody-vermittelten Effektes feststellen
mussten. Dennoch bleibt unklar, wie unsere in vitro-Kulturbedingungen den
tatsachlichen Verhaltnissen in vivo entsprechen und inwieweit die relevanten lokalen
Konzentrationen der Zytokine wirklich erreicht werden.

Ein weiterer kritischer Punkt liegt in der potentiellen Erkennung der MHC I-defizienten
Zellen durch NK-Zellen. Entsprechend der ,Missing Self* Hypothese erkennen NK
Zellen MHC |-defiziente Zellen und fihren zu deren Elimination [Lyunggren et al.
1990]. NK-Zellen verfigen uber einen ganzen Satz von aktivierenden und
inhibierenden Rezeptoren (KIR-Rezeptoren) [Brumbaugh et al. 1998]. Einige dieser
inhibierenden Rezeptoren erkennen eine Reihe klassischer MHC I-Moleklle als
Liganden, was zu einer Verminderung der Aktivitat fihrt.

Es bleibt jedoch offen, ob die durch Intrabody-Expression defizienten EC in vivo
wirklich einer NK-Zell-Attacke ausgesetzt sein wuirden. Klinische Daten einer
Transplantation von T-Zell-depletierten und KIR-differenten Knochenmarkszellen
zeigten ausschlieBlich eine Lyse von hamatopietischen, nicht aber von nicht-
hamatopietischen Empfangerzellen, da eine GvH-Reaktion ausbleibt [Ruggeri et al.
2002; Gagne et al. 2002]. Unsere eigenen Untersuchungen im Carotis-Modell zur
Transplantation von MHC I-defizienten EC auf azellularisierten Matrices zeigten
keine Infiltration von NK-Zellen in das Transplantat. Der Nachweis der NK-Zellen
erfolgte dabei Uber die Ratten-NK-Zell-spezifischen Marker NKR-P1 und NKp46
[Westgaard et al. 2003; Westgaard et al. 2004; Nylenna et al. 2005]. Zusatzlich
konnten wir auch in Zyotoxizitatstests mit aufgereinigten Ratten-NK-Zellen keine

verstarkte Lyse von MHC |-defizienten EC nachweisen [Seifert ef al. in Vorbereitung].
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Somit erscheint gegenwartig eine Aktivierung der NK-Zellen als eher
unwahrscheinlich.

Die von uns aufgezeigte Strategie einer MHC I-Modulation durch Expression des
MHC I-spezifischen Antikdrperfragmentes bietet kinftig auch interessante
Anwendungen in der Transplantation allogener Stammzellen. Auch hier konnte in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass je nach Differenzierungsgrad der Zellen
eine Expression von MHC | und nach einer Stimulation mit inflammatorischen
Zytokinen auch eine MHC IlI-Expression nachweisbar ist [Drukker et al. 2002;
Drukker und Benvenisty 2004]. Sogar auf embryonalen Stammzellen nimmt mit
zunehmendem Differenzierungsgrad die Expression von MHC I-Molekulen zu.
Wirden diese Zellen in der Zukunft flr therapeutische Anwendungen genutzt werden,
ist mit der Induktion von Immunantworten des adaptiven Immunsystems zu rechnen.
Damit konnten auch diese Zelltypen in den Focus fur Modulationen ihrer
Oberflachenmolekile rucken. Eine Reduktion der MHC |-Expression ist bei den
Stammzellen jedoch nur eine von vielen Varianten zur Unterbindung der
allospezifischen Immunantwort. Diskutiert werden in diesem Zusammenhang einige
Molekule, die ahnlich wie beim semi-allogenen menschlichen Fetus, einen Schutz
der Zellen und Gewebe bewirken. Ein sehr interessantes Molekul ist in diesem
Zusammenhang das HLA-G-Molekl, welches unter anderem auch die Angriffe von
NK-Zellen hemmen kann [LeMaoult et al. 2003; Le Rond et al. 2006; Carosella et al
2008]. HLA-G wurde in der jungsten Vergangenheit auch auf einer Gruppe von
adulten Stammzellen, den mesenchymalen Stammzellen, gefunden. Diese Zellen
sind moglicherweise aus diesem Grunde vor einer Rejektion im allogenen Empfanger
geschutzt [Creput et al. 2003; Bahri et al. 2006]. Weder HLA-G alleine noch eine
MHC I-Defizienz werden jedoch zu einer kompletten Akzeptanz allogener Zellen
fuhren und klnftige Forschungen in der Regenerativen Medizin mussen weitere

Einflussfaktoren und Schlisselmolekiile aufspuren.
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