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Qh habe Feine besondere @oydbzmg
sondern bin nur leidenschafilioh neugieriy.

(Albert instein)

1. EINLEITUNG

Die ,deutsche Stiftung fir Organtransplantation® (DSO) registrierte im Jahre 2011 insgesamt
4.054 Organe, die in deutschen Transplantationszentren transplantiert wurden. Der Bedarf an
Transplantationen ist aber weit groRer als das Angebot. Rund 12.000 Patienten warten auf
ein funktionstuchtiges Organ. Vor uber 100 Jahren war die Idee des Organersatzes noch
ungewdhnlich. Damals warb Otto Lanz fur die Organtransplantation und definierte diese als
eine Therapieform, ,welche bestrebt ist, dasjenige Organ, das funktionsuntlichtig geworden
ist, dem Organismus zu ersetzen® (Otto Lanz, 1894). Es erscheint heutzutage
selbstverstandlich, dass komplexe innere Krankheiten auf dem Versagen eines bestimmten
Organs beruhen und dass sie durch den Ersatz dieses Organs behandelt werden kénnen.
Somit Uberrascht umso mehr, dass vor den 1817er Jahren niemand einen belegbaren
Versuch angestrebt hat, innere Krankheiten durch die Verpflanzung von Organen zu

behandeln. Die Organtransplantation kam erst in der Zeit von 1817 bis 1930 auf.

1.1. Geschichte der Organtransplantation

Die Idee, fehlende Korperteile oder schwer geschadigte
Organe durch Transplantation zu ersetzen, Ubte auf die
Menschen seit jeher groRe Faszination aus. Zahlreiche
Sagen, Mythen und Legenden, die bis 500 v. Chr.
zuriickverfolgt werden kdnnen, berichten von Organ- und
Gewebelbertragungen. Der Legende nach sollen die
beiden Schutzheiligen der Medizin, Cosmas und Damian,
im 3. Jhdt. n. Chr. einem weif3en Missionar, der sein Bein
verloren hatte, erfolgreich das Bein eines Mohren
verpflanzt haben (s. Abb. 1).

Abb. 1: Beinwunder Cosmas und Damian. Maler unbekannt, Jahr:

Anfang 16. Jhdt., zur Verfiigung gestellt vom Wirttembergischem

Landesmuseum Stuttgart (1).
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Die ersten belegbaren Versuche einer Organverpflanzung gehen auf die Anfange der letzten
zwei Jhdt. zuriick. So fand die erste erfolgreiche Hauttransplantation am Menschen im Jahre
1817 statt und wurde von Astley Cooper am Guy’s Hospital London durchgefuhrt. 1861 kam
es in der humanen Chirurgie zur ersten Transplantation von einem Stick Stirnknochen im
Rahmen einer Nasenrekonstruktion durch Louis Léopold Ollier. Seit 1861 wurde mit der
Transplantation von Nervenstiickchen experimentiert, zun&dchst am Tier unter biologischen
Fragestellungen, spater auch am Menschen mit therapeutischem Ziel (3). Auch vor der
Verpflanzung von Hirngewebe am Tier machte man nicht halt. So versuchte 1890 der New
Yorker Forscher Gilman Thompson, Grof3hirn-Anteile von ausgewachsenen Katzen in das
Gehirn von Hunden zu verpflanzen. Ein wichtiger Teil der rekonstruktiven Chirurgie war die
Chirurgie der BlutgefaRe. Durch Alexis Carrel kam es zu einer technischen Weiterentwicklung
der Gefalinaht, wodurch Transplantationen von Venen und Arterien am Tier untersucht
werden konnten (4, 5). 1905 wurde die erste erfolgreiche heterotope Herztransplantation bei
Hunden durchgefiuihrt, nach der das Herz ca. zwei Stunden schlug (6). Die erste erfolgreiche
solide Organtransplantation am Menschen gelang 1954 Joseph Murray im Peter Bent
Brigham Hospital in Boston, bei der eine langfristig erfolgreiche Ubertragung einer Niere von
einem Lebendspender auf seinen eineiigen Zwillingsbruder erfolgte (7). In den
darauffolgenden Jahren konnten aus den USA erfolgreiche Nieren- (1954), Leber- (1967),
Lungen- (1963) und Pankreastransplantationen (1976) gemeldet werden. Die erste
Herztransplantation am Menschen gelang 1967 Christiaan Barnard in Sidafrika, nach
experimentellen Vorversuchen durch Norman Lower und Richard Shumway aus Stanford.

Im chronologischen Verlauf der Transplantationsgeschichte, erfolgten auch Bestrebungen,
die alloreaktive Immunreaktion gegen das Spenderorgan zu untersuchen. Der Pathologe
Goérge Schone auRerte als erster 1912 die Vermutung, dass die AbstoRung von
Transplantaten auf einen immunologischen Prozess zurlckzufuhren ist. Im Jahre 1923
beschrieb Carl Williams die histologischen Unterschiede zwischen syngen (genetisch
identisch) und allogen (genetisch verschieden) transplantierten Nieren (8) und fihrte die
Unterschiede auf biologische Unvertraglichkeiten zuriick. Durch seine tierexperimentellen
Studien konnte schliel3lich der britische Zoologe Sir Peter Medawar 1942 die immunologische
Grundlage der Abstof3ungreaktion in transplantierem Gewebe genauer darlegen.

Mit der ersten erfolgreich durchgefihrten Organtransplantation 1954, kam auch die
Entwicklung von Immunsuppressiva immer mehr in das Interessensgebiet der Forscher. 1960
wurden z.B. Kortikosteroide das erste Mal bei Patienten nach Organtransplantation

eingesetzt (9, 10).

Der Verbesserung von Operationstechniken und der Entwicklung potenter Immunsuppressiva

ist es zu verdanken, dass Organtransplantationen heute erfolgreich in der klinischen Routine
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etabliert werden konnten (s. Abb. 2). In Deutschland wurden 2011 laut der DSO 366
Herztransplantationen durchgefiihrt. Die Finf-Jahres-Uberlebensrate liegt etwa bei 65%.
Nach erfolgreicher Transplantation missen die Patienten aber ein Leben lang Medikamente
einnehmen, die oftmals mit Risiken, Nebenwirkungen und toxischen Effekten verbunden sind.
Um das Uberleben der Organe durch gezielte Therapieansatze zu verlangern, ist es daher
von grof3er Bedeutung die Pathogenese der Abstol3ungsreaktion besser zu verstehen.
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Abb. 2: Geschichtliche Perspektive in der Herztransplantation; modifiziert nach (11).

1.2. Grundlagen der Transplantationsimmunologie

Die Entstehung der Transplantationsimmunologie resultierte u.a. aus den Erkenntnissen der
experimentellen und klinischen Transplantation. Sir Peter Medawar und Thomas Gibson
erkannten in ihren tierexperimentellen Untersuchungen, dass die immunologische
Sensibilisierung spenderspezifisch ist und legten so den Grundbaustein fur das
immunologische Verstandnis der Abstol3ungsreaktion und der Organtoleranz (12, 13). Heute
weill man, dass sich die Immunantwort gegen Transplantate aus vielen Prozessen
zusammensetzt und die lokale Entziindung sowie die Antigenerkennung eine wichtige Rolle

spielen.

1.2.1 Begriffsdefinition in der Transplantation

Die Ubertragung von Zellen, Geweben oder Organen (den Transplantaten) von einem
Spender (Donor) auf einen Empfanger (Rezipienten) wird unter dem Begriff der
Transplantation zusammengefasst. Bei identischem Spender- und Empfangermaterial spricht
man von einer Autotransplantation. Die Organverpflanzungen zwischen genetisch identischen
Individuen (eineiige Zwillinge bzw. Inzuchtstamme) wird als syngene Transplantation
bezeichnet. Bei Allotransplantationen (allogene Transplantation) wird ein sogenanntes

Allotransplantat zwischen genetisch unterschiedlichen Individuen einer Spezies Ubertragen.

-3-
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Eine xenogene Organverpflanzung hingegen, ist die Transplantation zwischen verschiedenen
Spezies. Werden die Spenderorgane in ihre ursprungliche anatomische Lage verpflanzt, wird
der Begriff der orthotopen Transplantation verwendet. Bei einer heterotopen Transplantation

wird das Organ in einem nicht natirlichen anatomischen Ort in den Empfanger implantiert.

1.2.2 Erkennung von Alloantigenen

Eine mogliche Komplikation bei der Organ- und Gewebetransplantation stellt die
Immunreaktion des Empfangers gegen das kérperfremde Transplantat dar. Dem adaptivem
Immunsystem werden dabei Antigene durch den Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC,
.Major Histocompatibility Complex*) auf der Zelloberflache prasentiert. Beim Menschen
werden sie auch als HLA (,Human Leukocyte Antigen®) bezeichnet. Die MHC-Molekile sind
in zwei Subklassen unterteilt, MHC-Klasse-I (MHC-I) und MHC-Klasse-Il (MHC-II). Mit Hilfe
des MHC-I-Signalwegs werden infizierte und entartete Zellen, die koérperfremde Proteine
herstellen, tber zytotoxische CD8" T Zellen identifiziert und bekampft. Fur die Aktivierung der
MHC-I-Molekiile miissen endogene und zytoplasmatische Antigene von Proteosomen im
Zytosol umgewandelt und Uber das Transmembranprotein TAP (,Transporter associated with
Antigen Processing®) in das ER (endoplasmatisches Retikulum) eingeschleust werden. Die
gebildeten Peptide werden in Verbindung mit dem MHC-I (Bildung im ER) Uber den Golgi-
Komplex zur extrazellularen Matrix ausgeschleust und den CD8" T Lymphozyten prasentiert.
MHC-II-Antigene, die nur auf Antigen-prasentierenden-Zellen (APC) exprimiert werden,
konnen lber extrazellulare Peptide CD4" T Helfer Zellen (Th) aktivieren. Zu Beginn der
Antigenerkennung erfolgt die Bildung der MHC-II Molekile im ER. Mit Hilfe einer ,Invariant
Chain® werden die Peptidbindungstaschen blockiert, solange sich der MHC-II Komplex im ER
befindet. Erst bei Verschmelzung der Antigen-beinhaltenden-Phagolysosomen mit dem
Vesikel des MHC-II Komplexes [8st sich die Verbindung zur ,Invariant Chain“, um eine
Ligation mit dem MHC-II zu ermdglichen. Anschlieend wird der gesamte Komplex an der
Membran prasentiert und kann von CD4" T Zellen erkannt werden.

Eine T Zelle bendtigt zwei synergistische Signale fur ihre Aktivierung. Das erste Signal erfolgt
Uber die Interaktion vom T-Zellrezeptor (TCR) mit dem MHC-Komplex auf APC. Das zweite
Signal wird durch die Ligation ko-stimulatorischer Molekile (z.B. CD40 und CD40L) auf
derselben T Zelle vermittelt, welches die Weiterleitung des TCR verstarkt und kontrolliert.
Dabei fuhrt nur eine Bindung des TCR mit dem MHC-Peptid bei gleichzeitiger Ko-Stimulation
zu einer vollen Aktivierung der T Zelle. Fehlt das ko-stimulatorische Signal, so fallt die T Zelle
in einen Zustand der Anergie, d.h. funktionelle Inaktivitat.

Die Erkennung von Alloantigenen, die tber den MHC-Komplex prasentiert werden, kann tber
einen direkten oder indirekten Weg erfolgen (s. Abb. 3) (14, 15). Fir die direkte Erkennung

muss die T Zelle Gber den TCR mit dem allogenen MHC-Komplex einer sog. ,passenger®

-4 -
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APC aus dem Transplantat reagieren (16). Es kommt zu einer schnellen Immunantwort, die in
der Frihphase nach Allotransplantation und in der akuten AbstoRung eine dominante Rolle
spielt. Bei der indirekten Fremderkennung nehmen korpereigene APC allogene MHC-
Komplexe auf. Das prozessierte Antigen wird in Form eines Peptidfragments Uber eigene
MHC-Molekule prasentiert. Es folgt eine Aktivierung von alloreaktiven CD4" T Helfer Zellen,
die eine Produktion von Zytokinen einleiten oder direkte Zell-Zell-Kontakte arrangieren.
Dadurch werden B Zellen, CD8" T Zellen und Makrophagen aktiviert, die ihrerseits die
Antikdrperproduktion, antigenspezifische Zelllyse und Gewebsschadigung einleiten. Die
zytotoxischen CD8" T Lymphozyten wirken nach Antigenerkennung durch direkten Zell-Zell-

Kontakt lytisch auf die Zielzelle. Dieses Zusammenspiel der Effektormechanismen resultiert

schlieZlich in der Zerstérung und AbstoRung des Transplantats.

Direkte Alloantigen-Erkennung

Antigen

- -

MHC \ TC
-

. D
A .
.- . .CD40  CD40

Makrophage T Zelle

Indirekte Alloantigen-Erkennung

alloreaktiver...~ - /
MHC _ -_ewt

¢ -
.

Fremdgewebe

Antigen

MHC \ TC
L o > >

-CD40

CD40

Abb. 3: Mechanismen der TransplantabstoRung.

Bei der direkten Antigenerkennung kommt es zu einer Interaktion zwischen einem allogenen MHC-
Komplex und einer T Zelle. Die indirekte Antigenerkennung erfolgt bei Aufnahme des allogenen MHC-
Molekiils vom Transplantat in kérpereigene APC. Die Fragmente des Peptids werden anschlieRend tber

korpereigene MHC-Komplexe prasentiert. Es folgt eine Aktivierung von T Effektorzellen, modifiziert nach

(7).

Eine andere Gruppe von Proteinen, die ebenfalls eine Abstolungsreaktion auslésen kénnen,
werden als mHAgs (,Minor Histocompatibility Antigens®, Nebenhistokompatibilitatsantigene)
bezeichnet. mHAgs sind polymorphe Proteine des fremden Gewebes, die von APC

prozessiert und den T Zellen Uber MHC-Molekile prasentiert werden. Bisher konnte die
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Relevanz des mHAgs in der GvHD (,Graft Versus Host Disease®) aber auch der soliden

Organtransplantation beschrieben werden (18, 19).

1.2.3 Formen der AbstoRungsreaktion

Die AbstoBungsreaktion gegen das Spenderorgan stellt eine haufige und schwerwiegende
Komplikation nach einer Transplantation. Sie ist, neben Nieren- und Herzinsuffizienz, Haupt-
todesursache bei Patienten nach Herztransplantation. Im Wesentlichen wird chronologisch

zwischen hyperakuter, akuter und chronischer AbstoRungsreaktion unterschieden (s. Abb. 4).

1.23.1 Hyperakute Abstol3ung

Diese Form der Abstof3ung beruht auf einer Antikdrperreaktion, die innerhalb von wenigen
Minuten post transplantationem einsetzt und zum sofortigen Verlust des Transplantates
fuhren kann. Die Alloantikdrper im Blut des Empféngers richten sich noch wahrend der
Transplantation gegen das neue Organ. Die Folge ist ein thrombotischer Verschluss der
GefaRe. Durch die Uberprifung alloreaktiver Antikérper im Empfanger noch vor der
Operation, ist man in der Lage das Spenderorgan entsprechend auszuwéhlen um eine

hyperakute Abstol3ungsreaktion weitgehend auszuschliel3en.

1.2.3.2 Akute Abstol3ung

Bei der akuten TransplantatabstoRung handelt es sich um eine rasche Immunantwort, die
ohne suppressive Therapie innerhalb von 5-7 Tagen ihre volle Auspragung erreicht. Sie wird
vor allem durch alloantigenspezifische T Lymphozyten vermittelt und fuhrt zu einem
vaskuldren und parenchymalen Schaden des Transplantats. Es kommt zu einer Reihe von
Zell-Zell-Interaktionen, die durch die Ausschittung von Zytokinen bewirkt werden. Der
Schaden des transplantierten Organs, durch eine direkte Lyse von Endothel- und
Parenchymzellen, findet im Wesentlichen durch Makrophagen und zytotoxische T Zellen
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1.2.3.3 Chronische Abstof3ung

Da sich diese Arbeit hauptséchlich mit der chronischen AbstoRungsreaktion beschéftigt, wird
dieses Kapitel ausfihrlicher behandelt.

Die chronische AbstoRung ist ein langsam fortschreitender Prozess und manifestiert sich erst
Monate bis Jahre post transplantationem. Dabei kommt es zu einer myointimalen Proliferation
der Arterien und Arteriolen, die sich in einer Einengung des GefalRlumens &auf3ert.
Histologisch findet eine Zellinfiltration mit Sklerosierung und Fibrosierung des Gewebes statt.
Bei Herztransplantationen &aufert sich diese Transplantatvaskulopathie in einem
Leistungsabfall des Donorherzens, eingeschrénkter Ventrikelfunktion, Auftreten von
Herzrhythmusstérungen und Myokardinfarkten. Der endgtiltige Funktionsverlust ist durch
einen deutlich beschleunigt verlaufenden Arterioskleroseprozess und einer erhohten
Kollagenablagerung im Transplantat mit der Konsequenz eines fibrotischen Organumbaus
gekennzeichnet (20-22). Diese Faktoren stellen das Hauptproblem fir Langzeiterfolge der
Transplantation dar.

Ursache fur die chronische Absto3ung ist ein alloreaktiver Prozess, der durch das
Zusammenspiel von APC mit T Lymphozyten vermittelt wird (23-25). CD4" Th Zellen kénnen
durch IL-6, IL-23 und IL-1B zu Effektorzellen differenzieren und so ihre Funktionalitat durch
Expression spezifischer Zytokine austiben. Eines der wichtigsten Zytokine in der chronischen
AbstoRBungsreaktion ist IL-17 (23, 26). Es wurde gezeigt, dass IL-17 neutrophile Granulozyten
rekrutiert, die so ihre Funktionalitdt in der Transplantatabstof3ung austiben kénnen (27).
AuRRerdem ist in der Literatur eine Interaktion von IL-17 auf kardiale Fibroblasten beschrieben.
Dies fordert die Fibrogenese im transplantierten Organ, die letztendlich zu einem
Funktionsverlust des Transplantats flihren kann (28, 29). Ein weiteres wichtigstes Zytokin in
der chronischen AbstoRungsreaktion verkorpert IFNy. IFNy wird hauptsachlich von CD4"
Zellen aber auch von NK, CD8" Zellen und APC produziert (10). In Anwesenheit des Zytokins
IL-12 differenzieren naive CD4" T Lymphozyten zu Thl Effektorzellen (30), die durch ihre
Expression von IFNy in verschiedensten immunregulatorischen Prozessen beschrieben
wurden. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass IFNy die Prasentation von Antigenen auf
APC regulieren kann (30).
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Hyperakute TransplantatabstoRung
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Abb. 4: Immunologische Mechanismen im Verlauf der TransplantatabstoRung.

In der hyperakuten Abstof3ung, die Uber Alloantikdrper eingeleitet wird, aktiviert sich in weiterer Folge das
Komplementsystem, und fuihrt zu einer Thrombose und Nekrose der Endothelzellen. Bei der akuten Abstofung
wird eine Schadigung der Parenchym- und Endothelzellen vor allem durch alloreaktive CD8" Zellen eingeleitet. In
der chronischen AbstoRung zeichnet sich der Funktionsverlust des Transplantats durch einen beschleunigten
Arterioskleroseprozess aus, der in weiterer Folge zu einer Proliferation der glatten GefaBmuskulatur und intimalem
Verschluss des GefaRes fiihrt. Modifiziert nach (17).
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1.3. Immunsuppressiva nach Organtransplantation

Um das Transplantatiberleben und die Organfunktion langfristig zu sichern, sind moderne
Immunsuppressiva unabdingbar. Die derzeit verwendeten immunsuppressiven Medikamente
in der Transplantationsmedizin hemmen die Zytokinproduktion oder die Proliferation von
Lymphozyten. AuRBerdem werden zur Therapie Antikorper eingesetzt, die Lymphozyten

depletieren kénnen (s. Tabelle 1).

Immunsuppressiva Mechanismus

Calcineurininhibitoren Inhibierung der Zytokinproduktion von T Zellen durch
Unterdrickung des Transkriptionsfaktors NFAT.

DNA Synthesehemmer Hemmen unspezifisch  (Azathioprin) bzw. spezifisch
(Mycophenolat mofetil) die DNA-Transkription.

Glukokortikoide Entzindungshemmende Wirkung durch Inhibierung von APC
sowie B und T Zellen (Zellzyklus) und deren Produktion von
Zytokinen.

mTOR-Inhibitoren Eingriff in den Zellzyklus, dadurch Blockade der Proliferation
von T Zellen.

Anti-IL-2-Rezeptor-Antikorper | Wirken gezielt auf T Zellen durch Inhibierung des IL-2
Rezeptors.

Anti-CD3-Antikorper Depletion von reifen CD3" T Lymphozyten.

Antithymozytenglobuline Depletion von T Zellen durch Einleitung der Lyse oder
Apoptose.

Tabelle 1: Darstellung der géngigsten Immunsuppressiva mit ihrem Wirkmechanismus in der
soliden Organtransplantation.

1.3.1 Risiken einer immunsuppressiven Behandlung

Die Therapiestrategien mit Immunsuppressiva und deren Kombination mit Antikdrpern
erzielen ausgesprochen gute Effekte in der Inhibition des erworbenen Immunsystems,
insbesondere zur Unterdriickung der T und auch B Zell-abhangigen AbstoRungsreaktionen.
Dennoch ist diese Therapieform mit einer grof3en Anzahl an schweren Nebenwirkungen,
toxischen Effekten und Risiken verbunden, die die Lebensqualitat des Patienten stark

einschranken (31).

Eine Therapie mit Cyclosporin in zu hohen Dosen mit Leber- und Nierenschadigung
verbunden und daher eine regelmalfige Kontrolle des Blutspiegels notwendig (31). Auch bei
dem Arzneimittel Tacrolimus kann die falsche Dosierung eine Toxizitat flr das transplantierte
Organ und folglich dessen Funktionsverlust hervorrufen (32). Des Weiteren kann eine
verlangerte Therapiedauer mit Glukokortikoiden zu einem Cushing-Syndrom (Stamm-
fettsucht) oder Osteoporose fihren (33). Auch bei dem Immunsuppressivum Rapamycin

konnten Nebenwirkungen wie Myelosuppression (Knochenmarkshemmung) oder erhOhte
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Blutfettwerte beobachtet werden (31). Um die negativen Wirkungen der Immunsuppressiva
eindammen zu kénnen, wurde ein weiteres Therapiekonzept entwickelt. Durch die Gabe von
Antikorpern kann die Proliferation aber auch die Depletion der Zielzellen beeinflusst werden.
Allerdings kann eine wiederholte Gabe zur Wirkungslosigkeit, anaphylaktischen Reaktionen,
akutem Lungentdem oder Hypotonie fiihren (34).

Trotz des engmaschigen Monitorings im Verlauf einer immunsuppressiven Therapie nach
Organtransplantation ist eine chronische Absto3ungsreaktion, insbesondere bei Herz- und
Nierentransplantation, nicht auszuschlielen. Daher wird in der Transplantationsimmunologie
nach alternativen therapeutischen Méoglichkeiten zur Uberlebensverlangerung der
Transplantate gesucht. Ein neuer Ansatz daflr ist die Beeinflussung der angeborenen
Immunitat, getriggert durch ,Pattern Recognition Receptors® (PRR), wie z.B. Toll-like
Rezeptoren (TLR), und die folgende Aktivierung der adaptiven Immunantwort im Rahmen
einer chronischen AbstoBungsreaktion. Dies konnte den Einsatz herkémmlicher

Immunsuppressiva vermindern und so die Nebenwirkungen fir den Patienten herabsetzten.

1.4. Immunsystem und AbstofRung

Ein funktionierendes Immunsystem zeichnet sich nicht nur durch die Verteidigung gegen
Pathogene aus, sondern auch durch Erkennung von korperfremden Antigenen, die sich u.a.
in einem Spenderorgan befinden. Die Reaktion des Immunsystems kann durch verschiedene
Rezeptoren, zur Erkennung der Alloantigene und der folgenden Absto3ung des Transplantats
fihren. In der Forschung wird akribisch an den mechanistischen Verbindungen zwischen dem
Immunsystem des Empfangers und der Verteidigung gegen Pathogenen und Alloantigenen
gearbeitet. Dabei ist das Zusammenspiel von angeborener und erworbener Immunantwort

essentiell.

14.1 Myd88 als wichtiger Faktor in der angeborenen Immunitat

Die Reaktion des angeborenen Immunsystems auf Fremdantigene erfolgt durch die
Erkennung von unspezifischen Gewebsmustern (PAMP, ,Pathogen Associated Molecular
Patterns®) Uber eine Vielzahl von Rezeptoren. Dazu gehort die Gruppe der PRR, wie z.B.
TLR, NOD-like Rezeptoren und Scavenger Rezeptoren. PRR’s sind vor allem auf Monozyten,
dendritischen Zellen (DC), Neutrophilen und Epithelzellen exprimiert. Bei einer Aktivierung
der PRR Signalkaskade konnen durch Proteine, wie Myd88 (,Myeloid Differentiation
Factor 88”) maligeschneiderte Antwortreaktionen auf Fremdantigene generiert werden
(s. Abb. 5). Myd88 ist bei der Aktivierung aller TLR-Signalwege (auRer TLR3) mafgeblich
beteiligt (35, 36). Nach Bindung eines Liganden erfolgt eine Konformationsanderung des

Rezeptors, die zu einer Rekrutierung der Adapterproteine mit ihrer TIR-Domane (Toll-like/IL-1
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Rezeptor Domane) fuhrt. Das Signal wird uber die Serin-Threonin-Protein-Kinase IL-1-
Rezeptor-Kinase (IRAK) und TRAF6 (,TNF Receptor Associated Factor 6“) weiter geleitet.
TRAF6 aktiviert Uber TAK1 (,Transforming Growth Factor B-activated Kinase 1) die IkB-
Kinasen, welche IkBa phosphorylieren. Das IkBoa Protein wird aktiviert und ubiquitiniert,
wodurch dessen Degradation erfolgt. Dadurch kann NFxB aus dem IkB-NFxB-Komplex
freigesetzt werden und in den Zellkern translozieren. Der Transkriptionsfaktor AP-1
(+Activating Protein-1%) wird uber den MAP Kinasen-Signalweg Uber TAK1 aktiviert. Beide
Transkriptionsfaktoren, NFkB und AP-1 fuhren zur Bildung entziindungsférdernder Zytokine,
Reifung von DC und zur Anreicherung ko-stimulatorischer Molekule, wie z.B. CD40 (10). Die
durch den TLR-Signalweg aktivierten DC interagieren mit naiven T Lymphozyten, initialisieren
so die T Zell-Antwort und stellen damit die Verbindung zur adaptiven Immunantwort her.

PAMP oder IL-1, IL-18
TLR4 oder +

IL-1/IL-18 ' “ ' “

Rezeptor
l Mydss

. IRAK
Myd88

TRAF6

nFe OED
v

Zytokine

Abb. 5: TLR4- und IL-1/IL-18 Rezeptor-Signalkaskade.

Wie in Abb. 5 zu sehen, spielt Myd88 auch in der IL-1 und IL-18 Rezeptor-Signalkaskade
eine wichtige Rolle. IL-1 und IL-18 binden, wie LPS, an Rezeptoren, die der IL-1
Rezeptor/Toll-Familie angehdren. Die Weiterleitung des Signals erfolgt, wie bei den TLR,
Uber Myd88 und endet in einer Aktivierung von NFkB. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Myd88 Defizienz bei Mausen nicht nur die TLR Signhalkaskade, sondern auch die Funktion
des IL-1 und IL-18 Signalwegs wesentlich beeintrachtigt, was sich auch in einer verminderten

Proliferation von T Zellen zeigte (37).
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Myd88, als wesentlicher Bestandteil des angeborenen Immunsystems, stellt durch seine
Funktionalitat in der TLR-, sowie IL-1/IL-18-Rezeptor-Signalkaskade einen wichtigen Baustein
zur Aktivierung der erworbenen Immunantwort dar. Dies zeigt sich auch in der AbstoRungs-

reaktion nach Organtransplantation, die im nachsten Kapitel behandelt wird.

1411 Myd88 in der Organtransplantation

Der Stellenwert von Myd88 im angeborenen Immunsystem konnte durch bisherige
Untersuchungen bei Absto3ungsreaktionen im Bezug auf das Transplantattiberleben und die
Transplantatfunktion aufgezeigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass im Verlauf einer
chronischen AbstoRBungsreaktion ein Uberleben von Hauttransplantaten von tiber 100 Tagen
in Myd88 defizienten M&usen gewahrleistet war. In WT Kontrolltieren waren diese schon
nach 16 Tagen abgestol3en. Mechanistisch zeigte sich durch eine Defizienz von Myd88 eine
verminderte Migration von DC und eine reduzierte Thl Immunantwort (38). In einer akuten
AbstofRungsreaktion konnte trotz einer Defizienz des Adaptermolekils Myd88 ein Verlust der
Hauttransplantate nicht unterbunden werden (39). Andere Forschergruppen postulierten
hingegen, dass Myd88 in der akuten LungentransplantatabstoRung bei der Differenzierung

von Monozyten eine wichtige Rolle spielt (40).

Die Regulierung des angeborenen Immunsystems stellt einen wichtigen Punkt in der
immunologischen Forschung dar. Die Ausstattung der APC, als Bausteine des angeborenen
Immunsystems, mit Schlisselrezeptoren erregt dabei immer mehr die Aufmerksamkeit der
Forscher. Hierbei weist der Oberflachenrezeptor TREM-1 (, Triggering Receptor expressed on
Myeloid Cells“) auf APC eine ko-stimulatorische Eigenschaft auf, die das immun-
regulatorische Signal der angeborenen Immunantwort, z.B. Uber Myd88, amplifizieren kann
(41-43).

14.2 Ko-stimulatorische Rezeptoren — TREM-1

Viele Zellen des angeborenen Immunsystems exprimieren einen oder mehrere Mitglieder von
Rezeptor-Gruppen aus der hochkonservierten Immunglobulin (Ig)-Superfamilie, die sich
vermutlich vor mehr als 600 Millionen Jahren mit der Evolution der Metazoa gebildet haben
(44). Alle Mitglieder der Ig-Superfamilie enthalten mindestens einen Abschnitt, der als Ig-
Domaéane bezeichnet wird. Proteine mit solchen Domanen erfillen verschiedene Funktionen,
sind aber im Grunde an der Erkennung eigener und fremder Molekile, insbesondere auf der

Zelloberflache, beteiligt.

Im Jahr 2000 wurde der Transmembranrezeptor TREM der Ig-Superfamilie erstmals

untersucht (45). Da TREM-Rezeptoren vor allem auf neutrophilen Granulozyten und
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Monozyten exprimiert werden, wurde die Bezeichnung TREM - ,Triggering Receptors
Expressed on Myeloid Cells“ eingeflhrt (41, 42, 45-47). Die ersten identifizierten Molekdle
aus der Familie der TREM-Rezeptoren waren TREM-1 und TREM-2. Wahrend TREM-1 pro-
inflammatorisch ist, wird fir TREM-2 hauptséchlich eine inhibierende Rolle in der Entziindung
beschrieben (45, 48, 49).

Fur die weiteren Mitglieder der TREM Familie wurden bisher wenige Ansétze in der Literatur
diskutiert. So konnte TREM-3 zwar im Menschen identifiziert werden, die Funktion ist
allerdings noch unzureichend untersucht (50). Des Weiteren wird TREM-4 eine Rolle in
Arteriosklerose, Tumorgenese und Spermatogenese zugeordnet (41). TREM-5 wurde bisher
nur in Hautkrankheiten untersucht (41). Die chronologisch jlingste Gruppe der TREM-Familie
wurde von Richard Allcock 2003 entdeckt (50). Er identifizierte TREM-like Transkripte
(TLT1-3), die auf Thrombozyten und deren Vorlauferzellen, sowie auf myeloiden und
lymphoiden Zellen exprimiert werden. Es wird vermutet, dass sie in der angeborenen, wie

auch in der erworbenen Immunantwort eine Rolle spielen (51, 52).

1421 TREM-1 und dessen amplifizierende Funktion in der PRR Signalkaskade

TREM-1 besteht aus einer Ektodomane, einer transmembranen Region und einem kurzem
zytoplasmatischen Ende, das zusammen etwa 30 kDa grof ist. Das zytoplasmatische Ende
ist in der Lage, mit dem Signaladaptermolekil DAP12 (,DNAX-Activating Protein of Molecular
Mass 12 kDa“) einen Komplex zu formen (s. Abb. 6). Durch die Src Kinase kann eine
Phosphorylierung vom Tyrosin der ITAM-Doméane (,Jmmunoreceptor Tyrosine-Based
Activation Motif“) am DAP12 eingeleitet werden und die Bindung der Protein-Thyrosin-Kinase
Syk ermoglichen. Im weiteren Verlauf kénnen unterschiedlichste Wege eingeschlagen
werden, die zu einer Aktivierung der extrazellular regulierenden Kinase (ERK1/2), der anti-
apoptotischen Kinase (AKT) oder der Janus Kinase 2 (JAK2), aber auch zu einer Regulation
des TLR-Signalweg filhren kann (41, 42, 46). Dadurch kann die Proliferation, Zell-
differenzierung, Apoptose-Resitenz, Invasion und Migration oder Mobilisierung von Ca'™
beeinflusst werden.

Der Ligand fur TREM-1 wurde bisher noch nicht identifiziert. Es ist aber bekannt, dass
TREM-1 ein ,aktivierendes Signal“ benétigt, um eine inflammatorische Antwort auslésen zu
kénnen (45, 53, 54).

Die Amplifizierung der TLR Aktivitat und die Expression inflammatorischer Zytokine durch
TREM-1 fuhrte zu einer neuen Betrachtungsweise des Ko-Rezeptors (55). Den Beginn dieser
Untersuchungen lieferte die Arbeitsgruppe von Marco Colonna. Sie wiesen auf einen
deutlichen Anstieg an TLR4 und TREM-1 auf COS-7 Zellen unter LPS Stimulation hin (45).
Eine Ko-Stimulation von TREM-1 und TLR4 unter LPS fihrte zu einem 25fachen Anstieg der
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pro-inflammatorischen Zytokine, die tber den TLR4 Signalweg aktiviert wurden (45, 56). Der
Zusammenhang zwischen dem TREM-1 und TLR Signalweg konnte auch in Tierstudien
nachgewiesen werden. Initiale Untersuchungen zu TREM-1 wurden im Verlauf einer Sepsis
durchgefuhrt. Dabei wurde Uber LPS ein septischer Schock ausgelost, der mit einem
synthetisch hergestellten Antagonist fir TREM-1 (LP17) behandelt und verringert werden
konnte. Auch die Expression pro-inflammatorischer Zytokine wurde durch die Inhibierung von
TREM-1 unterbunden (54, 57).

Ligand ?
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v

' TREM-1 n n STREM-1

I Y
Myds8
DAP12 2 . Syk
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IRAK . <

TRAF6 .\ ERK1/2
. TRAFS . ‘
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Abb. 6: TREM-1 Signalweg und dessen Einfluss auf die TLR4 Signalkaskade.

Wie in Abb. 6 dargestellt, existiert neben der membranstandigen Form von TREM-1 auch
eine losliche Form von TREM-1 (sTREM-1). Dieser losliche Anteil ist z.B. im Serum von
septischen Patienten und auch in Patienten mit Pneumonie detektierbar (58, 59). Der
Ursprung der loslichen Form von TREM-1 sowie dessen Funktion ist aber noch nicht

endgultig aufgeklart.

1.4.2.2 Klinische Relevanz von TREM-1

Die Kklinische Relevanz von TREM-1 wurde mittlerweile in einigen akuten und chronischen
Krankheitsbildern untersucht. Dabei spielt die Amplifikation der Immunantwort eine
wesentliche Rolle, bei der es durch eine Aktivierung von TLR in Prasenz von TREM-1 zu

einer vermehrten Freisetzung von entziindungsfordernden Mediatoren kommt.
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In humanen Studien zeigte sich eine Anreicherung von TREM-1 in bakteriellen Entziindungen
(46, 60). In Patienten mit akuter Pankreatitis, in der u.a. Monozyten / Makrophagen eine
entscheidende Rolle einnehmen, konnte ebenfalls eine erhdhte Expression von TREM-1
nachgewiesen werden (61, 62). Weitere Untersuchungen zeigten eine Funktion von TREM-1
in chronischen Krankheitshildern. So wurde bei Patienten mit rheumatoider Arthritis TREM-1
erhoht detektiert (64). Auch in Tumor-assoziierten Makrophagen in einem entziindungs-
férdernden Milieu konnte eine Erhéhung von TREM-1 festgestellt werden (65). Bei Mausen
wahrend einer chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (IBD, ,Inflammatory Bowel
Disease”) wurde eine hohe Anzahl an TREM-1" Makrophagen im entziindeten Gewebe
analysiert und durch eine Blockade von TREM-1 die histopathologische Entziindungsreaktion
im Darm reduziert. In Makrophagen der Lamina propria von einer normalen, nicht-

entziindeten Darmwand, konnte kein TREM-1 gefunden werden (63).

Die experimentellen Studien zu TREM-1 zeigen einen moglichen therapeutischen Nutzen
sowohl in akuten als auch in chronischen Krankheitsbildern. Die Inhibierung von TREM-1
wahrend der Aktivierung des angeborenen Immunsystems scheint vielversprechend fir
verminderte Abstol3ungsreaktion nach Organtransplantation. Mechanistisch koénnte eine
Unterdrickung der ko-stimulatorischen Funktion von TREM-1 zu einer Minderung der

erworbenen Immunantwort fuhren.
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1.5. Zielsetzung

Die chronische AbstoRungsreaktion zahlt zu einer der schwerwiegenden Komplikationen
nach solider Organtransplantation. Die alloreaktive Immunantwort des Empféangers auf das
transplantierte  Organ kann durch Immunsuppressiva vermindert werden, wirkt aber
hauptsachlich auf Mechanismen des adaptiven Immunsystems und ist mit Risiken fir den
Patienten verbunden. Die Kontrolle und Suppression des angeborenen Immunsystems
hingegen ist wahrend einer Transplantatabstof3ung bisher noch unzureichend untersucht.

In der vorliegenden Dissertation sollte durch eine Blockade des angeborenen Immunsystems
Uber eine Inhibition des Ko-Rezeptors TREM-1 die adaptive Antwort im Verlauf einer
AbstoRungsreaktion verringert und so das Uberleben der Transplantate verlangert werden.

Dazu wurden folgende Ziele im Besonderen untersucht.

1. Etablierung des Tiermodells zur Untersuchung des angeborenen Immunsystems

Das erste Ziel war es, ein Tiermodell fir eine chronische Abstol3ungsreaktion zu etablieren
und zu charakterisieren. Die Wichtigkeit des angeborenen Immunsystems sollte durch die
Defizienz des Adaptermolekiils Myd88 im Rahmen der chronischen Abstof3ungsreaktion
dargelegt werden.

2. Bestimmung der TREM-1 Expression wahrend der Transplantationsabstof3ung
Im Weiteren wurde die Expression von TREM-1 im langfristigen Verlauf in Spenderherzen bei

Mausen nach Herztransplantation untersucht.

3. Inhibierung von TREM-1

Die Blockade von TREM-1 und die damit verbundene Reduktion der Effekte des
angeborenen Immunsystems wurden im Verlauf der AbstoRungsreaktion genauer dargelegt.
Zusatzlich erfolgte die Untersuchung der Interaktion von alloreaktiven TREM-1" APC mit

infiltrierenden T Zellen.

4. Funktionsanalyse von TREM-1 in der initialen Phase des angeborenen Immunsystems

Es wird angenommen, dass flr eine Langzeitakzeptanz von transplantierten Organen nicht
nur das adaptive, sondern auch das angeborene Immunsystem inhibiert werden muss. Es
wurde die Hypothese untersucht, ob eine temporare Blockade von TREM-1 in der initialen
Aktivierungsphase des angeborenen Immunsystems ausreichend fir ein Langzeitiiberleben

der transplantierten Herzen im Verlauf einer chronischen AbstoRungsreaktion sein konnte.
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Material und Methoden
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2. MATERIALUndMETHODEN
2.1. Material
211 Allgemeines Material

Medien / Chemikalien

Bezugsquelle

Aceton

Agarose: peqGOLD Universal Agarose

Antikorper-Verdinnungslésung
Agquatex

Atropinsulfat 0,5 mg/ml

Biocoll Separating Solution
Bromphenolblau-L6sung

BSA

Chlorophorm

Citric Acid Trisodium Salt, Dihydrate
DAB

DEPC

DNAse | from bovine pancreas
EDTA

Enthellan

Eosin Y Solution

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid

FCS

Fluoromount

Glycerin 85%

Glycin

HBSS

Sigma, Minchen
Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
DCS Innovative Diagnostic Systems, Hamburg
Merck, Darmstadt

B. Braun, Melsungen
BiochromAG, Berlin
Sigma, Miinchen
biomol, Hamburg
Merck, Darmstadt
Cleveland, Ohio, USA
Merck, Darmstadt
Ambion, Kaufungen
Sigma, Miinchen
PAN, Aidenbach
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Minchen
Biochrom, Berlin
Sigma, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco, Darmstadt
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Medien / Chemikalien

Bezugsquelle

Heparin-Natrium-25000
Isofluran

Ketamin

Kollagenase I

Mayers Hamalaunlésung
B-Mercaptoethanol
NaCl-Lésung 0,9%
Penicillin/Streptomycin
Roti®-Histol

RPMI Medium 1640
SensiTek HRP

Sodium n-Dodecyl Sulfate (SDS)
Tissue Tek

TRI® Reagenz

Tris Pufferan®
Triton-X-100

Trypanblau

Tween20
Wasserstoffperoxid 30%
Xylaxin

Ziegenserum

Ratiopharm, Ulm

Baxter, Unterschleil3heim
WDT, Garbsen

Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt

Gibco, Darmstadt

B. Braun, Melsungen
Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Gibco, Darmstadt
ScyTec Laboratories, Logan, Utah, USA
Calbiochem, Darmstadt
Sakura, Staufen

Sigma, Minchen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Minchen

Sigma, Miinchen

Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe
Serumwerk, Bernburg

Sigma, Miinchen

Puffer Zusammensetzung bzw. Bezugsquelle
BSA 1% in Aqua Dest.
Citrat Puffer 2,93 g Citric Acid Trisodium Salt in 1 L Aqua Dest.,
pH 6

Erythrozyten Lyse Puffer
Flow Cytometry Fixations Buffer (1x)
Formaldehyd 1%

Kollagenase Puffer

Ladepuffer

BioWhittacker, Lonza, USA

R&D, Minneapolis, USA

Fertigprodukt von der Pathologie am Uniklinikum
Regensburg

RPMI, 10% FCS, 600 U/ml Collagenase Il und 0,5
mg/ml DNAse |

500 ul Glycerin, 425 pl steriles DEPC-Wasser.

75 pl einer gesattigten Bromphenolblau-Lésung
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Puffer

Zusammensetzung bzw. Bezugsquelle

Laufpuffer (TAE-Puffer) 10x

MACS-Puffer 10x
PBS 1x
PBS + Triton

Priméarzellmedium

144,13 g Glycin, 60,55 g Tris, 10 g SDS (1%) in 1
L Aqua Dest.

0,74 g EDTA,5g BSA auf 1 L PBS

PAA Laboratories GmbH, Coélbe

1x PBS + 0,3% Triton-X-100

RPMI, 10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 0,1%

B-Mercaptoethanol

TBS 60,5 g Tris, 87,6 g NaCl auf 1 L A. Dest., pH 7,5
T-TBS 1 ml Tween20in1L TBS
Waschpuffer PBS + 0,5% Triton-X-100

Kits Bezugsquelle

AffinityScriptTM QPCR cDNA Kit

BD Cytometric Bead Array Mouse
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit

BD OptEIA Set Mouse IFNy

BD OptEIA Set Mouse IL-6

BD OptEIA Set Mouse IL-12 (p70)
BD OptEIA Set Mouse TNF

CD4 Zell-Isolations-Kit

CD11b Zell-Isolations-Kit

DuoSet ELISA IL-17A

Flow Cytometry Fixation and
Permeabilization KIT

LightCyclter® 480 SYBR Green | Master

LightCycler® FastStart DNA Master
SYBR Green |

MinElute® Gel Extraction Kit
Pan Zell-1solations-Kit Il (CD3 Zellen)

Trichrome Stain (Masson)

Aiglent Technologies, Boblingen

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

BD, Heidelberg

Miltenyi Biotec, Gladbach
Miltenyi Biotec, Gladbach
R&D, Wiesbaden-Nordenstadt

R&D, Wiesbaden-Nordenstadt

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim
Qiagen, Hilden
Miltenyi Biotec, Gladbach

Sigma, Minchen

Stimulanzen

Bezugsquelle

anti-CD3¢ Antikorper
anti-CD28 Antikdrper
Brefeldin A (GolgiPlug)

BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
BD, Heidelberg
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Stimulanzen Bezugsquelle
lonomycin Sigma, Minchen

Kontrollpeptid Pepscan Systems, Lelystad, Netherlands
Lipopolysaccharid (LPS)

LP17

Peptidoglycan (PGN)
Phorobol-12-Myristat-13-Acetat (PMA)

Tumornekrosefaktor (TNF)

Sigma, Minchen
Pepscan Systems, Lelystad, Netherlands
Sigma, Miinchen
Sigma, Minchen

PerproTech, Hamburg

Antikdrper und Detektionsreagenzien

- . Fluorochrom/ | Verdinnung Konzen-
Antikérper | Spezies Konjugat Histo Isotyp Klon Hersteller tration
CD4 Maus - 1:50 Ratte 1gG2b, k RM4-5 BD 31,25 pg/ml
CDh4 Maus PE - Ratte 1gG2b, k GK1.5 eBiosience 0,2 mg/ml
CD8 Maus - 1:50 Ratte IgG2a,k | YTS169.4 Abcam 1 mg/ml
CD8 Maus FITC - Ratte 1gG2b, k H35-17.2 eBiosience 0,5 mg/ml
CD11b Maus Biotinyliert 1:200 Ratte 1gG2b, k M1/70 BD 0,5 mg/ml
CD11b Maus PE-Cy7 - Ratte 1gG2b, k M1/70 BD 0,2 mg/ml
CD40 Maus APC - Ratte 1gG2b, k 1C10 eBiosience 0,2 mg/ml
CD80 Maus PE - Armenian 16-10A1 eBiosience 0,2 mg/ml
Hamster 19G
CD86 Maus FITC - Ratte 1gG2b, k GL1 eBiosience 0,5 mg/ml
Jackson
cy™3 Hase Cy3 1:200 - - Immuno 1,5 mg/ml
Research
Cycle Dye - Violet - - - Invitrogen 1 pliml
Jackson
DyLight 549 Ziege Dy Light 549 1:1500 - - Immuno 1,5 mg/mi
Research
Fab2 Ratte Biotinyliert 1:100 - - Santa Cruz | 200 pg/0,5 ml
F4/80 Maus APC - Ratte 1gG2b, k BM8 eBiosience 0,2 mg/ml
Hoechst - - 1:7500 - - Sigma 100 mg
IFNy Maus APC - Ratte 1gG1, XMG1.2 BD 0,2 mg/ml
1gG Ziege Biotinyliert 1:200 - - Santa Cruz | 200 pg/0,5 ml
TC11-
IL-17A Maus PE - Ratte 1gG1, 18H10 BD 0,2 mg/ml
Ki67 Maus - 1:100 Hase IgG SP6 Abcam Keine
Angabe
MHC-II Maus FITC - Ratte 1gG2b, k Msgl;4'l eBiosience 0,5 mg/ml
Streptavidin - AF488 1:1000 - - Invitrogen 2 mg/mi
. . Keine
TREM-1 Maus - 1:6,7 Ziege 1gG Angabe R&D 0,1 mg/ml
TREM-1 Maus PE - Ratte IgG Keine R&D 25 pg/ml
9524 Angabe HO
. . Keine
TREM-1 Mensch - 1:40 Ziege 1gG Angabe R&D 0,2 mg/ml

Tabelle 2: Verwendete Antikérper und Detektionsreagenzien.
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Gerate

Bezugsquelle

ELISA Reader
FACS Calibur und Canto |l

Fluoreszenzmikroskop, Axio Observer Z1

Inhalationsnarkosegerat Vapor
Inkubator, Serie 6000

Kryotom Leica CM1900

Light Cycler und Light Cycler480
MACS® Manual Cell Separator
Mikrotom Microm HM350
Operationsmikroskop Leica M651
Photometer DNA Messung
Sterilisierungsgeréat

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Molecular Devices Corp., Ismaning
BD, Heidelberg

Carl Zeiss, Oberkochen
Drager AG, Lubeck

Heraeus, Hanau

Leica, Wetzlar

Roche, Mannheim

Miltenyi Biotec, Gladbach
Microm International, Walldorf
Leica, Wetzlar

eppendorf, Hamburg

F.S.T., Heidelberg

Heraeus, Hanau

Software und Internetdienste

Bezugsquelle

AxioVision Vs40 4.8.2.0

BD FACSDiva Software 6.0
BD CellQuest Pro Software BD
e!Ensembl

FlowJo 7.6.4.

GraphPad Prism
LightCycler® 480 SW 1.5
LightCycler3 Version 3.5
Microsoft Office

Mirax Viewer 1.12

Pubmed Medline

Pubmed Nucleotide
Primer3

SOFTmax Version 2.34

Universal ProbeLibrary

Carl Zeiss, Oberkochen

BD, Heidelberg

BD, San Jose, USA

European Bioinformatic Institute, Cambridge, GB
TreeStar Inc., Ashland, USA
GraphPad Software Inc., La Jolla, USA
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Microsoft, Redmond, Washington, USA
3DHISTECH Ltd., Budapest, Ungarn
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.pubmed.com/nucleotide
http://frodo.wi.mit.edu/primer3
Molecular Devices Corp., Ismaning

Roche, Mannheim

Operationsmaterialien

weitere Informationen und Bezugsquelle

Anlegezange (Klammchenhalter)

Ethilon monofilament Faden 11-0

bajonettférmig, 205 mm, (Aesculap, Tuttlingen)
Polyamid 6/6, schwarz, nicht resorbierbar, 5 cm,
BV-8 3.8 mm 3/8c (Ethicon, Norderstedt)
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Operationsmaterialien weitere Informationen und Bezugsquelle

Feine Arterienklemmen 125 mm, micro-halsted (Aesculap, Tuttlingen)

Feine Schere 110 mm, 43/8“ (Aesculap, Tuttlingen)

KnUpf-Pinzetten gebogen, 100 mm (Teleflex Medical, Tuttlingen)

Mikro-Federschere mit Flachgriff 85 mm, 33/8“ VANNAS (Aesculap, Tuttlingen)

Mikro-Nadelhalter mit Rundgriff gebogen, 130 mm (Teleflex Medical, Tuttlingen)

Mini-Aneurysmen-Clips YASARGIL (Aesculap, Tuttlingen)

Pinzette 0.05 x 0.01 mm, Inox, 11 cm, DUMONT (F.S.T.,
Bad Oeynhausen)

Polypropylen, Monofilament 4-0 nicht resorbierbar, 19 mm 3/8c (Ethicon,
Norderstedt)

Praparier- und Strabismusschere 115 mm, 41/2" (Aesculap, Tuttlingen)

Seralon, Monofilament 7-0 50 cm (Serag Wiessner, Naila)

Sofsilk Faden 5-0 45 cm, schwarz (USSC Sutures, USA)

Tabotamp 5cm x 35 cm, resorbierbar (Ethicon, Norderstedt)

2.1.2 Humanes Gewebematerial

Die verwendeten Biopsien von Herz- und Nierentransplantationen wurden zwei Jahre nach
Transplantation entnommen, in der Pathologie am Uniklinikum Regensburg archiviert und im
Rahmen dieser Dissertation zur Verfigung gestellt. Das Gewebematerial wurde unter den

Richtlinien der ethischen Kommission entnommen (Nr. 04/56).

2.1.3 Mause

Weibliche C57BL/6J (B6), B6.129S7Ragltm1Mom/J (Ragl™), Balb/c AnNCrl (Balb/c) und
B6.C-H-2bm12/KhEg (bm12) wurden von den Jackson Laboratories (Bar Harbor, MA, USA)
mit einem Alter von 12-14 Wochen erworben. Myd88™ Tiere wurden von S. Akira (Osaka
Universitat, Osaka, Japan) zur Verfligung gestellt und weiter am Uniklinikum Regensburg in
Barrieren der Tierlaboratorien gezuchtet. Alle Tiere wurden vorschriftsmaRig nach dem
Tierschutzgesetz und pathogenfrei gehalten. Die Raumtemperatur betrug 22 + 2°C bei einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 50-60% und einem Tag-Nacht-Zyklus von 12 h. Die Tiere

erhielten Standard-Tierfutter und Wasser ad libitium.

2.2. Methoden
221 Herztransplantation

Im Zuge dieser Arbeit wurde ein allogenes, heterotopes Herztransplantationsmodell

verwendet (s. Abb. 7). Dabei wurden die Spenderherzen an die grol3en abdominalen Gefal3e
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des Empfangers anastomosiert. Dies ist ein rein immunologisches Modell, da die
Empféangermaus ihr eigenes Herz behalt und somit nicht auf die Funktion des Transplantates
angewiesen ist. Auch bei einer moglichen Abstol3ungsreaktion gegen das Spenderorgan ist
das Versuchstier in seinem Wohlbefinden kaum beeintrachtigt.

% Vena cava inferior j-

T O ;
‘ (%
\ \?—// Rechter Vorhof ]
. N
| 1 if
] /'\\\ / Koronar-
(. arterien

b
IR 1
4 PRt
M \ Linker Vorhof

Aorta

Donor Aorta

Donor Aorta
pulmonaris

] | HRFischer 06

Abb. 7: Abdominal heterotope Herztransplantation.
Bei der abdominal heterotopen Herztransplantation an Mausen wird die Aorta und die Pulmonalarterie des
Spendertiers mittels End-zu-Seit-Anastomosen an die abdominalen GefaRe des Empfangertiers

transplantiert. Nach Hasegawa (2).

221.1 Tiermodelle

Die dieser Dissertation zugrundeliegenden Fragestellungen wurden in einem chronischen,
akuten und subakuten Herztransplantationsmodell aufgearbeitet.

Fur das Tiermodell einer chronischen Abstol3ungsreaktion wurden bm12 Spenderherzen und
B6 bzw. Myd88”" Empfangerméuse verwendet. Dieser Kombination liegt ein Antigen-
Mismatch zu Grunde, der sich unterschiedlich im I-A Lokus des MHC-Klasse-II-Komplexes
aullert.

Das Tiermodell einer akuten und subakuten AbstoRungsreaktion wurde mit Balb/c Tieren
(Haplotyp H-2% aufgearbeitet. Als allogene Donoren fungierten B6 und Ragl”™ mit dem
Haplotyp H-2°, die allogen zu den Empfangertieren in allen Haupt- und
Nebenhistokompatibilitdtsantigenen sind.

Als syngene Kontrollen wurden in beiden Gruppen, B6 Herzen in B6 Empfanger

transplantiert.
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2212 Operationstechnik der heterotropen Herztransplantation

Die heterotrope Herztransplantation setzte sich aus drei Teilen zusammen. Zuerst erfolgte die
Vorbereitung des Rezipienten, anschlielBend die Entnahme des Transplantates aus dem
Spendertier und zum Abschluss die eigentliche Transplantation. Der gesamte Verlauf der
Transplantation wurde unter reinen aber nicht sterilen Bedingungen durchgefiihrt. Die
verwendeten Instrumente wurden vor der Transplantation in einem Sterilisiergerat von F.S.T.

(Heidelberg) sterilisiert.

Narkose

Samtliche Eingriffe an den Empfangertieren wurden unter Vollnarkose, mit dem
Inhalationsnarkotikum Isofluran, durchgefiihrt. Dies wurde mit einer Konzentration von 5%
eingeleitet und wahrend der Operation auf 1,5% reduziert. Spendertiere wurden mit der
Injektionsnarkose (Atropin: 2-3 mg/kg KGW, Ketamin: 80-100 mg/kg KGW, Xylazin:
5-10 mg/kg KGW) behandelt.

Vorbereitung des Rezipienten

Die gesamte Operation wurde auf einer Warmeplatte bei 38-40°C durchgefiihrt. Nach
Inhalationsanasthesie mit Isofluran erfolgte die Enthaarung und Reinigung des Abdomens mit
70% Ethanol. Zur weiteren Vorbereitung des Empfangertieres wurde dieses in Rickenlage
gebracht. Nach Hautinzision und medianer Laparotomie in der Linea alba wurde die
Bauchwand grof3ziigig von der Blase bis zum Xyphoid des Tieres eroffnet. Anschliel3end
konnte mit zwei feinen Arterienklemmen die Bauchdecke fiir die weitere Operation offen
gehalten werden. Das Darmkonvolut wurde mit einem Q-Tip nach extraabdominal verlagert
und, in eine mit NaCl getrankte Gaze, eingebettet. Das sich posterior befindende Peritoneum
und umliegendes Fettgewebe wurden nun sorgféltig entfernt. Unter weiterer vorsichtiger
Praparation wurden die groRen Bauchgefal3e Aorta abdominalis und Vena cava freigelegt.
Die ausfuihrenden Gefal3e der Aorta abdominalis und Vena cava wurden bei Bedarf mit einem
7-0 Seralon Monofilament Faden abgebunden. Diese Prozedur fihrte in keinem Fall zur

Paralyse oder beeintrachtigte das Uberleben des Rezipienten.

Spenderoperation (Organentnahme)

Nach erfolgreicher Anasthesie erfolgte eine mediane Laparotomie. Dadurch konnte das
Zwerchfell eréffnet und anschlieend der Thorax nach kranial aufgeklappt werden, um die
Freipraparation des Herzens vorzunehmen. Zun&chst wurde das Herz mit 3 ml kalter
Heparin-Losung (500 U Heparin in 0,9% NaCl, 4°C) uber die Vena cava gespult. Nach
Durchtrennung der groRen Bauchgefdl3e des Spendertieres begann die Ischéamiezeit des

Transplantates. Der Donor wurde um 180° gedreht und der Thymus entfernt. Einer ev.
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erneuten Spilung und somit kompletten Perfusion des Herzens mit 3 ml kalter Heparin-
Ldsung, bei simultanem Entbluten des Tieres, erfolgte tber die Aorta ascendens. Nach der
Freilegung der Vena cava konnte eine Ligation an der Vena cava kurz vor ihrer Mindung in
den rechten Vorhof vorgenommen werden. AnschlieBend wurden die beiden zu
anastomosierenden Gefal3e, der Truncus pulmonalis und die Aorta descendens, durchtrennt.
Danach erfolgte eine Massenligatur der verbleibenden Gefal3e, einschlie3lich der
Lungenvenen. Das entnommene Herz wurde nun in 4°C kalter Kochsalzlésung bis zur
Implantation gelagert. Wahrend der gesamten Ischamiezeit wurde das Transplantat in

regelmafigen Abstéanden mit kaltem NaCl befeuchtet.

Empfangeroperation

Fur die Anbringung der Inzisionen, wurde der

IVC Aorta

Rezipient um 45° im Uhrzeigersinn gedreht. Nach

1 Anbringen der Arterienclips an Arterie und Vene

(2)

wurden die GefaRe mit einer G30 Kanule punktiert
und per Langsinzision eroffnet. Nach dem
Freispilen des Gefal3lumens mit 0,9%iger NaCl-
3) Losung, erfolgte das Einbringen des

4)
Transplantates wie in Abb. 8 dargestellt. Dazu
wurde der Empfanger erneut um 180° gedreht.
Durch je einen Ecknaht am proximalen und

(5) (1) distalen Ende der Inzision in die Aorta wurde der
‘ Truncus aorticus des Spenderorgans End-zu-Seit
an der Aorta des Empféangers fixiert (Abb. 8: 1 und
2). AnschlieBend wurde die Anastomose fort-
(8) laufend mit 4-5 Stichen mit 11-0 Ethilon Faden
durchgefihrt (Abb. 8: 3 und 4).

(7)

©)

Abb. 8: Abfolge der Anastomose.

Um das Risiko einer Thrombose zu minimieren,

wurde die kraniale Klemme kurz ged6ffnet. Der
e Empfanger wurde um 180° gedreht und es folgte
Modifiziert nach Hasegawa (2).

eine End-zu-Seit Anastomose des Truncus

pulmonalis (am Spenderherzen) mit der Vena cava (Abb. 8: 5-8). Zur Unterstutzung der
Blutgerinnung wurde nach Beenden der Anastomosen ein wenig Tabotamp um die Gefal3e
platziert und der Rezipient erneut um 45° im Uhrzeigersinn gedreht. Vor dem Offnen der
Klemmen wurde das Herz mit etwa 30° warmer Kochsalzlésung umspult. Anschlie3end

erfolgte die Reperfusion durch das Entfernen der Klemmen. Dazu wurde die kraniale Klemme
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vor der kaudalen Klemme geoffnet. Das Spenderherz begann rasch zu schlagen. Eine rosige
Farbung und schnelles Einsetzen der Kontraktionen im Sinusrhythmus belegten eine
gelungene Transplantation. Nach der Rickverlegung des Darmkonvolutes wurde das
Abdomen mit einer Einzelknopfnaht (4-O Ethilon Faden) verschlossen. Die Maus erwachte
wenige Minuten nach Ausschalten des Isoflurangeréates aus der Narkose, wurde postoperativ
mit einer Warmelampe bestrahlt und Uberwacht. Je nach Bedarf wurden die Tiere

engmaschig, bei gutem Verlauf dann mindestens 1x taglich, kontrolliert.

Postoperative Beobachtung

Die transplantierten Tiere sollten im chronischen AbstoRBungsverlauf postoperativ 7 Tage
Uberleben. Nach diesem Zeitraum ist es mdglich einen operationstechnischen Fehler von
einer immunologischen AbstoRungsreaktion zu unterscheiden. Bei Komplikationen wahrend
der Operation, Auftreten von allgemeinen Abbruchkriterien, Misserfolg der Transplantation
(keine Kontraktion des Transplantats) und postoperativen Komplikationen erfolgte eine
sofortige Tétung der Tiere durch zervikale Dislokation in Narkose. Das Transplantat wurde
durch abdominelle Palpation auf suffiziente Kontraktion mit dem Zeigefinder und Daumen im
Flankenbereich des Tieres Uberprift. Die Schlagkraft des Herzens wurde von 0 bis 10
angegeben, wobei 10 eine kraftige rhythmische Kontraktion des Spender-Herzens darstellt
und diese Kontraktion bei narkotisierten Tieren durch die Bauchdecke sichtbar ist. Bei dem
Wert 0 hingegen war keine spirbare mechanische Herzaktion mehr palpierbar. Als Zeitpunkt
der Absto3ung wurde der Tag angegeben, an dem keine myokardiale Kontraktion mehr zu

tasten war.

Organentnahme und Aufbewahrung

Die Entnahme der transplantierten Organe erfolgte an Tag 18, 20, 50 und 120 Tage post
transplantationem. Unter Isoflurannarkose wurde bei dem auf dem Rucken fixierten Tier das
Abdomen groR3flachig eroffnet, das Transplantat aufgesucht, frei prapariert und die Funktion
noch einmal abschlielRend beurteilt. Nach Entnahme wurde das Transplantat in vier gleiche
Abschnitte geteilt. Ein Viertel wurde in Tissue-Tek eingebettet, bei flissigem Stickstoff schock
gefroren und bei -80°C gelagert. Das zweite Viertel wurde in Formaldehyd eingelegt und tber
die Pathologie am Uniklinikum Regensburg in Paraffin eingebettet. Die so gewonnenen
Proben wurden anschlieend fir histologische und immunhistologische Analysen verwendet.
Die letzten zwei Viertel wurden jeweils bei flissigem Stickstoff eingefroren, bei -80°C gelagert
und fir RNA Isolierungen (s. Kapitel 2.2.6.1) verwendet. Fur die Isolation infiltrierender Zellen
wurde das komplette Transplantat verwendet und weiter verarbeitet (s. Kapitel 2.2.4.1). Die

Tiere wurden direkt nach der Probenentnahme mittels zervikaler Dislokation getétet.
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222 Antagonistisches Peptid zur Inhibierung von TREM-1

Die Inhibition von TREM-1 erfolgte Uber ein antagonistisches Peptid (LP17). Dieses
kunstliche Peptid wurde von Gibot et al. entwickelt (57) und besteht aus 17 Aminoséauren
(LQVTDSGLYRCVIYHPP). Durch die Bindung an TREM-1 auf der Zelloberflache tritt LP17 in
Konkurrenz mit dem nattrlichen Liganden. Also Kontrolle diente ein Peptid, das sich in der
Reihenfolge der Aminosauren willkirlich zeigte (TDSRCVIGLYHPPLQVY). Um die LP17
Wirkung auf die TransplantatabstoBung zu untersuchen, wurde das synthetische Peptid den
Empfangertieren taglich in einer Konzentration von 100 pug / 100 pl PBS, ab Tag 3 post
transplantationem i.p. verabreicht. Die Auswertung erfolgte mittels palpatorischer

Funktionsanalyse, DurchfluRzytometrie und Immunhistochemie.

2.2.3 Histologische Untersuchungen

Fur die histophatologischen und immunhistochemischen Farbungen wurden 2-3 pum dicke
Gewebeschnitte, die mittels Kryotom oder Mikrotom angefertigt wurden, verwendet.
Kryoschnitte wurden 10 min zur Fixierung mit -20°C kaltem Aceton behandelt und danach bis
zur endgultigen Farbung bei -20°C gelagert. Paraffinschnitte wurden fur 2 Tage auf 37°C
getrocknet und anschliel3end bei RT bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

2231 Hematoxylin/Eosin Farbung (H.E.)

Fur die histophatologische Beurteilung und Analyse der Transplantatabstof3ungsreaktion,
sowie der Transplantatvaskulopathie wurde eine H.E. Farbung durchgefuhrt. Hierfir wurden
die Paraffinschnitte zun&chst 20 min bei 65°C inkubiert, um eine ,sanfte“ Entparaffinierung zu
gewabhrleisten. AnschlielRend folgte eine komplette Entparaffinierung und Rehydratisierung
Uber eine absteigende Alkoholreihe. Die Schnitte wurden nun in Mayers Hamalaun Losung
fur etwa 2-3 min eingelegt. Die weitere Differenzierung im Leitungswasser erfolgte fir
mindestens 10 min. Fir die anschlieRende Farbung des Zytoplasmas wurden die Schnitte in
Eosin fur etwa 3-5 min gefarbt. Nach einer kurzen Spilung im VE Wasser, folgte eine
aufsteigende Alkoholreihe und Fixierung der Farbung in Roti®-Histol fir 10-30 min. Zum
Abschluss wurden die Schnitte in Enthellan eingedeckt. Die Praparate wurden unter dem

Mikroskop untersucht und ausgewertet.

Histologischer Score

Bewertet wurde der histologische Score in Anlehnung an das ISHLT Schema von 2004 (66).
Dabei wurden u.a. die zellulare Infiltration, Schaden an Myozyten, sowie das Ausmald des
parenchymalen und vaskularen Schaden des transplantierten Organs beurteilt und mit einem
Grad von OR bis 3R definiert (s. Tabelle 3).
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Grad der AbstoBung Beurteilungsparameter

OR Es finden sich keine Anzeichen der AbstoRungsreaktion oder von

Schaden an Myozyten.

1R Minimal beginnende Abstol3ung, die von perivasalen und/oder

interstitiellen Lymphozyteninfiltraten begleitet wird.

2R Es finden sich multifokale lymphozytare Entzindungsinfiltrate, wo
mittlere  architektonische  Storungen  bzw. Myozytenlasionen

vorgefunden werden.

3R Es besteht ein polymorphes aggressives Entziindungsinfiltrat aus
Lymphozyten, Eosinophilen und Neutrophilen verbunden mit Nekrosen
und Schaden an den Myozyten. Ebenso Odeme, Hamorrhargien und

Vaskulitiden beobachtet werden.

Tabelle 3: Histologischer Score nach ISHLT 2004 (66).

2.2.3.2 Masson-Trichromfarbung

Um eine Anreicherung der Kollagenfasern im Transplantat, den mehrschichtigen Aufbau der
GefalRe, Muskelfasern und verschiedene Gewebeabschnitte (s. Tabelle 4) sichtbar machen
zu konnen, wurde eine Trichromféarbung (Masson) angewendet. Dazu wurden Paraffinschnitte
zunachst bei 65°C fiur 20 min ,sanft* entparaffiniert und weiter nach dem Protokoll des
Herstellers behandelt. Die Eindeckung der Gewebeschnitte erfolgte in Enthellan. Die

Praparate wurden unter dem Mikroskop untersucht und ausgewertet.

Farbeergebnis Struktur
Violett Schwarz Kerne
Rot Zytoplasma und Muskelfasern
Blau Kollagen

Tabelle 4: Ergebnisse der Masson-Trichromféarbung.

2.2.33 Immunhistologische Farbungen

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen wurden Paraffin- wie auch Kryo-
Gewebeschnitte immunhistologisch aufgearbeitet. Eine Zusammenfassung der jeweiligen
Protokolle wurde in Tabelle 5 dargestellt. Fur alle Farbungen wurden 2-3 pm dinne
Gewebeschnitte hergestellt, auf denen gezielt zellulare Strukturen oder Proteine gefarbt

werden konnten.
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Farbungen fur Kryopraparate

Grundsatzlich wurden Kryoschnitte fir etwa 10 min bei RT aufgetaut und im Puffer,
entsprechend der gewahlten Farbung, gespilt. Bei der Farbung fur CD11b* und TREM-1*
Zellen, musste die endogene Peroxidase Aktivitat mit H,O, (0,3%) fiir 10 min bei RT geblockt
werden. Um eine unspezifische Bindung der Antikbrper zu vermeiden, wurden die Schnitte in
der AVL oder in Ziegenserum fir 1 h inkubiert. Weiters erfolgte eine Behandlung mit dem
Primarantikorper fir 4 h oder Uber Nacht in einer feuchten Kammer. Fir eine Farbung von
Ki67 wurden die Schnitte fir 1 h bei RT mit dem Primarantikérper inkubiert. Ki67 richtet sich
gegen nukleares Antigen, das nur in proliferierenden Zellen, die sich nicht in der Ruhephase
(GO-Phase) befinden, nachzuweisen ist.

Nach einer weiteren Spulung im Puffer wurden die Praparate mit dem Sekundarantikorper fur
1 h behandelt und anschlieRend mit dem jeweiligen Detektionsreagenz visualisiert. Bei einer
Behandlung mit dem HRP Reagenz und dem weiteren DAB Kit wurden die Schnitte
abschlie3end mit Hamalaun gegengefarbt. Bei Fluoreszenzfarbungen wurden Zellkerne mit
Hoechst angefarbt. Die Hoechst-Farbung interkaliert mit Strukturen des Zellkerns und macht
diesen fluoreszenz-mikroskopisch durch eine blaue Féarbung sichtbar.

Die Eindeckung der Gewebeschnitte erfolgte in Aquatex oder Fluoromount. Die Auswertung
erfolgte Uber das Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1 (Zeiss).

Farbung CD4 CD8 CD11b CD11b + TREM-1 TREM-1 Ki67 + CD4
Gewebe Kryo Kryo Kryo Kryo Paraffin Kryo
Blockpuffer 10% ZS 10% ZS 10% ZS AVL 5% BSA 10% ZS
Puffer PBS PBS T-TBS PBS PBS+Triton PBS
Peroxidase- ) ) .
Nein Nein Ja Ja Ja Nein
Block
Primar- oCD11b )
aCD4 aCD8 o aCD11b / a TREM-1 oaTREM-1 oKi67 / aCD4
antikdrper biotinyliert
Sekundar- Biotinyliert Biotinyliert Entfallt CD11b: Streptavidin 488 | Biotinyliert Ki67: Cy3
antikdrper TREM-1: DyeLight 549 CD4: Streptavidin 488
Detektion HRP + DAB | HRP + DAB | HRP + DAB Hoechst HRP + DAB Hoechst

Tabelle 5: Darstellung der verschiedenen Farbeprotokolle.

Farbungen flr Paraffinpraparate

Die Schnitte wurden nach Standardprotokoll entparaffiniert und 10 min in Citrat Puffer
gekocht, um die Antigene zu demaskieren. Nach der Abkihlung des Citrat Puffers, wurde die
endogene Peroxidase Aktivitat mit H,O, (0,3%) geblockt. AnschlieRend wurden die Schnitte

in 5% BSA eingelegt, um unspezifische Bindungen der Antikrper zu vermeiden. Uber Nacht
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erfolgte die Inkubation mit dem Primé&rantikérper in der feuchten Kammer. Am nachsten Tag
wurden die Schnitte im Puffer 3x 5 min gewaschen und fir 1 h mit einem biotinylierten
Sekundarantikdrper behandelt. Auf den nachsten Waschschritt folgte die Behandlung mit
dem HRP Reagenz und der anschlie3enden Visualisierung durch den DAB Kit. Als letzter
Schritt wurde in VE Wasser gespult und mit Hamalaun nach Mayer gegengeféarbt. Die
Eindeckung der Gewebeschnitte erfolgte in Aquatex. Die Auswertung erfolgte Uber das

Fluoreszenzmikroskop Axio Observer Z1 (Zeiss).

Quantifizierung

Zur Quantifizierung der infiltrierenden Zellen, wurden jeweils 10 randomisierte Gesichtsfelder
von gefarbten Gewebeschnitten bei 20facher VergroRerung ausgezahlt. Fur jede Gruppe
wurden 5 verschiedene Herztransplantate ausgezahlt. Fir den Ki67 Index wurde das Ratio
der Ki67® CD4" Zellen zu den CD4" Zellen gebildet und prozentual ausgewertet.

AnschlieRend wurde der Mittelwert £+ SEM gebildet und in Balkendiagrammen dargestellt.

224 Zellbiologische Methoden

2241 Isolation von infiltrierenden Leukozyten im Transplantat

Die Herzen wurden nach Entnahme mit Skalpellen mechanisch zerkleinert und im
Kollagenase-Puffer fir 2 h bei RT geschwenkt. AnschlieRend wurde der Verdau Uber ein
100 pum Sieb geschiittet. Der Uberstand wurde fiir 5 min bei 1500 rpm und 4°C abzentrifugiert
und in Primarzellmedium aufgenommen. Fir den Ricklauf folgte ein erneutes Schitteln fir
20 min bei 37°C im Kollagenase-Puffer. AnschlieRend wurden beide Fraktionen vereint und
fir 5 min und 1500 rpm bei 4°C zentrifugiert. Es folgte eine Behandlung des Pellet mit 1 ml
Erythrozyten-Lysepuffer pro Herz fir 3 min. Die Suspension wurde in 40 ml
Priméarzellmedium aufgenommen, Uber ein 40 um Sieb filtriert und abzentrifugiert. Die Zellen
wurden gezahlt und fur Zellkultur (s. Kapitel 2.2.4.5) oder Durchflusszytometrie (s. Kapitel
2.2.7) weiter behandelt.

2.2.4.2 Gewinnung von PBMC’s aus dem Blut des Rezipienten

Die Gewinnung von Leukozyten aus dem Blut wurde mittels Biocoll durchgefiihrt. Die
Biocolldichtegradientenzentrifugation ist ein Verfahren bei dem die Blutprobe Uber das Biocoll
geschichtet wird. Dieses wirkt wahrend der Zentrifugation wie ein Filter, der je nach Dichte
der einzelnen Blutanteile fur diese weniger oder mehr durchlassig ist.

Die Entnahme des Blutes wurde an Tag 20 post transplantationem durchgefuhrt. Der
Rezipient wurde dafir narkotisiert und auf den Ricken gelegt. Es folgte eine groR3flachige
Offnung des Abdomens und Auslagerung des Darmkonvoluts. Dadurch bestand freier

Zugang zur Vena cava. Mit einer G27 Kanile konnte das Blut in eine Heparin-getréankte
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Spritze aufgenommen werden. Anschliel3end wurde das Blut bis 7 mit ml PBS verdunnt. 7 ml
Biocoll wurden mit den 7 ml verduinnter Blutldsung tberschichtet und bei 2400 rpm fiir 20 min
bei RT ohne Bremse zentrifugiert. Die in der Interphase angesammelten Lymphozyten
(s. Abb. 9) wurden abgenommen und 2x mit PBS bei 1500 rpm fiir 5 min bei 4°C gewaschen.
Zellen wurden gezahlt und weiter fur das durchflusszytometrische Verfahren (s. Kapitel 2.2.7)
behandelt.

-+—— Plasmagemisch . . .
Abb. 9: Isolierung von PBMC’s mittels Biocoll.

m |nterphase mit Darstellung der Phasentrennung nach Zentrifugation des

mononuklearen Zellen

i Uberschichteten Biocolls mit der verdinnten Blutldsung. Die
-— Biocoll-Phase

Interphase mit mononukledren Zellen wurde abgenommen
; Erythorzyten / . . s
i\ ) G?gnulo%t,ten / tote Zellen und weiter verarbeitet. Modifiziert nach Munoz und Leff (67).

2.2.43 Lymphozytenisolierung aus der Milz

Die Milzen wurden aus der Maus entnommen und unter Zugabe von 5 ml HBSS mit Hilfe
eines Spritzenstempels durch ein 100 um Nylonnetz gedriickt. Nach der Homogenisation und
Abzentrifugation (5 min bei 4°C und 1500 rpm) wurde das Pellet mit 1 ml Erythrozyten-
Lysepuffer fir 2 min bei RT inkubiert. Die Lysereaktion wurde mit 10 ml HBSS gestoppt,
abzentrifugiert und in Primarzellmedium oder MACS Puffer aufgenommen. Anschliel3end
wurden die isolierten Zellen gezahlt und erneut zentrifugiert. Die gewonnene Zellsuspension

wurde bis zur weiteren Verarbeitung kiihl gelagert.

2.2.4.4 Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Die Zellzahl und die Vitalitat wurden mit dem Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt, indem die
Zellsuspension mit der Trypanblaulésung verdinnt wurde. Mit Hilfe der Neubauer-
Zahlkammer wurden die Zellen innerhalb eines GroRquadrats (16 Kleinquadrate) gezahlt und

anschlie3end nach der Formel, wie in Abb. 10 dargestellt, berechnet.

— @ahl der ungefarbten Zellen in einem Grquuadrat\ . 4
z Iiellen/ml_: =*Verdunnungsfaktor *10

4

Abb. 10: Berechnung der Zellzahl.
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2245 Zellkulturbedingungen

Die Zellen wurden in Primarzellmedium bei 37°C, 5% Kohlendioxidgehalt und 95% relativer
Luftfeuchte in einem Inkubator flr den jeweils gewahlten Kultivierungszeitraum gehalten. Es

erfolgte aufgrund des kurzen Kultivierungszeitraumes (2-4 Tage) kein Mediumwechsel.

2.2.4.6 Magnetische Sortierung von Zellen

~Magnetic Activated Cell Sorting”“ (MACS) ist ein Verfahren zur magnetischen Zellseparation.
Dabei konnen spezifische Zellstrukturen mittels Microbeads markiert werden. Microbeads
sind etwa 50 nm groRe superparamagnetische Mikropartikel, an die Antikérper gebunden
sind. Sie verhindern den Durchfluss der markierten Zellen durch eine von einem starken
Magnetfeld umgebene Saule, wobei unmarkierte Zellen unter der Séule aufgefangen werden
kénnen. Es wird zwischen einer positiven Selektion, bei der die markierten Zellen die
Zielzellen sind, und einer negative Selektion, bei welcher die Zielzellen unmarkiert durch die
Saule gespult werden, unterschieden. Beide Verfahren wurden im Rahmen der Dissertation
angewendet.

Die Sortierung von murinen CD3*, CD4" und CD11b" Zellen wurde nach dem Protokoll des
Herstellers durchgefuhrt. Die mit Mikrobeads konjugierten Antikdrper und das Equipment fir
die Zellsortierung (z. B. LS-Separationsséulen, Magnete usw.) wurden von der Firma Miltenyi

Biotech verwendet.

2.2.4.7 Aktivitatsanalyse der CD11b"* Zellen

Die isolierten CD11b" Zellen aus einer B6 Milz wurden mittels MACS-Saule aufgereinigt
(s. Kapitel 1.2.4.6). Die anschliel3ende Inkubation mit LP17 oder dem Kontrollpeptid erfolgte
Uber 2 Tage unter der Zugabe von LPS (1 pg/ml), PGN (10 pg/ml) oder TNF (20 ng/ml). Der
Uberstand wurde fur ELISA-Auswertungen (s. Kapitel 2.2.4.9) herangezogen. Die weitere
Analyse der Zellen erfolgte nach Inkubation mit «CD11b, aCD45 Antikérper im FACS
Canto Il (s. Kapitel 2.2.7).

2.2.4.8 Gemischte Leukozyten Reaktion

Die gemischte Leukozytenkultur diente zum Nachweis der APC vermittelten Immunitat auf
CD4" T Zellen. Zur Vorbereitung wurden alloreaktive CD11b* Zellen aus dem Transplantat
(bm12-B6) an Tag 20 post transplantationem isoliert (s. Kapitel 2.2.4.7) und mittels MACS
Aufreinigung (s. Kapitel 2.2.4.6) konzentriert. In einer 96-round-bottom Zellkultur-Platte
wurden die gewonnenen Zellen fur 4 Tage im Primérzellmedium mit LP17 oder dem
Kontrollpeptid (200.000 Stimulator-Zellen pro Well) inkubiert. Am gleichen Tag erfolgte die
Isolation und Aufreinigung von naiven CD4" Zellen aus einer B6 Milz (s. Kapitel 2.2.4.3 und

2.2.4.6). Diese wurden in einer Anzahl von 100.000 Zellen pro Well zu den bereits
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ausplattierten CD11b" Zellen zugesetzt. Nach 4 Tagen wurden die Zellen geerntet und im
MACS Puffer 2x gewaschen. Die Zellen wurden fir das Durchflusszytometer gefarbt
(s. Kapitel 2.2.7.1) und im FACS Canto Il analysiert.

2249 “Enzyme-linked Immunosorband Assay” (ELISA)

Die ELISAs wurden laut Anweisung des Herstellers durchgefihrt. Dabei wurde das
entsprechende Zytokin von spezifischen Antikérpern auf der Oberflache der Mikrotiterplatte
gebunden und durch einen Detektionskomplex nachgewiesen. Der Komplex wurde mit Hilfe
einer Farbreaktion am ELISA-Reader quantitativ Gber Vergleich mit einer Standardreihe
ausgewertet.

Fur die Bestimmung von IFNy, IL-6, IL-12(p70) und IL-17A wurden CD4" oder CD11b" Zellen
(1x10° Zellen / ml) aus den Transplantaten (allogen und syngen) oder der Milz von B6 Tieren
isoliert und aufgereinigt (s. Kapitel 2.2.4.3 und 2.2.4.6). CD4" Lymphozyten wurden mit «CD3
(10 pg/ml) und aCD28 (1 pg/ml) Antikorper fir 48 h im Priméarzellmedium stimuliert. CD11b*
Zellen erhielten eine Behandlung mit LP17 oder Kontrollpeptid (10 pug/ml) fur 48 h. Die
Uberstande wurden am Tag der Ernte zentrifugiert (5 min, 1500 rpm, 4°C) und bei -20°C

gelagert.

2.25 In vivo Methoden - Adoptiver Transfer von Lymphozyten

Der adoptive Transfer bezeichnet die Ubertragung einer immunologischen Reaktions-
bereitschaft auf den Donor. Dabei werden immunkompetente Zellen eines Spenders auf
einen Empfanger Ubertragen. Die immunologische Reaktion der Ubertragenen Zellen konnte
so auf das Verhalten des Allografts untersucht werden.

Zu Beginn wurden Balb/c Herzen in Ragl™ Rezipienten transplantiert. Diese Empfangertiere
sind fur B- und T-Zellen defizient. An Tag 3 post transplantationem wurden die Rezipienten
mit 5x10° CD3" Zellen i.p. behandelt. Die Isolierung der CD3* Zellen erfolgte aus B6 Wildtyp
Milzen (s. Kapitel 2.2.4.3) und wurden, wie in Kapitel 2.2.4.6 beschrieben, tber eine MACS-
Saule angereichert. Um die Reinheit der CD3" Lymphozyten zu erhohen, wurde die
Zellsuspension 2x uber LS-Saulen aufgereinigt. Dabei konnte eine Reinheit von etwa 97%
erreicht werden.

Die rekonstituierten Rezipienten wurden aufRerdem mit LP17 oder dem Kontrollpeptid ab
Tag 3 post transplantationem behandelt. In regelmaRigen Zeitabstdnden wurde die
Schlagkraft des Herzens palpatorisch untersucht. Fir die immunologische Charakterisierung
des Modells, wurden die Donorherzen an Tag 18 post transplantationem entnommen und,

wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben, aufgearbeitet.
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2.2.6 Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1 RNA Isolation

Bei der Arbeit mit RNA wurde eine Reihe von Malnahmen getroffen, um das gegeniber
endogenen und exogenen RNAsen sehr empfindliche Molekll zu schitzen und
Kontaminationen zu vermeiden. Dazu gehérten die Benutzung von Filterspitzen, RNAse-freie
Plastikware und die standige Lagerung der Proben auf Eis (soweit nicht anders vorgegeben).
Die angewendete Methode beruhte auf der Phenol-Chloroform-Extraktion. Das Prinzip dieser
biochemischen Extraktionsmethode begrindet sich auf den unterschiedlichen L&slichkeiten
der zu extrahierenden Substanzen in einer zweiphasigen Emulsion. Die Trennung erfolgt mit
Phenol und Chloroform. Es bildet sich ein Zwei-Phasen-System (s. Abb. 11), bei dem die
verschiedenen Makromolekile in unterschiedlichen Schichten zu finden sind. Genomische
DNA sammelt sich dabei nach der Zentrifugation an der Grenze zur unteren organischen
Phase (Phenol-Chloroform), wahrend die RNA in der oberen (wéssrigen) Phase gelost
befindet. Proteine befinden sich in der unteren organischen Phase. Nukleinsauren werden mit
Isopropanol, zum Entzug des Hydratwassers, gefallt (s. Abb. 11). Zur Entfernung der
zurlickgebliebenen Salze wird Ethanol eingesetzt. Es ist leicht fliichtig und somit leichter von

der gefallten Nukleinsaure zu entfernen.

Phasentrennung Nukleinséureféllung

—— >

wassrige Phase

Phaseniibergang
organische Phase RNA-Pellet

Abb. 11: Schematische Darstellung der Phenol-Chloroform-Extraktion.

Fur die Praparation der RNA wurden die Proben aus -80°C entnommen und mittels Skalpell
schnell zerkleinert. In TRI® Reagenz werden die Gewebefragmente weiter mit einem Mérser
zerkleinert und 3 min bei RT inkubiert. Die Suspension wurde nun iiber eine QIAShredder™-
Saule (Qiagen, Hilden) 1 min bei 13.000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Der Durchfluss wurde
in ein 2 ml Eppendorf Reaktionsgefald tberfihrt, 200 pl Chloroform zugegeben und ,hand-
over‘ ca. 15 sec gemischt. Es folgte eine Inkubation von 3 min bei RT und einer
anschlieRenden Zentrifugation fur 15 min bei 15.000 rpm und 4°C. Dabei erfolgte die
Phasentrennung der Substanzen mit unterschiedlichem L6sungsgrad. Fir die Gewinnung der
RNA wurde die wassrige Phase vorsichtig abpipettiert und mit 500 pl Isopropanol fiir 10 min

bei RT inkubiert. Die dadurch geféllte RNA wurde nach einer erneuten Zentrifugation bei
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12.000 rpm fur 10 min bei 4°C als weilRes Pellet sichtbar. Fir die Erhdéhung des
Reinheitsgrades der RNA wurde das Pellet mit 75%igem Ethanol 2x gewaschen und erneut
zentrifugiert (7.500 rpm, 5 min, 4°C). Nach der Trocknung erfolgte die Losung des Pellet in
20-80 ul DEPC (je nach Pelletgréf3e), wodurch eventuell vorhandene RNAsen vernichtet

werden. Die isolierte RNA wurde, wenn sie nicht sofort weiter verwendet, bei -80°C gelagert.

2.2.6.2 RNA-Quantifizierung

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren erfolgte durch Messung der optischen
Dichte (OD) mit Hilfe des Photometers von Eppendorf (Heidelberg). Nukleinsduren besitzen
ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 260 nm. Liegt RNA vor, so entspricht
eine OD260 von 1,0 einer Konzentration von 40 ug/ml. Proteine hingegen besitzen ihren
Absorptionspeak bei 280 nm. Die Reinheit der Nukleinsdure wurde Uber den Quotienten von
260 nm zu 280 nm Wert bestimmt, wobei der Quotient bei reinen RNA-LOsungen einen Wert
von 1,8 erreichen sollte.

Die isolierte RNA wurde dazu 1:30 verdinnt und in eine Klvette pipettiert. Die gemessenen
Spektren, Absorptionswerte und Konzentrationen wurden anschlieBend von dem Gerat
dargestellt. Fir die anschlieBende reverse Transkription wurden nur RNA Proben mit einem

Reinheitsgrad von 1,65-1,85 verwendet.

2.2.6.3 Reverse Transkription

Die Abkirzung cDNA steht fur ,complementary DNA® und ist das Ergebnis der Behandlung
von RNA mit dem Enzym Reverse Transkriptase in Gegenwart von NTPs. Dabei schreibt die
reverse Transkriptase, die als Matrize dienende mRNA, ausgehend von angelagerten
Primern, zu einer komplementaren, einzelstrangigen DNA (cDNA) um.

Zur Herstellung wurde ein QPCR cDNA Synthese Kit verwendet und nach den Angaben des
Herstellers vorgegangen. Innerhalb einer Versuchsreihe wurde von jeder zu analysierenden
Probe dieselbe Menge RNA in die reverse Transkription eingesetzt. Die so entstandene
cDNA wurde bei -20°C gelagert oder sofort fur die Amplifizierung (PCR; s. Kapitel 2.2.6.5)

weiter verwendet.

2.2.6.4 Primer

Die Primer wurden aus dem Programm ,Primer3“ oder ,Universal ProbeLibrary“ und aus den
entsprechenden Gensequenzen (aus Pubmed Nucleotide von
http://www.pubmed.com/nucleotide  oder elEnsembl) designt. Dabei wurde die
Schmelztemperatur (TM) so gewahlt, dass der Sense und der Anti-Sense Strang sehr
ahnliche Bedingungen aufweisen. Auch der GC-Gehalt spielte bei dem Primer-Design eine

wesentliche Rolle, da die Wasserstoffbriicken eines GC-Basenpaares zur Stabilitat der
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Doppelhelix beitragen, wahrend die Wasserstoffbriicken eines AT-Basenpaares sogar
destabilisierend wirken. Der GC-Gehalt sollte in der Regel zwischen 55 bis 60% betragen.
Die Lange des Primers (typisch 18 bis 25 Nukleotide) wird so gewahlt, dass seine
Schmelztemperatur passend zur Annealing-Temperatur des PCR-Prozesses ist. Aul3erdem
sollte das Amplifikat der gewahlten Primer eine maximale Lange zwischen 70 und 200 bp
besitzen. Die gewdahlten Primer (s. Tabelle 6) wurden bei der Amplifikation einer

Verdunnungsreihe auf ihre Effizienz getestet.

. , , Lange Tm GC Produkt-
Zielgen Sequenz (5’ nach 3’) (bp) C) (%) groRe
Pro-collagen 1 a (sense) | TGT TCA GCT TTG TGG ACC TC 20 58,85 50
Pro-collagen 1a (anti- | TCA AGC ATA CCT CGG GTT TC 20 60,07 | 50 150 bp
sense)
IL-6 (sense) CCG GAG AGG AGA CTT CAC AG 20 64 60
i 102 bp
IL-6 (anti-sense) TCC ACG ATT TCC CAG AGA AC 20 64 50
IL-23a (sense) CCA GCG GGA CAT ATG AATCT 20 55,3 50
. 190 bp
IL-23a (anti-sense) CAT GGG GCT ATC AGG GAG TA 20 55,5 55
B-aktin (sense) AG AGG GAA ATC GTG CGT GAC 20 66,4 55
138 bp
B-aktin (anti-sense) CAA TAG TGA TGA CCT GGC CGT 21 66 52,4

Tabelle 6: Sequenzen der Primerpaare (PCR).

2.2.6.5 Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Diese quantitative PCR-Methode ermdglicht die Visualisierung der Amplifikation der Proben
in Echtzeit. Die Menge der DNA wird dabei am Ende der Elongation in jedem Zyklus tber die
Anzahl der eingelagerten fluoreszierenden Reporterfarbstoffe indirekt gemessen. Die
Fluoreszenz steigt dabei proportional zur Produktmenge an. Aus der exponentiell
entstandenen Probenanalyse wurde der CT-Wert (,Threshold Cycle®) ermittelt, bei dem das
erste Mal ein statistisch signifikantes Reportersignal detektiert wurde. Die Signale konnten mit
Hilfe der Computersoftware von Roche (Mannheim) - LightCycler® 480 SW 1.5 und
LightCycler3 Version 3.5 - abgelesen und quantifiziert werden.

Jede Proben-Analyse wurde im selben Reaktionsansatz dreifach durchgefuihrt. Das PCR
Reaktionsgemisch wurde auf Eis hergestellt. Die Herstellung der Reagenzien und des
Mastermix wurden entsprechend den Empfehlungen des Herstellers gewéhlt. Als
Negativkontrolle wurde der Mastermix mit Primer ohne cDNA pipettiert. Die Aktivierung der
DNA-Polymerase erfolgt fur 10 min bei 95°C. Die beiden folgenden Schritte aus cDNA-

Denaturierung fur 15 sek bei 95°C, Primer-Anlagerung und Elongation der Primer (s. Tabelle
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7) wurden 40-mal wiederholt. Wahrend der Phase der Primer-Anlagerung und Elongation
erfolgte die Messung der Fluoreszenz bei 500 nm, da SYBR® Green mit doppelstrangiger
DNA interkaliert. Im Anschluss daran erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse, bei der es zu einer
schrittweisen Erhdhung der Temperatur auf 95°C kommt, um bei der fur das Amplifikat
spezifischen Denaturierungstemperatur die Freisetzung von SYBR® Green detektieren zu

konnen. Auf diese Weise kdnnen Kontaminationen und unspezifische Amplifikate eruiert

werden.
Primer Schmelztemperatur Zeit (Sek)
Kollagen 60°C 7
IL-6 60°C 7
IL-23a 60°C 7
B-Aktin 64°C 7

Tabelle 7: Definierte Primerkonditionen.

Als Kontrolle fiir die korrekte Produktbildung, wurde die amplifizierte DNA mittels
Gelelektrophorese aufgereinigt und isoliert (s. Kapitel 2.2.6.6 und 2.2.6.7). Diese wurde
anschliel3end bei der Firma GeneArt (Regensburg) sequenziert (s. Kapitel 2.2.6.8) und mit
der Sequenz in Pubmed verglichen.

Auswertung

Ziel der Auswertung war es, eine Aussage daruber treffen zu kénnen, um wie viel héher oder
niedriger ein Gen in einem Gewebe / Zellverband im Vergleich zur Referenz exprimiert wird.
Im Programm Microsoft Excel wurde aus den angegeben CT-Werten der in Triplikaten
pipettierten Probe der Mittelwert gebildet, und von diesem der Mittelwert der CT-Werte des
Referenzgens (,Housekeeping Gen®) derselben Probe abgezogen. Es wurde die
Konzentration des Referenzgens so gewahlt, dass es in verschiedenen Proben in etwa gleich
hoch exprimiert wird. Flr diese Arbeit wurde g-aktin als Referenzgen verwendet. Der durch
Subtraktion der beiden Mittelwerte erhaltene, auf das Referenzgen normalisierte Wert, wurde
als ACT bezeichnet (Normalisierung) und fir grafische Auswertungen herangezogen. Die

weitere statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des SEM.

2.2.6.6 DNA-Elektrophorese

Die DNA-Gelelektrophorese ist eine Methode, um Nukleinsdurestrdnge nach ihrer Gréf3e zu
trennen. Agarosepolymere werden dabei zu einem Gel vernetzt. Je hoher die Agarose

konzentriert ist, desto kleiner sind die Poren im Gel. Dadurch entsteht ein Sieb fir Molekdle,
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wo negativ geladene Nukleinsaure-Molekiile tber ein elektrisches Feld durch die Gelmatrix
gezogen werden. Dabei bewegen sich kleinere Molekile schneller durch das Gel, wodurch
eine Auftrennung der Strange nach ihrer Gré3e ermdglicht wird.

Fur diese Studie wurde ein 1,1%iges Gel verwendet. Dazu wurde 0,75 g Agarose mit 50 ml
1x TAE und 20 ml Millipore gemischt. Die Agarose wurde aufgekocht und auf etwa 60°C
abgekiihlt. Nach der Zugabe von 1 pl Ethidiumbromid, zur Sichtbarkeit der DNA unter UV-
Licht, wurde das Gel gegossen. Als Laufpuffer diente 1x TAE Puffer. Der Ladepuffer fur die
DNA wurde in einem Verhaltnis von 1:20 eingesetzt. Nach dem Auftragen der Proben erfolgte
der Lauf bei 50-55 V fur 30 min.

2.2.6.7 Isolierung von DNA-Fragmenten durch Gelextraktion

Die DNA-Fragmente wurden nach dem Gel-Lauf (s. Kapitel 2.2.6.6) unter UV-Licht sichtbar
gemacht und mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten. Die DNA wurde mit dem ,MinElute
DNA Extraction Kit“ (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben aufgereinigt und in DEPC
Wasser gelost. Die Konzentration und Reinheit wurde photometrisch, wie in Kapitel 2.2.6.2

beschrieben, quantifiziert.

2.2.6.8 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde von der Firma GeneArt, Regensburg durchgefihrt. Die
gewunschten PCR-Produkte wurden nach Aufreinigung durch Gelextraktion (s. Kapitel
2.2.6.7) in einer Konzentration von 300 ng/ul verschickt. Die Sequenzdaten wurden etwa
1-2 Tage spater per Mail zugestellt.

2.2.7 Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie wird bei Einzelzellsuspensionen zur Analyse von
Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften eingesetzt. Dabei wird mit Hilfe eines Lasers, je
nach ZellgroRe, Oberflachenbeschaffenheit und Granularitdt der Zelle, ein sogenanntes
Streulicht abgelenkt und detektiert. Hierbei werden die Zellen Uber ein Schlauchsystem
aufgesaugt und so beschleunigt, dass sie hintereinander aufgereiht werden und einzeln in die
Messkammer gelangen. Dort wird jede Zelle vom Laserstrahl getroffen. Das gestreute Licht
wird bei 180° (FSC = ,forward light scatter”) und bei 90° (SSC = ,side light scatter®)
gemessen (s. Abb. 12). Die entstehende Streuung ist zelltypspezifisch und abhangig von der
GroRRe der Zellen (FSC) sowie deren Granularitat (SSC).
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Abb. 12: Darstellung des FSC und SSC. Madifiziert nach
http://www.uams.edu/flowcytometry/Images/FSC&SSC.jpg

Die entstandenen Messdaten werden in einer Einparameterdarstellung als Histogramm oder
in Zweiparameterdarstellung als Dot Plot dargestellt. Zellpopulationen kénnen so anhand der
GroRe und Granularitat unterschieden werden (s. Abb. 13). Bei den fir die Versuche
verwendeten Durchflusszytometern handelte es sich um das FACS Calibur und FACS

Canto Il.

Granulozyten,

25m<—: R
1 Monozyten

— Lymphozyten

0 50K 100K 180K 200K 250K
FSC-A

Abb. 13: Darstellung der Zell-Subpopulationen im FSC vs. SSC.

Das FACS Calibur verfugt Gber zwei Laser und die Auflésung von vier fluoreszierenden
Farben. Der Detektor FL1 kann eine optimale Emission bei 530 nm erfassen. Dies entspricht
der grinen FITC und CFSE Fluoreszenzintensitat. FL2 kann hingegen die Emission bei
585 nm von PE detektieren. Die violett fluoreszierende Intensitat fir PerCP, Pl oder Cy5
werden durch den Langwellen-Filter ab 670 nm auf den FL3 Detektor geleitet. Die
Emissionen, die in FL1 bis FL3 detektierbar sind, werden durch einen Argonlaser mit der
Absorptionswellenlange 488 nm angeregt. Ein weiterer Diodenlaser, der separat
hinzugeschaltet werden kann, ermdglicht eine Anregung bei 635 nm fur die APC

Fluoreszenzintensitat und eine Detektion der Emission bei optimal 660 nm im FL4 Kanal.
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Das FACS Canto Il hingegen verfugt Uber einen zusétzlichen Laser. Dieser Helium-Neon-
Laser regt die Pacific-Blue oder ,Cycle Dye* Fluoreszenzintensitat im violetten Bereich bei
405 nm an. Dadurch sind bis zu 8 Farben messbar. Die Autofluoreszenz wurde durch
Negativkontrollen bestimmt und am Computer diskriminiert.

Fur die Vergleichbarkeit der prozentualen Verteilung von verschiedenen Zellpopulationen
wurde darauf geachtet, dass innerhalb einer Versuchsreihe immer die gleiche Anzahl von
Gesamtlymphozyten aufgenommen wurde. Bei der Auswertung im entsprechenden
Computerprogramm (CellQuest, FACSDiva bzw. FlowJo) wurde der Dot Plot u.a. in

Quadranten unterteilt sowie die Verteilung der Zellen ermittelt.

2.2.7.1 FACS Farbemethode

Extrazellulare FACS Féarbung / Oberflachenfarbung

Je nach Fragestellung wurden die isolierten Leukozyten in MACS-Puffer aufgenommen und
mit den entsprechenden Antikérpern (s. Kapitel 2.1.1) in einer Konzentration von 1 pl pro
1x10° Zellen (oder 10 pl pro 1x10° Zellen bei Antikérpern von R&D) fiir 20 Minuten bei 4°C im
Dunkeln inkubiert. Nach 2x Waschen mit 1x MACS-Puffer und anschlieRender Zentrifugation
(1500 rpm, 4°C fir 5 min) konnten die Proben im FACS Calibur oder FACS Canto I
gemessen werden. Um die Zellen zu fixieren, wurden diese fur 10 min bei RT mit 500 pl
.Flow Cytometry Fixations Buffer® behandelt. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt
(1500 rpm, 4°C fir 5 min) konnten die Zellen bis zu 7 Tage auf 4°C im 1x MACS-Puffer

gelagert und im FACS-Gerat gemessen werden.

Intrazellulare FACS Farbung

Das Prinzip der Intrazellularfarbung der Zytokine dient zum Nachweis funktionell aktiver
Leukozyten. Hierfir werden die Zellen in vitro stimuliert und die Zytokinsekretion durch
Zugabe des Sekretionshemmers Brefeldin A inhibiert. Nach der Oberflachenfarbung erfolgt
die Fixierung mit nachfolgender Permeablisierung der Zellen, die die intrazellulare Farbung
der akkumulierten Zytokine ermdoglicht. Hierdurch kdnnen zeitgleich Phénotyp und
funktionelle Aktivitat unterschiedlicher Lymphozytenpopulationen bestimmt werden.

Fur die durchflusszytometrische Untersuchung der Zytokinproduktion von IL-17A und IFNy
wurden die Zellen zunéchst fir 3 Stunden bei Zellkulturbedingungen (s. Kapitel 2.2.4.5) und
mit 50 ng/ml PMA, 750 ng/ml lonomycin und 1pl/ml Brefeldin A (GolgiStop) inkubiert. Im
Anschluss wurden die Zellen geerntet, pro FACS-Ansatz in FACS Roéhrchen aufgeteilt und
mit 1x MACS-Puffer gewaschen. Nach einem Zentrifugationsschritt (1500 rpm, 4°C, 5 min)
und direkter Antikérperfarbung der Oberflachenmolekile wurden die Zellen fir 10 min bei RT
in 500 pl / 10° Zellen ,Flow Cytometry Fixation Buffer fixiert. Nach einer Zentrifugation bei
1500 rpm, 4°C und 5 min erfolgte ein Waschschritt mit 500 pl ,Flow Cytometry
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Permabilizations/wash Buffer |“. Die permeabilisierten Zellen konnten nun nach einer
weiteren Zentrifugation (1500 rpm, 4°C, 5 min) intrazellular fir 20 min bei 4°C gefarbt werden.
Nach erneutem Waschen mit ,Flow Cytometry Permabilizations/wash Buffer |1 wurden die

Zellen in 1x MACS-Puffer aufgenommen und durchflusszytometrisch analysiert.

Farbung des Zellzyklus der Zelle: ,,Cycle Dye*

Um den zyklischen Ablauf wahrend einer Zellteilung genauer untersuchen zu kénnen, wurde
das ,Vybrant® Cycle Dye* eingesetzt. Dieser Fluoreszenzfarbstoff ist permeabel und kann so
an die DNA von proliferierenden Zellen binden. Nach der Kopplung an die DNA wird ein
Fluoreszenzsignal gemessen, dass sich proportional zur DNA Menge verhalt. Mit Hilfe eines
Histogramms wird so der Zellzyklus im FACS dargestellt. Es entstehen in der Regel zwei
Peaks. Der Peak in der GO/G1 Phase zeigt diploide Zellen. Beim zweiten Peak befinden sich
die Zellen in einen postreplikativen Status (G2/M Phase). Dazwischen befinden sich Zellen
mit intermedidrem DNA Gehalt, welche gerade die Synthesephase des Zellzyklus
durchlaufen (S-Phase; s. Abb. 14).

100—_

0] GO/G1
Abb. 14: Zellzyklus-Analyse mit ,,Cycle Dye*.
Histogramm von CD11b" Zellen die sich im Zellzyklus befinden § 60_:
und mit ,Vybrant® DyeCycle“ behandelt wurden. Der Peak in S 0]
der GO/G1 Phase zeigt die hochste DNA Menge. Der zweite G2M
Peak zeigt die S Phase. Zum Schluss folgt die G2/M Phase. 20_: S

0

0 102 103 104 105

Vybrant® DyeCycle Violet Fluoreszenz

Um die Zellen im jeweiligen Zellzyklus erfassen zu kénnen, wurden diese nach der Isolation
(s. Kapitel 2.2.4.1 oder 2.2.4.2) und nach der FACS Farbung (s. Kapitel 2.2.7.1) fir 20 min
mit dem ,Cycle Dye“ (0,5 pl / 500 ml HBSS / 1x10° Zellen) bei 37°C inkubiert. AnschlieRend
erfolgte, ohne einen Zentrifugationsschritt, sofort die Messung im FACS Canto Il. Nach dem
setzten eines Gates auf die gewdhlte Zellsubpopulation, konnte so der Zellzyklus im

Histogramm dargestellt werden.

2.2.8 Bestimmung von Zytokinen mittels ,,Cytometric Bead Array” (CBA)

Beim CBA handelt es sich um einen partikelbasierten Immunoassay, der es ermdglicht
I6sliche Produkte, wie z. B. Zytokine im Zellkulturiberstand oder Serum quantitativ tber eine
zytometrische Analyse zu bestimmen. Jeder Bead ist mit einem Antikorper beschichtet, der
spezifisch fur ein bestimmtes Protein ist und dieses effektiv binden kann. Die Beads tragen
zusatzlich Fluoreszenzmolekiile, wodurch sie im FACS eindeutig durch Emission und GroR3e

identifizierbar sind. Mit dem CBA konnte bei geringen Probenvolumen mehrere Zytokine bei
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hoher Probenanzahl gemessen werden und wurde fir Serumanalysen dem ELISA

vorgezogen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde Serum von den Empfangertieren an Tag 6, 12 und 20
post transplantationem entnommen. Dazu wurde den Rezipienten nach Isoflurannarkose das
Abdomen gedffnet und Blut aus der Vena cava entnommen. Um eine vollstandige Gerinnung
zu gewabhrleisten, wurde das Blut fiir 10 min bis 1 h bei RT gelagert. AnschlieBend wurde der
Blutkuchen fiir 20 min bei 4000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das Serum im Uberstand wurde
vorsichtig abpipettiert und bei -80°C gelagert.

Mit dem verwendeten CBA von BD fiir Thl, Th2 und Th17 war es moglich IFNy, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IL-17A und TNF quantitativ zu bestimmen. Jedes Zytokin hatte dabei eine
unterschiedliche Fluoreszenzintensitéat (s. Abb. 15). Der Assay wurde nach Angaben des

Herstellers durchgefuhrt, im FACS Calibur gemessen und im FlowJo ausgewertet.

1 IFNy IL-2
40 TNF IL-4

IL-17A IL-6

30+

Count

20

10+

100 1[.'|1 1[.'|2 1[.'|3 104

Abb. 15: Fluoreszenzintensitat der einzelnen Zytokine im CBA.
Darstellung der 6 Bead-Gruppen mit unterschiedlichen Fluoreszenzintensitaten, die mit
spezifischen Antikorpern fir IFNy, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A und TNF beschichtet sind.

2.2.9 Statistik

Fur die statistische Auswertung wurden die uUblichen Methoden zur Berechnung von
Mittelwert (MW), Standardabweichung und ,standard error of the mean® (SEM) benutzt. Alle
Berechnungen wurden mit Hilfe elektronischer Datenverarbeitung unter Microsoft Windows
XP® und der Tabellenkalkulation Excel fiur Microsoft Windows XP® durchgefithrt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism. Die Signifikanz oder
Unterschiede zwischen den Gruppen wurde mittels Student-T-Test Uberpruft. Fir die
Uberlebenskurven wurden Kaplan-Meier Grafiken gewahlt, die im GraphPad Prism
(GraphPad Software Inc., La Jolla, USA) erstellt wurden. Guppenvergleiche wurden dabei mit
dem ,log-rank“-Test (Mantel-Cox) durchgefiihrt. Unterschiede bei einem p-Wert <0,05 wurden
als signifikant (*) angesehen und Unterschiede bei einem p-Wert von <0,001 als hoch
signifikant (**) definiert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Charakteristika einer chronischen AbstoRungsreaktion nach

Herztransplantation

Im ersten Schritt wurden bm12 Donorherzen heterotop in B6 Spender transplantiert. Diese
Kombination zeigt im MHC-II Molekil einen Antigen-Mismatch, der zu einer chronischen
AbstoRRungsreaktion fuhrt. Das Transplantationsmodell wird mit einer MST von Uber 70 Tagen
und der Ausbildung einer Transplantationsvaskulopathie innerhalb von 8 Wochen
beschrieben (23, 68). Dazu missen Donorherzen komplett perfundiert werden (3 ml
Perfusionslésung Uber die Vena cava und 3 ml Perfusionslésung Uber den Aortenbogen und
die Koronararterien). Durch eine reduzierte Perfusion (lediglich Uber die Vena cava) kann die
chronische AbstoRBungsreaktion zeitlich komprimiert werden. Die Auswirkungen zeigten sich
zunachst im Funktionsverlust der Transplantate. Diese wurden mit einer MST von 28 Tagen
bei einer reduzierten Perfusion der Spenderherzen beobachtet, wahrend eine komplette
Perfusion das Uberleben der Transplantate weitgehend sicherte (s. Abb 16). Als Kontrolle
diente eine syngene Herztransplantation (B6-B6), die sich in einer dauerhaften Akzeptanz
des Spenderherzens aulierte.

=
o
o
»

—— bm12 - B6 reduzierte Perfusion
—=— pbm12 - B6 komplette Perfusion
—+ B6-B6

75+

504

254

Transplantatiiberleben (%)

p = 0,0008

T T o T T T T

10 20 30 40 50 60 70
Tage nach Transplantation

Abb. 16: Transplantatfunktion nach syngener und allogener Herztransplantation mit kompletter oder

o

o

reduzierter Perfusion.

Das Uberleben syngener B6-B6 und allogener bm12-B6 Herztransplantate wurde mittels Fingerpalpation im
Verlauf der chronischen AbstoRBungsreaktion (berwacht. Bei syngener Transplantation wurde das Isograft
dauerhaft akzeptiert (-A-; n = 5). Die reduziert perfundierten Donorherzen wurden mit einer MST von 28 Tagen
abgestof3en (-e-; n = 7). Komplett perfundierte Herzen Uiberlebten mit einer geschwéachten Schlagintensitat Gber
70 Tage (-m-; n = 7). Uberlebensdaten werden als Kaplan-Meier Plot dargestellt.
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Der Vergleich zwischen reduzierter und kompletter Perfusion der Donorherzen an Tag 20
nach Transplantation zeigte, dass die histologischen Charakteristika einer chronischen
AbstoRungsreaktion in der Gruppe mit kompletter Perfusion ansatzweise evident, jedoch in
der reduzierten Perfusionsgruppe deutlich ausgepragter sichtbar waren (s. Abb. 17, 18 und
20). Im Vergleich zur syngenen Kontrollgruppe (s. Abb. 19) zeigten jedoch beide
Perfusionsarten eine deutliche Auspragung der AbstoBungsreaktion. Dabei kommt es im
zeitlichen Verlauf der Abstol3ungsreaktion zu einer progredienten perivaskularen
Leukozyteninfiltration, vaskularem und parenchymalem Schaden des transplantierten Organs
und einer gesteigerten Transplantatvaskulopathie (s. Abb. 17 und 20). Mit Hilfe eines
histologischen Scores konnten die Unterschiede der syngenen und allogenen

TransplantatabstoBungen nochmals verdeutlicht werden (s. Abb. 21).

Syngraft
B6-B6
Tag 20

Allograft
bm12-B6
Tag 20
Komplette Perfusion

Allograft
bm12-B6
Tag 20
Reduzierte Perfusion

Abb. 17: Histologische Darstellung der AbstoRBungsreaktion nach Herztransplantation an Tag 20.
Die histologische Auswertung zeigte eine zunehmende Leukozyteninfiltration bei reduziert perfundierten
Donorherzen sowie einen luminalen Gefaf3verschluss und parenchymalen wie auch vaskularen Schaden des
Organs, im Vergleich zu einer kompletten Perfusion des transplantierten Herzens. Die gefarbten Myokardschnitte
reprasentierten ein Transplantat aus einer Gruppe von n = 5 Tieren (Li = Perivaskulare Leukozyteninfiltration,
CAV = Transplantatvaskulopathie; Messbalken: linke Spalte, 100 pm; mittlere und rechte Spalte, 50 um).
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Abb. 18: Histologisches Scoring bei unterschiedlicher Perfusion der Donorherzen.
Die quantitative Auswertung der Histologie zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den syngenen und
allogenen Herztransplantaten (n = 10, + SEM; **p < 0,001).

Syngraft
B6-B6
Tag 6

Syngraft
B6-B6
Tag 12

Syngraft
B6-B6
Tag 20

MR T S A RAN A
Abb. 19: Histologie der syngen transplantieren Donorherzen.
Da es sich bei den reprasentativen Gewebeschnitten um eine syngene Organverpflanzung handelt, waren die
typischen chronischen Abstofungscharakteristika, wie zelluldre Infiltration von Leukozyten, Proliferation der
GefalRzellen, vaskularer und parenchymaler Schaden des transplantierten Organs und luminaler GeféaRverschluss
(Vaskulopathie) nicht ausgepragt. Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm.
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Allograft
bm12-B6
Tag 6

Allograft
bm12-B6
Tag 12

Allograft
bm12-B6
Tag 20

Abb. 20: Progredienter Verlauf der chronischen AbstoRBungsreaktion im bm12-B6 Tiermodell bei
reduzierter Perfusion.

Die histologischen Charakteristika der chronischen AbstoRungsreaktion umfassten die zellulare Infiltration von
Leukozyten, Proliferation der GeféaRzellen, parenchymaler und vaskulérer Schaden des transplantierten Herzens,
die zu einem luminalen GefaRverschluss (Vaskulopathie) fihrten (Li = Perivaskulédre Leukozyteninfiltration, CAV =
Transplantatvaskulopathie; n = 5; Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm).
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Abb. 21: Histologischer Score nach syngener und allogener Herztransplantation.

Die quantitative Auswertung der Histologie zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen den syngenen und
allogenen Herztransplantaten an Tag 12 und 20. An Tag 6 &nderte sich wenig im histologischen Score zwischen
syngener und allogener Transplantation (n = 10; + SEM; **p < 0,001).
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Das chronische AbstoRungsverhalten mit einer perivaskularen Leukozyteninfiltration und
luminalem Verschluss der Gefal3e konnte bei kompletter (an Tag 50) und reduzierter
Perfusion (an Tag 20) festgestellt werden. Fur alle weiteren Versuche wurde daher eine
reduzierte Perfusion aufgrund ihrer zeitlich komprimierten Form der chronischen Absto3ungs-
reaktion einer kompletten Perfusion vorgezogen.

Ein histo-morphologischer Aspekt der chronischen AbstoBungsreaktion ist Fibrose, die sich in
einer erhohten Kollagenablagerung im Transplantat mit der Konsequenz eines strukturellen
Organumbaus manifestiert (20, 22). Um dies in dem gewahlten Tiermodell zu bestatigen,
wurde zum einen eine Masson’s Trichrom Farbung angefertigt und zum anderen die
Expression von collagen type | quantitativ mittels PCR gemessen. Beide Analysemethoden
zeigten eine deutliche Erhéhung des Kollagens bei kompletter und reduzierter Perfusion der
Donorherzen im Vergleich zur syngenen Kontrolle an Tag 20 post transplantationem. In der
Gruppe der reduziert perfundierten Herzen konnte ein signifikanter Anstieg des Kollagens im

Vergleich zu einer kompletten Perfusion dargestellt werden (s. Abb. 22 und 23).

Syngraft
B6-B6
Tag 20

Allograft
bm12-B6
Tag 20
Komplette Perfusion VP

Allograft
bm12-B6
Tag 20
Reduzierte Perfusion

Abb. 22: Darstellung der Kollageneinlagerung in der chronischen AbstoRungsreaktion nach syngener und
allogener Herztransplantation an Tag 20.

Die Organfibrose zeigte sich vermehrt in Donorherzen nach reduzierter Perfusion, im Vergleich zu einer
kompletten Perfusion an Tag 20. Die gefarbten Myokardschnitte représentierten ein Transplantat aus einer
Gruppe von n = 5 Tieren. Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 um (Kollagenfasern in
blau).
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Abb. 23: Expression von Kollagen an Tag 20 post transplantationem.
Eine reduzierte Perfusion der Donorherzen fiihrte zu einer signifikant erhdhten Auspragung von collagen type | an

Tag 20, im Vergleich zur kompletten Perfusion und syngenen Kontrolle (n = 5; + SEM; *p < 0,05).

Zytokine, zu denen u.a. Interferone und Interleukine gehoren, regulieren das Wachstum und
die Differenzierung von Zellen. Ebenso spielen verschiedene Zytokine eine wichtige Rolle bei
der Immunreaktion gegen ein allogenes Transplantat. Um ein Bild tber den Serum-
Zytokinspiegel im Verlauf der chronischen Abstol3ungsreaktion zu erhalten, wurden zunachst
syngene und allogene Herzen transplantiert. An Tag 6, 12 und 20 wurde Blut von den
Rezipienten entnommen und Seren gewonnen. Mittels CBA konnte anschlie3end das Serum
zytometrisch auf IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFNy und TNF untersucht werden. Die
kinetische Analyse des pro-inflammatorischen Zytokins IL-6 zeigte eine Zunahme im Serum
allogen transplantierter Rezipienten an Tag 20, im Vergleich zu der syngenen Kontrollgruppe.
Fur alle weiteren Zytokine konnte nur ein geringer Konzentrationsunterschied gemessen
werden (s. Abb. 24).
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bestimmt (n = 5; *p < 0,05; + SEM).
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Fur eine Analyse der histologisch dargestellten Zellinfiltrate in den Donorherzen, wurde eine
zytometrische Determinierung der Leukozyten-Subpopulationen vorgenommen. Dazu wurden
syngene und allogene Donorherzen an Tag 12 und 20 entnommen, leukozytére Zellen isoliert
und fur eine zytometrische Analyse aufgearbeitet. Grundséatzlich ist anzumerken, dass eine
signifikant erhohte Anzahl der CD45" Zellen im Allograft festgestellt werden konnte
(s. Abb. 25).

* —
109 M * 3 Syngraft B6-B6 Tag 12
—— Allograft bm12-B6 Tag 12
8+ 3 Syngraft B6-B6 Tag 20

@l Allograft bm12-B6 Tag 20

Absolute Anzahl der
CD45" Zellen (10°%

-

Abb. 25: Absolute Anzahl der CD45" Zellen an Tag 12 und 20 nach reduzierter Perfusion.

Zellen wurden an Tag 12 und 20 post transplantationem aus den Allografts und Syngrafts isoliert und gezahit.
AnschlieRend wurde im FACS die prozentuelle Anzahl der CD45" Zellen ermittelt und auf die absolute Zellzahl
bezogen (n =5, £+ SEM; *p < 0,05).

Die Verteilung von APC im Verlauf der chronischen AbstoRungsreaktion zeigte einen
deutlichen Anstieg der CD45" CD11b" F4/80" Zellen, im Vergleich zur syngenen Kontrolle
(B6-B6). Die gesteigerte Alloreaktivitat im bm12-B6 Transplantationsmodell konnte zusatzlich
durch die erh6hte absolute Leukozytenzellzahl verdeutlicht werden (s. Abb. 26).
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Abb. 26: Zytometrische Analyse der CD45" CD11b" F4/80" Zellen nach Organtransplantation an Tag 20.

(A) Die Dot-Plot’s zeigen den Anstieg der CD45" CD11b" F4/80" Zellen im Allograft (bm12-B6), im Vergleich zum
Syngraft (B6-B6) an Tag 20. Dargestellt sind reprasentative Plot’s fir drei unabhéngig durchgefiihrte Experimente
(primares Gate auf CD45" CD11b" Zellen). (B) Absolute Leukozytenzellzahl im Syngraft und Allograft an Tag 20
(n = 3; £ SEM; **p < 0,001).

Weitere zytometrische Analysen der Leukozyten-Subpopulationen ergaben, dass sich die

Anzahl der CD3" Lymphozyten im Allograft an Tag 20 erhéht zeigte. Wird aber die relative

-850 -



Gabriela Schiechl Ergebnisse

Verteilung der einzelnen Leukozytengruppen im Transplantat genauer betrachtet, findet sich

kein Unterschied in der Verteilung der CD4" und CD8" T Lymphozytenpopulation (s. Abb. 27).
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Abb. 27: FACS Analyse der Leukozytensubpopulation in der syngenen und allogenen Herztransplantation.
(A) Infiltrierende Zellen wurden aus dem Transplantat isoliert und mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die
Zellen wurden primar auf CD45 gegatet und anschlieRend fiir CD3 analysiert (linke Spalte). Fur die genaue
Spezifikation der CD3" Zellen, wurden CD4" und CD8" T Zellen untersucht (rechte Spalte). Die FACS Analyse
reprasentiert ein Experiment von 5 unabhangig durchgefiihrten Versuchen. (B) Absolute Leukozytenzellzahl im
Syngraft und Allograft an Tag 20 (n = 3; £ SEM; *p < 0,05).

Im Vergleich zu den zytometrischen Analysen zeigte die Untersuchung der Immunhistologie
infiltrierender CD4" und CD8" Zellen durch eine Analyse der absoluten Zellzahl einen
deutlichen Anstieg der CD4" und CD8" T Lymphozyten im Transplantat nach allogener
Organverpflanzung an Tag 20 (s. Abb. 28-30).
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Abb. 28: CD4 Immunhistologie von Herzen nach syngener und allogener Transplantation.
Infiltrierende CD4" Zellen in exemplarisch dargestellten Gewebeschnitten nach Herztransplantation von B6 und
bm12 Spenderherzen an Tag 20 (n = 5; Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm).

Syngraft
B6-B6
Tag 20

Allograft
bm12-B6
Tag 20

Herzen.

CD8" Zellen wurden in Gewebeschnitten nach Entnahme der Donorherzen an Tag 20 post transplantationem
histologisch angefarbt. Die reprasentativen Farbungen zeigen jeweils ein Beispiel fir ein Syngraft und ein Allograft

bei n =5 Tieren (Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm).
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Abb. 30: Quantitative Auswertung der CD4" und CD8" Zellen nach syngener und allogener Transplantation
der Herzen.

Gewebeschnitte wurden mit einem aCD4 und aCD8 Antikérper gefarbt und die CD4" und CD8" Zellen pro
Gesichtsfeld (HPF) gezahlt. In der chronischen AbstoRBungsreaktion war eine erhéhte Anzahl an CD4" und CD8"
Zellen detektierbar, im Vergleich zur syngenen Kontrollgruppe (n =5, £ SEM; *p < 0,05).

Um die Aktivierung des adaptiven Immunsystems in dem Tiermodell fir die chronische
AbstoRRungsreaktion genauer darzulegen, wurde die Zytokinproduktion CD4" T Zellen aus
dem Transplantat untersucht (s. Abb. 31). Die Erhéhung von IL-17A und IFNy konnte im
allogenen Transplantationssetting festgestellt werden, was ein deutlicher Hinweis auf eine

erhohte Alloreaktivitat und die Aktivitat der CD4" T Lymphozyten im abgestoRenen Organ

war.
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Abb. 31: Darstellung der erhéhten Expression von IL-17A und IFNy der infiltrierenden CD4" Zellen nach
Organtransplantation.

Die Expression der Zytokine IL-17A und IFNy von CD4" T Zellen zeigt einen deutlichen Anstieg an Tag 20 nach
Organtransplantation. Firr die Auswertung wurden CD4" Zellen aus 5 allogen und syngen transplantierten
Donorherzen isoliert und gepoolt. CD4" Zellen wurden fiir 48 h mit einem oCD3 und aCD28 Antikérper inkubiert
und der Uberstand mittels ELISA gemessen. Diese Auswertung ist ein reprasentatives Beispiel fiir drei

unabhangig durchgefuhrte Experimente.
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Das Ki67 Protein ist ein Proteinase-sensibles Zellprotein, das fir die Aufrechterhaltung des
Zellzyklus erforderlich ist. Es wird in allen Phasen der Mitose (S-, G1-, G2- und M-Phase)
exprimiert und ist in der GO-Phase (Ruhephase) nicht nachweisbar. Der Ki67 Labeling Index
gibt den Prozentanteil der Ki67* Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl der CD4" T
Lymphozyten an. Die Aktivitat CD4" T Zellen zeigte sich auch in ihrem Proliferationsverhalten
im Verlauf einer chronischen Abstol3ungsreaktion. So konnte ein signifikanter Anstieg der
Proliferationsrate bei den infiltrierenden CD4" Lymphozyten im Allograft detektiert werden
(s. Abb. 32).

CD4" Ki67"
25' * . . . + . . +
— nicht-proliferierende CD4" Zelle proliferierende CD4" Zelle

5
8 R 204 20 ym | 20 ym |
£ c | |
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3 Syngraft B6-B6 Tag 20
@ Allograft bm12-B6 Tag 20

Abb. 32: Proliferationsverhalten der CD4" Ki67" Zellen im Syngraft und Allograft an Tag 20.

Die Darstellung des Ki67 Labeling Index an Tag 20 nach Organverpflanzung zeigte einen signifikanten Anstieg
des Proliferationsverhaltens im Allograft (n = 3, £ SEM; *p < 0,05). Gewebeschnitte der transplantierten Herzen an
Tag 20 wurden mit einem aCD4 (griin) und aKi67 (rot) Antikorper gefarbt. Die Kern-Gegenfarbung wurde mit
Hoechst (blau) durchgefihrt. Die reprasentativen Bilder zeigen ein Beispiel fur nicht-proliferierende und

proliferierende CD4" Zellen (Messbalken: 20 pm).

3.2. Myd88 in der chronischen TransplantatabstoR3ung

Myd88 ist ein wichtiges Adaptermolekul fir den TLR Signalweg und ist auch bei der
Interaktion mit dem IL-1 und IL-18 Rezeptor beteiligt (37, 69). Bisher konnte belegt werden,
dass Myd88 in der akuten und chronischen Transplantationsabsto3ung eine Rolle spielt (39,
40, 70). Hingegen, in der chronischen Abstof3ungsreaktion nach Herztransplantation wurde
Myd88 bisher noch unzureichend untersucht. Im Rahmen dieser Studie konnte bei MyD88
defizienten Empfangertieren ein verlangertes Uberleben der allogenen Transplantate
detektiert werden (s. Abb. 33). Histologisch zeigte sich in den transplantierten Herzen von
Myd88” Empfangertieren an Tag 50 nur eine geringe Infiltration von Zellen, im Vergleich zu

einer Transplantation in B6 Empféangertieren (s. Abb. 34).
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Abb. 33: Transplantatfunktion nach syngener und allogener Herztransplantation in B6 oder Myd88™
Empfangertiere.

Bei syngener Transplantation wurde das Isograft dauerhaft akzeptiert (-e-; n = 5). Empfangerherzen nach
allogener Transplantation zeigten ein MST von 28 Tagen (-m-; n = 5). Bm12 Donorherzen, die in Myd88™
Empfanger transplantiert wurden tberlebten mit einer geschwachten Schlagintensitat (ber 50 Tage (-A-; n = 5).
Die graphische Darstellung der Uberlebensdaten erfolgte mit einem Kaplan Meier Plot.

Allograft
bm12-Myd88
Tag 50

Allograft
bm12-B6
Tag 20

Abb. 34: Repréasentative Histologie von allogenen Donorherzen nach Transplantation in B6 oder Myd88'/'
Empfangertiere.

Die histologischen Charakteristika der chronischen Allotransplantation, wie zellulare Infiltration von Leukozyten,
Proliferation der Gefaf3zellen und luminaler Gefaliverschluss zeigen sich in der allogenen Kontrolle an Tag 20,
nicht aber bei Myd88 defizienten Empféngertieren (Li = Perivaskulare Leukozyteninfiltration; n = 3; Messbalken:

linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 um).

Dieses initiale Experiment lasst darauf schlieRen, dass das angeborene Immunsystem eine
wesentliche Rolle in der chronischen Abstol3ungsreaktion spielt und unterstreicht die
Notwendigkeit einer weiteren Untersuchung dieser friihen Immunantwort auf dem Gebiet der
soliden Organtransplantation. Da Myd88 in vielen funktionell immunologischen und

homdostatischen Prozessen eine wichtige Rolle spielt (38, 70, 71), ist es in der humanen
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Transplantationsmedizin weitgehend unmdoglich eine Inhibition von Myd88 in Betracht zu
ziehen. Dies wirde viele Nebenwirkungen fur den Patienten mit sich ziehen und ist somit als

Therapie bei einer Organtransplantation ungeeignet.

3.3. Determinierung des Ko-Rezeptors TREM-1 im Verlauf einer

TransplantatabstoRung
3.3.1 TREM-1 in der humanen Organtransplantation

Eine wichtige pro-inflammatorische und ko-stimulatorische Funktion im PRR Signalweg wird
durch TREM-1 eingenommen. Zahlreiche humane Studien zeigten die Signifikanz von
TREM-1 in akuten und chronischen Krankheitsbildern (72, 73). Um die Relevanz von TREM-1
im Verlauf einer chronischen Abstof3ungsreaktion beim Menschen untersuchen zu kdnnen,
wurden Biopsien von Patienten mit einer chronischen Abstol3ungsreaktion verwendet und die
Infiltration von TREM-1" Zellen im Transplantat detektiert. Als Kontrolle dienten Biopsien von
Patienten ohne AbstoRungsreaktion (s. Abb. 35-37). Es zeigte sich eine Anreicherung
TREM-1" Zellen im Verlauf einer chronischen AbstoBungsreaktion nach Herz- und
Nierentransplantation im Vergleich zu Patienten, die keine AbstoRung des Spenderorgans

aufwiesen.

o Sy

A R S
o ey
r}{n A’*‘g;fnt:.""

Abb. 35: TREM-1" Zellen in Gewebe von Patienten nach Herztransplantation.

Detektion von TREM-1" Zellen in Biopsien des transplantierten Donorherzen eines 46 Jahre alten Patienten mit
Ausbildung einer Transplantatvaskulopathie (VergroRRerte Darstellung der Ausschnitte in der rechten Spalte;
Messbalken: linke Spalte, 100 pm; rechte Spalte, 50 um).
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Abb. 36: Biopsien von Patienten
nach Herztransplantation ohne
AbstoBungsreaktion.

Repréasentative  Ausschnitte  von
vorhandenen Biopsien mannlicher
Patienten  zwei  Jahre  nach
Organverpflanzung. Es zeigten sich
keine AbstoBungscharakteristika
und keine Infiltration von TREM-1"
Zellen. VergréRerte Darstellung der
Ausschnitte in der rechten Spalte.
Messbalken: linke Spalte, 100 pm;
rechte Spalte, 50 pm.

Abb. 37: TREM-1" Zellen in
Gewebe von Patienten nach
Nierentransplantation.

Detektion von TREM-1" Zellen in
Biopsien einer 76 Jahre alten
Patientin nach Nieren-
transplantation (G = Glomerulus).
VergroRerte Darstellung der
Ausschnitte in der rechten Spalte.
Messbalken: linke Spalte, 100 pum;
rechte Spalte, 50 pm.

3.3.2 TREM-1" APC in der murinen chronischen TransplantatabstoRung

Die bisherigen Daten zeigten TREM-1" Zellen in der humanen chronischen AbstoRungs-

reaktion. Zur Darlegung der Expression im zeitlichen Verlauf und der Funktion von TREM-1

bei einer chronischen AbstolRungsreaktion wurden weitere Untersuchungen in einem murinen

Transplantationsmodell durchgefiihrt. Dafiir wurden an Tag 6, 12 und 20 TREM-1* Zellen

histologisch im Transplantat analysiert.

Uber den zeitlichen Verlauf der chronischen

AbstoRBungsreaktion konnte ein progredienter Anstieg der TREM-1" Zellen detektiert werden

(s. Abb. 38 und 39).
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Abb. 38: Progrediente Infiltration von TREM-1" Zellen nach syngener und allogener Herztransplantation.
Gezeigt werden TREM-1" Farbungen von reprasentativen Gewebeschnitten (n = 5) einer syngenen (B6-B6) und

allogenen (bm12-B6) Herztransplantation an Tag 6, 12 und 20 (Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und
rechte Spalte, 50 um).

-58-



Gabriela Schiechl Ergebnisse

w 120- *
8 — 3 Syngraft B6-B6
— 1004 Bl Allograft bm12-B6
5
S 804
+H
S 60 ,Ll
|
o *
= 404 | —
3]
©
P -
N
S-S | m— [ 1
Tag 6 Tag 12 Tag 20

Abb. 39: Anzahl der TREM-1" Zellen im Verlauf einer murinen syngenen und allogenen AbstoRungs-
reaktion transplantierter Herzen.

Nach Farbung der Gewebeschnitte wurden die TREM-1" Zellen pro Gesichtsfeld (HPF) gezahlt und zeigten, im
Vergleich zu der syngenen Kontrollgruppe (B6-B6), einen signifikanten Anstieg an Tag 6, 12 und 20 im Allograft
(bm12-B6). AuRerdem konnte ein progredienter Anstieg der TREM-1" Zellen wahrend der allogenen
AbstolRungsreaktion festgestellt werden (n = 5, + SEM; *p < 0,05; **p < 0,001).

Da der Ko-Rezeptor TREM-1 bisher u.a. auf Monozyten / Makrophagen nachgewiesen (41,
42). Die Untersuchungen zur Charakterisierung TREM-1" Zellen im Rahmen dieser
Dissertation zeigten, dass TREM-1 von der Subpopulation der CD11b* MHC-II" Zellen
exprimiert wurde und in allogenen Transplantaten an Tag 12 und 20 erhoht detektiert werden
konnte (s. Abb. 40-43). Im Blut der Empfangertiere wurde TREM-1 auf CD11b" MHC-II
Zellen nach allogener Transplantation erhdht nachgewiesen, was eine mdgliche Migration
dieser TREM-1" APC vom Blut in das Allograft andeutete (s. Abb. 44).

Syngraft Tag 20 Allograft Tag 20

20 ym 20 pym

Abb. 40: Darstellung der CD11b" TREM-1" Zellen im Syngraft und Allograft an Tag 20.

Gewebeschnitte von syngenen und allogenen Transplantaten an Tag 20 wurden mit einem oTREM-1 (rot) und
aCD11b (griin) Antikorper gefarbt. Die Kern-Gegenfarbung wurde mit Hoechst (blau) durchgefihrt. Im Allograft
konnte eine vermehrte Anzahl an TREM-1* CD11b" Zellen nachgewiesen werden. Die reprasentativen Bilder

zeigen Ausschnitte von 5 verschiedenen syngenen und allogenen Herzen (Messbalken: 20 pum).
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Abb. 41: Erhéhte Infiltration von TREM-1" CD11b* MHC-II* Zellen im Allograft einer chronischen
TransplantatabstoRung.

Reprasentative Darstellung einer FACS Analyse von TREM-1" CD11b" MHC-II" Zellen im Syngraft (B6-B6) an
Tag 20 und Allograft (bm12-B6) an Tag 12 und 20. Zellen wurden primér auf CD11b gegatet (n = 5).

Syngraft
B6-B6
Tag 20

Allograft
bm12-B6
Tag 20

Abb. 42: Infiltration von CD11b" Zellen in syngene und allogene Herztransplantate an Tag 20.

Gezeigt werden TREM-1" Farbungen von représentativen Gewebeschnitten (n = 5) einer syngenen (B6-B6) und
allogenen (bm12-B6) chronischen TransplantatabstoRung an Tag 20 (Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere
und rechte Spalte, 50 um).

354 **

304 =3 Syngraft B6-B6 Tag 20

El Allograft bm12-B6 Tag 20
254

20+

Anzahl der CD11b* Zellen / HPF

Abb. 43: Quantitative Auswertung der CD11b" Zellinfiltrate post transplantationem.

Durch die Auszahlung der CD11b" Zellen pro Gesichtsfeld (HPF) an Tag 20, konnte eine signifikante Erhéhung
der CD11b" Zellen im Allograft (om12-B6) detektiert werden, im Vergleich zur syngenen Kontrolle (n = 5, + SEM;
**p < 0,001).
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Abb. 44: Zytometrische Detektion von TREM-1* CD11b* MHC-II" Zellen im Blut der Rezipienten an Tag 20
nach Organtransplantation.

Die reprasentativen FACS Plot's zeigen eine erhéhte Anzahl an TREM-1" CD11b* MHC-II" Zellen im Blut allogener
Empféngertiere an Tag 20, im Vergleich zur syngenen Kontrolle. Zellen wurden primér auf CD11b gegatet (n = 3).

3.4. Inhibierung von TREM-1 im Verlauf der OrganabstofRung
34.1 Verminderung der chronischen Abstofl3ungsreaktion bei Blockade von TREM-1

Eine Blockade von TREM-1 und die damit verbundene Reduktion der Effekte des
angeborenen Immunsystems in der chronischen TransplantatabstoRung sollte als nachstes
im Rahmen dieser Dissertation analysiert werden. Eine Inhibition von TREM-1 kann durch ein
synthetisches Peptid (LP17), das der konservierten Struktur der Ektodomane von TREM-1
bei Maus und Mensch entspricht, erreicht werden (74). Dazu wurde den Empfangertieren ab
Tag 3 post transplantationem taglich LP17 i.p. verabreicht. Es zeigte sich ein Uberleben der
allogenen Herztransplantate von tber 50 Tagen. Rezipienten, die mit dem Kontrollpeptid
behandelt wurden, wiesen ein MST von 28 Tagen auf. Syngene Herzen veranderten sich
nicht in ihrer Schlagintensitat wahrend einer Behandlung mit LP17 (s. Abb. 45).

S 100 . -~ B6-B6+LP17
I N —~ bm12-B6 + LP17
% -=— bm12 - B6 + Kontrollpeptid
3
§ 504
C
®
1
0
c
o
Foy p = 0,0003
0 10 20 30 40 50

Tage nach Transplantation
Abb. 45: Darstellung der Transplantatfunktion bei Inhibierung von TREM-1.
Transplantatfunktion nach Blockade von TREM-1 mit dem Antagonisten LP17 zeigte ein deutlich verldngertes
Uberleben der Transplantate auf iiber 50 Tage (- A-; bm12-B6 + LP17). Bei einer Behandlung der Rezipienten mit
dem Kontrollpeptid wurden die Herzen mit einer MST von 28 Tage (-m-; bm12-B6 + Kontrollpeptid) abgestoRen. In
der syngenen Kontrollgruppe wurde das Transplantat dauerhaft akzeptiert (-e-; B6-B6 + LP17). Uberlebensdaten

werden als Kaplan-Meier Plot dargestellt (n pro Versuchgruppe = 5).
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Fir eine histologische Aufarbeitung wurden die Herzen an Tag 20 post transplantationem
entnommen und Gewebeschnitte angefertigt. Neben einer zellularen Infiltration zeigte sich
auch ein parenchymaler und ein vaskuldrer Schaden des Organs sowie ein luminaler
Verschluss der Gefae im Transplantat nach allogener Abstol3ungsreaktion (bm12-B6 +
Kontrollpeptid). Eine Blockade von TREM-1 flhrte hingegen zu einer verminderten
Auspragung der AbstoBungscharakteristika, was in weiterer Folge das Uberleben der
Transplantate verlangerte (s. Abb. 46 und 47).

Syngraft
B6-B6

Tag 20
LP17

Allograft
bm12-B6
Tag 20
Kontrollpeptid

Allograft
bm12-B6
Tag 20
LP17

Allograft
bm12-B6
Tag 50
LP17

b ,
Abb. 46: Histologie der Donorherzen bei Inhibierung von TREM-1.
Durch eine Blockierung von TREM-1 konnten die chronischen AbstolRungscharakteristika minimiert werden. Die
geféarbten Myokardschnitte représentieren ein Transplantat aus einer Gruppe von n = 5 Tieren (Li = Perivaskulare
Leukozyteninfiltration, CAV = Transplantatvaskulopathie; Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte
Spalte, 50 pm).
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Abb. 47: Histologisches Scoring syngener und allogener Transplantate im Verlauf einer chronischen
AbstoBungsreaktion und einer Blockade von TREM-1.

Durch eine Blockierung von TREM-1 konnte eine signifikante Verminderung des histologischen Scorings der
allogenen Transplantate an Tag 20 und Tag 50 post transplantationem beobachtet werden (n = 10, + SEM,;
**p < 0,001).

Neben einem verbesserten Kontraktionsverhalten zeigte die Inhibierung von TREM-1 im
Verlauf der chronischen AbstoBungsreaktion weniger Organfibrose und eine verringerte

Expression von collagen type | (s. Abb. 48 und 49).
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Abb. 48: Auspragung der Organfibrose im Verlauf einer TREM-1 Inhibition.

Die fibrotischen Kollagenfasern (blau) zeigen sich deutlich reduziert in Donorherzen bei einer Blockade von
TREM-1 bis Tag 20 und Tag 50 post transplantationem, im Vergleich zu einer Behandlung der Rezipienten mit
dem Kontrollpeptid. Die gefarbten Myokardschnitte reprasentierten ein Transplantat aus einer Gruppe von n = 5

Tieren. Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm.
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Abb. 49: Kollagenexpression bei Blockierung von TREM-1 in der chronischen AbstoRungsreaktion.
Eine Inhibierung von TREM-1 fiihrte zu einer signifikant verminderten Expression von collagen type | an Tag 20

und Tag 50, im Vergleich zu einer Behandlung mit dem Kontrollpeptid (n = 4, £ SEM; *p < 0,05).
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Im n&chsten Schritt wurde die histologisch dargestellte verringerte Infiltration von Zellen unter
Behandlung der Rezipienten mit LP17 genauer untersucht. Es zeigte sich eine verringerte
Infiltration von TREM-1" Zellen im Allograft an Tag 20 und 50 (s. Abb. 50 und 51).

Syngraft
B6-B6

Tag 20
LP17

Allograft
bm12-B6
Tag 20
Kontrollpeptid

Allograft
bm12-B6
Tag 20
LP17

Allograft
bm12-B6
Tag 50
LP17

Abb. 50: Infiltration von TREM-1" Zellen bei Behandlung der Rezipienten mit dem Kontrollpeptid oder LP17
im Verlauf der AbstoBungsreaktion.

Représentative Gewebeschnitte, gefarbt mit einem aTREM-1 Antikorper, zeigen eine reduzierte Infiltration von
TREM-1* Zellen wahrend LP17 Behandlung, im Vergleich zum Kontrollpeptid (n = 3 bis 5; Messbalken: linke
Spalte, Messbalken: linke Spalte, 100 pum; mittlere und rechte Spalte, 50 um).
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Abb. 51: Anzahl der TREM-1" Zellen im Transplantat wahrend einer Behandlung mit LP17 oder dem
Kontrollpeptid an Tag 20 post transplantationem.

Gewebeschnitte wurden mit einem o TREM-1 Antikérper gefarbt und die TREM-1" Zellen pro Gesichtsfeld (HPF)
gezahlt. Die Behandlung mit dem Antagonisten LP17 fiihrte zu einer verringerten Infiltration von TREM-1" Zellen in

die Transplantate bei allogener Herztransplantation (n = 3 bis 5, + SEM; *p < 0,05).

Die Blockierung von TREM-1 fiihrte auRerdem zu einer reduzierten Infiltration von CD11b"
Zellen an Tag 20 und 50 nach Organtransplantation. In der TREM-1" CD11b"* Fluoreszenz-
Doppelfarbung zeigte sich ebenfalls eine Verringerung der TREM-1* APC unter der
Behandlung mit dem Antagonisten LP17 (s. Abb. 52-54).
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Abb. 52: Infiltration der CD11b" Zellen in das transplantierte Herz unter Behandlung mit LP17 oder dem

Kontrollpeptid.

Représentative Darstellung von Gewebeschnitten, die histologisch mit einem aCD11b Antikdrper gefarbt wurden,
zeigen eine reduzierte Infiltration von CD11b" Zellen wahrend einer Behandlung der Rezipienten mit LP17 bis
Tag 20 und 50 nach Organtransplantation, im Vergleich zur Kontrollpeptid-behandelten Gruppe (n = 5;
Messbalken: linke Spalte, Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm).

Syngraft + Kontrollpeptid Allograft + Kontrollpeptid Allograft + LP17 Tag 20 Allograft + LP17 Tag 50
Tag 20 Tag 20

Abb. 53: Doppelfluoreszenzfarbung der CD11b* TREM-1" Zellen unter TREM-1 Inhibition.

Reprasentative Farbungen von Herztransplantaten an Tag 20 und 50. TREM-1" Zellen in rot, CD11b" Zellen in
griin, Zellkerne in blau (Hoechst). Im Allograft konnte bei Behandlung mit dem Kontrollpeptid eine vermehrte
Anzahl an TREM-1" CD11b" Zellen nachgewiesen werden. Diese waren an Tag 20 und 50 nur gering detektierbar

(n=5).
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Abb. 54: CD11b" Zellen in der chronischen Herztransplantation unter TREM-1 Inhibierung.

Gewebeschnitte wurden mit einem aCD11b Antikdrper gefarbt und die CD11b" Zellen pro Gesichtsfeld (HPF)
gezahlt. Es zeigte sich eine verminderte Infiltration von CD11b* Zellen bei TREM-1 Inhibierung an Tag 20 im
Vergleich zu der Kontrollgruppe (Behandlung mit dem Kontrollpeptid). AulRerdem konnte ein erneuter Anstieg der
CD11b" an Tag 50 detektiert werden (n = 3 bis 5, + SEM; *p < 0,05; **p < 0,001).

3.4.2 Funktion alloreaktiver CD11b" TREM-1" APC auf die Zytokinexpression CD4" T
Lymphozyten

Alloreaktive CD11b" Zellen weisen im Verlauf einer kontinuierlichen Hemmung von TREM-1
eine verminderte Expression von IL-6 und IL-23 auf (s. Abb. 55) und kdnnen maéglicherweise
CD4" T Zellen wahrend einer chronischen AbstoRBungsreaktion beeinflussen. Um diese
Hypothese zu Uberpriifen, wurden Rezipienten ab Tag 3 post transplantationem mit LP17
oder mit dem Kontrollpeptid behandelt und alloreaktive CD11b* Zellen aus den Allografts an
Tag 20 isoliert. Nach Ko-Inkubation mit naiven syngenen (B6) CD4" Zellen, ohne einer
weiteren Zugabe von LP17 oder dem Kontrollpeptid, zeigte sich eine stark reduzierte
Expression der Zytokine IL-17A und IFNy im Sinne einer verminderten Thl17/Thl

Differenzierung von naiven CD4" Zellen (s. Abb. 56) und bestatigte somit unsere Theorie.
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CD11b CD11b CD11b CD11b
Kontrollpeptid LP17 Kontrollpeptid LP17

Abb. 55: Zytokinexpression von IL-6 und IL-23 in der chronischen AbstoBungsreaktion bei Inhibierung von
TREM-1.

Allogene CD11b" Zellen wurden aus den Donorherzen an Tag 20 post transplantationem isoliert und aufgereinigt.
AnschlieRend erfolgte die Messung der Zytokine IL-6 und IL-23 mittels qPCR. Die Balkendiagramme zeigen eine
signifikante Reduktion der Zytokine IL-6 und IL-23 in den allogenen CD11b" Zellen bei Inhibierung von TREM-1
(n = 3, + SEM; *p < 0,001).

- 68 -



Gabriela Schiechl Ergebnisse

CD11b + Kontrollpeptid CD11b + LP17

19,1% 4,6%

o
Ll it
o

Ll it

CDh4"

IL-17A

CD11b + Kontrollpeptid CD11b + LP17

6,6%

o
Ll iyl
=)

L bl

CcD4*

IFNy

Abb. 56: Verringerung der IL-17A und IFNy Produktion von CD4" T Zellen nach Inkubation mit allogenen,
TREM-1-inhibierten CD11b" Zellen.

Experimentell wurden Rezipienten ab Tag 3 nach Organtransplantation mit LP17 oder dem Kontrollpeptid
behandelt und an Tag 20 alloreaktive CD11b" Zellen aus den Donorherzen isoliert. AnschlieRend erfolgte die Ko-
Inkubation mit naiven CD4" T Zellen im einem Verhéltnis von 2:1 und eine zytometrische Messung der Zytokine
IL-17A und IFNy. Es zeigt sich eine starke Reduktion dieser pro-inflammatorischen Zytokine in CD4" Zellen. Die
reprasentativen Plot’s zeigen ein exemplarisches Beispiel fur drei unabhangig durchgefiihrte Versuche bei Ko-
Inkubation von CD4" Zellen mit allogenen TREM-1-inhibierten CD11b" Zellen.

3.4.3 Spezifische Untersuchungen der adaptiven Immunantwort im Verlauf einer
Inhibierung von TREM-1

Differenzierte CD4" und CD8" T Lymphozyten tragen in dem gewahlten chronischen
AbstoBungsmodell dazu bei, dass eine vaskulare Entzindungsreaktion eingeleitet und die
Transplantationsvaskulopathie geférdert wird (23, 25, 75). Eine Inhibierung von TREM-1*
APC im Verlauf der chronischen Abstol3ungsreaktion kénnte neben der verminderten
Zytokinexpression CD4" T Zellen (s. Kapitel 3.4.2) auch eine Infiltration von T Zellen in das
Allograft verringern. Fur die Untersuchung dieser Fragestellung, wurden Empfangertiere nach
Organtransplantation mit LP17 bis Tag 20 oder 50 behandelt. Die immunhistologische
Analyse unter Blockade von TREM-1 zeigte einen signifikanten Rickgang der CD4" und
CD8" Zellen im Verlauf einer chronischen AbstoRungsreaktion, im Vergleich zu der

Kontrollgruppe (s. Abb. 57-59). Wie durch die bisherigen Ergebnisse erwartet, zeigte sich die
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IL-17A und IFNy Zytokinexpression alloreaktiver CD4" T Zellen (an Tag 20 aus dem Allograft
isoliert) im Verlauf einer TREM-1 Inhibition (s. Abb. 60).

Allograft
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Kontrollpeptid
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O P e s
Abb. 57: Immunhistologie von infiltrierenden CD4" T Zellen bei Blockade von TREM-1.
Repréasentative Gewebeschnitte zeigen eine deutliche Verringerung der infiltrierten CD4" Zellen an Tag 20 und 50
nach Organtransplantation unter Inhibition von TREM-1, im Vergleich zur Kontrollgruppe (n = 5; Messbalken: linke
Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm).
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Abb. 58: CD8" T Zellinfiltrate nach allogener Herztransplantation und Hemmung von TREM-1.

Exemplarisch dargestellte Gewebeschnitte von isolierten allogenen Transplantaten an Tag 20 und 50. Rezipienten
wurden mit LP17 oder dem Kontrollpeptid im Verlauf der chronischen AbstoBungsreaktion behandelt. Es zeigte
sich eine Reduktion der CD8" Zellen unter Hemmung von TREM-1 ab Tag 20 post transplantationem (n = 5;
Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 um).
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Abb. 59: Anzahl der CD4" und CD8" T Zellen unter TREM-1 Inhibierung.

T Lymphozyten wurden auf immunhistologischen Gewebeschnitten von allogenen Transplantaten nach Hemmung
von TREM-1 bis Tag 20 und 50 pro Gesichtsfeld (HPF) ausgezahlt. Die Grafik zeigt, dass eine Inhibierung von
TREM-1 zu einer verminderten Infiltration der CD4" und CD8" T Zellen in das transplantierte Herz fihrt (n = 3
bis 5, + SEM; *p < 0,05; **p < 0,001).

-71 -



Gabriela Schiechl Ergebnisse

2500+ 250 -
3 Allograft bm12-B6 Tag 20 + Kontrollpeptid

_ 20004 2004
= = Bl Allograft bm12-B6 Tag 20 + LP17
= £
g 1500+ > 1504
< "

1000+ ]
N %— 100
= L
— 5004 504

ol J |

Abb. 60: IL-17A und IFNy Expression von CD4" Zellen wahrend der chronischen AbstoRungsreaktion unter
Inhibition von TREM-1.

Im Verlauf einer Blockade von TREM-1 zeigt sich eine reduzierte Expression der Zytokine IL-17A und IFNy von
CD4" T Zellen an Tag 20 nach Organtransplantation. Fir die Auswertung wurden CD4" Zellen aus 5 allogen und
syngen transplantierten Donorherzen isoliert und gepoolt. CD4" Zellen wurden fiir 48 h mit einem aCD3 und
einem aCD28 Antikdrper inkubiert und der Uberstand mittels ELISA gemessen. Die Auswertung ist ein

reprasentatives Beispiel fUr drei verschiedene Experimente.

Weitere mechanistische Untersuchungen zu den CD4" T Lymphozyten zeigten, dass eine
Behandlung der Rezipienten mit LP17 zu einer signifikanten Abnahme proliferierender CD4"
T Zellen an Tag 20 post transplantationem fiihrt. Interessanterweise fand sich eine geringe
Zunahme Ki67" CD4" Zellen unter Inhibition von TREM-1 im Allograft an Tag 50. Diese war
aber dennoch im Vergleich zu der allogenen Gruppe unter Kontrollbehandlung an Tag 20
signifikant vermindert (s. Abb. 61).
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Abb. 61: Proliferationsindex der CD4" Ki67" Zellen im Verlauf einer TREM-1 Inhibition an Tag 20 und 50.

Gezeigt wird der Ki67 Labeling Index an Tag 20 und Tag 50 nach Transplantation bei Behandlung der Rezipienten
mit dem Kontrollpeptid oder LP17 (n = 3, £ SEM; *p < 0,05; **p < 0,001). Gewebeschnitte von Transplantaten an
Tag 20 und 50 wurden mit einem aCD4 (griin) und aKi67 (rot) Antikbrper gefarbt. Die Kern-Gegenfarbung wurde
mit Hoechst (blau) durchgefiihrt. Die représentativen Bilder zeigen Ausschnitte nicht-proliferierender und

proliferierender CD4" Zellen (Messbalken: 20 um).
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3.4.4 TREM-1" CD11b" APC wirken zelltoxisch auf naive CD4" Lymphozyten in vitro

Die bisherigen Ergebnisse weisen darauf hin, dass eine Inhibierung von TREM-1 auf APC
eine reduzierte Immunantwort CD4" T Lymphozyten bedingt. Im weiteren Verlauf der
Dissertation wurde geklart, welches Aktivierungsmuster CD11b* Zellen wahrend einer
Blockade von TREM-1 aufweisen und welche Funktion alloreaktive CD11b* TREM-1" APC
auf CD4" T Zellen in vitro austiben kénnen.

Der Ligand fur TREM-1 wurde bisher noch nicht identifiziert. Jedoch fiihrt die Gegenwart von
Stimulatoren des TLR-Signalwegs einer Aktivierung der TREM-1-abhangigen Signalkaskade
(76, 77). Fur die Untersuchungen zu der Funktionalitat von TREM-1 wurden die TLR-
Stimulatoren LPS und PGN verwendet. Es zeigte sich eine Reduktion der Zytokine IL-6,
IL-12(p70) und TNF von stimulierten CD11b"* Zellen im Verlauf einer in vitro Behandlung mit
LP17 (s. Abb. 62).
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Abb. 62: Zytokinexpression der CD11b" Zellen unter Inhibierung von TREM-1.

CD11b" Zellen wurden aus einer B6 Milz isoliert und aufgereinigt. AnschlieRend erfolgte eine Stimulation mit den
TLR Liganden LPS und PGN fir 48 h. Gleichzeitig wurde TREM-1 Uber die Behandlung mit LP17 blockiert. Als
Kontrolle diente eine Behandlung der Zellen mit dem Kontrollpeptid. Nach 48 h wurde der Uberstand
abgenommen und mittels ELISA die Zytokinkonzentration fur I1L-6, IL-12(p70) und TNF gemessen (n = 3 bis 5,
+ SEM; *p < 0,05).
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Im nachsten Schritt wurde geklart, ob alloreaktive CD11b" TREM-1" APC als extrazellulare
Stimulatoren auf CD4" T Zellen wirken kdnnen. Um diese Hypothese genauer zu tberprifen,
wurde eine gemischte Leukozytenreaktion in vitro angesetzt. Dazu wurden alloreaktive
CD11b"* Zellen aus dem Donorherz an Tag 20 post transplantationem isoliert und mit LP17
behandelt. An Tag 1 der gemischten Leukozytenreaktion wurden syngene CD4" Zellen (B6)
in einem Verhaltnis von 2:1 zu den CD11b" Zellen hinzugefiigt. Nach 48 h erfolgte die
Analyse der CD4" T Zellen mittels FACS. Die Auswertung zeigte eine starke Verringerung
CD4" T Zellen wahrend einer Inkubation mit alloreaktiven CD11b" Zellen und einer Inhibition
von TREM-1 (s. Abb. 63, schwarze Balken). Eine Inkubation CD4" Zellen mit dem
Kontrollpeptid oder LP17 ohne einer Ko-Inkubation mit CD11b* Zellen zeigte keinen Effekt
auf den prozentualen Anteil CD4" T Zellen (s. Abb. 63, links). Die Auswertung der
Konzentrationskurve des synthetischen Peptids zeigte, dass erst ab 1 ng/ml LP17 ein
deutlicher zelltoxischer Effekt von alloreaktiven CD11b* Zellen auf CD4" T Zellen detektierbar
war (s. Abb. 64).
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Abb. 63: Anzahl der CD4" T Zellen unter Inkubation mit alloreaktiven CD11b" Zellen und einer Behandlung
mit dem Kontrollpeptid oder LP17.

Die Balkendiagramme zeigen CD4" T Zellen, die zum einen als Singelkultur mit LP17 oder dem Kontrollpeptid
behandelt wurden (gegatet auf die gesamte Lymphozytenpopulation). Zum anderen wurden CD4" T Zellen in
einem Verhéltnis von 2:1 mit alloreaktiven CD11b" Zellen fiir 48 h und LP17 bzw. dem Kontrollpeptid inkubiert. Bei
Behandlung der CD4" Zellen mit LP17 und gleichzeitiger Ko-Inkubation mit CD11b* Zellen, konnte eine starke
Verringerung der CD4" Zellen detektiert werden (n = 3 bis 4, + SEM; **p < 0,001).
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Abb. 64: Untersuchung der Peptidkonzentration fiir LP17 und Kontrollpeptid auf CD4" T Lymphozyten bei
Ko-Inkubation mit allogenen CD11b" Zellen in vitro.

Naive CD4" T Zellen wurden mit alloreaktiven CD11b" Zellen fiir 48 h inkubiert. Die zytometrische Auswertung
ergab eine dosisabhéangige Verminderung der CD4" Zellen (gegatet auf die gesamte Lymphozytenpopulation) bei
Behandlung mit LP17 und Ko-Inkubation mit alloreaktiven CD11b" Zellen (n pro Dot = 3-4; + SEM).

Der zelltoxische Einfluss von CD11b* APC auf CD4" T Lymphozyten zeigte eine Veranderung
im Zellzykluss. Die zytometrische Untersuchung CD4" Lymphozyten im Verlauf der
angesetzten Leukozytenreaktion ergab eine starke Verdnderung von der GO/G1 hin zur
S/G2/M Phase (s. Abb. 65).
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Abb. 65: Stadium des Zellzyklus von CD4" Lymphozyten bei Ko-Inkubation mit alloreaktiven CD11b" Zellen
unter Hemmung von TREM-1.
Inkubation der CD4" T Lymphozyten erfolgte fiir zwei Tage mit alloreaktiven CD11b" Zellen und einer Blockade
von TREM-1 (1 ng/ml oder 100 ng/ml). Die gezeigten Histogramme zeigen eine Veranderung im Zellzyklus
vorwiegend hin zur S/G2/M Phase (n = 3).

Im nachsten Schritt wurde der zelltoxische Einfluss alloreaktiver CD11b* Zellen wahrend
einer Inhibierung von TREM-1 auf naive CD4" T Zellen genauer untersucht. Experimentell
wurden alloreaktive CD11b* Zellen an Tag 20 nach Organtransplantation aus dem bm12-
Donorherzen gewonnen. Wahrend der Blockade von TREM-1 erfolgte eine Ko-Inkubation der
CD11b" Zellen mit naiven CD4" Zellen und den klassischen Inhibitoren des Apoptosewegs
(Caspase-abhangigen Apoptose, des Fas/FasL und der iNOS). Nach 48 h erfolgten eine

zytometrische Auswertung der gemischten Leukozytenreaktion und die Untersuchung des
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Zellzyklus CD4" T Zellen. Eine Inkubation naiver CD4" T Zellen mit LP17 oder dem
Kontrollpeptid zeigte wéhrend einer Blockade der Caspase, Fas/FasL oder iNOS keinen
Unterschied in der relativen Zellzahl. Hingegen, eine Inkubation mit alloreaktiven CD11b"
Zellen wahrend einer Hemmung von TREM-1 zeigte trotz einer Behandlung mit den
klassischen Apoptoseinhibitoren keinen Veranderung des zelltoxischen Effektes CD11b*
Zellen auf CD4" T Lymphozyten. Auch der Zellzyklus CD4" T Lymphozyten zeigte keine
wesentliche Veranderung (s. Abb. 66 und 67).
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Abb. 66: Blockade der klassischen Apoptose-Signalwege zeigt keine Auswirkung auf den zelltoxischen
Einfluss CD11b" Zellen auf CD4" T Lymphozyten.

Die gezeigten Balkendiagramme sind eine reprasentative Darstellung der CD4" Zellen, die gemeinsam mit
alloreaktiven CD11b" Zellen fir 48 h inkubiert wurden. Zusétzlich erfolgte eine Hemmung von TREM-1 (LP17:
1 ng/ul) und eine Blockade des Apoptose-Signalwegs mit Inhibitoren fur Caspase, Fas/FasL und iNOS. Ohne
alloreaktive CD11b"* Zellen aus dem Donorherz konnte kein Effekt der klassischen Apoptoseinhibitoren auf naive
CD4" Zellen detektiert werden (A). Eine Inkubation mit CD11b" Zellen unter Hemmung von TREM-1 fiihrte
hingegen zu einer starken Reduktion der CD4" Zellen (B). Dieser zelltoxische Einfluss CD11b"* Zellen auf CD4"
Zellen konnte mit den klassischen Inhibitoren des Apoptose-Signalwegs nicht unterbunden werden (B; n = 2 bis 4;
+ SEM).
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Abb. 67: Phase des Zellzyklus von CD4" T Zellen unter Inhibition der klassischen Apoptoseaktivatoren.

Die reprasentativen Histogramme zeigen CD4" T Lymphozyten, die mit alloreaktiven CD11b" Zellen (von Tag 20
post transplantationem) fiir 48 h inkubiert wurden. Es zeigte sich eine starke Veranderung im Zellzyklus CD4"
Zellen hin zur G2/M Phase unter LP17 Behandlung, die durch die klassischen Apoptoseinhibitoren nicht
unterbunden werden konnte (n = 2).

Zusammenfassend zeigten die Untersuchungen naiver CD4" T Zellen bei einer Ko-Inkubation
mit TREM-1* CD11b* APC eine starke Reduzierung der Zellzahl CD4" Lymphozyten im
Verlauf einer Behandlung mit LP17. Die Theorie einer apoptotischen Funktion der CD11b"

Zellen konnte dabei nicht bestatigt werden.

3.5. Initiale Inhibierung von TREM-1 im Verlauf der chronischen
AbstofRungsreaktion

Aus den bisherigen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass TREM-1" APC post
transplantationem in das Donorherz einwandern und die Ausprdgung einer chronischen
AbstoRBungsreaktion u.a. tber CD4" T Zellen beeinflussen kénnen. Es bleibt die Frage offen,
ob eine initiale Inhibierung von TREM-1 in der frihen Phase der angeborenen Immunantwort
ausreichend ist um eine Transplantatfunktion nach allogener Herztransplantation zu

verlangern.

Fur diese Untersuchung wurde folgendes experimentelles Design gewahlt (s. Abb. 68). Es
erfolgte eine heterotope Transplantation von bm12 Donorherzen in B6 Empfangertiere. Diese

wurden ab Tag 3 taglich mit LP17 behandelt. An Tag 50 wurden die Versuchstiere in zwei
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Gruppen aufgeteilt. Eine Gruppe wurde weiterhin bis Tag 150 mit LP17 therapiert, was eine
dauerhafte Inhibierung von TREM-1 zur Folge hatte. Die zweite Gruppe wurde ab Tag 50 mit
dem Kontrollpeptid bis Tag 150 behandelt, sodass eine Blockade der angeborenen Immun-
antwort tber TREM-1 aufgehoben wurde (LP17 Stopp). Die Analyse der Transplantatfunktion
bis Tag 150 ergab keine signifikante Veranderung zwischen einer kontinuierlichen (LP17) und
initialen Hemmung (LP17 Stopp) von TREM-1 (s. Abb. 69).

Kontinuierliche LP17 Behandlung

A

~ N

HTX 1

: L — Behandlung mit dem Kontrollpeptid
~ (Stopp der LP17 Behandlung)

Taglich LP17 i.p. A

— \:

Tag 0 3 50 150

Abb. 68: Experimentelles Design fur die Untersuchung von TREM-1 in der initialen Phase der angeborenen
Immunitat wahrend der chronischen AbstoRungsreaktion.

Herzen von bm12 Spendertieren wurden heterotop in B6 Rezipienten transplantiert (HTx) und ab Tag 3 taglich mit
LP17 behandelt. Ab Tag 50 wurde eine Gruppe weiterhin mit LP17 behandelt; der zweiten Gruppe wurde das
Kontrollpeptid injiziert. Die Rezipienten wurden bis Tag 150 behandelt und die Herzen palpatorisch analysiert und
fir Uberlebensdaten verwendet. Die Auswertung aller weiteren Versuche erfolgte an Tag 120.
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Abb. 69: Transplantatfunktion der Donorherzen bei Inhibierung von TREM-1 in der frihen Phase der
angeborenen Immunitét.
B6 Tiere wurden heterotrop mit bm12 Donorherzen transplantiert und bis Tag 50 mit LP17 behandelt. Es erfolgte
die Aufteilung in zwei Gruppen. Eine Gruppe wurde weiter kontinuierlich fir TREM-1 depletiert (-e-; n = 5). Fur die
zweite Gruppe erfolgte die Behandlung mit LP17 nur in der initialen Phase, bis Tag 50. AnschlieRend wurde LP17
abgesetzt und weiter mit dem Kontrollpeptid bis Tag 150 behandelt (-A-; n = 5). Das Uberleben allogener

Herztransplantate wurde mittels Fingerpalpation (berwacht. Uberlebensdaten werden als Kaplan-Meier Plot
dargestellt.

Fur alle weiteren Untersuchungen wurde Tag 120 nach Organverpflanzung als Endzeitpunkt

gewahlt. In der histologischen Auswertung zeigte sich in beiden Gruppen eine geringe
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perivaskuldre Leukozyteninfiltration mit sehr geringem parenchymalen und vaskuldrem
Schaden des transplantierten Organs (s. Abb. 70 und 71). Eine Analyse der Organfibrose, mit
Hilfe einer Masson’s Trichrom Farbung und einer quantitativen Messung der Genexpression
von collagen type |, zeigte ebenfalls keinen Unterschied zwischen initialer und kontinuierlicher
Inhibierung von TREM-1 und eine sehr geringe Kollagenexpression in beiden Gruppen (s.
Abb. 72 und 73).

Allograft

bm12-B6

Tag 120
LP17

Allograft

bm12-B6

Tag 120
LP17 Stopp

Allograft
bm12-B6
Tag 20
Kontrollpeptid

Abb. 70: Histologische Darstellung der AbstolBungsreaktion nach kontinuierlicher (LP17) oder initialer
(LP17 Stopp) Inhibierung von TREM-1.

Die histologische Auswertung zeigte eine geringe Leukozyteninfiltration aber keine weiteren typischen
AbstoRungscharakteristika nach dauerhafter oder initialer Hemmung von TREM-1 im Vergleich zu einer
kontinuierlicher Behandlung der Rezipienten mit dem Kontrollpeptid bis Tag 20. Die gefarbten Myokardschnitte
reprasentieren ein Transplantat aus einer Gruppe von n = 5 Tieren (Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere
und rechte Spalte, 50 um).
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Abb. 71: Histologisches Scoring der chronischen AbstoRungsreaktion nach kontinuierlicher (LP17) oder
initialer (LP17 Stopp) Blockade von TREM-1 an Tag 120.

Der histologische Score zeigte keinen Unterschied zwischen einer kontinuierlichen oder initialen Blockade von
TREM-1, jedoch eine starke Verbesserung des Scorings im Vergleich zur Kontrollgruppe (Kontrollpeptid bis
Tag 20; n =9; + SEM).
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bm12-B6

Tag 120
LP17

Allograft

bm12-B6

Tag 120
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Allograft
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Kontrollpeptid

Abb. 72: Darstellung der Kollageneinlagerung in Donorherzen bei initialer (LP17 Stopp) und
kontinuierlicher (LP17) Inhibition von TREM-1.

Die Organfibrose zeigt sich in beiden Gruppen nur gering ausgeprégt im Vergleich zur Gruppe, die mit dem
Kontrollpeptid bis Tag 20 behandelt wurde. Die Myokardschnitte reprasentierten ein Transplantat aus einer
Gruppe von n = 5 Tieren. Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm (Kollagenfasern in
blau).
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Abb. 73: Expression von Kollagen an Tag 120 post transplantationem.
Weder eine kontinuierliche (LP17) noch eine initiale (LP17 Stopp) Inhibierung von TREM-1 fiihrte zu einem
Unterschied in der collagen type | Expression an Tag 120 nach Organtransplantation (n = 5, £ SEM).

Diese primaren Beobachtungen zeigten deutlich, dass eine initiale Inhibierung von TREM-1
ausreichend ist, um das Uberleben der Transplantate dauerhaft zu sichern. Eine Analyse der
infiltrierenden  TREM-1" und CD11b" Zellen zeigte eine signifikante Reduktion bei
kontinuierlicher wie auch initialer Gabe von LP17 im Verlauf der chronischen Abstol3ungs-
reaktion, im Vergleich zur allogenen Gruppe mit Kontrollbehandlung (s. Abb. 74 und 75). Im
Bezug auf die Anzahl der CD11b" Zellen konnte eine geringe aber wiederkehrende
leukozytére Infiltration nach dem Absetzten von LP17 festgestellt werden (s. Abb. 76).

Allograft
bm12-B6
Tag 20 o
Kontrollpeptid [

Allograft

bm12-B6

Tag 120
LP17

Allograft

bm12-B6

Tag 120
LP17 Stopp

: 2 g ) ¢ : d 2 ' — — L &
Abb. 74: Infiltration von TREM-1" Zellen bei Behandlung der Rezipienten mit LP17 oder dem Kontrollpeptid

im Langzeitversuch.

Gezeigt werden TREM-1" Farbungen von reprasentativen Gewebeschnitten (n = 5) von Spenderherzen an
Tag 120 nach initialer und kontinuierlicher Behandlung von LP17. Als Kontrolle fiir eine starke TREM-1" Infiltration
wird ein Gewebeschnitt an Tag 20 nach allogener (bm12-B6) Transplantation angegeben, bei Behandlung der
Rezipienten mit dem Kontrollpeptid. Es zeigt sich eine starke Reduktion der TREM-1* Zellen an Tag 120 bei
initialer oder kontinuierlicher Hemmung von TREM-1 (Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte

Spalte, 50 pm).
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Abb. 75: Infiltration der CD11b" Zellen bei initialer und kontinuierlicher Blockierung von TREM-1.
Reprasentative Gewebeschnitte (n = 5) einer allogenen (bm12-B6) Herztransplantation an Tag 20 und 120 zeigen
bei initialer (LP17 Stopp) und kontinuierlicher (LP17) Hemmung von TREM-1 eine deutliche Reduktion der CD11b"
Zellen. Als Kontrolle dient eine Abstol3ungsreaktion an Tag 20 bei Behandlung der Rezipienten mit dem
Kontrollpeptid (Messbalken: linke Spalte, 100 pm; mittlere und rechte Spalte, 50 pm).
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Abb. 76: Anzahl der TREM-1" und CD11b" Zellen bei initialer und kontinuierlicher Hemmung von TREM-1.
Gefarbte Myokardschnitte mit « TREM-1 und aCD11b Antikérper wurden pro Gesichtsfeld (HPF) fir TREM-1" und
CD11b" Zellen ausgezahlt. Es zeigte sich eine signifikante Verminderung der TREM-1* und CD11b" Zellen bei
initialer (LP17 Stopp) oder kontinuierlicher (LP17) Inhibierung von TREM-1 an Tag 120, im Vergleich zu einer
Abstollungsreaktion an Tag 20 (n =5, + SEM; *p < 0,05; **p < 0,001).
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Eine Doppelfluoreszenzfarbung fir TREM-1 und CD11b bestétigte ebenfalls die bisherigen
Ergebnisse. Es konnten auch mit dieser Methode kaum TREM-1* CD11b* APC an Tag 120
bei initialer (LP17 Stopp) oder kontinuierlicher (LP17) Inhibierung von TREM-1 detektiert
werden (s. Abb. 77).

Allograft + LP17 Tag 120 Allograft + LP17 Stopp Tag 120 Allograft + Kontrollpeptid
Tag 20

20 ym 20 ym 20 pm

Abb. 77: Doppelfluoreszenzfarbung der CD11b* TREM-1" Zellen bei initialer und kontinuierlicher TREM-1
Inhibition.

Repréasentative Farbungen von Herztransplantaten an Tag 20 und 120 zeigen TREM-1" Zellen in rot, CD11b"
Zellen in grun, Zellkerne in blau (Hoechst). Im Allograft an Tag 20 mit Kontrollpeptid-Behandlung konnte eine
vermehrte Anzahl an TREM-1* CD11b" Zellen nachgewiesen werden. Diese waren an Tag 120 bei initialer (LP17
Stopp), wie auch kontinuierlicher (LP17) Inhibierung von TREM-1 kaum detektierbar (n = 5).

351 Auswirkungen einer initialen Inhibierung von TREM-1 auf die adaptive

Immunantwort

Es konnte beobachtet werden, dass eine Blockierung von TREM-1 in der initialen Phase der
angeborenen Immunantwort ausreichend ist, um das Uberleben der allogenen Transplantate
zu sichern. Im Folgenden sollte geklart werden, ob im langfristigen Verlauf der chronischen
AbstoRBungsreaktion die Immunantwort der T Lymphozyten durch eine frihe Inhibierung von
TREM-1 beeinflusst wird.

Fur die Analyse der Infiltration von T Zellen wurden an Tag 20 (Behandlung der Rezipienten
mit dem Kontrollpeptid) und Tag 120 (kontinuierliche oder initiale LP17 Behandlung der
Empféangertiere) Donorherzen entnommen und Gewebeschnitte angefertigt. Die
reprasentativen Myokardschnitte zeigten eine Reduktion der infiltrierenden CD4" und CD8"
Zellen bei initialer (LP17 Stopp) oder kontinuierlicher (LP17) Inhibierung von TREM-1, im
Vergleich zur Kontrollpeptid-behandelten Gruppe an Tag 20. Auf3erdem konnte, wie bei den
CD11b" Zellen, ein geringer Anstieg der CD4" T Lymphozyten nach absetzten der TREM-1
Inhibition detektiert werden. Die Infiltration von CD8" T Zellen wurde in beiden Gruppen unter
Inhibierung von TREM-1 signifikant gehemmt (s. Abb. 78-80).
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Abb. 78: Immunhistologie von CD4" T Zellen bei initialer und dauerhafter Blockade von TREM-1.

Reprasentative Gewebeschnitte von CD4" T Zellen an Tag 20 und 120 nach Organtransplantation unter Inhibition

von TREM-1. Es zeigt sich eine verminderte Infiltration CD4" T Lymphozyten bei initialer (LP17 Stopp) oder

kontinuierlicher (LP17) Inhibierung von TREM-1 im Vergleich zu einer Behandlung der Rezipienten mit dem

Kontrollpeptid bis Tag 20 post transplantationem (n = 5; Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte

Spalte, 50 um).
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Abb. 79: Anzahl der CD4" und CD8" T Zellen bei einer initialen und kontinuierlichen Hemmung von

TREM-1.

T Lymphozyten wurden mittels immunhistochemischer Farbung von allogenen Transplantaten an Tag 20 und 120

pro Gesichtsfeld (HPF) ausgezahlt. Die Grafik zeigt, dass eine initiale (LP17 Stopp) und kontinuierliche (LP17)

Inhibierung von TREM-1 zu einer verminderten Infiltration der CD4" und CD8" T Zellen filhrt, im Vergleich zu der

Kontrollpeptid-behandelten Gruppe (n = 3 bis 5, + SEM; *p < 0,05).
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Abb. 80: CD8" T Zellinfiltrate in der chronischen AbstoBungsreaktion unter initialer und dauerhafter
Hemmung von TREM-1.

Exemplarisch dargestellte Gewebeschnitte von isolierten allogenen Transplantaten an Tag 20 und 120. Es zeigt
sich eine Reduktion der CD8" Zellen bei initialer (LP17 Stopp) und kontinuierlicher (LP17) Hemmung von TREM-1,
im Vergleich zu der Kontrollgruppe an Tag 20 (n = 5; Messbalken: linke Spalte, 100 pm; mittlere und rechte
Spalte, 50 um).

Interessanterweise, zeigten CD4" T Lymphozyten im Bezug auf die Zytokinexpression einen
verminderten IL-17A und IFNy Spiegel unter kontinuierlicher Hemmung von TREM-1 im
Vergleich zu einer initialen Blockade von TREM-1 (s. Abb. 81).
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Abb. 81: IL-17A und IFNy Expression von CD4" Zellen wahrend initialer (LP17 Stopp) oder kontinuierlicher
(LP17) Inhibierung von TREM-1 im Verlauf der chronischen AbstoBungsreaktion.

Im Verlauf einer initialen Blockade von TREM-1 zeigt sich eine reduzierte Expression der Zytokine IL-17A und
IFNy von CD4" Zellen nach Organtransplantation. Fiir die Auswertung wurden CD4" Zellen aus drei allogen
transplantierten Donorherzen an Tag 120 isoliert und gepoolt, fiir 48 h inkubiert und der Uberstand mittels ELISA

gemessen.
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Wie bereits erwahnt, markiert Ki67 ein proliferationsabhangiges Antigen. Die Untersuchung
des Proliferationsverhaltens von infiltrierenden CD4" Zellen im Verlauf einer frihen oder
dauerhaften Blockade von TREM-1 zeigte keinen Unterschied. Wird die Proliferation aber mit
den allogenen CD4" Zellen an Tag 20 nach Organtransplantation verglichen, so findet sich in
beiden Gruppen eine signifikante Verringerung proliferierender CD4* T Zellen (s. Abb. 82).

259 N CD4" Ki67"
& ;{:‘ 204 T nicht-proliferierende CD4" Zelle proliferierende CD4" Zelle
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B Allograft bm12-B6 + LP17 Stopp Tag 120
3 Allograft bm12-B6 + Kontrollpeptid Tag 20

Abb. 82: Proliferationsindex der CD4" Ki67" Zellen bei initialer und dauerhafter TREM-1 Inhibierung.

Die Darstellung des Ki67 Labeling Index an Tag 120 zeigt zwischen einer frihen und kontinuierlichen TREM-1
Blockierung keinen Unterschied. Im Vergleich zu einem allogenen Setting an Tag 20 hingegen, konnte ein
signifikanter Anstieg des Ki67 Labeling Indizes gezeigt werden (n = 3; + SEM; *p < 0,05). Gewebeschnitte von
Transplantaten an Tag 120 wurden mit einem aCD4 (grin) und oKi67 (rot) Antikdrper gefarbt. Die Kern-
Gegenfarbung wurde mit Hoechst (blau) durchgefiihrt. Die reprasentativen Bilder zeigen ein Beispiel nicht-
proliferierender und proliferierender CD4" Zellen.

3.6. TREM-1 in der akuten TransplantatabstofRung

In der vorliegenden Studie sollte TREM-1 nicht nur im chronischen Modell, sondern auch im
akuten Verlauf einer HerztransplantatabstoBung untersucht werden. Dazu wurden Balb/c
Spenderherzen heterotop in B6 Mause transplantiert. Durch den kompletten MHC-Mismatch
in diesem Transplantationsmodell wurde eine starke Alloreaktion provoziert, die zu einer
AbstoRung des transplantierten Organs mit einer MST von 8 Tagen fihrte (s. Abb. 83). Die
histo-morphologischen Untersuchungen zeigen an Tag 4 eine zellulare Infiltration mit einer
angehenden Schadigung der Gefaliendothelzellen. Das Versagen des transplantierten
Organs konnte an Tag 7 durch einen luminalen Verschluss der Gefalie bei starker zellularer

Infiltration nachgewiesen werden (s. Abb. 84 und 85).
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Abb. 83: Transplantatfunktion nach akuter AbstoBungsreaktion.
Mittels Palpation konnte das Uberleben der Transplantate bestimmt werden und zeigt eine dauerhafte Akzeptanz
der Transplantate im syngenen Transplantationsmodell (-e-; n = 5). Balb/c Herzen, die in B6 Empféanger
transplantiert wurden, waren nach spéatestens 8 Tagen komplett abgestoRen (-m-; n = 5). Uberlebensdaten werden
als Kaplan-Meier Plot dargestellt.
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Allograft
Ballb/c-B6
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Abb. 84: Histologische Darstellung der Herzen nach akuter Abstof3ungsreaktion.

Die histologische Darstellung zeigt eine zunehmende Leukozyteninfiltration bei akuter Abstof3ungsreaktion.
AuRerdem konnte ein luminaler GefaRverschluss und einen parenchymalen und vaskuldren Schaden des
transplantierten Organs an Tag 7 im Vergleich zu Tag 4 post transplantationem festgestellt werden. Die gefarbten
Myokardschnitte représentierten ein Transplantat aus einer Gruppe von n = 5 Tieren (Messbalken: linke Spalte,
100 pm; mittlere und rechte Spalte, 50 pm).
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Abb. 85: Histologisches Scoring im Verlauf einer akuten AbstoRungsreaktion nach Herztransplantation.
Die quantitative Auswertung der Histologie zeigt einen signifikanten Unterschied im histologischen Score zwischen
Tag 4 und 7 der akuten AbstoBungsreaktion (n = 10, + SEM; **p < 0,001).
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Da TREM-1 auch in akuten Entziindungsreaktionen beschrieben wurde (62, 72), erfolgte die
Analyse der TREM-1" Zellen auch wahrend einer akuten AbstoRBungsreaktion nach
Herztransplantation. An Tag 4 und 7 post transplantationem zeigte sich ein progredienter
Anstieg der TREM-1" Zellen in den allogenen Transplantaten (s. Abb. 86 und 87).

Allograft
Balb/c-B6
Tag 4

Allograft
Ballb/c-B6
Tag 7

Abb. 86: Infiltration von TREM-1" Zellen wéhrend der akuten TransplantatabstoRung.

Gezeigt werden TREM-1" Zellen nach immunhistologischer Farbung von Gewebeschnitten (n = 5) einer allogen
akuten TransplantatabstoBung an Tag 4 und 7. TREM-1" Zellen zeigen sich erhéht an Tag 7 post
transplantationem (Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 um).
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Abb. 87: Anzahl der TREM-1" Zellen in der murinen akuten AbstoBungsreaktion.

Nach Farbung der Gewebeschnitte wurden die TREM-1" Zellen pro Gesichtsfeld (HPF) gezéhlt und zeigen, im
Vergleich zu der allogenen AbstoRung an Tag 4, einen stark signifikanten Anstieg an Tag 7 im Allograft
(Balb/c-B6; n = 5, + SEM; *p < 0,05).

3.6.1 Blockade von TREM-1 im Verlauf einer subakuten Abstol3ung ist insuffizient far
das Uberleben der Transplantate

Die Inhibierung von TREM-1 in der chronischen AbstoRungsreaktion fihrt zu einem
Uberleben der transplantierten Herzen. Da TREM-1" Zellen auch in der akuten Transplantat-
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abstoRung detektiert werden konnten, wurde in diesem Kapitel die Rolle von TREM-1 im
Bezug auf eine etwaige Regulation des akuten AbstoRungsverhaltens genauer betrachtet. Ab
Tag -1 vor Herztransplantation wurde den Rezipienten LP17 und das Kontrollpeptid
verabreicht, jedoch konnten keine Verlangerung der Transplantatfunktion gezeigt werden
(s. Abb. 88).

=

o

o
»

—— B6-B6
-=— Balb/c - B6 + LP17
—— Balb/c - B6 + Kontrollpeptid

~
(&2}
1

50+

254

Transplantatiiberleben (%)

p = 0,0025
=1 T T T 1

10 15 20 25 30
Tage nach Transplantation

o

o
(&)]

Abb. 88: Transplantatfunktion in der akuten AbstoRung bei Inhibierung von TREM-1.

Mit Hilfe der Fingerpalpation wurde das Uberleben der Transplantate iiberwacht und zeigte bei syngener
Transplantation eine vollstdndige Akzeptanz (-e-; n = 5). Die Blockade von TREM-1 verldngerte nicht das
Uberleben allogener Herzen (-m-; MST: 8 Tage; n = 6). Bei Tieren, die mit dem Kontrollpeptid behandelt wurden
zeigte sich eine MST von 7 Tagen (- A-; n = 6). Uberlebensdaten werden als Kaplan-Meier Plot dargestellt.

Um die Rolle von TREM-1 im Verlauf einer AbstoRungsreaktion mit kompletten MHC-
Mismatch dennoch genauer analysieren zu kénnen, wurde ein Herztransplantationsmodell
mit subakutem AbstoBungsverhalten gewahlt. Dafiir erfolgte die Transplantation von Balb/c
Donorherzen heterotop in Ragl™ Empfangertiere. AnschlieRend wurden die Rezipienten an
Tag 3 post transplantationem mit 5x10° CD3* Zellen i.p. rekonstituiert. Ab Tag 3 wurden die
Rezipienten kontinuierlich mit LP17 oder dem Kontrollpeptid i.p. behandelt. Im Verlauf der
subakuten AbstoRungsreaktion zeigte sich ein Uberleben der Transplantate unter Inhibierung
von TREM-1 bis zu 70 Tagen, jedoch fand sich auch ein Transplantatfunktionsverlust von
etwa 70%. Bei einer Behandlung der Rezipienten mit dem Kontrollpeptid ergab sich ein
AbstoRungsverhalten der Donorherzen mit einer von MST 24 Tagen. Die unbehandelte
Kontrollgruppe zeigte ein MST von 21 Tagen (s. Abb. 89).
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Abb. 89: Transplantatfunktion in der subakuten AbstoRBung bei Blockade von TREM-1.
Das Uberleben der Herztransplantate von Balb/c Spendertieren wurde palpatorisch in Ragl™ Rezipienten
tiberwacht. An Tag 3 erfolgte die Injektion von 5x10° CD3" Zellen bei gleichzeitiger Behandlung der Rezipienten
mit LP17 oder dem Kontrollpeptid. Durch die Hemmung von TREM-1 konnte ein verlangertes Uberleben der
Transplantate beobachtet werden (Syngen -e-, MST: 22 Tage; Allogen + Kontrollpeptid -A-, MST: 21 Tage;
Allogen + LP17 -m-, MST: 30 Tage; n = 5 bis 6). Uberlebensdaten werden als Kaplan-Meier Plot dargestellt.

Die histo-morphologische Untersuchung zeigte bei den Kontrolltieren eine perivaskulare
Infiltration von Zellen, die von einem parenchymalen und vaskuldrem Schaden des Organs
begleitet wurde. Bei einer Inhibierung von TREM-1 waren diese Abstol3ungscharakteristika
nur gering ausgepragt (s. Abb. 90 und 91). Eine Fibrogenese mit konsekutivem fibrotischen
Organumbau konnte durch eine Blockade von TREM-1 im subakuten Abstof3ungsverlauf
unterbunden werden (s. Abb. 92 und 93).
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Abb. 90: Histologie der subakuten AbstoRungsreaktion bei TREM-1 Inhibition.
Die ausgewahlten Farbungen zeigen Allografts an Tag 18 nach akuter Abstolungsreaktion. Es kommt zu einer
vermehrten perivaskuléren Infiltration von Zellen (Li) mit vaskuldarem und parenchymalen Schaden des Organs
und luminalem Verschluss der GefalRe wahrend der Behandlung der Rezipienten mit dem Kontrollpeptid, im
Vergleich zu einer Behandlung der Empfangertiere mit LP17. Die gefarbten Myokardschnitte reprasentierten ein
Transplantat aus einer Gruppe von n = 5 Tieren (Messbalken: linke Spalte, 100 pm; mittlere und rechte Spalte,
50 pm).
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Abb. 91: Histologischer Score in der subakuten AbstoRungsreaktion.
Die quantitative Auswertung der Histologie zeigt einen geringeren Histoscore durch eine Behandlung der
Emfpangertiere mit LP17, im Vergleich zu einer Behandlung mit dem Kontrollpeptid bis zu Tag 18 post

transplantationem (n = 10; + SEM; **p < 0,001).
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Abb. 92: Kollageneinlagerung in der subakuten AbstoRungsreaktion wahrend Inhibierung von TREM-1.
Reprasentative Gewebeschnitte zeigen eine reduzierte Auspragung der Organfibrose unter Blockade von TREM-1
wahrend einer subakuten AbstoRungsreaktion (n = 5; Messbalken: linke Spalte, 100 pum; mittlere und rechte

Spalte, 50 um; Kollagenfasern in blau).
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Abb. 93: Kollagenexpression an Tag 18 nach subakuter AbstoBungsreaktion.
Eine Inhibierung von TREM-1 fuhrt zu einer Reduktion von Kollagen wéahrend einer subakuten Abstof3ungs-

reaktion der Herzen. Messung von collagen type | mit gPCR (n = 5, + SEM).
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Eine Analyse der zellularen Infiltrate ergab eine signifikante Verminderung der TREM-1" und
CD11b" Zellen durch eine Behandlung der Rezipienten mit LP17 (s. Abb. 94-96). Somit
konnte die Hemmung des angeborenen Immunsystems tber TREM-1 auch in der subakuten
Abstol3ungsreaktion eine wichtige Rolle spielen.

Allograft e
Balb/c-Ragl™ s

Tag 18 oAl
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Tag 18 ;
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Abb. 94: Infiltration von TREM-1" Zellen in Donorherzen wahrend der subakuten AbstoRungsreaktion bei
Behandlung der Rezipienten mit LP17.

Balb/c Herzen wurden heterotop in Ragl"' Empfénger transplantiert und an Tag 3 wurden die Rezipienten mit
5x10° CD3" Zellen behandelt. Die kontinuierliche Inhibierung von TREM-1 filhrte zu einem starken Riickgang der
TREM-1* Zellen im Allograft, im Vergleich zur Kontrolle (n = 5; Messbalken: linke Spalte, Messbalken: linke
Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm).
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Abb. 95: Infiltration der CD11b" Zellen in der subakuten AbstoBung wahrend der Inhibierung von TREM-1.
Gezeigt werden Farbungen CD11b" Zellen von reprasentativen Gewebeschnitten (n = 5) einer subakuten
TransplantatabstoBung an Tag 18 unter Inhibition von TREM-1. Empfanger wurden an Tag 3 mit 5x10° CD3"
Zellen behandelt. Die Histologie zeigt eine deutliche Verminderung der CD11b" Zellen unter Hemmung von
TREM-1 (Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pm).
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Abb. 96: Anzahl der TREM-1" und CD11b" Zellen bei Behandlung der Rezipienten mit LP17.

Quantitative Auszéhlung der Myokardschnitte von TREM-1* und CD11b" Zellen. Es zeigt sich eine signifikante
Verminderung der TREM-1" und CD11b" Zellen unter Behandlung der Rezipienten mit LP17 an Tag 18 nach
Organtransplantation und im Vergleich zu der Kontrollgruppe (n =5, + SEM; **p < 0,001).

Um, wie im chronischen Transplantationsmodell, auch im subakuten Transplantationsmodell
die Infiltration von CD4" und CD8" T Lymphozyten zu untersuchen, wurden Myokardschnitte
der Balb/c Donorherzen mit einem aCD4 und aCD8 Antikdrper gefarbt. Die quantitative
Auszahlung ergab eine reduzierte Infiltration von CD4" Zellen bei Hemmung von TREM-1.

Interessanterweise, blieb die Anzahl der CD8" Zellen unverandert (s. Abb 97-99).
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Abb. 97: CD4 Immunhistologie von Herzen nach subakuter AbstoRungsreaktion und Hemmung von
TREM-1.

Infiltrierende CD4" Zellen in exemplarisch dargestellten Gewebeschnitten nach Herztransplantation von Balb/c
Donorherzen in Ragl"' Emfpangertiere an Tag 18. Rezipienten wurden an Tag 3 post transplantationem mit 5x10°
CD3" Zellen i.p. behandelt. Die Histologie zeigt eine deutliche Verminderung der CD4" Zellen bei Hemmung von

TREM-1 (n = 5; Messbalken: linke Spalte, 100 pm; mittlere und rechte Spalte, 50 pum).

-03 -



Gabriela Schiechl Ergebnisse

Allograft
Balb/c-Rag1™
Tag 18
Kontrollpeptid

Allograft
Balb/c-Rag1l™
Tag 18
LP17

Abb. 98: Immunhistologie von CD8" Zellinfiltraten wéahrend der Inhibierung von TREM-1 in der subakuten
AbstoBungsreaktion.

CD8" Zellen wurden in Gewebeschnitten nach Entnahme der Donorherzen an Tag 18 post transplantationem
histologisch angefarbt. Die reprasentativen Farbungen zeigen jeweils ein Beispiel fur ein Allograft bei Behandlung
der Empfangertiere mit LP17 oder dem Kontrollpeptid. Rezipienten wurden mit 5x10° CD3"* Zellen an Tag 3 i.p.
behandelt. Es konnte kein Unterschied im Infiltrationsverhalten CD8" T Zellen beobachtet werden (n = 5;
Messbalken: linke Spalte, 100 um; mittlere und rechte Spalte, 50 pum).
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Abb. 99: Infiltration von CD4" und CD8" Zellen in der subakuten AbstoRung bei Blockade von TREM-1.
Ragl"' Empféangertiere wurde ein Balb/c Donorherz transplantiert und mit 5x10° CD3"* Zellen an Tag 3 nach
Organtransplantation behandelt. Zusétzlich erfolgte eine kontinuierliche Hemmung von TREM-1 im Verlauf der
AbstoRungsreaktion. Myokardschnitte wurden pro Gesichtsfeld (HPF) fir CD4" und CD8" Zellen ausgezéhlt. Es
zeigt sich eine Verminderung der CD4" wahrend sich die Anzahl der CD8" Zellen nicht veréndert (n = 5,
+ SEM).
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3.7.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Fur eine bessere Ubersicht werden im Folgenden die generierten Daten dieser Dissertation

zusammengefasst:

Etablierung eines murinen Tiermodells zur Untersuchung des Abstol3ungsverhaltens der

transplantierten Herzen

Im Verlauf einer murinen chronischen AbstoRungsreaktion zeigt sich eine zellulare
Infiltration und luminaler Verschluss der Gefalie, die einen fibrotischen Organumbau
zur Folge haben.

Die vermehrte Anzahl der CD4" und CD8" Zellen lieferte eine weitere Bestatigung flr
die ablaufende Abstof3ungsreaktion. Die erhdhte Expression von IL-17A und IFNy
CD4" T Lymphozyten sowie der gesteigerte Proliferationsrate, verweisen auf die

Aktivierung der adaptiven Immunantwort.

Die angeborene Immunantwort in der chronischen Abstof3ungsreaktion

Die Wichtigkeit des angeborenen Immunsystem in der chronischen Abstof3ung konnte
durch ein verlangertes Uberleben allogener Transplantate in Myd88” Rezipienten

gezeigt werden.

Determinierung von TREM-1 wahrend der Transplantationsabstof3ung

iv.

TREM-1" Zellen konnten im humanem Gewebe nach chronischer OrganabstoRung
sowie im Verlauf der chronischen und akuten AbstoBungsreaktion in der Maus
nachgewiesen werden.

Eine quantitative Auswertung ergab eine signifikante Steigerung der TREM-1"CD11b"

APC in murinen Allotransplantaten der Empfangertiere.

Funktionalitat von TREM-1

Vi.

Vii.

viii.

Eine Hemmung von TREM-1 fiihrte zu einem verlangerten Uberleben der
Herztransplantate. Dabei zeigten sich eine geringere Infiltration von Zellen und eine
verminderte Kollageneinlagerung.

TREM-1" CD11b" APC wurden in vitro bei einer Blockade von TREM-1 in der Anzahl
und im Aktivierungsmuster reguliert.

Es konnte eine zelltoxische Eigenschaft der CD11b* Zellen auf naive CD4" T
Lymphozyten beobachtet werden. Eine Behandlung mit klassischen Apoptose-

inhibitoren zeigte keinen Effekt.

-05 -



Gabriela Schiechl Ergebnisse

iX.

X.

Alloreaktive CD4" T Zellen werden durch TREM-1" CD11b" APC in ihrer
Differenzierung zu Thl und Thl7 Zellen geférdert und produzieren infolgedessen
IL-17A und IFNy.

In der akuten Transplantatabstol3ung zeigt die Blockade von TREM-1 keinen Effekt
auf die Transplantatfunktion. Eine Inhibierung von TREM-1 in der subakuten
AbstoRungsreaktion hingegen filhrte zu einem verlangerten Uberleben der
Transplantate und einer reduzierten Infiltration von TREM-1*, CD11b" und CD4"

Zellen. Die Anzahl der CD8" T Zellen anderte sich nur wenig.

TREM-1 in der initialen Phase des angeborenen Immunsystems

Xi.

Xii.

Die initiale Inhibierung von TREM-1 in der frihen Immunantwort war ausreichend, um
ein langfristiges Uberleben der Transplantate zu gewéhrleisten. Es konnte keine
gesteigerte Organfibrose festgestellt werden.

Im Verlauf der kontinuierlichen Inhibierung von TREM-1 fand sich eine geringe
Infiltration CD11b"* Zellen in die Transplantate. Nach dem Absetzen der TREM-1
Blockade konnte eine wiederkehrende Einwanderung von CD11b* Zellen beobachtet
werden. Dieses Phanomen trat auch bei CD4" und CD8" T Zellen auf. Die Expression
der Zytokine IL-17A und IFNy von CD4" Zellen war bei initialer Hemmung von
TREM-1 erhoht.
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4. DISKUSSION

In der vorliegenden Studie konnte TREM-1 eine wichtige Funktion in der chronischen
AbstofRungsreaktion nach Herztransplantation zugeordnet werden. TREM-1 zeigte sich als
ko-stimulatorischer Rezeptor auf CD11b" APC, der ber die Produktion von Zytokinen eine
AbstoRBungsreaktion gegen das Spenderorgan fordern kann. Eine Blockade von TREM-1
fuhrte zu einer Reduktion der infiltrierenden Zellpopulationen und einer verminderten

Expression pro-inflammatorischer Zytokine.

Die exakte Pathogenese einer chronischen AbstoRungsreaktion ist noch unklar, zeigt aber
eine groRRe Vielfalt an morphologischen Besonderheiten. Im Verlauf einer chronischen
AbstoRBungsreaktion bildet sich in den koronaren GefaRen eine Lumeneinengung. Die
unterschiedlich starke Verdickung der Intima wird durch die Proliferation von Endothelzellen
vermittelt. Ursache fur die alloreaktive Reaktion mit konsekutiver Transplantatvaskulopathie
ist das Zusammenspiel von APC mit der adaptiven Immunantwort und der Produktion pro-
inflammatorischer Zytokine (23-25). Im Laufe einer chronischen Abstof3ungsreaktion
unterstitzt das Spektrum immunologischer Abwehrreaktionen gegen das Spenderorgan
neben der Transplantvaskulopathie auch eine Transplantatfibrose. Im Detail wird der Verlauf
einer AbstoRungsreaktion durch das angeborene Immunsystem und dessen extrazellularen
(z.B. PRR, TLR) und intrazellularen (z.B. Myd88) Faktoren beeinflusst (78). Eine Aktivierung
extrazellularer Strukturen z.B. Uber PRR férdert intrazellulare Signalkaskaden, die ihre
Funktionalitat in einer konsekutiven Steigerung der adaptiven Immunantwort ausiben und
z.B. alloreaktive Entziindungsreaktionen im Spenderorgan initieren koénnen. Weitere
extrazellulare Faktoren des angeborenen Immunsystems, wie z.B. der Rezeptor TREM-1,
weisen ko-stimulatorische Funktionen auf. TREM-1 wird auf Monozyten/Makrophagen und
DC exprimiert und kann Uber die Ko-Stimulation des PRR-Signalwegs zu einem 25fachen
Anstieg der inflammatorischen Immunantwort fithren (45, 56). Verschiedene Studien konnten

durch eine Inhibition von TREM-1 positive Effekte wahrend akuter und chronischer
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Entzindungsreaktionen nachweisen (72). Jedoch wurde TREM-1 im Verlauf der
AbstofRungsreaktion nach Organtransplantation noch keine Funktion zugeordnet.

Primar muss fur das Uberleben allogener Transplantate eine Inhibierung der adaptiven
Immunantwort erfolgen. Dies kann durch verschiedene Immunsuppressiva erreicht werden,
zeigt aber in vielen Fallen gravierende Nebenwirkungen fir den Patienten. Ein weiterer
Ansatzpunkt zur Sicherung der Organfunktion ist die Minderung der angeborenen
Immunantwort, getriggert durch APC.

In der vorliegenden Studie wurde ein neues Konzept zur effektiven Hemmung des
AbstoBungsprozesses in der Maus getestet. Es basierte auf der Hypothese, dass APC uber
den Ko-Rezeptor TREM-1 eine Schlisselfunktion in der AbstoRung des Spenderorgans
einnehmen. Ziel war es, tber eine Inhibition der TREM-1" APC und der damit reduzierten
angeborenen Immunantwort eine Transplantatvaskulopathie und Transplantatfibrose nach

Organtransplantation zu unterbinden und so die Transplantatfunktion zu sichern.

4.1. Infiltration alloreaktiver Zellpopulationen im Verlauf der

chronischen AbstoRungsreaktion im heterotropen Mausmodell

Tiermodelle bieten die Mdglichkeit, in vitro gewonnene Forschungsergebnisse in einem
komplexen immunologischen System zu testen. Das etablierte murine Herztransplantations-
modell hat diesbezlglich einige Vorteile, wie die Verfligbarkeit genetisch genau definierter
Inzuchtlinien, eine relativ hohe Erfolgsquote der Transplantation und die einfache artgerechte
Haltung der Versuchstiere. In der vorliegenden Doktorarbeit wurde ein heterotopes
Herztransplantationsmodell verwendet. Das origindre Herz halt den Blutkreislauf aufrecht,
das transplantierte Herz weist hingegen nur ein Pendelblutvolumen auf und dient der
Erforschung immunologischer Phdnomene im Verlauf einer AbstoBungsreaktion. Es zeigt
sich eine Abweichung von den physiologischen Bedingungen, da das Herz nicht gegen den
Blutdruck arbeiten muss. Fur die immunologischen Untersuchungen spielt diese Tatsache
jedoch nur eine untergeordnete Rolle. Trotz limitiertem Blutfluss in Ventrikel und Vorhdéfe des
transplantierten Herzens wird das Myokard aufgrund der kontinuierlichen Kontraktionen des
Herzmuskels adaquat durchblutet und ist somit dem Immunsystem des Transplantat-

empfangers ausgesetzt (79).

Das verwendete chronische Transplantationsmodell weist besondere genetische
Unterschiede zwischen den beiden Mauspopulationen auf (80). Es handelt sich um ein
allogenes Transplantationsmodell mit einem Antigen-Mismatch, der auf eine Abweichung im
I-A Lokus des MHC-Klasse-llI-Komplexes beruht. Dieses Tierversuchsmodell hat den Vorteil,
dass es sich in der Zeitspanne der Absto3ungsreaktion durch eine reduzierte Perfusion

komprimieren lasst (24). Die Zeichen einer chronischen Abstol3ungsreaktion sind so bereits
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nach 3-4 Wochen voll ausgepragt. Die histologischen Charakteristika einer chronischen
Transplantatabstollung  wie  perivaskuldare  Leukozyteninfiltration,  vaskularer und
parenchymaler Schaden des transplantierten Organs, gesteigerte GefaRvaskulopathie und
Organfibrose waren nach kompletter wie auch reduzierter Perfusion der Spenderherzen
evident, zeigten sich jedoch in der zeitlichen Auspragung unterschiedlich.

Untersuchungen von T Lymphozyten und deren vielseitigen Effektormechanismen konnten
mit  Entziindungsreaktionen in verschiedensten Krankheitshildern aber auch mit
AbstoBungsreaktionen nach Organtransplantation in Verbindung gebracht werden. So
zeigten viele Studien in dem gewahlten chronischen Transplantationsmodell eine starke
Infiltration von CD4" und CD8" T Zellen in das Allograft und deren Beteiligung am
AbstoBungsprozess (26, 81, 82). Die ablaufende Alloreaktivitat konnte auch in der
vorliegenden Studie bestétigt werden und auR3erte sich zunachst in einer erhdhten absoluten
Zellzahl der CD45" Leukozyten im allogenen Transplantat nach Organtransplantation.
Detailliertere Untersuchungen der Zellsubpopulationen zeigten eine erhdhte absolute Anzahl
von CD4" und CD8" Zellen im Allograft. Uberraschend war, dass die relative Verteilung der
einzelnen T Zellsubpopulationen keine Verdnderung aufwies. Dieses Phanomen wurde auch
im Verlauf einer chronischen AbstofRungsreaktion von anderen Arbeitsgruppen aufgezeigt.
Hierbei &nderte sich in Abhangigkeit von IL-16 oder IL-17 die absolute Zellzahl einzelner T
Zell-Subpopulationen im Allograft, wahrend die relative Zellzahl keinen Unterschied aufwies
(26, 82). Die Untersuchungen im Rahmen dieser Doktorarbeit und die Beobachtungen in der
Literatur lassen darauf schlie3en, dass bei einer chronischen Abstol3ungsreaktion vorrangig
die Erhohung der absoluten Lymphozyten-Zellzahl im  Allotransplantat den
entziindungsférdernden Faktor darstellt und nicht unbedingt eine Veradnderung in der

Zusammensetzung der einzelnen Zellsubpopulationen vorhanden sein muss.

4.2. Das therapeutische Potential von Myd88 in der Organ-

transplantation

TLR gehoren zu der Gruppe der PRR und erkennen Pathogen-assoziierte molekulare
Strukturen. Sie aktivieren nicht nur eine sofort einsetzende angeborene Immunabwehr,
sondern sind zudem in der Lage eine adaptive Immunantwort auszulésen. Bei einer
Aktivierung der meisten TLR erfolgt die Signaltransduktion Uber das Adaptermolekil Myd88
und fuhrt zu einer Produktion pro-inflammatorischer Zytokine und einer Expression ko-
stimulatorischer Molekile (35, 36). Neben der Verbindung zu den TLR interagiert Myd88
auch mit dem IL-1 und IL-18 Rezeptor (37, 69). Myd88 wird von leukozytaren Zellen
exprimiert, die in das Spenderorgan infiltrieren und als zentrale Mediatoren eine

AbstoRungsreaktion beeinflussen konnen. Diesbeziglich konnte in einer Studie nach
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Nierentransplantation mit chronischer AbstoRungsreaktion die Auspragung einer
Transplantatvaskulopathie durch eine Defizient von Myd88 verringert werden (38, 39, 83).
Eine Defizienz im Adaptermolekil Myd88 konnte auch den Verlauf einer chronischen
AbstoRungsreaktion nach Herztransplantation beeinflussen und das Uberleben der
Transplantate verlangern. Die vorliegenden Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigten eine
Reduktion der chronischen AbstoBungsreaktion nach Herztransplantation in Myd88™
Empfangertieren. Neben dem verlangerten Uberleben der Transplantate konnte auch eine
reduzierte Infiltration inflammatorischer Zellen, eine verminderte Auspragung der Transplant-
vaskulopathie und des parenchymalen und vaskularen Schaden des Organs beobachtet

werden.

Diese Daten zeigten die Wichtigkeit des angeborenen Immunsystems im Verlauf einer
chronischen Absto3ungsreaktion. Eine potentielle Therapie durch eine Inhibition von Myd88
ware jedoch mit etlichen Schwierigkeiten behaftet, da Myd88 eine entscheidende
homdostatische Rolle im angeborenen Immunsystem spielt. Der Einfluss von Myd88 auf die
Homoostase multipler Organe konnte in einer Studie nachgewiesen werden. Es wurde in
gezeigt, dass Kinder mit einer autosomal rezessive Mutation im Gen Myd88 auch Haut-,
Gelenk-, Hirnhautentziindungen und Septikamien aufwiesen, die auf eine Abwehrschwache
des angeborenen Immunsystems zurtick zu fihren waren (84). Eine prézise Regulation der
Aktivitdt des angeborenen Immunsystems ist daher notwendig, um eine Uberschie3ende
Immunantwort im Verlauf einer Abstof3ungsreaktion zu verhindern. Der Hauptfokus der
vorliegenden Dissertation liegt auf der Inhibierung eines ko-stimulatorischen Rezeptors, der
auf APC exprimiert wird und an der Regulierung und Vernetzung verschiedenster

intrazellularer Signalkaskaden in der angeborenen Immunantwort beteiligt ist.

4.3. Detektion von TREM-1 im Spenderorgan wahrend einer

chronischen AbstofRungsreaktion im Menschen

Bisherige klinische Studien zeigten, dass TREM-1 auf APC in akuten und chronischen
Entziindungsreaktionen exprimiert ist (72). So fand sich eine erhdhte Expression von
humanem TREM-1" Zellen in Virusinfektionen, Sepsis, akuter Pankreatitis oder rheumatoider
Arthritis (60, 61, 64, 85). In der vorliegenden Untersuchung konnte TREM-1 in humanem
Gewebe nach Herz- und Nierentransplantationen im Verlauf einer chronischen
AbstoRungsreaktion nachgewiesen werden.

Der Mechanismus von TREM-1 zeigt sich in einer Produktion pro-inflammatorischer Zytokine
durch Inkubation TREM-1" Zellen mit LPS oder anderen Liganden des TLR Signalwegs (60,
64, 85). Auf humanen Monozyten zeigte eine Stimulation mit LPS oder GMCSF + IL-4 in
Anwesenheit von TREM-1 eine erhdhte Expression der Oberflachenmolekile CD40, CD86
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und MHC-II, die eine Differenzierung der Monozyten in DC zur Folge hatte und TREM-1*
Zellen antigen-prasentierende Eigenschaften zuordnen lies (45, 56).

Zusammenfassend kann Ko-Rezeptor TREM-1 auf APC die Aktivitat der Immunantwort im
Mensch beeinflussen und so aktiv an humanen Entziindungsprozessen teilnehmen. Um die
Funktion von TREM-1 genauer analysieren zu konnen wurden alle fortfihrenden
Untersuchungen im murinen Transplantationsmodell wahrend einer chronischen

AbstoRRungsreaktion durchgefuhrt und in den folgenden Kapiteln genauer erlautert.

4.4. Funktion von TREM-1 in murinen AbstoRungsreaktionen nach

kardialer Organtransplantation

Die Erkennung von Fremdantigenen durch APC ist essentiell fur eine Aktivierung der
alloreaktiven Immunantwort von T Zellen. Zusatzlich zu den humanen Studien fanden sich
Untersuchungen im Tiermodell, die sich mit den antigen-prasentierenden Eigenschaften von
TREM-1 beschéftigten. Diesbeziglich analysierte eine Forschungsgruppe die Expression von
TREM-1 auf F4/80" CD11b" Zellen und diskutierten diese phanotypische Eigenschaften von
TREM-1" Zellen im Verlauf von Entziindungsreaktionen und Tumorwachstum (76). Wahrend
einer bakteriellen Entzindung oder einer chronisch entzundlichen Darmerkrankung konnte
TREM-1 auf Ly6G"™" (86) bzw. CX3CR1°" Ly6C"®" (54) und CD14* bzw. CD89" (63) APC
Zellen nachgewiesen werden. Im Rahmen dieser Dissertation zeigte eine Analyse der
infiltrierenden Leukozytensubpopulationen im Verlauf einer chronischen AbstoBungsreaktion
zunachst eine Infiltration von TREM-1" Zellen in das Allograft. Eine detailliertere
Charakterisierung der TREM-1" Leukozyten ergab eine Positivitat in den Oberflachenmarkern
fur CD11b, F4/80 und MHC-II.

Die Ergebnisse in der vorliegenden Studie und die Untersuchungen in der Literatur weisen
TREM-1" Zellen antigen-prasentierende Eigenschaften zu. Eine Aktivierung von TREM-1*
APC konnte daher einen wichtigen Baustein in der chronischen Abstol3ungsreaktion nach
kardialer Organtransplantation darstellen und durch eine Expression pro-inflammatorischer
Zytokine die Alloreaktivitait gegen das Spenderorgan unterstiitzen. Diese aufgestellte
Hypothese flr den Mechanismus der TransplantatabstoRung wird im Folgenden weiter
diskutiert.

TREM-1 exprimierende APC kénnen Uber den TREM-1/DAP12-Signalweg die Produktion und
Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine aktivieren. Diese Effekte von TREM-1 wurden
bereits in akuten wie auch in chronischen Entzindungsreaktionen in der Maus nachgewiesen
(46, 63, 87). Fur die Option einer TREM-1 Blockade oder der nachfolgenden Signalkaskade,
kénnten Versuchstiere mit einer Defizienz in dem Adaptermolekil DAP12 verwendet werden.

Jedoch ist zu berilcksichtigen, dass DAP12 neben der Signaltransduktion im TREM-1-
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Signalweg auch nach einer Aktivierung von TREM-2 zu tragen kommt (48). Die
Untersuchungen von TREM-1 wiirden daher mit einer DAP12” Maus gegebenenfalls zu
ambivalenten Ergebnissen fiihren, da zudem durch TREM-2 oftmals gegensatzliche Effekte
induziert werden (55).

Um die Funktion von TREM-1 im Verlauf der chronischen Abstof3ungsreaktion genauer
analysieren zu kénnen wurde ein antagonistisches Peptid (LP17) verwendet. Eine Inhibition
von TREM-1 durch LP17 fuhrte bei einem hamorrhagischen und septischen Schock oder im
Verlauf einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung zu positiven Effekten (63, 74, 88).
Dies konnte auch bei einer chronischen AbstolBungsreaktion nach allogener Herz-
transplantation verifiziert werden. Das verwendete Transplantationsmodell zeigte im Verlauf
einer chronischen AbstoBungsreaktion eine Infiltration perivaskularer Leukozyten, einen
parenchymalen und vaskularen Schaden des Organs und eine gesteigerte Transplantat-
vaskulopathie, die zu einem luminalen Verschluss koronarer GefaRe fuhrt. Durch die
kontinuierliche Blockade von TREM-1 konnten die histopathologischen Auswirkungen im
Allograft stark reduziert und das Uberleben der transplantierten Herzen verlangert werden.
Eine TREM-1 Inhibition bedingte eine reduzierte Infiltration von TREM-1" sowie CD11b"
Zellen in das transplantierte Herz.

Als Néchstes stellten wir uns die Frage, ob TREM-1 in der initialen Phase der angeborenen
Immunantwort eine Rolle spielt und welche Funktion TREM-1 im frihen Abwehrmechanismus
gegen das Spenderorgan im Verlauf der chronischen Abstof3ungsreaktion einnimmt? Es
zeigte sich, dass eine Blockade von TREM-1 in der frihen Phase der Alloreaktivitat fir ein
dauerhaftes Uberleben der Spenderherzen nach Organtransplantation ausreicht. Neben einer
verminderten Transplantatvaskulopathie konnte auch eine reduzierte Infiltration TREM-1*
CD11b" Leukozyten beobachtet werden. Nach Absetzten der TREM-1 Blockade zeigte sich
im Langzeitversuch eine geringe, aber wiederkehrende Infiltration der CD11b" Zellen in das
allogene Transplantat. Dies ist ein Hinweis auf eine erneute Aktivierung der angeborenen
Immunantwort, jedoch erwies sich die Reaktivierung letztendlich nicht als gravierend genug
um das Uberleben der transplantierten Organe zu gefahrden. Der Effekt einer initialen
Inhibierung von TREM-1 im Verlauf der chronischen Abstol3ungsreaktion manifestierte sich
auch in der Regulation der adaptiven Immunitat und fuhrte zu einer dauerhaften Reduktion
infiltrierender CD4" und CD8" T Lymphozyten. Wie auch bei CD11b" Zellen migrierte eine
geringe Anzahl an CD4" und CD8" T Lymphozyten nach Absetzten der TREM-1 Inhibierung
erneut in das allogene Transplantat. Die wiederkehrende adaptive Immunantwort ist jedoch

zu schwach um sich negativ auf die Transplantatfunktion auszuwirken.
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TREM-1" APC konnen durch die Induktion inflammatorischer Zytokine eine
Entziindungsreaktion steigern (43, 45), die sich wiederum in einer Proliferation und Infiltration
von T Lymphozyten auf’ern kann. De facto zeigte sich eine Verbindung zwischen
alloreaktiven TREM-1" APC und der Aktivitat von T Lymphozyten. Die Proliferation und
Infiltration von CD4" T Zellen nach Absetzen der initialen TREM-1 Inhibition war in den
vorliegenden Untersuchungen nur geringfugig erhdht. Im Gegensatz zur geringen Steigerung
einer Infiltration von CD4", CD8" T Lymphozyten und der geringen Reaktivierung der
Proliferation von CD4" T Zellen zeigte sich, dass die Zytokinproduktion, insbesondere IL-17
und IFNy, nach Absetzten der initialen TREM-1 Blockade deutlich Anstieg. Weitere

Untersuchungen waren nétig um dieses Phdnomen genauer analysieren zu kénnen.

Die Ergebnisse der initialen Inhibierung von TREM-1 sind im Kontext der klinisch-
angewandten immunsuppressiven Therapie zu betrachten. Derzeit werden im Therapie-
verlauf hauptsachlich Immunsuppressiva zur Inhibierung der Aktivitat des erworbenen
Immunsystems verwendet, die ein Langzeitiberleben der transplantierten Organe
weitgehend sicherstellt. Allerdings zeigt diese dauerhafte Medikation ein erhebliches
Nebenwirkungsspektrum inklusive toxischer Effekte auf das Transplantat (31). Die
vorliegenden Daten zeigten, dass eine Inhibierung von TREM-1 in der initialen Phase der
Alloreaktivitat die Ausprdgung einer chronischen AbstoRungsreaktion nachhaltig
unterdricken kann. Somit kénnte eine Kombination der initialen TREM-1-Inhibition mit
herkdbmmlichen Immunsuppressiva ein therapeutisches Regime zur Unterdriickung einer
chronischen Abstol3ungsreaktion in der Transplantationsmedizin darstellen und gleichzeitig

nebenwirkungsarm sein.

In weiteren Untersuchungen wurde TREM-1 auch in der akuten Abstol3ungsreaktion genauer
betrachtet. Wie histologisch nachgewiesen werden konnte, erfolgte im gewahlten akuten
Transplantationsmodell die Abstol3ung des Spenderherzens innerhalb von Tagen und auf3ert
sich in einem vaskularen Schaden des Organs, der innerhalb von einer Woche zum
Funktionsverlust des allogenen Transplantates fuhrt. Im kompletten MHC-Mismatch einer
akuten AbstoRungsreaktion nach kardialer Transplantation und Inhibition von TREM-1 konnte
kein verlangertes Uberleben der Transplantate beobachtet werden. Der Grund dafir wird in
der extrem rasch ablaufenden Immunreaktion gegen das transplantierte Organ, wie auch in
der moglicherweise fehlenden Inhibition einer MHC-I induzierten Immunreaktion durch CD8"
T Lymphozyten vermutet. Die funktionelle Relevanz von CD11b* APC im Verlauf einer akuten
AbstoRungsreaktion ist jedoch unumstritten (81, 89). Die Tatsache, dass TREM-1" Zellen
histologisch in der akuten Abstof3ungsreaktion nachgewiesen werden konnten, unterstitzte

dies und fuhrte zu Untersuchungen in einem Tiermodell mit subakutem AbstoRungsverlauf.

- 103 -



Gabriela Schiechl Diskussion

Durch eine Rekonstitution von Ragl”™ Empféangertieren konnte eine zeitlich gedehnte
AbstoRungsreaktion erreicht werden und eine Untersuchung von TREM-1" Zellen auch im
Tiermodell eines kompletten Antigen-Mismatches ermdglichen. Die kontinuierliche Inhibition
von TREM-1 flihrte in dieser Situation neben dem verlangerten Uberleben der Transplantate
auch zu einer verminderten Infiltration von TREM-1" und CD11b* Zellen. Im kompletten
Antigen-Mismatch mit bekannter, ausgepragter MHC-I Aktivierung zeigte sich die Anzahl der
CD4" Zellen wahrend der Hemmung von TREM-1 reduziert. Die Anzahl der CD8" T
Zellpopulation wies jedoch keine Veranderung auf. In der Literatur wird die malRgebliche Rolle
von CD4" und CD8" T Zellen im Verlauf einer akuten AbstoRungsreaktion unterschiedlich
diskutiert. CD4" wie auch CD8" T Zellen wurden in der akuten AbstoRBung nach
Organtransplantation nachgewiesen (10, 90). Die Annahme liegt daher nahe, dass im Verlauf
der subakuten AbstoRungsreaktion zusatzlich zu den CD4" T Zellen auch CD8" T

Lymphozyten eine wichtige Rolle spielen.

4.5, TREM-1" CD11b* APC aktivieren die Differenzierung von Effektor
T Zellen im Verlauf der chronischen AbstoRungsreaktion

Die AbstoBung des Transplantats resultiert aus einem Zusammenspiel von verschiedenen
angeborenen und erworbenen Effektormechanismen (10). Schwerpunkt dieser Doktorarbeit
bestand in der Funktionsanalyse von TREM-1* CD11b* APC im Verlauf einer chronischen
AbstoRBungsreaktion und die Konsequenz einer Blockade des TREM-1 Signalwegs. Die
Ergebnisse  dieser Untersuchung zeigten eine TREM-1-abhdngige Infiltration
inflammatorischer Zellen und deren Expression pro-inflammatorischer Zytokine nach

Organtransplantation.

Eines der produzierten Zytokine infiltrierender APC ist IL-23. Durch seine pro-
inflammatorischen Eigenschaften kann IL-23 Effektor T Zellen aktivieren, die ihrerseits IL-17
produzieren (91). IL-23 ist ein Zytokin der IL-12 Familie und wird vorrangig von APC
sezerniert (92). In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass alloreaktive CD11b*
APC IL-23 produzieren und die Differenzierung von Th17 Zellen im Verlauf einer chronischen
AbstoRungsreaktion einleiten koénnen. In Bezug auf die Alloreaktivitat bei einer
OrganabstofRung konnte durch eine Blockade von IL-23 und somit der Reduktion der Th17
Zell-Differenzierung, das Uberleben des transplantierten Organs verlangert werden (93, 94).
In der vorliegenden Untersuchung zeigte eine Inhibierung von TREM-1 neben der
verringerten Infiltration von CD11b" APC in das Allograft auch eine verminderte IL-23
Expression CD11b" Zellen. Dies deutet auf eine verminderte Differenzierung und
Stabilisierung von Th17 Zellen wahrend einer TREM-1 Inhibition hin. Alloreaktive TREM-1*
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CD11b* APC sind somit in der Lage die adaptive Immunantwort direkt zu beeinflussen und

den Verlauf einer chronischen Abstol3ungsreaktion am Herzen zu unterstitzen (s. Abb. 100).
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Abb. 100: Schematische Darstellung des moglichen Mechanismus TREM-1" CD11b" APC im Verlauf
einer chronischen AbstofRungsreaktion.

Die Verbindung von IL-17 als auslésender Faktor fir die Initierung einer AbstoBungsreaktion
war lange Zeit in der Transplantationsimmunologie umstritten. So wurde angenommen, dass
IFNy den entscheidenden Parameter flr die entzlindliche Schadigung des transplantierten
Organs im Verlauf einer AbstoBungsreaktion darstellt. Umso Uberraschender war es, wie zu
Beginn des neuen Jahrtausends die Wichtigkeit von IL-17 in der Transplantatabstof3ung
bekannt wurde. Untersuchungen zeigten, dass eine Defizienz in IFNy oder T-bet fir das
Uberleben der Transplantate nach Herztransplantation nicht ausreichend war (23, 95). In der
vorliegenden Untersuchung konnten IL-17, wie auch IFNy als pro-inflammatorische
Mediatoren im Verlauf der chronischen AbstofRungsreaktion am Herzen definiert werden. Eine
mogliche Erklarung fur eine chronische AbstoRungsreaktion wére eine kombinierte
Immunantwort gegen das Spenderorgan durch Thl und Th17 Zellen. Die Konsequenz einer
kontinuierlichen Blockade von TREM-1 zeigte sich nicht nur in einer verminderten Expression

von IL-17, sondern auch von IFNy und somit in einem verlangerten Transplantattiberleben.

Einen weiteren Hinweis der Alloreaktivitit von TREM-1" CD11b* APC fand sich in der
Regulation des Zellzyklus und im Proliferationsverhalten von CD4" T Zellen. Eine Mdglichkeit
fir eine gesteigerte Alloreaktivitdt gegen das transplantierte Organ ist eine erhdhte T Zell-
Antwort. Im Verlauf einer adaptiven Immunantwort steigern T Lymphozyten ihr
Proliferationsverhalten (96). Eine Verringerung des alloreaktiven Pools an T Zellen mit Hilfe
von Immunsuppressiva ist jedoch mit Risiken und Nebenwirkungen fir den Patienten
verbunden (31, 97). Eine Alternative ware die Kombination von Immunsuppressiva mit einer
Blockade der TREM-1" APC um eine konsekutive Aktivierung der adaptiven Immunantwort
gegen das Spenderorgan zu minimieren. Die bisherigen Untersuchungen im Rahmen dieser

Doktorarbeit zeigten einen direkten Zusammenhang von TREM-1" APC mit CD4" T Zellen,
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die sich neben einer vermehrten T Zell-Infiltration und Expression von IL-17 und IFNy auch in

einer gesteigerten Proliferation aul3erte.

4.6. Regulierung des fibrotischen Organumbaus in der chronischen
AbstoRungsreaktion durch TREM-1

Die Organfibrose entspricht einer vermehrten, pathologischen Kollagenablagerung im
Gewebe mit nachfolgendem Funktionsverlusts des Organs und entsteht sehr haufig im
Verlauf einer chronischen AbstoBungsreaktion (98). Die Induktion des pro-fibrotischen
Programms kann durch alloantigen-abhangigen (zellulare und humorale Immunaktivitat) und
alloantigen-unabhangige (Beschaffenheit des Transplantats, Reperfusionsschdden und
Infektionen) Faktoren ausgelost werden (10, 99). Im Endeffekt fihren jedoch beide
auslosende Faktoren zu einem beschleunigten Funktionsverlust des transplantierten
Spenderorgans. Das gewahlte Transplantationsmodell der chronischen AbstoRungsreaktion
unterliegt einem Antigen-Mismatch, der sich im I-A Komplex des MHC-II Komplexes aul3ert
und im Laufe von ca. 4 Wochen zu einer progredienten chronischen AbstoRungsreaktion und
der Ausbildung einer Transplantatfibrose fuhrt (23, 81). Die auftretenden Schadigungen am
Gewebe des transplantierten Organs werden hauptsachlich durch Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren vermittelt (21). TGFB,; ist sowohl an der Regulation physiologischer
Fibrosierungsprozesse, insbesondere an Wundheilung und Gewebereparatur, als auch an
pathologischer Fibrosierung beteiligt (29, 100-103). TGFpB;-induzierte Effekte bedingen die
Kollagenablagerung im Gewebe mit konsekutiver Organfibrose (104). Zur Untersuchung der
Organfibrose konnte in Tiermodellen dargelegt werden, dass die spezifische Inhibition TGF[3;
eine fibrotische Gewebeschadigung verhindert (100). Eine vermehrte Expression von TGF[3;
bedingt die Aktivierung kardialer Fibroblasten, die Uber eine gesteigerte Produktion von
Kollagen konsekutiv eine Fibrogenese auslosen (29, 103). Zusatzlich induziert TGFB; die
Expression weiterer Faktoren, wie den ,Connective Tissue Growth Factor®, der durch seine
Aktivierung eine Kollagenablagerung im Spenderorgan bedingen kann (103). Die erhghte
Expression und Aktivierung von TGFB; im Verlauf einer chronischen Abstof3ungsreaktion ist
eine Folge der Thl und Th1l7 abhangigen Immunantwort. Insbesondere IL-17 ist an der
Modulation der Entziindungsreaktion im Gewebe durch Aktivierung pro-inflammatorischer
Zytokine und an der Initiierung der Fibrose beteiligt (28, 29, 105). Studien zeigten, dass IL-17
bei der Fibrogenese in verschiedenen Krankheitsbildern eine Rolle spielt (103, 105-107). Im
Bezug auf Fibrose konnte gezeigt werden, dass IL-17 die Expression von Kollagen in
kardialen Fibroblasten selbst beeinflusst und somit direkt auf die Fibrogenese im Verlauf
einer chronischen AbstoRungsreaktion wirken kann (28, 29). In der vorliegenden Doktorarbeit
wurde nachgewiesen, dass eine spezifische Blockade von TREM-1" APC Zellen eine Fibrose

im allogenen Transplantat unterbindet. Neben einer Reduktion von IL-17 zeigte sich auch
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eine verminderte Kollagenablagerung im Allograft. Zusammenfassend konnte die
Initialisierung des fibrotischen Programms Uber pro-inflammatorische Zytokine, insbesondere
IL-17 erfolgen und zu einer myokardialen Schadigung und Kollagenablagerung wahrend einer
chronischen AbstoBungsreaktion fihren (s. Abb. 101).

TREM-1" APC Organfibrose

hes
—_— m —_———

Abb. 101: Schematische Darstellung zu der Funktion von TREM-1 in der Ausbildung einer
Organfibrose.

pro-
ammtorisch
ilieu (T

. —— >

Neben dem Einfluss von IL-17 auf die Transplantatfibrose, stellt IL-6 ebenfalls einen
wichtigen Faktor in der Fibrogenese dar. Eine Inhibierung von IL-6 im Verlauf einer
chronischen AbstoRungsreaktion am Herzen zeigte eine reduzierte Organfibrose und eine
Verlangerung des Transplantatiiberlebens (108-110). Eine Blockade von TREM-1 im
verwendeten Transplantationsmodell auf3erte sich neben einer verminderten Th17 Antwort
auch in einer reduzierten IL-6 Produktion von CD11b" APC in vivo. Ein weiterer
Diskussionspunkt fiir eine reduzierte Fibrogenese nach Inhibition von TREM-1 ware der
direkte Einfluss von IL-6 auf Th17 Zellen.

Neben den zuvor diskutierten pro-fibrotischen Phdnomenen von IL-17 kdnnte auch eine
Expression von IL-6 durch TREM-1" CD11b" APC einen fibrotischen Organumbau
unterstiitzen und das Uberleben der Transplantate im Verlauf einer chronischen AbstoRungs-

reaktion negativ beeinflussen.
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s Ganze ist mehr als die Obumme seiner Ceile

(Aristoteles)

S. ZUSAMMENFASSUNG

In der modernen Medizin dient die Herztransplantation als ,Goldstandard” fur die Behandlung
der terminalen Herzinsuffizienz. Jedoch ist eine der schwerwiegenden Komplikationen nach
solider Organtransplantation die AbstoBung des Spenderorgans. Eine chronische
AbstoRRungsreaktion manifestiert sich erst nach Jahren und fihrt im Langezeitverlauf zu einer
erhdhten Kollagenablagerung im Transplantat mit der Konsequenz eines fibrotischen
Organumbaus und einem fortschreitenden Funktionsverlust. Eine Inhibition des erworbenen
Immunsystems kann zwar durch verschiedene Immunsuppressiva erreicht werden, ist aber
nebenwirkungsreich. Daher ist das Ziel neuer Studien, unter Bertcksichtigung der
Mechanismen der TransplantatabstoBung, optimierte Strategien fir eine gezielte
Immunsuppression zu entwickeln. In diesem Zusammenhang mehren sich die Hinweise,
dass APC, Zellen des angeborenen Immunsystems, einen wichtigen Ansatzpunkt zur

Sicherung der Transplantatfunktion darstellen.

Um die Wichtigkeit des angeborenen Immunsystems im Verlauf der chronischen
AbstoRungsreaktion zu erlautern, wurden Experimente mit Myd88” Mausen durchgefiihrt.
Dies spiegelte die Idee wieder, dass durch eine Modulation des angeborenen Immunsystems
das Ausmal’ einer Entziindungsreaktion verringert werden kann. Durch eine Myd88 Defizienz
konnte ein langeres Uberleben der Transplantate gezeigt werden. Da aber Myd88 in vielen
funktionell immunologischen und homdostatischen Prozessen eine wichtige Rolle spielt, ist es
fur eine therapeutische Grundlage in der humanen Transplantationsmedizin weitgehend

ungeeignet (71).

Eine Alternative fur die Blockade der angeborenen Immunantwort findet sich in TREM-1
wieder. TREM-1 ist ein Ko-Rezeptor der PRR, der auf Monozyten / Makrophagen und
Neutrophilen exprimiert wird, die Aktivitat der PRR verstarkt und pro-inflammatorisch wirkt. In
der Humanmedizin wurde TREM-1 eine wichtige Funktion in einer Reihe von
Entziindungsreaktionen zugeordnet (72). Hinsichtlich chronischer Absto3ungsreaktionen gibt

es jedoch noch keine Untersuchungen. Ergebnisse dieser Doktorarbeit zeigten erstmals eine
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Infiltration von TREM-1" Zellen in humane Allotransplantate im Rahmen einer chronischen

AbstoRungsreaktion.

Um die Funktionalitdst von TREM-1 genauer analysieren zu konnen, wurde ein murines
Transplantationsmodell gewahlt. Infiltrierende TREM-1* Zellen im Verlauf einer chronischen
AbstoRungsreaktion wiesen eine Positivitat fur CD11b, F4/80 und MHC-II auf und wurden als
APC definiert. Eine kontinuierliche Inhibierung von TREM-1 Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum verringerte das Ausmafd der chronischen AbstoRungsreaktion und
zeigte ein verlangertes Uberleben der transplantierten Herzen. Neben einer reduzierten
Infiltration IL-6 und IL-23-produzierender APC, war auch eine verminderte Anzahl
alloreaktiver CD4" und CD8" T Zellen im allogenen Transplantat zu beobachten. Daher lag
der Schluss nahe, dass eine Induktion von T Zellen in der chronischen AbstoRungsreaktion
die Folge einer Interaktion mit infiltrierenden TREM-1" CD11b" APC sein koénnte. Eine
genauere Analyse konnte tatsachlich zeigen, dass das Proliferationsmuster sowie die
Expression der Zytokine IL-17 und IFNy von CD4" T Lymphozyten von TREM-1* APC
abhangig ist. Der positive Effekt einer Inhibition von TREM-1 auf die Transplantatfunktion in
einer chronischen Absto3ung, basierend auf einer verminderten Differenzierung von Th1 und
Th1l7 Zellen, fuhrte zu der Hypothese, dass eine initiale Inhibierung des angeborenen
Immunsystems ausreichend sein kénnte um ein langfristiges Uberleben der Transplantate zu
gewahrleisten. Experimente in der vorliegenden Doktorarbeit konnten tatséchlich bestatigen,
dass sich bei Hemmung von TREM-1 in der initialen Phase der angeborenen Immunantwort

das Langzeitiiberleben der Herztransplantate deutlich verlangerte.

Die Untersuchungen zur Fibrogenese nach Organtransplantation zeigten eine pathologische
Kollagenablagerung im Gewebe mit nachfolgendem Funktionsverlust des Transplantats im
Verlauf der chronischen AbstoRungsreaktion. IL-17 spielt in der Initialisierung des pro-
fibrotischen Programms eine besondere Rolle. Interessant war, dass eine Blockade von
TREM-1 sich neben einer verminderten Expression von IL-17 und IFNy auch in einer

reduzierten Fibrogenese manifestierte.

Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse dafir, dass der Ko-Rezeptor TREM-1 auf
CD11b" APC im AbstoRungsprozess immunregulatorisch auf die adaptive Immunantwort und
die Fibrogenese, wie auch auf das Uberleben der Transplantate wirkt. Diese Ergebnisse sind
insbesondere von Klinischer Relevanz, da TREM-1 bisher in Therapiestrategien des
angeborenen Immunsystems zur Verlangerung des Transplantatiiberlebens noch

unzureichend untersucht wurde.
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»Nuclear Factor 'Kappa-Light-Chain-Enhancer' of Activated B-cells”
,Nuclear Factor of Activated T cells”
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,Natural killer“-Zelle

.Natural killer protein®
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SSC
SsRNA
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TRAF6
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,Pathogen Associated Molecular Patterns
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Zellkulturmedium, dass am ,Roswell Park Memorial Institute” entwickelt wurde.
Raumtemperatur

Siehe

Natriumdodecylsulfat (,Sodium Dodecyl Sulfate)
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~Standard Error of the Mean”

“Short interference RNA”

~Side Light Scatter”

Einzelstrang-RNA (,Single Stranded RNA®)

,Soluable TREM*
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»Transforming Growth Factor B-activated Kinase 1

»1ransporter associated with Antigen Processing”

Tris-gepufferte Salzldsung (, Tris Buffered Saline*)

T Zell Rezeptor (, T Cell Receptor”)

»1ransforming Growth Factor *
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Toll-like/IL-1 Rezeptor Doméane)

Toll-like Rezeptoren

TREM-like Transkript
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Tumornekrorsefaktor

»TNF receptor associated factor 6”

»Triggering Receptor expressed on Myeloid Cells*

»TIR Domain-Containing Adapter Protein Inducing IFNf”
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Unter anderem
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