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Zusammenfassung

Zur Analyse der humoralen und zellularen Mechanismen bei der AbstoBung eines
Xenotransplantats wurde das diskordante Kleintiermodel Meerschweinchen (MS)/Ratte gewahlt,
das der klinisch relevanten Spezieskombination Schwein/Mensch am nachsten kommt.

Die orthotope Lebertransplantation (OLTX) von MS auf Ratte konnte durch Optimierung der
mikrochirurgischen Operationstechnik in Anpassung an die anatomischen Unterschiede
zwischen den beiden Spezies in Kombination mit Komplementinhibition durch Cobra Venom
Faktor (CVF) und Applikation des Vasodilators Epoprostenol erfolgreich etabliert werden. Da
die Leber der Hauptsyntheseort der Komplementfaktoren ist, kann mit Antikdrpern das
Entstehen eines Hybrid-Komplementsystems nach Xenontransplantation und in der Folge auch
die Auswirkungen der Aktivierung dieses Systems analysiert werden. Daher wurden
rekombinante Antikérper gegen die MS Komplementproteine C5 und C5a hinsichtlich ihrer
diagnostischen und therapeutischen Eignung tberprift. Neben Detektion von C5-Ablagerungen
im Gewebe sowie Inhibition der Komplementkaskade konnte mit diesen Antikérpern ein Test
zur Konzentrationsbestimmung von C5 entwickelt werden. Somit wurde ein wichtiges
Instrumentarium zur Uberpriifung der Stoffwechselleistung und der Kompatibilitat der von der
Leber synthetisierten Komplementfaktoren nach OLTX geschaffen.

Da sich die OLTX als chirurgisch sehr anspruchsvoll erwies, wurden die weiteren Untersu-
chungen der AbstoBungsmechanismen sowie der Einsatz von verschiedenen Behandlungs-
schemata zu deren Uberwindung im gleichen Tiermodell nach heterotoper Herztransplantation
(HHTX) durchgefihrt. Neben Komplement spielen auch xenoreaktive natlrliche Antikérper
(XNA) eine wichtige Rolle. Zur Bestimmung der XNA in Rattenserum wurde ein ELISA gegen
MS Membranproteine etabliert, wobei die eingesetzte MS Zelllinie im Vergleich zu
verschiedenen primaren MS Zellen als Antigenquelle Vorteile aufwies. Der ELISA wurde im
folgenden zur Analyse der Effektivitat der eingesetzten immunsuppressiven Regime eingesetzt.
In Anlehnung an ein im konkordanten System bereits erfolgreich zur Induktion von Toleranz
eingesetztes Regime wurden die Empfanger mit einer Kombination aus Komplementinhibiton,
B- und T-Zellsuppression, transienter Depletion der Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) und
intraportaler Gabe von Donor-Antigen behandelt. Dadurch konnte das Transplantatiiberleben im
Vergleich zu dekomplementierten Lewis Ratten im Mittel von 17,5 auf 78 Stunden bzw. in
Komplement-defizienten PVG/C6- Ratten von 14 auf 103 Stunden verlangert werden. In der
Immunhistologie zeigten die Transplantate der so behandelten Tiere praktisch keine Infiltration
mit NK-Zellen, obwonhl diese in der Zirkulation mittels FACS-Analyse nachgewiesen wurden. Im
Chromfreisetzungstest zeigten die regenerierten NK-Zellen gegentber Lymphoblasten vom MS
eine geringere Zytotoxizitat im Vergleich zu Maus Lymphoblasten. Diese Daten sprechen fir die
Induktion einer NK-Zell-Toleranz gegeniber MS Gewebe aufgrund des eingesetzten Regimes.

Schllisselworte: diskordante Xenotransplantation; Meerschweinchen/Ratte Modell;

Xenoreaktive natirliche Antikérper; Natirliche Killerzellen



3 Abstract

To study the humoral and cellular mechanisms during graft rejection after xenotransplantation
the discordant animal model guinea pig (gp) to rat was investigated.

For orthotopic liver transplantation the microsurgical technique was adapted to overcome the
anatomical differences between the species. In combination with decomplementation using
cobra venom factor and with the vasodilator epoprostenol the liver transplantation from gp to rat
was succesfully established and appears useful to study further questions concerning
immunological and functional compatibilities. As the liver is the main source of complement,
antibodies would be useful to analyse the development of a hybrid complement system after
xenotransplantation and the consequences of the activation this xenogeneic system. Therefore
recombinant antibodies against gp C5 and C5a were analysed for diagnostic and therapeutic
applications. Beside detection of deposits of C5 in tissue and inhibition of the complement
system the antibodies proved useful to determine C5 concentration in serum.

To study the mechanisms during graft rejection as well as possible regimens to overcome the
rejection, heterotopic heart transplantation in the gp to rat modell was performed. In addition to
complement the role of xenoreactive natural antibodies (XNA) was investigated. To determine
XNA, an ELISA against gp membrane proteins was established. Compared with primary gp
cells the gp cell line JH4 appeared as an useful antigen source. This ELISA was further used to
study the power of different immunosuppressive regimens. After treatment of the recipients with
a combination of complement inhibtion, B- and T-cell suppression, transient depletion of the
natural killer cells (NK cells) and intraportal infusion with donor antigen the survival of the
transplanted gp heart was prolonged from 17,5 to 78 hours in Lewis rats and from 14 to 103
hours in complement deficient PVG/C6- rats. Immunohistochemical staining revealed almost no
infiltrating NK cells. On the other hand circulating NK cells had regenerated as was shown by
FACScan analysis. The regenerated NK cells were tested in a chrome release assay and
showed a lower cytotoxicity against gp lymphoblasts compared to lymphoblasts of murine
origin. These data strongly suggest the induction of a gp-specific NK cell tolerance in this
discordant model for xenotransplantation.

Key words:  discordant xenotransplantation; guinea pig to rat;
xenoreactive natural antibodies; natural killer cells.
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1 Einleitung

1.1 Xenotransplantation

Der Ersatz eines nicht mehr ausreichend funktionsfahigen Organs durch Ubertragung zwischen
genetisch differenten Individuen der gleichen Spezies (Allotransplantation) hat innerhalb der
letzten 30 Jahre rasche Fortschritte gemacht und gehdért heute in erheblichem Umfang bereits
zur Standardtherapie. Allerdings herrscht weltweit ein Mangel an Organen, der es nicht mehr
erlaubt, jeden Patienten mit einem Transplantat zu versorgen. So stehen in den USA und
GroBbritannien etwa 3mal so viele Patienten auf der Warteliste als Transplantationen aufgrund
fehlender Spenderorgane durchgefiihrt werden kénnen (United Network for Organ Sharing;
United Kingdom Transplant Support Services Association, 1998). Eine mogliche Ldsung fir
dieses Problem ist die Organtransplantation zwischen verschiedenen Spezies, die Xenontrans-
plantation (Fur eine Zusammenfassung s. Auchincloss und Sachs, 1998; Saadi und Platt, 1998;
White und Nicholson, 1999; Soin et al., 2000).

Aufgrund von &hnlichen physiologischen und morphologischen Charakteristika wéren die gro-
Ben Primaten, wie z. B. Schimpanse, geeignete Organspender fir den Menschen. Dagegen
sprechen allerdings die zunehmende Geféhrdung dieser Tierarten und ihre langsame Repro-
duktionsrate. Deshalb wurde nach Alternativen gesucht (Balner, 1974). Als potentieller Spender
fur den Menschen wird aus ethischen und tierschutzrechtlichen Grinden das Schwein favori-
siert. Die Schweinehaltung und -schlachtung fir den menschlichen Verzehr findet in vielen Kul-
turen Akzeptanz (Caplan, 1992). Die Schweineaufzucht in Gefangenheit ist erprobt und die
hohe Reproduktionsrate - Schweine kénnen nach Erreichen der sexuellen Reife im Alter von 6
Monaten alle 3 bis 4 Wochen bis zu 20 Ferkel werfen (Niekrasz et al., 1992) - kann eine ausrei-
chende Versorgung mit Organen gewdhrleisten, falls die diskordante Transplantation eine rea-
listische klinische Therapie wirde. Ein weiterer Vorteil ist die Moglichkeit der genetischen Ver-
anderung von Schweinen mit Technologien, die aus praktischen Grinden nicht an Primaten
eingesetzt werden kdnnen.

Im folgenden soll auf die Transplantation priméar vaskularisierter Organe eingegangen werden,
d.h. die artfremden Organe, wie Herz, Niere, Leber oder Lunge missen bei der Transplantation
direkt an die BlutgeféaBe des Empféngers angeschlossen werden, um ihre Funktion aufnehmen
zu kénnen. Im Gegensatz dazu stehen sekundar vaskularisierte Xenotransplantate, wie art-
fremde Inselzellen oder Haut, die erst im Laufe der Zeit Anschluss an die Blutbahn des Emp-

fangers finden und dementsprechend andere biologische Reaktionen hervorrufen.
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Je nach genetischem Unterschied zwischen Spender und Empféanger kommt es aufgrund im-
munologischer Differenzen zu verschiedenen AbstoBungsreaktionen von vaskularisierten Or-
ganen. So kommt es nach Transplantation zwischen phylogenetisch weit entfernten Spezies zu
einer sehr schnell erfolgenden, hyperakuten AbstoBungsreaktion (HAR: HyperAcute Rejection)
mit sofortiger Organzerstérung innerhalb weniger Minuten oder Stunden, ohne dass das Organ
seine Funktion aufnehmen konnte (Abb. 1). Nach Calne (1970) wird eine solche Situation, die
in der Kombination Schwein/Primat vorliegt, als diskordant bezeichnet. Im Gegensatz dazu wird
ein konkordantes Transplantat, wie z. B. in der Kombination Primat/Mensch weniger schnell,
ahnlich wie ein Allotransplantat im Rahmen der sogenannten akuten vaskularen (AVR: Acute
Vascluar Rejection) oder verzégerten AbstoBung (DXR: Delayed Xenograft Rejection) abge-
stoBen. Um die Mechanismen der AbstoBungsreaktionen in der diskordanten Spezieskombina-
tion Schwein/Primat zu untersuchen, wird haufig das ebenfalls diskordante Tiermodell Meer-
schweinchen (MS)/Ratte eingesetzt (Jamieson, 1974; Candinas et al., 1996b; Hancock et al.,
1997; Miki et al., 1998).

o
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@ bis Stunden
<
L
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Abb. 1. Phasen der AbstoBung eines diskordanten Xenotransplantates mit den beteiligten Mediatoren.
Nach Uberwindung der hyperakuten AbstoBung (HAR) unterliegt das Transplantat meist einer verzégerten
AbstoBung (DXR). Wird auch diese Uberwunden, kommt die T-Zell-abhédngige AbstoBung zum Tragen.

XNA: xenoreaktive natlrliche Antikérper.
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1.1.1 Hyperakute AbstoBungsreaktion (HAR)

Die Xenontransplantation in der diskordanten Situation fuhrt zur hyperakuten Absto3ung des
Transplantats, das interstitielle Blutungen, Odeme, Thromben aus Blutplattchen und starke
Schéadigung der Endothelzellen aufweist (Mollnes und Fiane, 1999). Diese Veranderungen er-
scheinen fast sofort nach Reperfusion des Organs mit Blut des Empféngers und fihren zum
schnellen Verlust der Organfunktion. Die fulminante AbstoBungsreaktion wird durch die vor-
handene Existenz einer humoralen Immunitat des Empfangers gegen den Spender verursacht.
Als beteiligte Komponenten wurden das Komplementsystem, naturliche xenoreaktive Antikbrper

und die Aktivierung von Endothelzellen identifiziert.

1.1.1.1 Das Komplementsystem in der HAR

Das Komplementsystem ist ein multifaktorielles, in seinen zentralen Anteilen enzymatisches
Kaskadensystem, bestehend aus tber 30 Aktivator- und Regulatorproteinen in Serum und Ge-
webe (Bitter-Suermann und Koéhl, 1997, Abb. 2). Es ist ein konstanter Teil des Immunsytems
und ubernimmt Abwehrleistungen im Sinne einer unspezifischen humoralen Immunabwehr in
der Praimmunphase einer Infektion durch die Zerstérung von Zellen durch Bildung eines lyti-
schen Membranangriff-Komplexes (MAC: Membrane Attack Complex). Eine weitere wichtige
Funktion des Komplementsystems besteht in der Clearance von Antigen-Antikdrperkomplexen
durch Opsonierung mit folgender Phagozytose. Zudem ist das Komplementsystem ein Binde-
glied zwischen humoraler und zellularer Immunantwort, da aktivierte Spaltprodukte, sog. A-
naphylatoxine, Signalfunktionen fur Zellen des Immunsystems besitzen.

Die Aktivierung des Komplementsystems kann Uber 3 unterschiedliche Wege erfolgen. Beim
klassischen Weg, bei dem Uber die Komplementfaktoren C1, C4 und C2 letztendlich C3 akti-
viert wird, erfolgt die Aktivierung im wesentlichen durch Antigen-gebundene Immunglobuline
(Fc-Teile von 1gG und IgM), aber auch durch Zellwandproteine (z.B. Protein A von Staphylo-
coccus aureus), Lipid A der Lipopolysaccharide (LPS) gramnegativer Bakterien, durch das bei
entzindlichen Reaktionen im Serum ansteigende C-reaktive Protein (CRP) und durch Retrovi-
ren. Die Auslésung des alternativen Weges, der Uber die Faktoren C3, Faktor B, Faktor D und
Properidin wie der klassische Weg zur Aktivierung von C3 fuhrt, erfolgt durch Oberflachenstruk-
turen von Bakterien, z.B. Membranpolysaccharide grampositiver Bakterien oder dem Polysac-
charid-Anteil des LPS gramnegativer Bakterien, und durch Viren. Der dritte Weg der Komple-
mentaktivierung, der Mannose-bindende-Lektin Weg (MBL), wurde erst kirzlich bekannt. Hier-
bei verlauft die Aktivierung nach Bindung an Zuckerstrukturen auf der Zelloberflache analog
zum klassischen Weg, mit dem Unterschied, dass C1 durch einen Komplex aus MBL-MASP1-
MASP2 (MASP: Mannan Binding Lectin Associated Serin Protease) ersetzt ist. Alle drei Aktivie-

rungswege minden in einen gemeinsamen terminalen Weg, der von den Komponenten C5,
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C6, C7, C8 und C9 gebildet wird. Am Ende der Komplementkaskade steht die Bildung eines
C5b-C9 Membran-Angriffkomplexes (MAC). Die Bildung des MAC wird durch Assoziation der
Komplementproteine C5b, C6, C7 und C8 (C5b-C8) initiiert. Lagert sich der C5b-C8 Komplex
an Membranen an, wird er zum Kondensationszentrum far hydrophile C9 Molekule, von denen
sich 6 bis 12 Stiick zu einem Hohlzylinder vereinigen und den eigentlichen MAC C5b-9 bilden.
Dieser Komplex durchdringt die Zellmembran und zerstdrt somit die selektive Permeabilitat und
leitet die Lyse der Zelle ein. Aber auch die Ablagerung des C5b-C8 Komplexes alleine fihrt
Uber eine Aktivierung der Makrophagen zur Zerstérung der Zelle.

Wahrend der Komplementkaskade werden die Anaphylatoxine C3a und C5a durch proteolyti-
sche Spaltung am N-Terminus der o-Kette ihrer Muttermolekile C3 und C5 sowie dessen C-
terminales Abbauprodukt C5agesarg gebildet. Die Anaphylatoxine sind potente Entziindungsme-
diatoren, da sie neben spasmogenen, vasopermeabilitatssteigernden, chemotaktischen und
aggregierenden Eigenschaften nach Bindung an entsprechende Rezeptoren auch die Freiset-
zung vasoaktiver Peptide, z.B. Histamin und Serotonin aus Mastzellen und basophilen Leuko-
zyten, sowie die Freisetzung von lysosomalen Enzymen, toxischen Sauerstoffmetaboliten und
von Arachidonsaurederivaten (Prostaglandine, Thromboxane, Leukotriene) aus Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen verursachen (Ember et al., 1998).

Das Komplementsystem spielt auch wahrend der HAR bei der Xenontransplantation eine es-
sentielle Rolle (fur eine Zusammenfassung s. Saadi und Platt, 1999). So kommt es nach A-
nastomose eines diskordanten Xenotransplantats zu einer steilen Abnahme des Serumspiegels
an Komplementkomponenten (Gewurz et al., 1967; Busch et al., 1975) und gleichzeitig zur Ak-
kumulation im Transplantat (Platt et al., 1991).

Im Modell Schwein/Primat wird die Aktivierung des Komplements Uber den klassischen Weg
durch Bindung xenoreaktiver Antikérper an die Oberflaiche des fremden Organs verursacht
(vgl.1.1.1.2). In anderen Tiermodellen, wie bei der Spezieskombination MS/Ratte, kommt es
neben der Aktivierung des klassischen Weges hauptséchlich zu einer Aktivierung Uber den
alternativen Weg. So zeigten Miyagawa et al. (1988), dass wahrend der HAR eines MS Her-
zens nach Xenontransplantation in Ratten eine signifikante Reduktion der hdmolytischen Kom-
plementkomponenten im Rattenserum auftrat, ohne dass es zu einem Verbrauch der Faktoren
C2 und C4 kam. Miyagawa entdeckte aber auch keine anti-MS Antikérper in Gegensatz zu an-
deren Arbeiten (Leventhal et al., 1992b). Die Aktivierung des Komplementsystems Uber den
alternativen Weg fuhrt zu einer fulminanten AbstoBung innerhalb weniger Minuten aufgrund der
schnellen und vor allem uniformen Aktivierung an der Fremdoberflache, unabhéngig von der

Kinetik einer Antikdrper-Antigen-Interaktion.
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Komplementkaskade.
Quelle: Sahu und Lambris, 2000.
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1.1.1.2 Xenoreaktive natiirliche Antikérper (XNA) bei der HAR

Eine weitere wichtige Komponente wéhrend der HAR bei Xenontransplantation im diskordanten
Tiermodell ist das Vorhandensein praformierter, gegen Zelloberflachen des Spenders gerichte-
ter Antikérper im Empfénger (XNA: Xenoreactive Natural Antibodies). Alle Saugetiere besitzen
naturliche Antikérper, die ohne bekannte Sensibilisierung synthetisiert werden (Boyden, 1964;

Hammer, 1989), darunter auch solche, die an die Oberflache von Zellen véllig unverwandter
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Spezies ohne vorherige Immunisierung binden (Platt et al., 1990a; White, 1999).
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Der Einfluss der XNA bei der Immunpathogenese der HAR wurde durch folgende Beobachtun-
gen bestatigt: 1. XNA lagern sich schnell in einem Xenotransplantat ab (Giles et al., 1970; Platt
et al.,, 1991). 2. Eine Depletion der XNA verhindert die HAR eines nachfolgend xenotransplan-
tierten Organs (Perper und Najarian, 1966; Rose et al., 1991). 3. In einigen Spezieskombinati-
onen tritt keine HAR auf, wenn ein neugeborener Empféanger verwendet wird, der noch keine
XNA besitzt (Kaplon et al., 1995). Und 4. Die HAR kann durch die Gabe von XNA in den Xe-
notransplantat-Empfénger induziert werden (Perper und Najarian, 1967).

Bei der Kombination Schwein/Primat spielen die XNA eine Schlusselrolle durch Aktivierung der
klassischen Komplementkaskade bei der HAR wéahrend der Xenotransplantation. Das Haupte-
pitop humaner praformierter XNAs auf Schweineorganen ist das Zuckerepitop Galaktosyl o1-3
Galaktose (Galo1-3Gal) (Galili et al., 1984; Galili, 1993, Oriol et al., 1993; Collins et al., 1995).
Die Synthese dieses Zuckerepitops wird durch das Enzym o1,3-Galaktosyltransferase kataly-
siert, das in den Zellen aller niedrigeren Séugetiere und der Neuen Welt Affen vorhanden ist.
Menschen, Menschenaffen und Alte Welt Affen hingegen exprimieren dieses Enzym nicht und
besitzen damit auch keine entsprechenden Zuckerepitope (Galili et al., 1988). Es wird ange-
nommen, dass zirkulierende XNA eine humorale Abwehr gegen Bakterien der Darmflora bilden,
welche ebenfalls Gala1-3Gal Epitope besitzen und so einen initialen Abwehrmechanismus ge-
gen invasive Mikroorganismen bilden (Casali und Notkins, 1989).

In der Spezieskombinanation Schwein/Primat binden diese XNA der Primaten an die Endothel-
zellen des Transplantats und aktivieren zum einen Komplement tber den klassischen Weg,
zum anderen fihren sie zu einer direkten Aktivierung der Endothelzellen.

Im Gegensatz zur Kombination Schwein/Primat spielen die XNA bei der HAR in dem Kleintier-
modell Meerschweinchen (MS)/Ratte wohl nicht die gleiche zentrale Rolle, da die Entfernung
der XNA alleine eine HAR nicht verhindern kann (Leventhal et al., 1992a; Miyagawa et al.,
1988). Allerdings ist bekannt, dass Ratten anti-MS Antikérper besitzen, die auch im ELISA ge-
gen Membranextrakte aus MS Thrombozyten oder gegen kultivierte MS Endothelzellen nach-
gewiesen werden kdnnen (Platt et al., 1990a; Leventhal et al., 1992b).

Bei der HAR im MS/Ratte Modell scheinen die XNA vom IgM-Isotyp wie bei der Kombination
Schwein/Primat eine gréBere Rolle zu spielen, da sie als Ablagerungen im abgestoBenen
Transplantat gefunden werden und nach Depletion mit einem anti-u Antikérper ein verlangertes
Transplantatiberleben erzielt wird (Soares et al., 1994). Welche Zielepitope von den XNA der
Ratten an MS Zelloberflachen erkannt wird, ist im Gegensatz zur Situation Schwein/Primat
noch nicht eindeutig geklart. Calmus et al. (1993) berichteten, dass anti-MS IgM und 1gG Anti-
korper der Ratte mehrere Proteine unterschiedlicher MolekulargréBe aus Homogenaten von
MS Lunge, Niere, Leber oder Herz erkannten. Scherrer et al. (1994) schlossen aus, dass es

sich im Gegensatz zu den Ergebnissen bei Schwein/Primat bei den von Ratten anti-MS Anti-
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kérpern mehrheitlich erkannten Epitopen um N-glykosidische Kohlenhydratgruppen auf
Membranglykoproteinen handelt. Zwei Jahre spéater wurde das Forssman Antigen als eines der

Hauptziele der Ratten anti-MS Antikdrper postuliert (Cairns et al., 1996).

1.1.1.2.1 XNA-produzierende B-Zellen

Die B-Zellen, die XNA produzieren, haben eine Anzahl einzigartiger Eigenschaften (Avrameas
und Ternynck, 1993). Sie gehdren wahrscheinlich zu den B1 B-Zellen im Gegensatz zu den
herkdbmmlichen B2 B-Zellen, die fir die erworbene Antikdrperantwort verantwortlich sind (Her-
zenberg et al., 1992). Die B1 B-Zellen, die das Antigen LY-1 expremieren, werden noch einmal
unterteilt in die Bla (CD5+) und B1b (CD5-) Zellen (Kantor und Herzenberg, 1993). Die B1 B-
Zellen zeigen eine Polyspezifitait gegen gewdhnliche bakterielle Polysaccharide, neigen zur
Bindung an repetetive Autoantigene, wie z.B. doppelstrdngige DNA, und halten sich lange Zeit
durch Selbstreplikation im peripheren Gewebe, vor allem im Peritoneum und Pleuralhdhle. Im
Vergleich zu den konventionellen B2 B-Zellen sind die VDJ-Verknipfungen weniger vielfaltig.
Ob die B1 und B2 Zellen zwei unterschiedliche Zelllinien darstellen oder aufgrund unterschiedli-
cher Differenzierungswege entstanden sind, ist noch ungeklart (Haughton et al., 1993). Den
CD5+ Zellen wird die Immunantwort gegen Thymus-unabhéngige (TI: thymus independant)
Antigene zugesprochen, d.h. die Stimulation der B-Zellen erfolgt ohne Hilfe der T-Zellen (Ka-
saian et al.,| 1992). Zu diesen Antigenen zéhlen auch solche mit repetetiven Epitopen, wie z.B.
Polysaccharide (Teutsch et al., 1995), die von einigen XNAs erkannt werden (Sandrin und Mc-
Kenzie, 1994). Schettino et al (1997) konnten nachweisen, dass die Produktion von polyreakti-

ven IgM Antikérpern im Menschen hauptséchlich durch die CD5+ B1 B-Zellen verursacht wird.

1.1.1.3 Aktivierung der Endothelzellen

Nicht-aktivierte, sog. ,ruhende“ Endothelzellen der Blutgefdf3e halten die Barriere zwischen
dem intravaskuldren Raum und dem Organparenchym aufrecht. AuBerdem haben sie die Auf-
gabe, Thrombose zu verhindern. ,Ruhende“ Endothelzellen exprimieren Proteine mit anti-
thrombotischen Effekt: Thrombomodulin, anti-Thrombin lll, Tissue Faktor Pathway inhibitor
(TFPI) und das Ektoenzym ADPase, welches durch effiziente Degradation der von Blutplatt-
chen gebildeten ADP die Amplifikationswege zur Pfropfenbildung verhindert (Abb. 3). Auf den
Endothelzellen findet man normalerweise auch das saure Polysaccharid Heparansulfat, das die

Superoxiddismutase bindet, ein zur Degradation reaktiver Sauerstoffderivate bendétigtes Enzym.
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Abb. 3. Schematische Darstellung der Typ1 Endothelzell-Aktivierung und hyperakuten AbstoBung (HAR).
Quelle: Bach et al., 1995.

Durch bindende XNA und in der Folge nach Ablauf des klassischen Komplementaktivierungs-
weges aber auch durch Aktivierung des alternativen Komplementweges wird am Endothel der
terminale Komplementkomplex MAC gebildet, welcher die Lyse und auch die Aktivierung der
betroffenen Zellen herbeifuhrt. Durch Komplementaktivierung freigesetztes Anaphylatoxin C5a
bewirkt unter anderem die Freisetzung von Zell-assoziierten Proteasen des Endothels (lhrcke
und Platt, 1996) und dadurch die Abspaltung des sauren Polysaccharids Heparansulfat von der
Oberflache (Platt et al., 1990b), das an der Barrierefunktion des Endothels gegen Blutzellen,
Plasmaproteine, an der Antikoagulation und am Schutz gegen Komplement und oxidierende
Stoffe beteiligt ist (Platt, 1992; Ihrcke et al., 1993). Daneben bewirkt C5a eine Aktivierung der
Xanthin-Oxidase, ein Sauerstoffradikale produzierendes Enzym, und tréagt somit zur weiteren
Endothelzellschadigung bei (Friedl et al., 1989). Bei der Aktivierung der Endothelzellen sind
aber auch weitere Mediatoren wie Thrombin, Histamin, Leukotriene und Eicosanoide beteiligt
(Mantovani et al., 1992).

Die Aktivierung der Endothelzellen wéhrend der HAR - man spricht hier von Typ | der Endothel-
zellaktivierung, fur die noch keine Proteinsynthese erforderlich ist, - fihrt zu einer Retrahierung
der Zellen, es kommt zu Blutung und (")dembildung, und subendotheliale Molekule, wie der von
Willebrand Faktor werden freigesetzt (Abb. 3). Blutplattchen kénnen sich an die subendothelia-
le Matrix anheften und exprimieren wie die aktivierten Endothelzellen verstarkt P-Selektin. Es
kommt zur Sekretion von inflammatorischen Mediatoren, wie PAF (platelet activating factor),

Thrombin und Leukotrienen. Dies bedingt eine weitere Rekruitierung von Plattchen und Ver-
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starkung der Koagulation. In der Konsequenz lagert sich Fibrin an der Oberflache der aktivier-

ten Endothelzellen ab, es kommt zur Thrombose und zum Verlust des Transplantats.

1.1.2 Uberwindung der HAR

Zur Uberwindung der HAR nach Xenontransplantation in der diskordanten Spezieskombination
kénnen verschiedene Anséatze wie Inhibition des Komplementsystems und/oder Reduktion bzw.
Depletion der XNA gewahlt werden.

1.1.2.1 Inhibition des Komplementsystems

Komplementregulierende Proteine schutzen die eigenen Zellen vor einer Schadigung durch
aktivierte Komplementkomponenten, die in geringem Umfang standig im Plasma aktiviert wer-
den. Zu diesen Regulatoren gehéren u.a. die membranstéandigen Glykoproteine DAF (Decay
Accelerating Factor, CD55 ), MCP (Membrane Cofactor Protein, CD46) und CD59. DAF ver-
dréngt C2b aus dem Komplex C4b—C2b, der die C3/C5-Konvertase des klassischen Weges
darstellt. MCP unterstltzt die C3b- und C3b-Inaktivierung durch den Faktor |, so dass ebenfalls
die C3/C5 Konvertase gestoért wird. CD59 reguliert die Aktivitdt der terminalen Komplement-
komponenten und verhindert die Bildung des MAC auf homologen Zellen. Diese Proteine zei-
gen allerdings nur sehr eingeschrankte Kontrolleigenschaften auf heterologe Komplementkom-
ponenten (Atkinson et al., 1991) und daher sind Xenotransplantate wohl fir eine Komplement-
vermittelte Beschadigung empfanglich (Miyagawa et al., 1988; Platt et al., 1990c; Dalmasso et
al., 1991). Ein Ansatz zur Verhinderung einer HAR durch Komplementaktivierung ist also die
Expression der Komplementregulatoren des Empféangers auf dem Transplantat. Gerade bei der
Spezieskombination Schwein/Mensch werden enorme Anstrengungen unternommen, transge-
ne Schweine zu zlchten, die humane Komplementregulatorproteine exprimieren (Platt et al.,
1990c; Logan und Sharma, 1999; Wolf et al., 1999). Mittlerweile haben mehrere Arbeitsgrup-
pen verschiedene humane Komplementregulatoren in transgenen Schweinen exprimieren kén-
nen (Cary et al., 1993; Cozzi et al., 1995; McCurry et al., 1995). Verschiedene Experimente mit
Primatenarten als Empfénger solch genetisch veréanderter Organe haben bereits ein verlanger-
tes Transplantatiberleben von maximal 60 Tagen gezeigt (McCurry et al., 1995; Schmoeckel et
al., 1997; Schmoeckel et al., 1998, White, 1996). Die alleinige Expression von humanem DAF
in transgenen Schweinen flhrte auch ohne weitere immunsuppressive Behandlung zu einer
Verlangerung der auf Primaten transplantierten Organe (White, 1996; Waterworth et al., 1997).
Auch die Expression von humanem CD59 oder MCP alleine oder in Kombination mit DAF er-
hohte das Uberleben des Xenotransplantes (McCurry et al., 1995, Zaidi et al., 1998; Logan und
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Sharma, 1999). Fiir eine deutliche Erhdhung der Uberlebenszeit musste allerdings meist ein
starkes immunsuppressives Regime eingesetzt werden.

Die allgemeine Schlussfolgerung, dass transgene Schweine, die humane Komplementregulato-
ren exprimieren, eine HAR aufgrund der speziesspezifischen Komplementregulation Gberwin-
den koénnen, ist nicht unumstritten. Inzwischen wurden porcine Moleklle identifiziert, die als
Homologe zu humanem CD59 und MCP die Wirkung von sowohl humanem als auch porcinem
Komplement in vitro inhibieren kénnen (van den Berg und Morgan, 1994; van den Berg et al.,
1997; Hanna et al., 1998; Perez de la Lastra et al., 1999). Zudem wurde beobachtet, dass sich
bei Nierentransplantationn in der Kombination Schwein/Primat zum Teil keine HAR ereignet
(McCurry et al.,1995; Lambrigts et al., 1998).

Zur Vermeidung der Komplementaktivierung und damit einer HAR bei der Xenontransplantation
werden neben den membranstandigen Komplementregulatoren auch eine 16sliche Form des
Komplementrezeptor 1 (sCR1) eingesetzt. Dieses Molekil bindet zum einen an C3b und C4b,
wodurch die Wirkung der C3 Konvertasen C3bBb3b und C4b2a3b inhibiert wird. Zum anderen
ist der sCR1 Kofaktor von Faktor | und katalysiert die proteolytische Spaltung von C3b und
C4b. Der sCR1 stellt also einen potententen Inhibitor sowohl des klassischen als auch des al-
ternativen Weges dar. Es wird sowohl die Bildung der Anaphylatoxine C3a und C5a als auch
die Bildung von MAC verhindert. Der rekombinante humane Komplementinhibitor sCR1 wurde
bereits erfolgreich im Modell MS/Ratte eingesetzt und fihrte zu einer deutlichen Verlangerung
der Uberlebenszeit eines diskordanten Herztransplantates von wenigen Minuten bis auf 30
Stunden (Pruitt et al., 1991; Xia et al., 1992; Candinas et al., 1996e). Allerdings ist der humane
Inhibitor in Ratten weniger potent und muss daher in relativ hohen Dosen verabreicht werden.
Um das Komplementsystem bei der Xenontransplantation von MS auf Ratte zu inhibieren, fin-
det Cobra Venom Faktor (CVF) h&aufig Anwendung. Die antikomplementére Wirkung von CVF,
ein Bestandteil des Schlangengiftes der Kénigskobra Naja naja kouthia, wurde bereits 1903 von
Flexner und Noguchi beschrieben (Flexner und Noguchi, 1903). Ritz (1912) zeigte den inakti-
vierenden Effekt auf die 3. Komponente des Komplementsystems. Das etwa 140 kD schwere
Glykoprotein CVF ahmt funktionell C3b, die aktivierte Form der 3. Komplementkomponente
nach (Vogel et al., 1984). Dadurch entstehen sogenannte CVF-abhéngige C3/C5 Konvertasen,
die als Serinproteasen die a-Kette von C3 an der Peptidbindung 77 (Arg-Ser) und die o-Kette
von C5 an der Peptidbindung 74 (Arg-Leu) spalten, so dass C3b und C5b gebildet und die
Anaphylatoxine C3a und C5a freigesetzt werden. Gravierende Unterschiede der CVF abhangi-
gen Konvertase zu dem C3b abhangigen Enzym sind der wesentlich langsamere Abbau (Vogel
und Muller-Eberhard, 1982), die Resistenz gegenulber der Inaktivierung durch die Regulatorpro-
teine Faktor H und Faktor | (Lachmann und Halbwachs, 1975; Nagaki et al., 1978) und die Un-
abhangigkeit von C3b fur die C5-Spaltung (Miyama et al., 1975; von Zabern et al., 1980). Der
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Einsatz von CVF zur Komplementdepletion bei Xenontransplantation hat allerdings auch einige
Nachteile. Zum einen muss CVF ausreichend hoch dosiert werden, denn auch sehr kleine funk-
tionelle Komplement-Konzentrationen sind ausreichend, um eine HAR zu induzieren (lhrcke et
al., 1993). Zudem wirkt CVF als Schlangengift hochtoxisch, wenn unaufgereinigte CVF Prépa-
rationen eingesetzt werden (Schirmer et al., 1988). So fuhrt die in CVF enthaltene Phospholi-
pase A, zu einer Lyse von Erythrozyten (Lachmann et al., 1976), daher muss die Substanz vor
Gebrauch aufgereinigt werden. Der systemische Verbrauch von Komplement induziert die Bil-
dung potenter Anaphylatoxine wie C3a und C5a, die ihrerseits Veranderungen in empfangli-
chen Organen wie der Lunge hervorrufen kénnen (Ward et al., 1985) oder auch an den mor-
phologischen Verdnderungen des Transplantats durch Erhéhung der Zellinfiltrate beteiligt sein
kénnen (Candinas et al., 1996¢€). Ein weiterer Nachteil von CVF ist, dass er als starkes Immu-
nogen gilt und somit eine starke humorale Antwort hervorrufen kann, die im Gegenzug die Ef-
fektivitdt der Komplementdepletion reduziert (Candinas et al., 1996e). AuBBerdem scheint CVF
mit der Aktivierung der Koagulation und der Blutplattchen zu interferieren (Hutton und Warell,
1991; Sims und Wiedmer,1991).

Eine weitere Moglichkeit zur Vermeidung der HAR durch Aktivierung des Komplementsystems
ist die Verwendung einer komplementdefizienten Empféangerspezies. Im MS/Ratte Modell kann
der C6-defiziente Rattenstamm PVG/C6- als Empfanger eingesetzt werden. Dieser Ratten-
stamm mit autosomal rezessivem Erbgang, dem die Fahigkeit zur Aktivierung des C5b-9 MAC
Komplexes fehlt, wurde 1994 beschrieben (Leenaerts et al., 1994). Es gibt keinen Hinweis flr
eine Deletion innerhalb des C6 Gens, denn die fur C6 kodierende mRNA wurde bei PVG/C6-
Ratten in der gleichen GréBe wie bei den PVG/C6+Ratten in der Leber nachgewiesen, wenn
auch in etwa 100mal niedrigeren Konzentrationen (van Dixhorn et al., 1997). Die C6 Defizienz
beruht mdglicherweise auf einer instabilen mRNA, einer Punktmutation im C6 Gen und damit
einer aberranten Transkription oder auf einer Mutation in einem Gen, das fur ein in die C6-
Biosynthese involviertes Produkt kodiert. Die PVG/C6- Ratten zeigen trotz C6-Defizienz und nur
10% C2 gegeniber Komplement-kompetenten Tieren (PVG/C6+) keine Krankheitsanzeichen.
Werden die PVG Ratten mit Defekt in der terminalen Endstrecke des Komplementsystems als
Empfénger eines heterotop transplantieten MS Herzens eingesetzt, so verlangert sich das
Transplantatiberleben von 26 Minuten (komplementkompetenter PVG-Stamm) auf 24 bis 48
Stunden (Brauer et al., 1993).

1.1.2.2 Reduktion /Depletion der XNA

Um XNA bzw. deren Aktivitat zu reduzieren, werden verschiedene Methoden angewendet. Im
System Schwein/Primat versuchte man aufgrund der guten Kenntnisse der von XNA erkannten
Epitope durch Gabe von léslichen Sacchariden, die Bindung Antikérper-Antigen zu blockieren

(Ye et al., 1994). Allerdings war man damit nicht sehr erfolgreich, da die einzusetzende Menge
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an Zucker toxisch war und nur etwa 70% der XNA geblockt werden konnten. Als Alternative
wurde die Plasmapherese oder die passive Immunabsorption an Gala1-3 Gal Zucker tragende
Séulen eingesetzt (Neethling et al., 1994; Sablinski et al., 1995; Cooper et al., 1996; Lin SS et
al., 1997). Eine weitere Mdglichkeit ist die Zichtung von Schweinen, die die Zuckerepitope
Gala1-3Gal nur in geringem MafB3e exprimieren (Sharma et al., 1996; Sandrin et al., 1995; Os-
man et al., 1997).

Desweiteren kénnen verschiedene Immunsuppressiva zur Reduktion der XNA eingesetzt wer-
den. Verwendung finden Cyclophosphamid (Waterworth et al., 1997), FK 506 (Tacrolismus),
15-Desoxyspergualin (DSG) und Leflunomid.

Um in Ratten anti-MS Antikérper zu reduzieren oder zu depletieren, wurden verschiedene B-
Zell-suppremierende Medikamente eingesetzt. Der Einsatz eines monoklonalen anti-u Antikor-
pers mit totaler Reduktion der IgM XNA verlangerte das Uberleben eines heterotop auf Ratte
transplantierten MS-Herzens von 18 auf 62 Minuten (Soares et al., 1994). Eine Ganzkdrperbe-
strahlung mit anschlieBender syngener Knochenmarkstransplantation kombiniert mit Splenek-
tomie reduzierte die XNA in Ratten praktisch véllig, fuhrte aber im Vergleich zu unbehandelten
Tieren zu keiner Steigerung des Transplantatiberlebens (19 Minuten). Erst in Kombination mit
Depletion des Komplementsystems durch CVF wurde ein deutlich verlangertes Transplantat-
Uberleben von 6 Tagen erzielt (Scheringa et al., 1995b). Im MS/Ratte Modell kam auch DSG
zum Einsatz. DSG blockiert die terminale Differenzierung von T- und B-Zellen (Chikaraishi et
al., 1995) und reduziert die XNA Produktion (Flores et al., 1992). Zusammen mit Splenektomie
und Plasmapherese erhdéhte DSG das Uberleben eines in die Ratte transplantierten MS Her-
zens nur geringfigig von 20 Minuten auf 35 Minuten (Leventhal et al., 1992a). Wiederum in
Kombination mit der Komplementinhibition durch CVF ergab die Applikation von DSG in sple-
nektomierten Ratten ein erhéhtes Transplantatiiberleben eines MS Herzens von 108 Stunden
(Hancock et al., 1997a).

Ein weiteres B-Zellsuppressivum, das fur Ratten verwendet wird, ist Leflunomid oder eines sei-
ner Metabolitenderivate Malonitrylamid (MNA). Die immunsuppressive Wirkung des Isoxazol-
Derivates Leflunomid (N-(4'-trifluoromethylphenyl)-5-methylisoxazol-4-carboxamid) wurde in
den frihen 80erdahren von Bartlett und Schleyerbach durch die Fahigkeit die Entwicklung von
Arthritis in Ratten zu inhibieren, entdeckt (Bartlett et al., 1994) In vivo wird Leflunomid schnell in
den aktiven Metaboliten A77 1726 konvertiert. Die 2 biochemischen Aktivitaten, die A77 1726
zugeschrieben werden, sind: Inhibition der Protein-Tyrosin-Kinasen und der Dihydroorotat-
Dehydrogenase, die als Schliisselenzym bei der de novo Synthese von Pyrimidin Nukleotiden
beteiligt ist (Cherwinski et al., 1995; Greene et al., 1995; Xu et al., 1996). Pyrimidin Nukleotide
wiederum werden fur einige lebensnotwendige Zellfunktionen benétigt, wie Synthese von RNA,

DNA, Glykoproteine und Phospholipide. Die Behandlung mit Leflunomid fihrt unter anderem
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zur direkten Inhibition der B-Zell-Proliferation und Antikérper-Synthese (Siemasko et al., 1996).
Daneben inhibiert Leflunomid auch vielfaltige Funktionen von T-Zellen und Makrophagen (Mor-
ris, 1995). Leflunomid wurde erfolgreich in der Allotransplantation (Bartlett et al., 1991) und
auch in der Xenotransplantation zur Verldangerung des Transplantatiiberlebens eingesetzt.
Neben Hemmung der T-Zell-unabh&ngigen Bildung von XNA des IgM-Isotyps durch Reduktion
der CD5+ B-Lymphozyten (Lin et al., 1998a) blockiert Leflunomid zudem die Induktion solcher
Antikérper durch Inhibition der Expression induzierbarer Xenoantigene wie E- und P-Selektin
(Lin et al., 1998b). In Kombination mit dem Komplementinhibitor CVF wurde durch Leflunomid
eine Erhdéhung eines heterotop in Ratte transplantierten MS Herzens auf 129 Stunden erzielt,
wohingegen die alleinige Gabe von CVF ein Uberleben von 62 Stunden bewirkte (Hancock et
al., 1997a).

1.1.3 Verzégerte AbstoBung eines Xenotransplantats (DXR)

In einer Situation, in der die HAR eines Xenotransplantates durch therapeutische MaBnahmen,
wie z.B. Modulation der Komplementaktivierung und/oder Entfernung der XNA verhindert wird,
kommt es nach einigen Tagen zu einer T-Zell-unabhangigen AbstoBung (Candinas et al.,
1996a). Dieser Prozess wird als akute vaskuldre AbstoBung (AVR; Acute Vascular Rejection)
oder als verzdgerte XenotransplantatabstoBung (DXR: Delayed Xenograft Rejection) bezeich-
net und ist durch eine Serie von Ereignissen charakterisiert, welche sowohl die Aktivierung mo-
nonuklearer Zellen des Empfangers (fortschreitende Infiltration des Transplantates mit Monozy-
ten, Makrophagen und Natlrlichen Killerzellen), Blutplattchen-Aggregation und Fibrinablage-
rungen als auch die Aktivierung von Endothelzellen des Transplantates umfasst (Bach et al.,
1996; Hancock, 1997b). Pathologisch ist der Prozess durch Endothelzellschddigung und
Schwellung, Ischdmie und Thrombose gekennzeichnet. Die funktionelle Bedeutung und die
molekularen Mechanismen der DXR sind zur Zeit noch Gegenstand einer intensiven Diskussion
und bedirfen weiterer Experimente zur Klarung der offenen Fragen. Eine Reihe wesentlicher
Erkenntnisse wurden jedoch aus in vivo Versuchen in konkordanten und diskordanten Klein-
tiermodellen (Hamster bzw. MS/Ratte) und bei Primaten (Schwein/Pavian) erzielt.

1.1.3.1 Endothelzellaktivierung bei der DXR

Die bereits bei der HAR besprochenen Mediatoren wie XNA, Komplement und Endothelzellakti-
vierung, spielen wohl auch bei der DXR eine wesentliche Rolle (Bach et al., 1995; Candinas et
al., 1996a; Bach et al., 1997b; Lin et al., 1998c). Die Rolle des Komplementsystems bei der
Pathogenese der DXR ist noch nicht vollstandig verstanden, denn die DXR wurde bisher nur in
Komplement-inhibierten Empféngern beobachtet. Histologische Untersuchungen der durch

DXR abgesto3enen Transplantate zeigen neben Ablagerungen von XNA auch Komplementab-
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lagerungen. Eine bereits geringfligige Aktivierung des Komplementsystems kann Uber den
MAC auf dem Endothel zu einer verstarkten transkriptionellen Aktivierung von IL1 fihren sowie
zur Aktivierung der Gerinnung durch Expression des Tissue Factors und des Plasminogen Akti-
vator Inhibitors Typ | und somit zur DXR mit beitragen (Saadi und Platt, 1999).

Wahrend der DXR werden Endothelzellen aktiviert (Abb. 4), man spricht hierbei vom Typ Il der
Endothelzellaktivierung, da sie mit der Induktion der Transkription von Genen und Synthese
von Proteinen einhergeht (Pober und Cotran, 1991). Unter anderem werden die Gene der Ad-
hesionsmolekille E-Selektin, P-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1induziert, wodurch der Kontakt
zwischen Leukozyten und Endothel vermittelt wird (Scarpati und Sadler, 1989). Proinflammato-
rische Gene werden uber NF-xB hochreguliert und in der Folge Zytokine und Chemokine, wie
IL1, IL6, IL8 und Monozyten Chemoattraktant Protein (MCP-1), freigesetzt (Soares et al.,
1998). Desweiteren werden, wie oben bereits erwahnt, die Gene fir den Gewebefaktor (TI:
Tissue Factor) und PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor —1) hochreguliert, die als Regulatoren
der Gerinnungsaktivierung eine wichtige Rolle spielen (Mackman et al., 1990; Mackman et al.,
1991). Thrombomodulin und andere Molekile mit antikoagulatorischer Aufgabe oder mit der
Entfernung von giftigen Sauerstoffradikalen betraute Molekile gehen der Endothelzelloberfla-
che verloren (Gerritson und Bloor, 1993; Bach et al., 1997a).
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Typ 2 Endothelzell-Aktivierung und der verzégerten AbstoBung
(DXR).
Quelle: Bach et al., 1995.

1.1.3.2 Monozyten in der DXR

Monozyten sind im Blut vorhandene Vorlauferzellen, die sich nach Einwanderung in das Gewe-
be in Makrophagen, groBBe einkernige, phagozytierende Zellen umwandeln, die der unspezifi-
schen Immunabwehr dienen. Die Makrophagen tragen, wie Naturliche Killerzellen, auf ihrer
Zelloberflache zum einen Rezeptoren fur den Fc-Teil von Immunglobulinen, durch deren Bin-
dung die Antikérperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitdt (ADCC: Antibody Dependant Cell
mediated Cytotoxiticity) der durch Immunglobulin markierte Zelle vermittelt wird. Daneben fin-
den sich auf der Oberflache des Makrophagen auch Komplementrezeptoren fiir C3b und C4b,
deren Bindung zur Stimulation der Phagozytose fuhrt. Und nicht zuletzt besitzen Makrophagen
auch noch Rezeptoren fir verschiedene Bestandteile von Mikroorganismen, wie Mannosere-
zeptor, Scavenger Rezeptor und Rezeptoren fur Lipopolysaccharide. Der aktivierte Makropha-
ge nimmt nach Bindung Zellen in ein Phagosom auf, das dann mit Lysosomen verschmilzt. In
den Lysosomen sind Substanzen enthalten, die zur Schadigung der ,Fremdzellen“ durch An-
sauerung, toxische Sauerstoffderivate und Stickstoffderivate aber auch durch antimikrobielle
Peptide oder Enzyme flhren. Fremdpeptide werden auf den MHC Il Molekilen des Makropha-
gen prasentiert und bei gleichzeitiger Expression von Kostimulatoren, wie B7, kommt es zur
Proliferation und Differenzierung von T-Zellen. Daneben setzten aktivierte Makrophagen auch

proinflammatorische Zytokine wie TNFa und IL12 frei (Westerfelder et al., 1993).
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Bei der Xenotransplantation kénnen mononukleéare Zellen des Empfangers Uber Interaktion
ihrer Fc-Rezeptoren mit endothelstandigen XNA sowie Uber induzierte Adhesionsmolekule oder
Lektin-abhéngige Interaktionen mit dem Transplantatendothel in Kontakt treten. Im MS/Ratte
Modell der DXR zeigte die dauerhafte Reduktion von XNA keinen Effekt auf die Rate oder das
Ausman der Monozyteninfiltration oder die Uberlebenszeit (Candinas et al., 1996¢; Hancock et
al.,1997a). In diesem Xenotransplantationsmodell scheint fir die Rekruitierung der Monozyten
die Expression von Lektin auf der Makrophagenoberflache fur die Bindung an Kohlenhydrat-
Strukturen auf den Endothelzellen des Empféngers verantwortlich zu sein (Hancock et al.,
1997a). Dieses Lektin ist Makrophagen-spezifisch und gehért wie der Rezeptor NKR-P1 von
Natirlichen Killerzellen zu den TYPII Transmembranproteinen. Nur aktivierte Makrophagen
exprimieren dieses Lektin, das die direkte Bindung und Abtétung verschiedener Zielzellen ver-
ursacht (Sato et al.,, 1992). Daher ist die Lektininduktion nach Exposition gegen xenogene Zel-
len ein potentielles Mittel zur schnellen Rekruitierung und Aktivierung von Makrophagen des
Spenders. Die Rekruitierung und Aktivierung mononuklearer Zellen kann auch durch thrombi-

ninduziertes Fibrin und durch chemotaktische Zytokine geférdert werden (Colotta et al., 1994).

1.1.3.3 Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) bei der DXR

Natdrliche Killerzellen (NK-Zellen) gehéren morphologisch zu den groBen granuldren Lympho-
zyten und sind funktionell durch die Fahigkeit, verschiedene zellulare Ziele einschlieBlich Tu-
morzellen oder Virus-infizierte Zellen zu téten, charakterisiert (Trinchieri, 1989). Beim Men-
schen sind etwa 5 bis 15% der zirkulierenden Lymphozyten NK—Zellen und représentieren nur
eine Minderheit der gesamten NK-Zellen. In Nagetieren sind die NK-Zellen zahlreicher in der
Milz (10%) als in der peripheren Zirkulation zu finden. Daneben sind sie aber auch in einigen
nichtlymphoiden Organen, z. B. Lunge oder Intestinalmukosa zu finden. In manchen Organen,
z. B. der Leber reprasentieren NK-Zellen bis zu 45% der gewebsassoziierten Lymphozyten. Auf
der Zelloberflache der NK-Zellen werden sowohl aktivierende als auch inhibierende Rezepto-
ren, wie die Lektin-4hnlichen Rezeptoren NKR-P1 und Ly-49, exprimiert. Sie tragen durch Bin-
dung an Kohlenhydrate (NKR-P1 und andere) oder der MHC Klasse | Molekile (z. B. Ly-49) zur
Erkennung und Lyse der Zielzellen beitragen. Zum anderen tragen humane NK-Zellen auf ihrer
Oberflache auch Immunglobulin-&hnliche Rezeptoren (KIR: Killer cell Immunglobulin-like Re-
ceptor). Die KIR binden an autologe MHC Klasse | Moleklle und diese Verbindung induziert
u.a. ein negatives Signal auf die NK-Zelle, was zum Abbruch der Lyse fuhrt, oder ein positives
Signal, welches eine Aktivierung der NK-Zelle und in der Folge die Lyse der Zielzelle induziert.
Auf der Zelloberflache der NK-Zellen befinden sich auch Fc-Rezeptoren (FcyRIll), die nach

Bindung an Immunglobuline zur ADCC, Proliferation und Zytokinproduktion beitragen.
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Die NK-Zelle lysiert das Ziel, wie Tumorzellen oder mit Viren infizierte Zellen, durch Stimulie-
rung der aktivierenden Rezeptoren oder der Fc-Rezeptoren. Syngene Zellen exprimieren auf
der Zelloberflache autologe MHC | Molekule. Dadurch werden u. a. die inhibierenden Rezepto-
ren der NK-Zelle stimuliert, wodurch die Lyse der kérpereigenen Zellen verhindert wird. Bei der
Allotransplantation kann eine mehr oder minder starke Aktivierung der NK-Zellen erfolgen in
Abhéngigkeit des AusmaBes an Kreuzreaktivitat zwischen allogenem MHC | und den NK-Zell-
Rezeptoren des Empféngers. Bei Xenotransplantation hingegen scheint eine Lyse aufgrund der
unterschiedlichen MHC | Molekule des Spenders und der nicht passenden NK-Zell-Rezeptoren
des Empfangers primar unumganglich.

Die Mechanismen der Zielzell-Tétung durch NK-Zellen sind zum einen eine Fas/Fas-Ligand
Interaktion, d.h. nach Bindung des Fas-Liganden auf der Effektorzelle mit seinem Rezeptor
Fas/apo-1/CD95 auf der Zielzelle kommt es zur Signaltransduktion (Rouvier et al., 1993; Yone-
hara et al., 1989). Zum anderen wird die Tétung der Zielzelle durch die granuldre Exozytose
bewirkt, d.h. die Zielzelle wird den Inhalten der Lysosom-ahnlichen zytoplasmatischen Granula
ausgesetzt (Henkart, 1985; Smyth und Trapani, 1995; Kagi et al., 1994). Beim granularen Exo-
zytose Weg kommt es zur Sekretion der Granula in die Kontaktregion zwischen Effektor- (NK-
Zelle) und Zielzelle. Diese zytoplasmatischen Granula enthalten Perforin, das, &hnlich wie der
MAC, in der Membran der Zielzelle Poren bildet und daher zur osmotischen Lyse beitragt (Liu
et al., 1986), aber auch Granzyme, Serinproteasen, die bei der Induktion der Chromatinkon-
densation und DNA-Fragmentierung in der Zielzelle involviert sind und damit zu deren Apopto-
se beitragen (Smyth und Trapani, 1995).

Nach HAR wurden NK-Zellen in den abgestoBenen Transplantaten bisher nur in geringer An-
zahl beobachtet (Leventhal et al., 1993a; Leventhal et al., 1993b; Collins et al., 1994), wohin-
gegen sie in groBer Anzahl nach DXR vorhanden waren (Blakely et al,, 1994). Mit Hilfe des
monoklonalen Antikérpers (mAb) 3.2.3, der das NKR-P1-Antigen auf NK-Zellen erkennt, wurde
nachgewiesen, dass Ratten NK-Zellen wahrend DXR MS Transplantate infiltrieren (Hofer et al.,
1992). Allerdings wurden bei der DXR immer gleichzeitig NK-Infiltration und Ablagerungen von
XNA auch bei vorheriger Depletion der xenoreaktiven Antikérper im Transplantat festgestellt, so
dass die Zytotoxizitat der NK-Zellen entweder durch direkte Mechanismen und/oder ADCC be-
dingt sein kdnnte (Leventhal et al., 1993a; Fryer et al., 1995). Es wurde sowohl eine direkte als
auch eine antikérperabhéngige NK-Zell-vermittelte Zytotoxizitat beschrieben, die in der Lyse der
Endothelzellen resultiert (Inverardi und Pardi, 1994; Seebach et al., 1996). In der Kombination
Schwein/Primat wurde neben der Bindung der NK-Zellen Uber den Fc-Rezeptor an endo-
thelstandige XNA, wie bei Makrophagen, auch eine direkte Bindung an die Endothelzellen ge-
funden, wobei diese Bindung teilweise mit der Erkennung von Galo1-3Gal Epitopen zusam-

menhangt und auch in der Abwesenheit von XNA erfolgen kann (Goodman et al., 1996; Invera-
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di et al., 1997). Lin Y et al. (1997a) konnten auch in der konkordanten Kombination Hams-
ter/Nacktratte bestatigen, dass die NK-Zellen zusétzlich zur ADCC eine Abstof3ung auch durch
direkte Zytotoxizitat verursachen. Der direkte Zellkontakt zwischen NK-Zellen und xenogenen
Endothelzellen 16st in einem zeitabhé&ngigen Verlauf eine Endothelzellaktivierung aus (von Al-
bertini et al., 1996).

Durch Verwendung NK-Zell-defizienter Empféanger bei Xenotransplantation wurde in der kon-
kordanten Situation eine Verlangerung des Transplantatiiberlebens festgestellt (Thomas et al.,
1991). NK-Zellen kénnen aber auch gezielt depletiert werden. Auf der NK-Zelloberflache findet
man in hoher Konzentration ein neutrales Glykolipid, das Ganglio-N-tetraosylceramid (ASGM1)
(Young et al., 1980; Kasai et al., 1980), das in geringerer Konzentration auch auf anderen Zel-
len, wie Monozyten, polymorphkernigen Leukozyten und T-Zellen exprimiert wird (Kumagai et
al., 1982). Ein gegen dieses Antigen gerichtetes Antiserum (Anti-ASGM1) elimiert die NK-Zell-
Aktivitat selektiv in vitro (Kumagai et al., 1982; Beck et al., 1982) und in vivo (Kasai et al., 1981,
Habu et al., 1981). Die Aktivitdt von Makrophagen (Keller et al., 1983) und die von zytotoxi-
schen T-Zellen (Kasai et al., 1980; Young et al., 1980; Beck et al., 1982; Kawase et al., 1982)
hingegen bleibt unbeeinflusst. Allerdings muss zur Wirkung des Antikérpers Komplement

vorhanden sein.

1.1.4 Akkomodation

Die DXR ist nicht das einzige mdgliche Ergebnis nach Transplantation eines vaskularisierten
Organs und dessen Auseinandersetzung mit der humoralen Immunantwort des Empféngers.
Unter geeigneten Bedingungen kann Akkomodation entstehen, ein Begriff, der 1990 von Bach
eingefuhrt wurde (Platt et al., 1990c). Unter Akkomodation versteht man den Zustand, bei dem
das Transplantat sich scheinbar an die Immunreaktionen gewodhnt hat, die unter anderen Be-
dingungen zu seiner Zerstérung fihren. Das Transplantat kann in der Anwesenheit von XNA
und aktiviertem Komplement, welche an das vaskulare Endothel binden, tUberleben (Platt et al.,
1990c; Bach et al., 1991; Saadi und Platt, 1999). Der Zustand der Akkomodation kann durch
einen oder mehreren von 3 Mechanismen entstehen. 1. Mdglichkeit: Anti-Spender Antikérper
andern sich in ihren funktionellen Eigenschaften und/oder in ihrer Spezifitat. Unterstitzung lie-
fern dabei Arbeiten mit ABO inkompatiblen Allotransplantaten (Chopek et al., 1987; Alexandre
et al., 1987). Zu dieser Méglichkeit zahlt auch eine Veranderung der XNA zu vorherrschenden
Antikérpern des 1gG2-Isotyps, der Komplement nur geringflgig aktiviert und mit Komplemen-
fixierenden Antikérpern um die Bindung konkurrieren wirde (Yu et al., 1996). 2. Mdglichkeit:

Die Antigene kénnen sich verandern. Dieses Konzept wird durch Beobachtungen gestitzt, dass
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die Kohlenhydratsynthese in Allotransplantaten sich im Laufe der Zeit andert (Ulfvin et al.,
1993). 3. und wahrscheinlichste Méglichkeit: Durch Akkomodation findet eine Verédnderung des
Endothels statt, so dass das Transplantat gegenuber Antikbrperbindung und Komplementakti-
vierung unempfindlich wird. Diese Konzept wird durch Studien untermauert, die belegen, dass
in einem Nagetiermodell die Akkomodation mit Expression von zytoprotektiven Genen mit anti-
apoptotischen Eigenschaften, wie A20, Bcl-2, Bcl-X. und HO-1, einhergeht (Bach et al., 1997b).
Kontinuierliche Stimulation dieser Endothelzellen durch Antikérper und/oder Komplement fihrte
zu einer geringeren Sensitivitdt gegenuber Schadigungen (Dalmasso et al., 1996). Eine wichti-
ge Voraussetzung zur Induktion von Akkomodation im Transplantat scheint es zu sein, die Akti-
vierung der Endothelzellen und glatter Muskelzellen im Transplantat nach Transplantation so
niedrig wie mdéglich zu halten, damit die Zellen die zytoprotektiven Gene hochregulieren kon-
nen. Im akkomodierten Transplantat ist zudem ein typisches Th2-Zytokin-Milieu beobachtet
worden mit Expression von IL4 und IL10. Im Gegensatz dazu zeigen abgestoBene Transplanta-
te ein Th1-Zytokin-Milieu (Bach et al., 1997b; Holzknecht und Platt, 2000). Wahrend naive CD4
positive T-Zellen durch IL12 zu Th1 Zellen differenzieren, werden sie unter Einfluss von IL4 zu
Th2 Zellen. Th1 Zellen sekretieren IFNy, das die Differenzierung von Th2 Zellen inhibiert und
die zellvermittelte Immunitat férdert. Dadurch wird das Transplantat in einer akuten zellularen
AbstoBung abgesto3en. Th2 Zellen hingegen sezernieren IL4 und IL10, was die Differenzie-
rung von Th1 Zellen inhibiert und die B-Zell-Antwort (humorale Immunitét) férdert. Dies wirde
dann zur humoralen und nicht zellularen AbstoBung des Transplantats fuhren. Die lokale
Sekretion von Th2-Zytokinen kann an der Hochregulation protektiver Gene in den Endothelzel-
len beteiligt sein (Hancock et al, 1998; Arthur und Mason, 1986; Randolph et al., 1998).
Alternativ kbnnen die Th2 Zellen das Entstehen von zytotoxischen, gegen das Transplantat
gerichteten Antikdrpern sowie die Bildung zytotoxischer T-Zellen und/oder aktivierter NK-Zellen
verhindern, wie in vitro bereits gezeigt wurde (Bach et al., 1997b).

Bisher ist Akkomodation nur im konkordanten und kurzlich auch im semikonkordanten Hams-
ter/Ratte Modell gezeigt worden (Lin et al., 1998c; Ji et al.,1999; Xia et al., 2000).

1.1.5 T-Zell vermittelte AbstoBungsreaktionen
Die Erkennung von xenogenen Antigenen und Zellen durch T-Lymphozyten, ein bekanntes

Phanomen bei Allotransplantation, wurde lange Zeit kontrovers diskutiert. Die Interaktionen der
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beteiligten Erkennungsmolekiile auf T-Zellen (T-Zell-Rezeptor, CD4 CD8, Kostimulationsmole-
kile) mit den korrespondierenden Molekilen auf den Antigen-prasentierenden Zellen sind
hochgradig abhéngig von der jeweiligen Spezieskombination und lassen sich nicht verallgemei-
nern. In der potentiell relevanten Kombination Schwein/Primat jedoch scheint die xenogene T-
Zell-Erkennung der allogenen in Starke und Dynamik mindestens gleichwertig zu sein. Sachs
und Sablinski (1995) zeigten sogar, dass die zellulare Antwort gegen ein Xenotransplantat noch
starker ausfallt als bei Allotransplantation, so dass eine addquate Immunsuppression nur sehr
schwer aufrecht erhalten werden kann.

Aufgrund der limitierten Uberlebenszeiten von experimentellen Nieren- und Herztransplantatio-
nen von Schwein auf Primat sowie Einsatz einer massiven Immunsuppression ist die Rolle der
T-Zell vermittelten AbstoBung in vivo nur schwer zu klaren. In vitro Studien hingegen belegen,
dass porcine Antigene sowohl direkt (Antigen-Prasentation durch xenogene MHC-Molekule auf
xenogenen Zellen) als auch indirekt (Antigen-Prasentation durch eigene MHC-Molekile auf
eigenen Antigen-préasentierenden Zellen) von menschliche T-Lymphozyten erkannt werden und
zur Proliferation und Zytotoxizitat fihren (Moses et al., 1990; Yamada et al., 1995; Murphy et
al., 1996).

1.1.6 Toleranz

Eine erfolgreiche Xenotransplantation im Menschen scheint, eine Induktion einer Spender-
spezifischen Toleranz zu erfordern. Ein toleranter Status, bei dem das Immunsystem des Emp-
fangers die Antigene des Spenders als ,selbst wahrnimmt, wiirde zudem eine chronische im-
munsuppressive Therapie mit ihren Nebenwirkungen, wie Infektionsgefahr, Toxizitat und Ent-
stehen von malignen Tumoren, abwenden und gleichzeitig die AbstoBungsgefahr eliminieren.
Durch den Einsatz von xenogenen Spendern ist die Mdoglichkeit gegeben, Toleranz-
induzierende Zellen (z. B. Knochenmark) vom Spender vor der Transplantation eines Organs
von demselben Tier zu gewinnen. Zur Zeit werden die Ansatze zur Erzeugung von B- und T-
Zell-Toleranz durch xenogene Thymustransplantation und durch einen Zustand des gemischten
Blutstammzellen-Chimerismus nach Knochenmarkstransplantation untersucht (Sykes et al.,
1997; Yang et al., 1998; Kozwlowski et al., 1999).

Im konkordanten Tiermodell Hamster/Ratte konnte durch Infusion mit Donorantigen, transienter
NK-Zell-Depletion und einer 4wdchigen Gabe des B-Zellsuppressivums Leflunomid eine Tole-
ranz mit Langzeitiberleben des Transplantats in T-Zell-defizienten Nacktratten auch nach Ab-

setzen der Immunosuppression beobachtet werden (Lin et al., 1998c). Es wurden keine anti-
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Hamster Antikérper generiert (B-Zell-Toleranz) und ein zweites transplantiertes Hamsterherz
wurde spezies-spezifisch toleriert, wohingegen ein Mausherz abgesto3en wurde. Diese Studie

zeigte zudem eine spezies-spezifische Toleranz der NK-Zellen.

1.1.7 Physiologische Barrieren

Sollte die Xenotransplantation gelingen, ist die Frage nach physiologischer Kompatibilitdt zu
klaren. Zum einen ist wichtig, ob das Xenotransplantat die Funktion des geschadigten Organs
vollkommen Ubernehmen kann, z. B. ob ein Schweineherz den normalen Blutdruck und die
normale Organdurchblutung im Menschen aufrecht erhalten kann. Wenn Schweine mit einem
Gewicht ahnlich wie erwachsene Menschen untersucht werden, zeigen ihre Organe ein ver-
gleichbares Gewicht und Volumen (Groth, 1998). Erste Untersuchungen scheinen die Ahnlich-
keit von kardiovaskularen Parametern, wie Blutdruck und Herzausstromvolumen, zwischen
Schweinen entsprechender Gré3e und erwachsenen Menschen zu belegen (Soin et al., 2000).
Zum anderen ist aber auch noch die Frage der molekularen Kompatibilitat offen (fir eine Zu-
sammenfassung s. Schraa et al., 1999). Molekiile, die in einer bestimmten Art interagieren,
funktionieren eventuell nicht, wenn ein Teil vom Spender kommt und der andere vom Empfan-
ger. Wie bereits oben erwédhnt, zeigen beispielsweise die Komplementregulatoren zwischen
den verschiedenen Spezies keine oder nur eine unzureichende Wirkung. Aber auch andere
Systeme kdénnen nach Xenotransplantation gestért sein. So zeigten Lawson et al. (1997), dass
porcines Thrombomodulin nicht mit menschlichen Thrombin interagieren kann, so dass es zu
einem Defekt bei der Aktivierung des Proteins C und dadurch zu einem prokoagulanten Status
kommt.

Um die physiologischen Kompatibilitdten nach Xenotransplantation zu analysieren, bietet die
Lebertransplantation einen geeigneten Versuchsansatz. Die Xenotransplantation der Leber
unterscheidet sich prinzipiell von der anderer solider Organe, wie Niere oder Herz. Die Leber ist
unbestritten das zentrale Stoffwechselorgan des Kérpers. Zudem stellt die Leber den Haupt-
syntheseort des Komplementsystems dar, das bei der AbstoBungsreaktion eine ganz entschei-
dende Rolle spielt. Inm Rahmen des Xenotransplantatiberlebens wird also stets auch das
Komplementsystem des Spenderorganismus mittransplantiert (Starzl et al., 1993). Weiterhin ist
bekannt, dass die Leber eine besondere Resistenz gegen humorale AbstoBungsmechanismen
aufweist. Hyperakute oder vaskulare AbstoBungsepisoden werden nach allogener Lebertrans-
plantation selten oder nie beobachtet (Starzl et al., 1974). Auf der anderen Seite stellt sich ge-
rade bei der Leber die Frage nach der molekularen Kompatibilitdt der von dem Xenotransplan-
tat gebildeten Stoffwechselprodukte mit den entsprechenden Rezeptoren im Empfangerorga-

nismus.
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Zur Xenolebertransplantation wurde das konkordante Hamster/Ratten Modell unter geeigneter
Immunsuppression bereits erfolgreich mit einem Langzeitiiberleben von 30 Tagen und Konver-
sion des Komplementsystem zum Donor-Typ beschrieben (Celli et al., 1997). In der diskordan-
ten Situation hingegen konnte aufgrund nicht-immunologisch bedingter Uberlebensraten von
nur wenigen Stunden eine solche Komplementkonversion nicht festgestellt werden (Schraa et
al., 1996).

Die aus dem Tiermodell abgeleiteten Ergebnisse hinsichtlich der physiologischen Kompatibilita-
ten kénnen nicht ohne weiteres auf die relevante Spezieskombination Schwein/Mensch Uber-

tragen werden, liefern aber wichtige Hinweise auf die zu beachtenden Komponenten.

1.2 Ziel der Arbeit

Im Rahmen des Sonderforschungsbereiches 265, Teilprojekt B16, stand im Mittelpunkt dieser
Arbeit die Analyse der humoralen und zellularen Mechanismen bei der Xenotransplantatabsto-
Bung. Dazu wurde das diskordante Kleintiermodell Meerschweinchen (MS)/Ratte gewéhlt, das
der Situation Schwein/Mensch am nachsten kommt.

Da die Leber relativ unempfénglich gegeniber humoralen AbstoBungsreaktionen ist (Starzl et
al., 1974) und zudem die Fragestellung nach physiologischen Kompatibilitdten ermdglicht, wur-
de zunéchst die orthotope Lebertransplantation (OLTX) von MS auf Ratte bearbeitet. Wahrend
die OLTX in der konkordanten Spezieskombination Hamster/Ratte bereits erfolgreich durchge-
fahrt war (Murase et al., 1993, Celli et al., 1995), wurde sie im MS/Ratte Modell bisher nur mit
geringem Erfolg bearbeitet (Schraa et al., 1996). Hierbei stellte sich vor allem die Frage nach
einer adaquaten Operationstechnik. Im Laufe dieser Arbeit sollten daher die bei der Leber-
transplantation von MS auf Ratte auftretenden Schwierigkeiten durch Optimierung der fur die
Transplantation eingesetzten mikrochirurgischen Technik Gberwunden werden.

Nach der Xenotransplantation in der diskordanten Situation kommt es aufgrund einer Aktivie-
rung des Komplementsystems zur Hyperakuten AbstoBung (HAR). Zur Verhinderung der Kom-
plementaktivierung und damit zur Erzielung eines verldngerten Transplantatiberlebens nach
OLTX sollte Cobra Venom Faktor (CVF) eingesetzt werden. Hierfir musste CVF zunéchst auf-
gereinigt und anschlieBend seine antikomplementare Aktivitat bestimmt werden.

Um die Komplementaktivierung bei der Transplantatabsto3ung detaillierter zu bestimmen als in
dem hé&ufig eingesetzten hamolytischen Test, und um auBerdem eine sensitivere Analyse der
Dekomplementierung, durch z.B. CVF, zu ermdglichen, sind Antikérper gegen die Komple-

mentproteine geeignete Reagenzien. Da die Leber der Hauptsyntheseort der Komplementpro-
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teine ist, kbnnen zudem diese Antikérper zur Analyse der Entstehung eines Hybrid-
Komplementsystems nach erfolgreicher OLTX eingesetzt werden. Die Antikbrper wéaren zudem
in der Lage, die Auswirkungen der Aktivierung eines Hybrid-Komplementsystems auf das
Transplantat und auf den Empfangerorganismus zu untersuchen. Dadurch kénnen wichtige
Hinweise auf die Stoffwechselleistung der transplantierten Leber und letztendlich auf die
physiologischen Kompatibilititen nach Xenotransplantation gewonnen werden. In dieser Arbeit
wurden daher die diagnostischen und therapeutischen Anwendungsmoglichkeiten von rekom-
binanten Antikérpern gegen die MS Komplementproteine C5 und C5a Uberprift. Es wurden die
Eignung der Antikdrper zur Detektion von C5-Ablagerungen im Gewebe, die Fahigkeit zur Inhi-
bition des MS Komplementsystems und die Mdglichkeit einer Konzentrationsbestimmung der
Komplementproteine bestimmt.

Da sich im Laufe der Arbeit die orthotope Lebertransplantation von MS auf Ratte als chirurgisch
sehr anspruchsvoll erwies, wurde zum weiteren Studium der immunologischen Vorgénge in
einem chirurgisch weniger aufwendigen Verfahren die heterotope Transplantation eines MS
Herzens auf Ratte durchgefuhrt (HHTX). Die HHTX ermdglicht die Untersuchung groBer Fall-
zahlen und durch die regelméBige Palpation des Transplantates eine genaue Festlegung des
Zeitpunktes der AbstofBung.

In diesem Modell sollte neben der Rolle des Komplements, der Einfluss von praformierten und
induzierten anti-MS Antikérpern in der Ratte (XNA: xenoreaktive naturliche Antikérper) wéahrend
der XenotransplantatabstoBung analysiert werden. Zur Bestimmung der XNA musste zunéchst
ein Nachweisverfahren etabliert werden, bei dem gegen Membranproteine von MS Zellen ge-
richtete Antikdrper aus Rattenserum in einem ELISA detektiert werden. Als Antigenquellen
wurden verschiedene primare MS Zellen sowie eine MS Zelllinie miteinander verglichen.
Wéhrend der HHTX von MS auf Ratte wurden verschiedene immunsuppressive Behandlungs-
schemata eingesetzt, mit dem Ziel die AbstoBBungsreaktion zu Uberwinden und damit das
Transplantatiiberleben zu verlangern. Zunéchst wurde zur Verhinderung einer HAR die Inhibiti-
on des Komplementsystems durch Gabe von CVF bzw. durch Einsatz von Komplement-
defizienten Ratten als Transplantatempfénger Uberprift. Zusétzlich zur Inhibition des Komple-
mentsystems wurden die Auswirkungen einer Suppression der B-Zellen auf das Transplantat-
Uberleben gepruft. Als B-Zellsuppressivum wurde der de-novo-Pyrimidin-Synthese-Inhibitor
Leflunomid oder eines seiner Derivate verwendet. Die Wirkung der Gabe von Leflunomid sollte
durch Bestimmung der XNA-Spiegel im Empfanger mit Hilfe des etablierten ELISA und durch
durchfluBzytometrische Analyse der zirkulierenden B-Zellen, die diese Antikdrper sezernieren,
erfolgen. Die Effektivitdt der B-Zellsuppression wurde an Ratten Uberprift, die als Donor-
Antigen MS Leberzellen infundiert bekamen. Da in dem infundierten Leberzellgemisch unter
anderem Kupfer'sche Sternzellen, Hepatozyten und dendritische Zellen in der Lage sind, Kom-

plementproteine zu produzieren, sollte die Zirkulation oder Absiedelung der Zellen durch eine
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RT-PCR analysiert werden. Hierfir wurden Primer konzipiert, die speziesspezifisch ein DNA-
Fragment aus Ratten bzw. MS C3 amplifizieren sollten.

Nach Uberwindung der HAR unterliegt das Xenotransplantat einer verzégerten AbstoBung,
wahrend der es unter anderem zur Infiltration mit Natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) kommt. Im
konkordanten Hamster/Ratte Modell wurde durch die Kombination B-Zellsuppression, Infusion
von Donor-Antigen sowie transienter Depletion der NK-Zellen in T-Zell-defizienten Empfangern
ein Transplantat-Uberleben von mehr als 60 Tagen erzielt (Lin et al., 1998c). In Anlehnung an
dieses Schema soll Uberprift werden, ob durch den gezielten Einsatz immunsuppressiver Me-
dikamente wie Leflunomid und Ciclosporin A (T-Zellsuppressivum) kombiniert mit Applikation
von Donor-Antigen und transienter NK-Zell-Depletion eine Toleranz gegenliber dem Transplan-
tat auch in der diskordanten Spezieskombination MS/Ratte erzielt werden kann. Zur Analyse
der Depletion der NK-Zellen und deren Regenerierung soll der Anteil der NK-Zellen durchfluf3-
zytometrisch bestimmt werden. Ferner sollen die regenerierten NK-Zellen auf ihre Zytotoxizitat
in einem Chromfreisetzungstest gegen die Tumorzelllinie YAC 1 Uberpruft werden, wobei zur
Uberpriifung der Speziesspezifitdt der NK-Zell-Aktivitat als Zielzellen mit Concanavalin A stimu-

lierte Lymphoblasten des MS und der Maus eingesetzt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
BlAcore-Gerat und Zubehor
BlAcore-X
Sensorchip CM5
Amin-Kopplungs-Kit
Bipolar
Bipolar minicutter 80
Brutschranke
Modell B5090E
Typ BB 6220
Modell CO,-Auto-Zero
Dot Blotter
Minifold | SRC96D
DurchfluBzytometer
FACScan™
EDV
BlAevaluation 3.0
CELLQuest 3.3
Microbeta™ Windows Workstation 1450
Version 2.70.004
Microsoft Excel 2000
Microsoft Power Point 2000
Microsoft Word 2000
Herolab E.A.S.Y. Enhanced Analysis Sytem
Reference Manager 8.01
Sigma Plot fur Windows 3.3
Sigma Stat fir Windows 2.0
Windows 32 Edit Seq 4.0
WinMDI 2.8

BlAcore
BlAcore
BlAcore

Huttinger

Heraeus
Heraeus

Heraeus

Schleicher & Schiill

Becton Dickinson

BlAcore
Becton Dickinson

Wallac

Microsoft®

Microsoft®

Microsoft®

Herolab

Research Information System
Jandel Cooperation

Jandel Cooperation
DNASTAR

Scripps Research Institute
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Elektrophoresekammer

Gelkammer flr horizontale Agarosegele

Agagel Midi-Wide

Minigel Twin fur SDS-Page
Elektroporationsgerat

Gene Controler

Gene Pulser
ELISA Reader

Titertek Multiscan® RMCC 1340
Filtrations- und Konzentrationssystem

Pro Vario-3

OMEGA Minisette 0,16 um

OMEGA Minisette 10 kD
FolienschweiBBgerat

Heat sealer LKB 1295-012
FPLC-Anlage und Chromatographiesaulen

Liquid chromatography controller LCC-500

Pump P-500

Single path monitor UV-1

Motor valve MV-7 und MV-8

Mixer 24V

Fraction collector FRAC-100

HiLoad 26/60 Superdex 200 prepgrade Saule

HiTrap® Chelating Saule, 5 ml

Mono Q® HR 10/10 Saule

Protein G-Sepharose Séaule, 1ml
Geltrockner

Modell 583

Modell SGD 4050

Modell Bromma 2003
Glucometer

Elite
Konduktometer

CG 852
pH-Meter

761 Calimatic, digital

Forschungswerkstatten MHH

Biometra

Biometra

BioRad
BioRad

Flow Laboratories

Filtron
Filtron

Filtron

Wallac

Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia

Pharmacia
BioRad

Savant

LKB

Bayer Diagnostics

Schott

Knick
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Photometer

Ultrospec llI
Quarzkiivetten

Typ 105202-QS, Schichtdicke 1 cm, 60 pl
Spannungsgerite

Biochrom 2103

Phero-Stab 200
Schiittler

Plattenshaker MTS 2

Roto-Rack®

Schittelinkubator, Modell G25

Wipptisch WT12
SzintillationsmeBgerat

Trilux 1450 Microbeta™, Liquid scintillator &

Luminescence counter
Thermocycler

Varius, Modell TCV 5*9
Westernblotkammer

Fast-Blot B33, semidry, kihlbar
Video-Dokumentations- und Auswertungssystem

Kamera E.A.S.Y. 429 K

Video-Copy-Processor p68E

UV-Leuchttisch, Chroma 43, 302 nm
Zellerntegerat

Cell Harvester Typ ICH 280
Zentrifugen

Kihlzentrifuge, Modell J2-21

Optima™TLX Ultrazentrifuge

Minifuge RF

Rotofix 32

Sepatech Biofuge A

Sepatech Biofuge 15

Sepatech Biofuge 15R

Varifuge 3.2RS

Pharmacia

Hellma

LKB
Biotech-Fischer

IKA
Fisher
New Brunswick

Biometra

Wallac

Landgraf

Biometra

Herolab
Mitsubishi
Vetter Laborgerate

Inotech

Beckmann
Beckmann
Heraeus
Hettich
Heraeus
Heraeus
Heraeus

Heraeus
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2.1.2 Verbrauchsmaterial
EppendorfreaktionsgefaBe: 0,5 mlund 1,5 ml
Centriprep-10
Combitip plus 2,5 ml und 5 ml
Elektroporationskuvetten, steril, 0,2 cm
Filterpapier Whatmann 3 mm
Glasfaserfilter Printed Filtermat A, GréBe 90 x 120 mm
Kanulen
Sterican® Luer-Lock, 0,9x40 mm?, 20 G x 1,5% Gr.1
Sterican® Luer-Lock, 0,8 x 40 mm?, 21 G x 1,5¢ Gr.2
Sterican® Luer-Lock, 0,40 x 12 mm?, 27 G x 0,5
Mikrotiterplatten
Polystyrol-Microplatten 96 K , U-Form
Nunclon™ Mikrowell Platten Flach- und Rundboden
96 well mit Deckel
Polyethylenterephthalat-Mikroplatten (PET) 96 well
fir 1450 MicroBeta™
Nitrocellulosemembran: 30 cm x 3 m, 0,1 um, PH79, 402096
Nylonwatte
PD-10 Leersaulen
Polyethylen (PE)-Réhrchen 0,6 ml und 12 mi
Pipettenspitzen fur Eppendorfpipetten, alle GréBen
Plate sealers Top Seal™-A fir 96-well microplates
Rundbodenréhrchen, steril 12 ml
Spitzbodenréhrchen, steril, 15 ml und 50 ml
Spritzen
Injekt® 10ml Luer
Injekt® 20ml Luer
Omnifix® 5ml Luer
Omnifix® 40, 1ml, U-40 Insulin
Sterilfilter
Celluloseacetat 0,8 um
Millex®-GV 0,22 um

Sarstedt

amicon

Eppendorf
Invitrogen
Schleicher & Schdill
Wallac

Braun
Braun

Braun

Greiner

Nunc

Wallac

Schleicher & Schiill
Biotest

Pharmacia

Greiner

Sarstedt

Packard

Greiner

Falcon

Braun
Braun
Braun

Braun

Satorius

Millipore
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Zellkulturflaschen, fir Suspensions- und adhéarente Zellen

Polystyrol, 15cm?, 50 ml Greiner
Polystyrol, 75 cm?, 250 ml Greiner
Polystyrol, 250cm?, 600 ml Greiner
Nunclon™ mit Filterdeckel, 25 cm? und 80 cm? Nunc
2.1.3 Chemikalien
Aceton Merck
Agarose, uItraPURE®, Elektrophoresegrad Gibco BRL
Ammoniumchlorid Merck
Ammoniumpersulfat (APS) Serva
Ampicillin, Na*-Salz Serva
Ampuwa Fresenius
Avidin Sigma
Bacto-Agar Difco Laboratories

Bacto-Hefeextrakt Difco Laboratories

Bacto-Trypton Difco Laboratories

Barbital-Natrium (Natriumsalz der 5,5-Diethylbarbitursaure)

Merck

Biotin-Peroxidase Sigma
Borsaure Sigma
Bromphenolblau Serva
5-Brom-4chlor-3indolylphosphat-p-toluidinsalz (BCIP) Roth
Carboxymethylcellulose (CMC) Fluka
Calciumchlorid Sigma
Chloroform, z.A. J.T. Baker
Chloroform/iso-Amylalkohol (49+1) Fluka
4-Chloro-1-naphtanol Sigma
*'Chrom Natriumchromat in wassriger Lésung Amersham
Cobra Venom Faktor (CVF) Sigma
D-Glukose Merck
Glykogen (20 mg/ml) Bohringer
3,3 Diaminobenzidin tetrahydrochlorid (DAB) Sigma
Diethanolamin Sigma

N,N-Dimethylformamid (DMF)

Sigma
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Dithiotreitol (DTT)
Essigséure

Ethanol 98%
Ethidiumbromid
Ethylendiamin-N,N,N,N’-tetraacetat (EDTA)
Formalin

Formamid

Gelatine

y-Globulin vom Rind
Glycerin

Glycin

Glykogen (20 mg/ml)

Guanidiniumisothiocyanat (ultraPURE®)

N*-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N*-2-ethansulfonséure (HEPES)

Isopropyl-3-D-thiogalactosid (IPTG)

Iso-Amylalkohol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kanamycin

Kochsalzlésung isotonisch

Magermilchpulver Glicksklee

Magnesiumchlorid

Magnesiumsulfat

Meerschweinchen Komplementprotein C5

2-Mercaptoethanol

Methanol 96%

Mineraldl

Molekulargewichtsmarker fir DNA-Agarosegele
100 bp DNA Ladder
1 kb DNA Ladder

Molekulargewichtsmarker fir RNA-Agarosegele
0,24-9,5 Kb RNA Ladder

Molekulargewichtsmarker fir SDS-PAGE
Molecular weight high und low range

Molecular weight prestained

Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Sigma

J. T. Baker
Sigma
Merck
Merck
Béhringer
Gibco BRL
Serva
Biomol
Sigma
Fluka
Merck
Merck
Sigma
Braun
Nestlé
J.T. Baker

Riedel-de Haén

eigene Arbeitsgruppe

J.T. Baker
J.T. Baker
Sigma

MBI Fermentas

GibcoBRL

GibcoBRL

BioRad
Sigma
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3- Morpholinopropan-sulfonsaure (MOPS)
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdedocanylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumthiosulfat

Natriumzitrat
4-Nitrophenylphosphat (PNPP)
p-Nitrotetrazoliumblauchlorid (NBT)
N-Ethylmaleimid
Oligo(dT)12.1g-Primer

Pepstatin A

Percoll® (d= 1,13 g/ml)
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Ponceau S

Protein L

Rinder-Albumin Fraktion V (BSA)
RotiPhenol®

Rotiphorese® Gel 30 (30% Acrylamid mit 0,8% Bisacrylamid)

Sarcosyl
Salzséure 37%
Sepharose 4B, CNBr-aktiviert
Silbernitrat
Szintillisationsfllssigkeit
Optiphase ‘SuperMix fir °'Cr
Betaplate Scint fiir °H
*H-Thymidin (Methyl->H-Thymidin)
Trichloressigséure
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton X-100
Tween-20

Fluka
Riedel-de Haén
J.T.Baker
Merck
Biomol
J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker
Merck

J.T. Baker
Boehringer
Roth
Sigma
Bohringer
Fluka
Pharmacia
Fluka
Sigma
ACTlgen
AppliChem
Roth

Roth
Sigma
Riedel-de Haén
Pharmacia
Merck

Wallac

Wallac

NEN™ Life Science
Merck

Merck

Sigma

J.T. Baker
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Wasser fur Injektionszwecke
Wasserstoffperoxid 30%

Zitronensaure

2.1.4 Narkotika und Medikamente
Diethylether, wasserfrei, 99,8%

Ketamin® 10%

Rompun®

Epoprostenol

Ampicillin-ratiopharm® 0,5 Injektionslésung
Arava® 100 Filmtabletten

Malonitrylamid (MNA)

Sandimmun® Optoral

Refobacin® 10 mg Ampullen

2.1.5 Losungen und Puffer
Acid-Citrat-Dextrose (ACD)
35 mM Zitronenséaure
75 mM Natriumzitrat
121 mM D-Glukose
AP-Puffer fur Inmunblot
100 mM Tris/HCI
100 mM NacCl
5 mM MgCl,
Aufschlusspuffer fur SDS-PAGE
500 mM Tris/HCI pH 6,8
25% Glycerin
2% SDS
0,1% Bromphenolblau
200 mM DTT
BCIP Stock
25 mg/ml in DMF
Lagerung bei —20°C

Braun
Merck
Merck

J.T. Baker

WDT

Bayer Vital

Glaxo Welcome
ratiopharm

Hoechst Marion Roussel
Hoechst Marion Roussel
Sandoz

Merck
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BCIP/NBT Substratlésung fiir alkalische Phosphatase

66 ul NBT-Stock

66 ul BCIP-Stock

10 ml AP-Puffer
Diaminobenzidin-Substratlésung fir Immunhistochemie

20 mg DAB in 100 ml PBS

kurz vor Gebrauch Zugabe von 12 ul HO, 30%
Elektrophoresepuffer fir SDS-PAGE

0,05 M Tris

0,384 M Glycin

0,1% SDS
Elutionspuffer fiir HiTrap®

20 mM Phosphat

0,5 M NaCl

300 mM Imidazol

vor Gebrauch sterilfiltriern (0,8 um)
Elutionspuffer fiir Protein G

0,1M Glycin/HCI pH 2,7

vor Gebrauch sterilfiltrieren (0,8 um) und entgasen
Entwickler fiir Silberfarbung von SDS-Gelen

6% Na,CO;

0,0004% Na,S,04

0,02% Formalin
Erythrozyten-Lysereagenz

0,83% NH,CI

10 mM EDTA

12 mM NaHCO;
Extraktionspuffer fir Membranextrakte

0,5% Triton X-100

0,05 M NaCl

0,05 M Tris/HCI

0,36 mM Pepstatin A

1 mM PMSF

10 mM N-Ethylmaleimid

pH 7,4, Lagerung bei 4°C
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First Strand Buffer fiir Reverse Transkription 5x
250 mM Tris/HCI, pH 8,3
375 mM KCI
15 mM MgCl,
Fixierlésung fiir Silberfarbung von SDS-Gelen
50% Methanol
12% Essigsaure
0,02% Formalin
GEBS
20% Glycerin
50 mM EDTA
0,5% Bromphenolblau
0,5% Sarcosyl
NEB 2 Puffer fiir BstN1-Verdau
50 mM NaCl
10 mM Tris/HCI
10 mM MgCl;
1 mMDTT
pH 7,7
NBT Stock
50 mg/ml NBT in 70% DMF
Lagerung bei —20°C
PBS (Phosphat gepufferte Saline)
10 mM Natriumphosphat, pH 7,4
2,7 mM KClI
15 mS mit NaCl einstellen (ca. 137 mM NacCl)
PBS 160 mM
137 mM NacCl
2,7 mM KClI
10 mM Na,HPO,
10 mM KH,PO,
pH 7,4

vor Gebrauch sterilfiltrieren (0,8 um) und entgasen

GibcoBRL

New England Biolabs
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Percoll®, d= 1,086, 320 mOs/kg H,O
10 ml 1,5 M NaCl
61,7 ml Percoll®, d= 1,13 g/ml
ad 100 ml destilliertes Wasser
pfu-Polymerase Puffer 10x
200 mM Tris/HCI, pH 8,8
20 mM MgSO,
100 mM KCI
100 mM (NH,).SO,
1% Triton X-100
1 mg/ml BSA
Ponceau S Lésung
20 g Ponceau S in 100 ml Trichloressigsaure 30%
Gebrauch: 2% in destilliertem Wasser
Puffer A (Préaparation von Thrombozyten)
2,6 M NaCl
53 mM KCiI
238 mM NaHCO;
5,6 mM Na,HPO,
Puffer B (Praparation von Thrombozyten)
5 ml Puffer A
1 ml 0,1 M MgCl,
0,1 g Glucose
0,2gBSA
94 ml H,O
Puffer C (Praparation von Thrombozyten)
10 ml Puffer C
0,6 ml ACD
Puffer F (Aufreinigung CVF)
20 mM Tris/HCI, pH 7,4
vor Gebrauch sterilfiltrieren (0,8 um) und entgasen
Puffer G (Aufreinigung CVF)
20 mM Tris/HCI, 350 mM NaCl, pH 7,4

vor Gebrauch sterilfiltrieren (0,8 um) und entgasen

Stratagene



Material und Methoden

36

React 2 Puffer 10x fur Sfil-Verdau
500 mM Tris/HCI, pH 8,0
100 mM MgCl,
500 mM NaCl
React 3 Puffer 10x fur Nofi-Verdau
500 mM Tris/HCI, pH 8,0
100 mM MgCl,
1M NaCl
RNA-Auftragspuffer
50% Formamid
2,2 M Formaldehyd
10 mM EDTA
20% Glycerol
0,2% Bromphenolbalu
50 pg/ml Ethidiumbromid
RNA-Laufpuffer
20 mM MOPS, pH 7,0
8 mM NaOAc
1mM EDTA, pH 8,0
RNA Stammlésung D
4 M Guanidiniumisothiocyanat
25 mM Na-citrat, pH 7,0
0,5% Sarcosyl
Sammelgel fiir SDS-PAGE
125 mM Tris/HCI, pH 6,8
0,1% SDS
3% Polyacrylamid
Startpuffer fiir HiTrap®
20 mM Phosphat
0,5 M NaCl

15 mM Imidazol

vor Gebrauch sterilfiltrieren (0,8 um)

Startpuffer fir Protein G
0,02 M Na-Phosphat pH 7,0

vor Gebrauch sterilfiltrieren (0,8 um) und entgasen

Gibco BRL

Gibco BRL
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Streptavidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
Streptavidin 1:100 in PBS
Biotin-Peroxidase 1:1000 in PBS
zu gleichen Teilen (1:1) mischen, bei 4°C aufbewahren

T4-Ligase Puffer 10x
50 mM Tris/HCI
10 mM MgCl;

10 mM DTT

1 mM ATP
25 ug/ml BSA
pH 7,5

tag-Polymerase-Puffer 10x
200 mM Tris/HCI, pH 8,3
500 mM KCI

TBE fiir DNA-Agarosegele
8,9 mM Tris/HCI, pH 8,3 bis 8,5
8,9 mM Borsaure
0,2 mM EDTA

TBS (Tris gepufferte Saline)

50 mM Tris/HCI
200 mM NacCl
pH 7,4

TBS fur Inmunblot
20 mM Tris/HCI
150 mM NacCl
pH 7,4

TBS Waschpuffer fiir Imnmunblot
TBS fur Immunblot
0,5% Tween 20

TBS Waschpuffer fir XNA-ELISA
TBS
0,3% Tween-20
0,02% NaN3

TE-Puffer
10 mM Tris/HCI, pH 7,5
1 mM EDTA

New England Biolabs

Gibco BRL
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Transferpuffer fir Western Blot
25 mM Tris
150 mM Glycin
10% Methanol
pH 8,5
Trenngel fir SDS-PAGE
375 mM Tris/HCI, pH 8,8
0,1% SDS
7%, 7,5% oder 12% Polyacrylamid
VBS Stammlésung ( Veronal gepufferte Saline)
750 mM NaCl
25 mM Barbital-Natrium
pH 7,3
Lagerung bei 4°C
VBS++ Puffer
VBS Stammldsung 1: 5 in destilliertem Wasser
0,1% Gelatine
0,5 mM MgCl,
37,5 uM CacCl,

direkt vor Gebrauch ansetzen

2.1.6 Nahrmedien

SOB-Medium
2% Trypton
0,5% Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KClI

SOC-Medium
SOB-Medium
10 mM MgCl;
10 mM MgSO,
20 mM Glukose
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2x TY-Medium
1,6% Trypton
1% Hefeextrakt
0,5% NaCl
2x TY + Amp + Gluk
2x TY-Medium
100 pg/ml Ampicillin
1% Glukose
TYE-Agar
1% Trypton
0,5% Hefextrakt
0,8% NaCl
1,5% Bacto-Agar
TYE + Amp + Gluk
TYE-Agar
100 pg/ml Ampicillin
1% Glukose

2.1.7 Antikorper

Kaninchen anti-asialo GM1

Kaninchen anti-Maus 1gG-Biotin

Kaninchen anti-Ratte IgM-Alkalische Phosphatase
Kaninchen anti-Schaf Erythrozytenstroma
Maus anti-c-Myc IgG1, Klon 9E10

Maus anti-human C6

Maus anti-human C9

Maus anti-Ratte C3, Klon ED11

Maus anti-Ratte IgM, Klon MARM-4

Maus anti-Ratte Makrophagen, Klon ED1
Maus anti-Ratte CD161(NKR-P1)

Maus anti-Ratte CD5-FITC, Klon MRC OX-19
Maus anti-Ratte CD45RA-RPE, Klon OX-33
Monoklonaler Antikérper (mAKk) 122

Ratte IgM kappa Myeloma

Wako
Dako
Zymed
Sigma
Sigma
ICN
ICN
Serotec
Serotec
Serotec
Serotec
Serotec
Serotec
eigene Arbeitsgruppe

Serotec
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Ratte 1gG, gereinigt
Schaf anti-Ratte IgG -Alkalische Phosphatase
Ziege anti-Maus Ig-FITC

Ziege anti-Maus IgG-Peroxidase

2.1.8 Enzyme
Restriktionsendonukleasen
Notl, Sl

BsiN1

T4-DNA-Ligase

Superscript™ [ RNAse H Reverse Transkriptase (200 U/ul)

Serotec

Serotec

Becton Dickinson
Sigma

Gibco BRL
New England Biolabs
New England Biolabs
GibcoBRL

pfu-DNA-Polymerase (2,5 U/ul) Stratagene
tag-DNA-Polymerase (5U/ul) Gibco BRL
2.1.9 Bakterienstamme
E.coliHB 2151 K12;ara, A(lac-proAB), thi-1, [F’ proA’B’, lacl® ZAM15]
Carter et al., 1985
E.coliTG1 K12, supE, thi-1, A(lac-proAB), A(mcrB-hsdSM)5, (r. m,), [F’ traD36,

Pro A*B*, lacl® ZAM15]

Stratagene

2.1.10 Phagemid-Vektoren
pCANTAB6
pHEN1 mit MS C5-spezifischen scFvs
(Klone B3,E10,H10 und F11)

Vaughan et al.,1996

Guleryliz, 1998



Material und Methoden 41

2.1.11 Zelllinien

JH 4: Fibroblastenartige Meerschweinchen Zelllinie isoliert aus der Lunge eines Jungtiers vom
Stamm 13, adhéarent.
ATCC CCL-158

3.2.3: Hybridomzelllinie, von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Kurt Wonigeit, Abteilung fur
Abdominal- und Transplantationschirurgie der MHH zur Verfliigung gestellt.

YAC-1: Lymphomzelllinie, die durch Inokulation des Moloney Leukadmie Virus (MLV) in
neugeborene A/Sn Mausen induziert wurde.
Von der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Kurt Wonigeit, Abteilung Abdominal- und

Transplantationschirurgie der MHH zur Verfligung gestellt.

2.1.12 Medien und Zusétze fir die Zellkultur

Cell Dissociation Solution (1x), nicht enzymatisch Sigma
Concanavalin A (Con A) Sigma
DMEM high Glucose (1x) PAA
DMSO Dimethylsulfoxid Hybr Max® Sigma
Fetales Kalberserum, bei 56°C hitzeinaktiviert (FCS) Sigma
HybridMed Seromed® Biochrom
L-Glutamin Gibco BRL
Methyl-a-D-Mannopyranosid Sigma
Nutrient Mixture F-12K Kaighn’s Modification (1x)

mit L-Glutamin Gibco BRL
Penicillin (10000 1U/ml) / Streptomycin (10mg/ml) Sigma
RPMI 1640 mit L-Alanyl-L-Glutamin Gibco BRL
TC 199 mit Hank’s Salzen Applichem
Trypanblau 0,4% Sigma

Trypsin/EDTA (1x) (0,5% Trypsin, 0,2% EDTA in PBS) Gibco BRL
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2.1.13 Sonstiges

Schafsblut konserviert, laut Herstellerangaben gewaschen
und auf 4% Erythrozyten eingestellt

BCA Proteinbestimmungskit

Histidin-Tryptophan-Ketogluturat Lésung

Behring
Pierce

Bretschneider

Jetsorb 300 Gel Extraktions Kit Genomed

dNTP-Mix (2’-Deoxynucleosid 5’-Triphosphat) Ultrapure Amersham
Oligo-(dT)12.18 Amersham

TUNEL Testkit zum Nachweis von Apoptose Bohringer
2.1.14Verwendete Tierstamme

Lewis Ratten, méannlich Zucht des Zentralen Tierlabors der MHH oder

Charles River Laboratories
PVG/C6- Ratten, mannlich eigene Zucht, Zentrales Tierlabor der MHH,
von M Daha, Universitét Leiden zur Verfligung

gestellt.
Dunkin Hartley Meerschweinchen Charles River Laboratories
C2BB/R+ Meerschweinchen eigene Zucht, Zentrales Tierlabor der MHH
C2BB/R- Meerschweinchen eigene Zucht, Zentrales Tierlabor der MHH

C57BL/6 Mause Zucht des Zentralen Tierlabors der MHH
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2.2 Methoden

2.2.1 Charakterisierung von Proteinen

Um Proteine zu charakterisieren, wurden sie nach Laemmli (1970) unter denaturierenden
Bedingungen im SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt (SDS-PAGE) und
anschlieBend durch Silberfarbung dargestellt oder alternativ mit der von Towbin et al. (1979)
entwickelten Methode des Western Blots auf eine Nitrocellulosemembran transferiert und
immunologisch nachgewiesen (vgl. 2.2.6.3). Zuséatzlich wurde der Gesamtproteingehalt mit der
BCA-Methode bestimmt (vgl. 2.2.1.3).

2.2.1.1 Auftrennung von Proteinen in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Das Gel mit einer Dicke von 1 mm und einer GréBe von 8,5 x 6 cm bestand je nach zu
charakterisierendem Protein aus einem 7%-, 7,5%- oder 12%igen Trenngel, das mit einem 3%-
igen Sammelgel Uberschichtet war, wobei die Polymerisation jeweils durch Zugabe von 0,1%
TEMED und 0,1% Ammoniumpersulfat gestartet wurde. Die Proben wurden 1:1 im
Aufschlusspuffer mit dem Reduktionsmittel Dithiotreitol verdinnt, fir 5 Minuten bei 95°C
denaturiert und in 4 mm breite Taschen des Sammelgels aufgetragen. Ein
Molekulargewichtsmarker als GréBenvergleich wurde zusammen mit den Proben zunéchst im
Sammelgel bei 100 V und nach Erreichen des Trenngels bei 200 V in Elektrophoresepuffer

aufgetrennt.

2.2.1.2 Silberférbung der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine

In der Silberfarbung werden Proteine durch Komplexbildung mit Silberionen schwarzbraun
angefarbt (Qiagen, 1998). Nach Auftrennung der Proteine im SDS-PAGE wurde das Gel fir 30
Minuten in der Fixierlésung inkubiert, dreimal fur 10 Minuten mit 50% Ethanol gewaschen und
anschlieBend fur 1 Minute in 0,02% Natriumthiosulfat inkubiert. Nach dreimaligen Waschen in
destilliertem Wasser (20 Sekunden) wurde fir 20 Minuten eine 0,2%ige Silbernitratiésung,
erganzt mit 0,03% Formalin, zugegeben. Nach Zugabe des Entwicklers verschob sich der pH-
Wert in den alkalischen Bereich, und es bildete sich elementares Silber. Nicht komplexierte
Silberionen wurden mit destilliertem Wasser (zweimal 20 Sekunden) weggewaschen und die
Reaktion durch 10 minutige Inkubation mit einer Stopplésung aus 50% Methanol und 12%

Essigséaure beendet.
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2.2.1.3 Bestimmung des Proteingehaltes nach der BCA-Methode

Der Gesamtproteingehalt einer Lésung wurde mit einer Kombination aus der Reduktion von
Cu® zu Cu' durch Proteine im alkalischen Milieu (Biuret-Reaktion) und des kolorimetrischen
Nachweises von Cu'* mittels Bicinchoninsidure (BCA) ermittelt. Dazu wurde ein kéuflich
erworbener BCA Proteinnachweistest mit dem enthaltenen Albuminstandard oder einem 1gG-

Standard (y Globulin) verwendet.

2.2.2 Aufreinigung und Bestimmung der Aktivitadt von Cobra Venom Faktor
(CVF)

Der krude Extrakt von lyophilisiertem Cobra Venom Faktor (CVF) wurde nach der von
Beukelman et al. (1987) beschriebenen Methode mit Hilfe der FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography) Uber einen Anionenaustauscher aufgereinigt. AnschlieBend wurde die
antikomplementare Aktivitdt von CVF in vitro gegen normales humanes Serum (NHS) und in

vivo nach Applikation in Ratten im hdmolytischen Test ermittelt.

2.2.2.1 Aufreinigung von CVF

Um CFV Uber einen Anionenaustauscher (Mono Q) aufzureinigen, wurden 200 bis 350 mg des
kruden Extraktes in 10 bis 15 ml Puffer F gelést und unlésliche Bestandteile bei 4000 g fur 15
Minuten abzentrifugiert. Der klare Uberstand wurde durch ein Sterilfilter (0,22 um) filtriert und
mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min auf die nach Herstellervorschrift mit Puffer F
aquilibrierte Mono Q Saule aufgetragen. Nach Waschen der S&ule mit 100 ml Puffer F bei einer
Flussgeschwindigkeit von 2 ml/min wurden die Proteine mit einem linearen Salzgradienten von
0 bis 350 mM NaCl (kontinuierliche Zumischung von Puffer G zu Puffer F) aufgetrennt,
unterbrochen von einer 50-mindtigen Elution bei 260 mM NaCl (74,3% Puffer G). Ab 175 mM
NaCl (50% Puffer G) wurden 80 Elutionsfraktionen a 1ml gesammelt. Fraktionen, die aufgrund
einer erhdhten OD bei 280 nm Proteine enthielten, wurden in der SDS-PAGE (7,5%iges
Trenngel) mit anschlieBender Silberfarbung auf ihre Reinheit hin Gberpraft (vgl. 2.2.1.1 und
2.2.1.2). Elutionsfraktionen, die 2 Banden bei etwa 50 und 66 kD aufwiesen, wurden gepoolt
und der Proteingehalt nach der BCA-Methode bestimmt (vgl. 2.2.1.3).
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2.2.2.2 Bestimmung der antikomplementaren Aktivitdt von CVF in vitro und in vivo

Zur Uberprifung der antikomplementdren Aktivitdt in vitro wurden unterschiedliche
Verdinnungen von aufgereinigtem CVF mit normalem humanem Serum (NHS) 30 Minuten bei
37°C inkubiert und dann im h&molytischen Test eingesetzt (vgl. 2.2.2.3). Dazu wurde die
Menge NHS eingesetzt, welche eine 50%ige Lyse erzeugt (eine CH50 Einheit). Unter
Verwendung der unter 2.2.2.3 beschriebenen Formeln entspricht eine Einheit CVF der Menge,
die die Hamolyse einer CH50 Einheit Serum zu 50% inaktiviert.

Um die Inhibition des Komplementsystems durch CVF in vivo zu untersuchen, wurden Lewis
Ratten (Gewicht 280 bis 350 g) an 2 aufeinander folgenden Tagen 40 und 20 1U, 80 und 40 IU,
50 und 20 ug sowie zweimal 50 ug bzw. 80 und 40 IU aufgereinigter CVF intravends bzw.
intraperitoneal verabreicht. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde das Serum der Tiere
gewonnen und unverdlinnt im hamolytischen Test analysiert (vgl. 2.2.2.3). Als BezugsgréfBe

(100% Hamolyse) diente die Hamolyse, die das individuelle Serum vor CVF-Gabe erzielte.

2.2.2.3 Hamolytischer Test

Die Komplementaktivitdt in Seren sowie die antikomplementare Aktivitdt von CVF gegen
normales humanes Serum (NHS) wurden im hé&molytischen Test durch Lyse von
sensibilisierten Schafserythrozyten in Anlehnung an die von Whaley und North (1997)
beschriebenen Methode ermittelt.

Erythrozyten aus Schafsblut wurden mit VBS++ Puffer auf 2% eingestellt und zur
Sensibilisierung mit dem gleichen Volumen einer 1:100 Verdliinnung des Kaninchen anti-Schaf
Erythrozytenstroma Antikérpers in VBS++ Puffer bei 37°C fur 30 Minuten inkubiert. Die
sensibilisierten Schafserythrozyten wurden bei 2000g, 4°C fur 10 Minuten abzentrifugiert,
zweimal mit VBS++ Puffer gewaschen und in VBS++ Puffer aufgenommen, so dass eine
Endkonzentration von 1 x 10°/ml erzielt wurde. Das Lysat aus 100 ul Zellsuspension mit 2,9 ml
destilliertem Wasser ergab bei korrekter Zellzahl eine OD bei 541 nm von 0,370.

In den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit Rundboden wurden je 45 ul unterschiedliche
Serumverdinnungen in VBS++ Puffer zusammen mit 30 ul der sensiblisierten
Schafserythrozyten bzw. VBS++ Puffer (Leerwert) fir 30 Minuten bei 37°C unter Schitteln
inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 170 ul eiskalter, isotonischer Kochsalzl6sung
abgestoppt. Zur Ermittlung der totalen Lyse wurden 30 ul sensibilisierter Schafserythrozyten mit
45 ul VBS++ Puffer anstatt Serum inkubiert und durch Zugabe von 170 pl destilliertem Wasser
lysiert. Die Zellen wurden anschlieBend bei 1000 g, 4°C fur 5 Minuten abzentrifugiert, 200 pl

des Uberstandes in eine neue Platte tiberfiihrt und die OD bei 540 nm bestimmt.
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Die prozentuale Lyse jeder Probe wurde durch folgende Formel ermittelt:

OD,,,Probe — OD;,,Leerwert

% Lyse = x 100

Zur Ermittlung einer CH50 Einheit, also dem Serumvolumen, das eine 50%ige H&amolyse
erzeugt, wurde die prozentuale Lyse der Probe als Dezimalzahl (y) in folgende Formel
eingesetzt:

y/(1-y).
Das Ergebnis wurde in einem Graphen mit logarithmischer x- und y-Achse gegen das
eingesetzte Serumvolumen aufgezeichnet. Nach Verbindung der einzelnen Punkte zu einer

Geraden wurde das Serumvolumen mity / (1-y) = 1 bestimmt.

2.2.3 Charakterisierung und Verwendung von scFvs gegen Meerschweinchen
C5 und C5a
In der Arbeitsgruppe standen Phagemid-Vektoren (pHEN1) mit Antikbrpern gegen die

Meerschweinchen (MS) Komplementproteine C5 und C5a zur Verfigung, die nach Generierung
von scFv-Antikérperbanken aus Blut und Milz von mit MS C5 immunisierten Mausen durch
Selektion mittels Phage-Display isoliert worden waren (Gulerytz, 1998). Es handelte sich dabei
um 4 gegen MS C5 gerichtete Klone (B3, H10, E10 und F11), die nach Restriktionsverdau der
DNA mit BstN1 unterschiedliche Muster zeigten und keine Kreuzreaktivitdt mit MS Cba,
humanem C5 oder humanem C5a aufwiesen. Ferner war ein MS C5a-spezifischer Klon (D10)
vorhanden, der zwar nicht mit humanem C5 oder C5a jedoch mit MS C5 kreuzreagierte. Im
Laufe dieser Arbeit wurden die Klone sequenziert und die MS C5-spezifischen scFvs Uber
Metalchelat-Chromatographie kombiniert mit Gelfiltration oder Uber Affinitdtschromatographie
an Protein L aufgereinigt. Fir die Aufreinigung Uber Metalchelat-Chromatographie war es
erforderlich, die scFvs in den Phagemid Vektor pCANTAB6 umzuklonieren. Die aus diesem
Vektor expremierten scFvs erhalten einen C-terminalen 6x Hisitidin Rest, der die Chelatbindung
an immobilisierte Metallionen ermdglicht.

Nach Affinitdtsbestimmung der gegen MS C5 gerichteten scFvs wurde ihre Eignung zur
Inhibition des Komplementsystems in vitro und die Fahigkeit zum Nachweis von MS C5-
Ablagerungen im Gewebe untersucht. AuBerdem wurde mit einem MS C5-spezifischen scFv

eine Methode zur C5-Konzentrationsbestimmung im Serum etabliert.
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2.2.3.1 Sequenzierung

Unter Verwendung der Primer Kombination JK61 und JK77 (s. Anhang) wurde die
Sequenzierung der Phagemid DNA (pHEN1-Vektor) von der Firma GATC GmbH durchgefuhrt.
Die Subgruppierung erfolgte in Anlehnung an die Klassifiaktion von Kabat et al. (1991).

2.2.3.2 Umklonierung in den Vektor pPCANTAB6

Fir die Aufreinigung Uber Metal-Chelatchromatographie wurden die DNA-Fragmente flr die
anti-MS C5 scFvs (Inserts) in den Phagemid Vektor pPCANTAB6 umkloniert. Dazu wurden die
im Phagemid Vektor pHEN1 vorliegenden inserierten DNA-Abschnitte der scFvs zunachst mit
einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Nach Phenol-Chloroform-Extraktion und
Alkoholfallung wurden die Inserts sowie der alkoholgefalite Phagemid Vektor pCANTAB6 mit
den Restriktionsenzymen Sfil und Notl verdaut. Der geschnittene Vektor wurde in einem DNA-
Agarosegel aufgetrennt und Uber Glasmilchbeads aus dem Gel aufgereinigt. Die geschnittenen
Inserts wurden nach Phenol-Chloroform-Extraktion und Alkoholfallung mit dem aufgereinigten,
geschnittenenen Vektor ligiert und anschlieBend in E.coli elektrotransformiert. Zur Kontrolle der
erfolgreichen Umklonierung wurden die nun im Vektor pCANTABG inserierten DNA-Abschnitte
fur die anti-MS C5 scFvs in der PCR amplifiziert, mit dem Restriktionsenzym BsiN1 verdaut und

in einem Agarosegel die GroBe der Inserts bzw. die Restriktionsmuster analysiert.

2.2.3.2.1 Amplifikation der scFv-Gene in der Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Mit Hilfe der Polymerasen-Kettenreaktion (PCR) nach der Methode von Saiki et al. (1988)

kénnen in einem in vitro-Verfahren Nukleinsdure-Sequenzen aus einem Gemisch von
Nukleinsduren selektiv angereichert werden. Hierbei wird ein DNA-Fragment (Template) mit
einer thermostabilen DNA-Polymerase durch sequentielle Erwdrmungs- und AbklUhlungsschritte
vervielfaltigt. Die DNA-Polymerase synthetisiert einen zum Template (Einzelstrang DNA)
komplementdren Strang, ausgehend von einem synthetischen Oligonukleotid-Primer, der
spezifisch am Template hybridisiert (Annealing). Ein Amplifikationszyklus besteht aus einer
dreiteiligen Reaktion: 1. Hitze-Denaturierung des Templates, 2. Annealing der Primer und 3.
Extension.

Als DNA-Polymerase wurde fur die Amplifikation der umzuklonierenden Inserts die pfu-
Polymerase eingesetzt, die im Vergleich zu der sonst verwendeten tag-Polymerase eine hohere
Ablesegenauigkeit besitzt damit eine geringere Fehlerrate beim amplifizierten DNA-Fragment
verursacht. Dies kommt durch die ,proof-reading“-Aktivitdt der pfu-Polymerase zustande, die
aufgrund einer 3' -5 Exonuklease-Aktivitat falsch eingebaute Nukleotide wieder entfernen

kann.
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Reaktionsansatz fur Amplifikation mit pfu-DNA-Polymerase:

10 ul 10x pfu-Polymerase-Puffer
0,8 ul dNTP-Mix (je 25 mM)

2 ul Primer 1 (10 uM)

2 ul Primer 2 (10 uM)

xx ul Template

Aqua dest. ad 100 pl

(1 x im Ansatz)

(Konzentration im Ansatz : 200 uM)

(Konzentration im Ansatz: 20 nM)

(Konzentration im Ansatz: 20 nM)

Reaktionsansatz fir Amplifikation mit tag-Polymerase:

10 ul 10x tag-Polymerase-Puffer
3 wl MgCl, (50 mM)

0,8 ul dNTP-Mix (je 25 mM)

2 ul Primer 1 (10 uM)

2 ul Primer 2 (10 uM)

xx ul Template

Aqua dest. ad 100 pl

(Konzentration im Ansatz: 1,5 mM)

Zum Schutz vor Verdampfen von Wasser aus dem Reaktionsgemisch wahrend der PCR

wurden die Ansatze mit Mineralél Uberschichtet. Flr jeden Ansatz wurde zudem eine

Negativkontrolle ohne DNA mitgefuhrt, um Kontaminationen auszuschlie3en.
Zur Amplifikation der scFv-Gene aus dem Phagemid Vektor pHEN1 bzw. pCANTAB6 wurden
die Primer JK61 und JK71 bei einer Annealingtemperatur von 50°C bzw. AW1 und JK52 (vgl.

Anhang) bei einer Annealingtemperatur von 45°C in einer ,hot start“ PCR eingesetzt, d.h. die

PCR wird zundchst ohne Polymerase gestartet und durchlauft einen Denaturierungs- und

Annealing-Zyklus. Erst wenn die Primer mit dem Template hybridisiert sind, wird die Extension

durch Zugabe der Polymerase (5 units/100 ul PCR-Ansatz) gestartet. Diese Methode liefert

eine hohe Ausbeute an korrektem PCR-Produkt.

Far die PCR-Anséatze wurden folgende Reaktionsbedingungen im Thermocycler gewéhlt:

Vorzyklus (1 x) 94°C
XX°C

Break und hot start

Hauptzyklus (30 x) 72°C
94°C
XX°C

Endzyklus (1 x) 72°C

25°C

10sec+300sec

10sec+50sec

60sec+60sec
10sec+80sec
10sec+110sec
60sec+600sec

10sec

(Denaturierung)
(Annealing)

(Extension)
(Denaturierung)
(Annealing)
(Extension)
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2.2.3.2.2 Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA

Far eine Phenol-Chloroform-Extraktion wurde resuspendierte DNA mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform/iso-Amylalkohol (25 Teile/24 Teile/1 Teil) kraftig gemischt (Denaturierung
von Proteinen, z.B. Polymerasen, Restriktionsenzyme) und zur Phasentrennung bei 13 000 g, 1
Minute zentrifugiert. Die obere, wéssrige Phase (enthalt DNA) wurde abgenommen und mit
dem gleichen Volumen an Chloroform/iso-Amylalkohol (24 Teile/1 Teil) kraftig gemischt
(Abtrennung von Phenolresten). Zur Steigerung der Ausbeute wurde nach erneuter
Zentrifugation der in der oberen, wassrigen Phase verbleibende Chloroform/iso-Amylalkohol-

Rest mit 100 pl destilliertem Wasser nachextrahiert.

2.2.3.2.3 Alkoholféallung von DNA

Nukleinsduren kénnen in einer 65 bis 70%igen alkoholischen Ldsung bei gleichzeitiger
Anwesenheit von monovalenten Kationen prazipitiert werden. Niedrige Temperaturen und
Glykogen als Carrier begtinstigen diesen Vorgang.

Die in destilliertem Wasser oder TE-Puffer resuspendierte DNA wurde mit 1/10 ihres Volumens
2,5 M Natriumazetat, pH 5,2, 1ul Glykogen und dem 2,5-fachen des neu entstandenen
Volumens Ethanol 96% (-20°C) gemischt. Zur Fallung wurde der Ansatz fur 1 Stunde bei —70°C
inkubiert. Die geféllte DNA wurde fir 30 Minuten bei 4°C und 13 000 g pelletiert, zweimal mit
500 ul Ethanol 70% (-20°C) gewaschen und nach Trocknung bei 37°C in TE-Puffer oder

destilliertem Wasser resuspendiert.

2.2.3.2.4 Sfil-Verdau

Far die Umklonierung wurden 2 ug des Phagemid-Vektors pPCANTAB6 und je 50 ul der durch
PCR amplifizierten scFv Inserts der Klone B10, E10, H10 und F11 (maximal 2,5 ug) nach
Alkoholfallung bzw. Phenol-Chloroform-Extraktion/Alkoholfallung eingesetzt. Die DNA wurde in
12 ul destilliertem Wasser resuspendiert und nach Zugabe von je 1,5 ul 10x React 2 Puffer und
1,5 ul Sfil (10 U/ul) mit Mineraldl als Verdunstungsschutz Gberschichtet. Diese Mischung wurde
Uber Nacht (16 Stunden) bei 50°C inkubiert und danach wurde der Verdau durch
Hitzeinaktivierung (10 Minuten, 65°C) abgestoppt.
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2.2.3.2.5 Notl-Verdau

Zu den Anséatzen des Sfil-Verdaus wurden je 1,5 ul 10x React 3 Puffer, 3,33 ul 500 mM NacCl
und 1 ul Nofl (15 U/ul) zugegeben und fur 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Der Verdau wurde
durch Erhitzen auf 65°C far 10 Minuten abgestoppt.

Beim Schneiden des Vektors wurde ein ca. 700 bp langes Fragment (scFv spezifisch fir MS
C3) herausgeschnitten. Um dieses Insert abzutrennen und gleichzeitig den Verdau zu
kontrollieren, wurde der Verdauansatz (30 ul) nach Zugabe von 10 ul GEBS Uber ein 1% iges
Agarosegel und anschlieBend Uber Glasmilchbeads aufgereinigt (vgl. 2.2.2.2.6 und 2.2.2.2.7).
Die verdauten Inserts wurden durch Phenol-Chloroform-Extraktion und Alkoholfallung
aufgereinigt (vgl. 2.2.2.2.2 und 2.2.2.2.3).

2.2.3.2.6 Auftrennen von DNA in einem Agarosegel

Fir analytische und praparative Zwecke wurden DNA-Fragmente in einer Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Agarosekonzentration der Gele wurde in Abhangigkeit von
den zu erwartenden Fragmentlangen zwischen 1 und 3% gewéhlt. Die entsprechende
Agarosemenge wurde in TBE-Puffer aufgekocht und nach Abkihlung auf etwa 60°C in den
horizontalen Geltrager gegossen. Nach Erstarren wurde das Gel mit dem Laufpuffer TBE
Uberschichtet und die mit GEBS verdinnten Proben sowie als GrdBenvergleich ein
Molekulargewichtsmarker aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 100 V. Zur Visualisierung
wurde das Gel fir 10 bis 30 Minuten in einem Ethidiumbromidbad (0,7 ug EtBr/ml destilliertes

Wasser) gefarbt und anschlieBend unter UV-Bestrahlung ausgewertet.

2.2.3.2.7 Extraktion des geschnittenen pCANTAB6 Vektors aus einem Agarosegel mit

Glasmilchbeads

Der nach Sfii und Notl-Verdau geschnittene pCANTAB6 Vektor (4,4 kb) wurde nach
gelelektrophoretischer Auftrennung mit einem Skalpell aus dem 1%igen Agarosegel
herausgeschnitten und nach Herstellerangaben mit dem Jetsorb Gel Extraktions Kit aus dem
ausgeschnittenen Gelblock extrahiert. Bei diesem Verfahren wurde die DNA aus dem Gelblock
herausgelést und an Glasmilchbeads gebunden. Die Beads wurden durch Zentrifugation
abgetrennt und mehrmals gewaschen. Mit 20 ul TE-Puffer wurde die DNA wieder von den
Beads eluiert. Bei diesem Aufreinigungsverfahren kommt es zu einem etwa 50%igen Verlust.
Daher wurden von den urspringlich eingesetzten 2 ug des Vektors ca. 1 ug fur die

anschlieBende Ligation verwendet.
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2.2.3.2.8 Ligation der scFv-Inserts mit dem Phagemid Vektor pCANTABG6

Zur Ligation des scFv-Inserts in den Phagemid Vektor pPCANTAB6 wurden zunéachst je Ansatz
etwa 150 ng geschnittener Vektor mit etwa 150 ng geschnittenen Insert zusammen
alkoholgeféllt (vgl. 2.2.3.2.3). Die geféllte DNA wurde in 86 ul destillietem Wasser
aufgenommen, je 10 ul 10x T4-Ligase-Puffer und 4 ul T4-Ligase (400 U/ul) hinzugeflgt. Die
Ligationsansatze wurden Uber Nacht (16 Stunden) bei 4°C inkubiert und anschlieBend flr 30
Minuten bei 70°C hitzeinaktiviert. Vor Elektrotransformation in die Bakterien wurde die DNA mit
Phenol-Chloroform extrahiert und in 10 ul destilliertem Wasser aufgenommen (vgl. 2.2.3.2.2).
Um die Qualitdt der spéateren Transformation einschétzen zu kénnen, wurde geschnittener

Vektor ohne Insert-Zugabe ligiert (Mock-Kontrolle).

2.2.3.2.9 Elektrotransformation der in pCANTAB6 umklonierten scFvs in E.coli

Der zur DNA-Aufnahme nahezu inkompetente E.coli Bakterienstamm HB2151 wurde durch ein
spezielles Praparationsverfahren, durch das die Zellwand der Bakterien modifiziert wird, fir die
Aufnahme von DNA kompetent gemacht. Dazu wurde das Wachstum der Bakterien in der
logarithmischen Phase unterbrochen, die Bakterien mit 1 mM HEPES-Puffer pH 7,0 und 10%
Glycerin gewaschen und anschlieBend im flussigen Stickstoff (-195°C) schockgefroren. Eine
Testtransformation ergab eine Kompetenz von 1,8 x 10’ pfu/ug.

Die Elektrotransformation erfolgte nach der von Dower et al. (1988) beschriebenen Methode
auf Eis in vorgekuhlten ReaktionsgefaBen. Je 40 ul der elektrokompenten Bakterien wurden auf
Eis aufgetaut und zu 10 ul vorgekuhlter DNA gegeben. Diese Mischung wurde fur 2 Minuten bei
4°C inkubiert und in eine Elektroporationskuvette Uberfihrt. Die Elektroporation erfolgte bei
einem Widerstand von 400 Q, einer Spannung von 2,5 kV und bei einer Kapazitat von 25 uF.
Danach wurden die Anséatze sofort in 1 ml SOC-Medium uberfihrt und bei 37°C far 60 Minuten
inkubiert. Nach Herstellung von Verdinnungen wurden die Bakterien auf kleinen Platten mit
TYE + Amp + Gluk ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Einzelne Kolonien wurden in
2x TY + Amp + Gluc Uberfuhrt und nach Kultur bei 37°C auf erfolgreiche Umklonierung
Uberpraft.

2.2.3.2.10 Uberpriifung der erfolgreichen Umklonierung

Um die Umklonierung der scFvs Inserts der Klone B3, E10, H10 und F11 in den Phagemid
Vektor pPCANTAB6 zu Uberprifen, wurden je 10 ul der E.coli Bakterien HB2151 fir 5 Minuten
aufgekocht und bei 13 000 rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir die PCR
eingesetzt. Um das Vorhandensein des scFv-Inserts mit einer Lange von etwa 700 bp zu



Material und Methoden 52

dberprifen, wurden 10 ul PCR-Produkt mit 10 ul GEBS gemischt und auf einem 1%igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (vgl. 2.2.3.2.6). Weitere 10 ul des PCR-Produkts
wurden mit 2 ul Neb 2 Puffer, 0,2 ul BSA, 7,7 ul Aqua dest. und 0,1 ul BstN1 gemischt. Dieses
Gemisch wurde far 60 Minuten bei 60°C inkubiert und der Verdau durch Zugabe von 5 ul GEBS
abgestoppt. Nach gelelektrophoretisher Auftrennung in einem 3%igen Agarosegel wurden die

Restriktionsmuster analysiert (vgl. 2.2.3.2.6).

2.2.3.3 Aufreinigung der MS C5-spezifischen scFvs

Die MS Cb5-spezifischen scFvs wurden nach Ankonzentrierung Uber Metalchelat-
Chromatographie mit anschlieBender Gelfiltration oder Uber Affinititschromatographie an
Protein L aufgereinigt. Fur die Metalchelat-Chromatographie war ein Umklonieren in den Vektor
pCANTABG6 erforderlich, damit die exprimierten scFvs einen Rest aus 6 Histidinen am C-

Terminus erhielten.

2.2.3.3.1 Ankonzentrierung solubler scFvs

Die Expression solubler scFvs wurde durch Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration von 1
mM zu einer 1I-Kultur eines Klones im E.coli Bakterien Stamm HB2151 im Medium 2x TY +
Amp + Gluc bei einer ODgy von 0,9 gestartet und Uber Nacht (16 Stunden) bei 30°C
fortgefuhrt. AnschlieBend wurden die Bakterien bei 11325 g, 4°C fur 15 Minuten abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde in 2 Schritten bei 4°C durch ein Membranfiltrationsverfahren (Pro Vario-3)
auf das 20fache ankonzentriert. Zunachst wurde der Uberstand durch eine Membran mit einer
PorengréBBe von 0,16 um filtriert. Dieses Filtrat wurde anschlieBend durch Filtration Uber eine
weitere Membran (PorengréBe 10 kD) von einem Liter auf 50 ml konzentriert. Bei diesem
Ankonzentrationsschritt tritt ein Teil des Uberstandes und Molekiile mit einem Molekulargewicht
unter 10 kD Uber die Membran aus. Die scFvs mit einem Molekulargewicht von etwa 30 kD

werden zurlickgehalten und durch standige Volumenreduktion ankonzentriert.

2.2.3.3.2 Aufreinigung solubler scFvs liber Metallchelat-Chromatographie und

Gelfiltration

Fir die Metallchelat-Chromatographie nach Porath et al. (1975) wurden 50 ml ankonzentrierte,
soluble scFvs aus dem Vektor pCANTAB6 mit 5 mM Imidazol versetzt. Die Aufreinigung
erfolgte bei 4°C Uber eine mit Ni** beladene HiTrap®-Saule. Nach Aquilibrieren der Saule mit
Startpuffer (10 mM Imidazol) wurden die ankonzentrierten scFvs mit einer Laufgeschwindigkeit

von 2 mi/min auf die S&ule gegeben. AnschlieBend wurde die S&ule mit 50 ml Startpuffer
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gewaschen und die gebundenen scFvs mit 20 ml Elutionspuffer (300 mM Imidazol) bei einer
Flussgeschwindigkeit von 2 ml/min eluiert. Die eluierten Fraktionen wurden dann durch
Gelfiltration Uber die Superdex Séaule aufgereinigt. Die an das FPLC System angeschlossene
Superdex Saule wurde mit 2 Saulenvolumen 160 mM PBS bei einer Flussrate von 4 ml/min
aquilibriert. AnschlieBend wurden 15 ml der Elutionsfraktionen nach Metallchelat-
Chromatographie mit 1 ml/min auf die Saule geladen. Nach Waschen der Saule mit 180 ml 160
mM PBS (5 ml/min) wurden die scFvs mit 70 ml 160 mM PBS bei einer Flussrate von 1 ml/min
eluiert und in 1 ml Fraktionen gesammelt. Die Elutionsfraktionen wurden in der SDS-PAGE mit
einem 12%igen Trenngel analysiert (vgl. 2.2.1.1) und Fraktionen mit einer Bande bei etwa 30
kD wurden gepoolt. Die Lésung wurde mittels Ultrazentrifugation in Centriprep Réhrchen 20-
bis 30fach ankonzentriert und entsalzt. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration nach der
BCA-Methode (vgl. 2.2.1.3) wurden die scFvs bei —20°C gelagert.

2.2.3.3.3 Aufreinigung solubler scFvs Uber Affinitatschromatographie an Protein L

Far die Affintitditschromatographie wurden 1 ml S&ulen mit 300 mg Protein L gekoppelt an
CNBr-aktivierte Sepharose verwendet. Die Saulen wurden mit PBS aquilibriert und 10 ml einer
1:2 Verdinnung von ankonzentrierten scFvs in PBS wurden insgesamt 4mal in einem Kreislauf
mit einer peristaltischen Pumpe Uber die Saule gegeben. Nach Waschen der Saule mit 5 ml
PBS wurden gebundene scFvs mit 3 ml 0,1 M Glycin/HCI pH 2,5 eluiert und in 1 ml Fraktionen
gesammelt. Durch Zugabe von 1 M Phosphatpuffer pH 8,0 wurden die Elutionsfraktionen sofort
neutralisiert und die Protein L-Bindung im Dot Blot und in der SDS-PAGE analysiert.

2.2.3.3.3.1. Analyse der Protein L-Bindung

Nach Aufreinigung der solublen scFvs Uber Protein L wurden die Elutionsfraktionen auf eine
Nitrocellulosemembran gedottet. Die Membran wurde mit 5% Magermilchpulver in TBS (5% M-
TBS) mindestens 30 Minuten lang blockiert und anschlieBend 1,5 Stunden mit dem mAk 9E10
(1:1000 verdiinnt in 1% M-TBS) inkubiert, der das c-Myc-Peptid zu detektiert, das an den C-
Terminus der V -Kette der scFvs fusioniert ist. Nach 3-maligen Waschen der Membran mit TBS
wurde ein Peroxidase-konjugierter Ziege anti-Maus IgG Antikérper, 1:1000 verdinnt in 1% M-
TBS fur 1 Stunde zugegeben. AnschlieBend wurde der Dot Blot durch Zugabe der 4-Chloro-1-
naphthol-haltigen Substratlésung entwickelt.

Fraktionen, die aufgrund des Dot Blots scFvs enthielten, wurden in der SDS-PAGE mit
12%igem Trenngel auf ihre Reinheit hin untersucht (vgl. 2.2.1.1). Die Elutionsfraktionen, die
eine einzige Bande bei etwa 30 kD aufwiesen, wurden gepoolt und nach Bestimmung der
Proteinkonzentration nach der BCA-Methode (vgl. 2.2.1.3) bei —20°C gelagert.
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2.2.3.4 Affinitatsbestimmung der scFvs

Um die Bindungsaffinititen der scFvs zu bestimmen, wurden die Assoziations- (k) und
Dissoziationsraten (kg) mit einem Biosensorsystem der Firma BlAcore bestimmt. Das
BlAcoresystem bietet die Moglichkeit, die Bindung von Molekllen in Echtzeit zu verfolgen.
Dafur wird ein Bindungspartner (Ligand) an die Oberflache eines Sensorchips gekoppelt. Der
zweite Bindungspartner (Analyt) wird dann in einem Flissigkeitsstrom am gekoppelten Molekdl
vorbeigefihrt und kann an den Liganden binden (Assoziation). Im gleichen Experiment kann
auf dieselbe Art der Zerfall des Komplexes (Dissoziation) gemessen werden, indem an der
Sensorchipoberflaiche Puffer vorbeigeleitet wird, in den die gebundenen Analyten
Lhineindissoziieren”.

Die Messung basiert auf dem physikalischen Phdnomen der Surface Plasmon Resonanz
(SPR). Das Messprinzip ist in Abb. 5 schematisch dargestellt. Trifft polarisiertes Licht auf eine
mit Gold bedampfte Glasoberflache, wird ein Teil des Lichtes in Abhé&ngigkeit vom
Brechungsindex der Oberflache in einem bestimmten Winkel reflektiert. Dabei wird das Licht
aufgefachert und die Intensitat des reflektierten Lichtes inhomogen verteilt. Beim Auftreffen des
.Lichtfachers” auf eine Detektionseinheit wird die Position der geringsten Lichtintensitat als
Signal registriert (Intensity ). Trifft das polarisierte Licht auf eine Oberflache mit einem
veranderten Brechungsindex, so veradndert sich der Reflexionswinkel. Auf der dem Licht
abgewandten Seite ist der Ligand (in der Abb. 5 ein Antikérper) an den Sensorchip gekoppelt.
Binden Analyten (in Abb. 5Antigenmolekiile) an den Liganden, so nimmt die Masse des an den
Sensorchip gekoppelten Komplexes zu. Diese Massenzunahme wiederum flhrt zu einer
Veranderung des Brechungindexes der Glas-Goldschicht. Dadurch wird das polarisierte Licht in
einem veranderten Winkel reflektiert (Intensity Il). Diese ,Ablenkung“ des Signals wird ebenfalls
von der Detektionseinheit registriert und als Response Units (RU) in Abhangigkeit von der Zeit
in einem Sensorgramm dargestellt. D.h. das Sensorgramm zeigt den Fortgang der Interaktion

an der Chipoberflache an.
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Abb. 5. Funktionsprinzip einer BlAcore Messung.

In Anlehnung an BIAcore Homepage http://www.biacore.com/biomol/basics/realtime.htim 13.10.2000.

Da die Messwerte nur auf einer Massendnderung beruhen, ist diese Technik fur die Analyse
von molekularen Interaktionen, wie z.B. zwischen Proteinen, Peptiden, Nukleinsduren und
Lipiden, geeignet. AuBerdem ist die Technik unabhéangig von MolekillgréBen, -ladungen oder
anderen chemischen oder physikalischen Faktoren, wenn eine MindestgréBe der

Reaktionspartner von ca. 1000 Dalton nicht unterschritten wird.

Die Kopplung des Liganden an den Sensorchip kann mit verschiedenen Methoden erfolgen.
Far die Kopplung biotinylierter Molekule stehen Streptavidin beschichtete Chips zur Verfugung,
Molekule mit Histidin-Tags kénnen Uber eine Chelatbindung mit Metallionen auf einer NTA-
Oberflache (NTA: nitriloacetic acid) an den Chip gekoppelt werden. Eine weitere Mdglichkeit ist
die kovalente Bindung des Liganden an die Carboxylatgruppen von Dextranmolekilen auf der
Chipoberflache. Hierfur kdnnen 4 verschiedene chemische Reaktionen eingesetzt werden: 1.
Kopplung Uber Amine des Liganden mit Hilfe von aktivierten Estern, 2. Kopplung Uber ein
aktiviertes Disulfid des Liganden, 3. Kopplung Uber ein aktiviertes Disulfid auf der

Chipoberflache und 4. Kopplung tber Aldehydgruppen des Liganden.
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In dieser Arbeit wurden als Ligand die aufgereinigten scFvs Uber primare Amine kovalent an
den Sensorchip CM5 gekoppelt. Hierfir wurde der Amin-Kopplungs-Kit des Herstellers
eingesetzt und eine Flussrate von 5 pl/min gewahlt. Zunachst wurde die Chipoberflache durch
Bindung aktiver Estergruppen (N-hydroxylsuccinimidester) an die Carboxylatgruppen aktiviert.
Dazu wurde eine 1:1 Mischung aus 200 mM N-ethyl-N’(dimethylaminopropyl)carbondiimid
(EDC) und 50 uM N-hydroxysuccinimid (NHS) fir 7 Minuten Gber die Oberflache geleitet. Dann
wurden die aufgereinigten scFvs an den Chip gekoppelt, indem eine Lésung mit 10 ug scFvs/ml
Na-acetat, pH 4,8 bis Erreichen von 50 bis 400 Response Units (RU) Uber den Chip gegeben
wurden. AnschlieBend wurde die Chipoberflache deaktiviert, d.h. nicht kovalent gebundene
Molekulle wurden durch Lésungen mit hoher lonenstarke von der Oberflache entfernt und nicht
abreagierte Ester wurden durch Kopplung von Aminen abgesattigt. Hierfir wurde eine Lésung
von 1 M Ethanolamin/HCI, pH 8,5 injiziiert.

Als Analyt wurden unterschiedliche MS C5-Konzentrationen mindestens zweimal mit einer
Flussgeschwindigkeit von 30 ul/min Uber den Chip gegeben. Nach Kopplung der scFvs B3
wurden 1, 10, 25, 75 und 100 ug MS C5/ml eingesetzt. Fir die Affinitdtsbestimmung der scFvs
des Klones E10 wurden 1, 10, 50 und 100 ug MS C5/ml verwendet. Im Falle des Klones H10
wurde MS C5 in den Konzentrationen 25, 50, 75 und 100 pug/ml verwendet. Zwischen den
einzelnen Messungen wurde der Chip durch eine 1-minltige Injektion von 5 mM NaOH
regeneriert, d.h. die Bindung des Analyten MS C5 an den Liganden scFv wurde durch eine
Anderung des pH-Wertes zerstort.

Aus den gemessenen Daten wurden mit Hilfe der BlAevaluations Software 3.0 die
Assoziationsraten (k,) und Dissoziationsraten (ks) jeder Messung bestimmt. Die
Assoziationsrate k, [Mol's"] gibt die Geschwindigkeit der Bildung des Antikérper-Antigen-
Komplexes wieder. Die Geschwindigkeit, mit der der Komplex wieder zerféallt, wird mit der
Dissoziationskonstanten k4 [s™'] wiedergegeben.

k Kqg
A+B —  » AB — » A+B

Befindet sich die Reaktion im Gleichgewicht, gilt: k, [A] [B]= kq [AB].
Daraus ergibt sich die Gleichgewichtskonstante flr die Dissoziation mit der Einheit Mol:

Ka [A] [B]
ka  [AB]
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2.2.3.5 Analyse der Inhibition des Komplementsystems durch scFvs

Zur Uberprifung der Fahigkeit der aufgereinigten anti-MS C5 scFvs, die C5-Spaltung bei
Aktivierung des Komplementsystems zu inhibieren, wurde zunéchst im hamolytischen Test (vgl.
2.2.2.3) die Menge an MS Serum (Pool aus 4 C2BB/R+ MS) bestimmt, welche eine 50%ige
Hamolyse der eingesetzten sensibilisierten Schafserythrozyten verursacht (CH50-Einheit). Eine
CH50-Einheit entsprach 20,5 ul einer 1:30 Verdinnung eines MS Serums in VBS++ Puffer.
Diese Menge Serum wurde fir 30 Minuten bei 37°C mit je 10 ul unterschiedlichen
Verdinnungen von scFvs in VBS++ Puffer inkubiert und dann im hamolytischen Test
eingesetzt. Entsprechend des héheren Volumens an mit scFvs versetztem Serum, wurde die
Menge an eiskalter Kochsalzlésung zum Abstoppen der Reaktion reduziert. Anschlieend
wurde die prozentuale Lyse ermittelt, wobei als BezugsgréBe die von mit VBS++Puffer an

Stelle von scFvs vorinkubiertem MS Serum erzeugte Hamolyse diente.

2.2.3.6 Nachweis von MS C5 mittels BlAcore

Zur Bestimmung von C5 Konzentrationen wurden die aufgereinigten MS C5-spezifischen scFvs
des Klones E10 nach Herstellerangaben kovalent an die Oberflache eines CM5 Sensorchips
gekoppelt, bis 3500 Response Units erreicht waren (vgl. 2.2.3.4). AnschlieBend wurde
aufgereinigtes MS C5 in unterschiedlichen Konzentrationen (100, 250, 500 ng/ml, 1, 2, 4, 8 und
10 pug/ml in normalem humanem Serum) je zweimal fur die Dauer von 140 Sekunden mit einer
Flussrate von 5ul/min Uber den Chip gegeben. Um eine Standardkurve zu erhalten, wurden die
durchschnittlichen, gemessenen Response Units gegen die MS C5 Konzentration aufgetragen.
Unter denselben Bedingungen wurden die Response Units von verschiedenen MS
Serumkonzentrationen (Pool aus 3 C2BB/R+ MS; 1:200, 1:100, 1:50 und 1:25 verdinnt) je

dreimal gemessen und die durchschnittliche C5 Konzentration aus der Standardkurve ermittelt.

2.2.4 Zellkultur der eukaryonten Zelllinen JH4 und YAC-1 sowie der
Hybridomzelllinie 3.2.3

Die verwendeten Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen bei 37°C und, sofern nicht
anders vermerkt, in Gegenwart von humifizidierter 5% CO,-Atmosphére kultiviert.

Die adhéarente MS Zelllinie JH4 wurde im Medium Nutrient Mixture F12-K, Kaighn’s
Modification, erganzt mit 10% FCS, kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden die Zellen
passagiert (alle 5 bis 7 Tage). Dazu wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und mit

Trypsin-EDTA abgelést. Die Inaktivierung des Trypsins erfolgte durch das im Medium
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enthaltene FCS. Fir die Gewinnung von Membranextrakten (vgl. 2.2.6.1) wurden die JH4
Zellen mit einer Cell-dissociation Lésung auf nicht enzymatischer Basis abgeldést, um eine
Degradation der Proteine zu vermeiden.

Die Hybridomzelllinie 3.2.3 wurde als Suspensionszelle zundchst im Medium RPMI 1640,
erganzt mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 IU/ml Penicillin sowie 50 pg/ml Streptomycin,
kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz (bei 10% FCS nach etwa 3 bis 4 Tagen) wurden die
Zellen passagiert und dabei die FCS-Konzentration im Medium stufenweise auf 2,5% erniedrigt,
was eine Verlangerung der Zeitspanne bis zur Konfluenz auf 5 bis 7 Tage bewirkte. Zur
Gewinnung des von der Zellinie produzierten anti-Ratten Natlrliche Killerzellen Antikrpers
(mAk 3.2.3) wurden die Zellen bei 200 g abzentrifugiert und der Uberstand bis zur Aufreinigung
Uber Protein G bei —20°C gelagert (vgl. 2.2.7.1).

YAC-1 Zellen wurden als Suspensionszellen im Medium DMEM, erganzt mit 10 % FCS, 2 mM
L-Glutamin, 50 IU/ml Penicillin sowie 50 pg/ml Streptomycin, in Gegenwart von 10%
humifizidierter CO,-Atmosphare kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz (nach etwa 2 bis 3
Tagen) wurden die Zellen passagiert. Zum Einsatz fur den Chromfreisetzungstest zum
Nachweis der Zytotoxizitdt von Naturlichen Killerzellen (vgl.2.2.7.3) wurden die Zellen vor
Erreichen der Konfluenz zweimal mit TC199 gewaschen und in dem Medium TC199
aufgenommen.

Die Bestimmung der Lebendzellzahl wurde in der Neubauer-Zdhlkammer nach geeigneter
Verdinnung der Zellsuspension mit 0,5%iger Trypanblau-Lésung durchgefihrt.

Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte durch Lagerung in Einfriermedium (Medium mit 20%
FCS und 10% DMSO) bei —195°C in flussigem Stickstoff.

2.2.,5 Gewinnung von Material aus MS, Maus und Ratte

Nach Betdaubung oder Tétung der Tiere wurden einzelne Bestandteile des Blutes wie Serum,
Leukozyten, mononukleare Zellen oder Thrombozyten isoliert. Das Serum wurde zur Analyse
der Komplementaktivitdt im hamolytischen Test (vgl. 2.2.2.3) oder der xenoreaktiven
natirlichen Antikérper (XNA, vgl. 2.2.6) eingesetzt. Zur Analyse der Naturlichen Killerzellen
oder der B-Zellen wurden die Leukozyten oder die mononukleéren Zellen des peripheren Blutes
(PMBC) verwendet (vgl. 2.2.7). Thrombozyten aber auch Milz- und Leberzellen dienten der
Antigengewinnung zur XNA Analyse. MS Leberzellen wurden auBerdem flr die intraportale
Infusion bei Ratten eingesetzt (vgl. 2.2.8.5).
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2.2.5.1 Narkotisierung und Toétung der Tiere

Die Betaubung der Ratten und Mause erfolgte durch Inhalationsnarkose mit Diethylether. MS
wurden durch die intramuskulare Verabreichung einer Kombination aus 80 mg Ketamin pro kg
Kérpergewicht und 2 mg Rompun pro kg Kérpergewicht betaubt. Zur Tétung wurden die Tiere
in einen mit CO, geflllten Exsikkator gesetzt, bis keine Atmung und kein Herzschlag mehr
festzustellen war. AnschlieBend erfolgte eine Thoraxéffnung und die Organe wurden

entnommen.

2.2.,5.2 Organentnahme

Blutproben bis etwa 1 ml wurden durch Punktion am Augenhintergrund der narkotisierten Tiere
entnommen. GréBere Blutmengen wurden durch Herzpunktion gewonnen. Falls erforderlich,
enthielten die BlutentnahmegeféBe zur Gerinnungshemmung Acid-Citrat-Dextrose (1 ml ACD
fur 10 ml Blut, ACD-Blut).

Andere Organe, wie Milz oder Leber, wurden den kurz vorher getdteten Tieren unter

aseptischen Bedingungen enthommen.

2.2.5.3 Gewinnung von Serum oder Leukozyten aus peripherem Blut

Um Serum zu gewinnen, wurden frische Blutproben nach einer 30-minutigen Gerinnung bei
2000 g, 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde abgenommen und bei
—70°C gelagert.

Zur Gewinnung von Leukozyten aus peripherem Blut wurden die Erythrozyten in 1 Volumen
ACD-Blut durch Zugabe von 9 Volumina eiskaltem Erythrozyten-Lysereagenz lysiert. Nach
Unterschichten mit FCS wurden die Leukozyten bei 200 g fir 10 Minuten abzentrifugiert und
zur Absorption der B-Zellen in PBS mit 5% FCS oder zur Isolierung der mononukleéren Zellen
des peripheren Blutes (PBMC) in PBS oder im Medium TC199 aufgenommen. Wurden die
Leukozyten direkt fur die Bestimmung der NK- oder B-Zellen in der DurchfluBzytometrie oder
den Chromfreisetzungstest verwendet, wurden die Zellen zweimal mit Zellkulturmedium
RPMI1640 oder TC199 gewaschen (vgl. 2.2.7).

2.2.5.4 Absorption von B-Zellen aus den Leukozyten mittels Nylonwatte

Um die B-Zellen von den Ubrigen Leukozyten abzutrennen, wurden 1,4 g Nylonwatte sehr fein
zerrupft und in einer 10 ml Leerséule auf ein Volumen von 6 ml zusammengestopft. Alle
verwendeten Losungen wurden auf 37°C vorgewarmt. Nach Waschen der Saule mit 50 ml PBS

wurden 10 ml PBS ergénzt mit 5% FCS eingespllt und die Saule mindestens 60 Minuten bei
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37°C inkubiert. Danach wurde die Saule mit weiteren 50 ml PBS/ % FCS gesplilt und die aus
ACD-Blut isolierten Leukozyten tropfenweise auf die S&ule gegeben, mit 2 ml PBS ergénzt mit
5% FCS eingespult und die Saule bei 37°C fur 45 Minuten inkubiert. Durch tropfenweise
Zugabe von PBS wurden die nicht adharenten Zellen (T-Zellen, Monozyten, Granulozyten)

herausgespult.

2.2.5.5 Isolation der mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

Um die mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMC; Lymphozyten und Monozyten) zu
isolieren, wurden die aus ACD-Blut isolierten Leukozyten in etwa 1 ml Medium TC199 oder
PBS aufgenommen. Diese Zellsupension wurde vorsichtig tiber 8 ml Percoll® mit einer Dichte
von 1,086 g/ml in einem 12 ml PE-Rdhrchen geschichtet und bei 400 g fir 30 Minuten
zentrifugiert (ohne Bremse). Die Zellen an der Grenzschicht zum Percoll® wurden abgenommen

und zweimal im 5fachen Volumen PBS oder Medium TC199 gewaschen (200 g, 10 Minuten).

2.2.5.6 Praparation von MS Thrombozyten

Thrombozyten wurden aus ACD Blut eines C2BB/R+ MS gewonnen (Koéhl, 1997). Nach
Zentrifugation des Blutes bei 185 g fur 20 Minuten in 12 ml PE-R6hrchen wurde das
plattchenreiche Plasma (PRP) sorgfaltig vom Zellpellet (Erythrozyten, Granulozyten,
Lymphozyten und Monozyten) abgenommen und mit ACD auf einen pH von 6,5 eingestellt
(1,33 ml ACD pro 10 ml PRP). Die Thrombozyten wurden durch Zentrifugation bei 1400 g, 10
Minuten pelletiert und zweimal mit Puffer D gewaschen. AnschlieBend wurden die

Thrombozyten in PBS aufgenommen und zur Gewinnung von Membranextrakten verwendet.

2.2.5.7 Praparation von MS Leber- und Milzzellen

Zur Herstellung von Membranextrakten als Antigen far die Analyse von xenoreaktiven
Antikérpern (vgl. 2.2.6.1) wurden die Leber- und Milzzellen eines C2BB/R+ MS prépariert.
Direkt nach der Entnahme wurden die Organe in sterile Petrischalen mit kaltem PBS Uberfihrt.
Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C durchgefiihrt. Die Organe wurden kleingeschnitten und
durch ein steriles Metallsieb gedriickt. Nach Zentrifugation (200 g, 10 Minuten) wurden die
Zellen zweimal gewaschen und in kaltem PBS aufgenommen.

Die fur die intraportale Infusion verwendeten Leberzellen von C2BB/R+ oder Dunkin Hartley MS
wurden analog prapariert und zur zusatzlichen Homogenisierung zweimal in sterile Spritzen

durch Kantlen mit abnehmenden Durchmesser (Gr. 1 und Gr. 2) aufgenommen (vgl. 2.2.9.6).
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2.2.6 Analyse von xenoreaktiven natiirlichen Antikorpern (XNA)

Zum Nachweis von natlrlichen xenoreaktiven, gegen MS gerichteten Antikérpern (XNA) aus
Rattenseren wurden Membranextrakte aus MS Thrombozyten, Leber- und Milzzellen sowie der

JH 4 Zelllinie prapariert und als Antigene im ELISA und im Immunblot eingesetzt.

2.2.6.1 Herstellung von Membranextrakten als Antigen fiir den Nachweis von XNA

Nach der von Leventhal et al. (1992b) beschriebenen Methode wurden aus Thrombozyten,
Leber- und Milzzellen eines C2BB/R+ MS sowie der JH4 Zelllinie Membranextrakte hergestellt.
Die unterschiedlichen Zelltypen wurden durch den dreimaligen Wechsel von Einfrieren in
Flussig-Stickstoff (-195°C) und Auftauen bei 37°C lysiert. Alle weiteren Schritte wurden bei 4°C
durchgefiihrt. Nach Zentrifugation bei 1200 g fiir 10 Minuten wurden die Uberstéande mit dem
gleichen Volumen Extraktionspuffer tber Nacht unter Rotation inkubiert. Unlésliches Material
wurde durch Zentrifugation bei 200 000 g, fir 30 Minuten entfernt. Nach Bestimmung des
Proteingehaltes nach der BCA-Methode (vgl. 2.2.1.3) wurden die klaren Uberstande bei —70°C
gelagert.

2.2.6.2 Nachweis von XNA im ELISA (XNA-ELISA)

Die Bestimmung von XNA erfolgte in Anlehnung an einen von Leventhal et al. (1992b)
beschriebenen ELISA gegen MS Thrombozytenmembranen. Alle Inkubationsschritte wurden,
sofern nicht anders vermerkt, bei Raumtemperatur und in einem Volumen von 100 pl pro
Vertiefung in einer Mikrotiterplatte mit Rundboden durchgefiihrt. Nach jeder Inkubation wurde
die Platte mit TBS-Waschpuffer fur den XNA-ELISA oder dem angegebenen Puffer
gewaschen.

Die Membranextrakte der MS-Zellen wurden in einer Konzentration von 10 pg/ml tGber Nacht
(16 Stunden) bei 37°C an die Platte angelagert. Die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
erfolgte durch Inkubation mit 200 pl pro Vertiefung 1% BSA in TBS fir 2 Stunden. Danach
wurden serielle Verdinnungen von Rattenserum in 1% BSA in TBS zugegeben und far 2,5
Stunden inkubiert. Gebundene, gegen MS Antigen gerichtete Antikdrper wurden durch 90-
minatige Inkubation mit alkalischer Phosphatase konjugierten Sekundéarantikérpern Kaninchen
anti-Ratte IgM (1:100 in TBS) bzw. Schaf anti-Ratte 1gG (1:500 in TBS) detektiert. Die Platten
wurden dreimal mit TBS Waschpuffer fur XNA-ELISA und einmal mit 10 mM DEA gewaschen.
Als Substrat fir das Enzym Phosphatase wurden 1 mg/ml PNPP/5 mM MgCl, in 10 mM DEA
zugefugt und nach 60 Minuten die OD bei 405 nm bestimmt. Als Negativkontrolle wurde Serum
von C2BB/R+ MS an Stelle von Rattenserum verwendet und der gemessene OD-Wert von den

im Doppelwert bestimmten Werten der Rattenseren abgezogen.
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Zur Ermittlung der Reduktion oder des Anstieges von XNA bei einem Individuum wurden die
OD-Werte der 1:2 Serumverdinnungen ausgewertet. Die ermittelten Signale wurden

prozentual auf den von diesem Individuum vor jeglicher Behandlung erzielten Wert bezogen.

2.2.6.3 Immunblot zum Nachweis von MS Antigenen durch Rattenserum
Zur Analyse der von Rattenserum erkannten MS Antigene wurden die Membranextrakte

gelelektrophoretisch in der SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot nachgewiesen.

2.2.6.3.1 Western Blot der in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine

Je 15 ug der MS Membranextrakte wurden in der SDS-PAGE in einem 7,5 %igem Trenngel
aufgetrennt (vgl. 2.2.1.1). Nach beendeter Gelelektrophorese wurden das Gel und ein etwas
gréBeres Stuck Nitrocellulose mit Transferpuffer angefeuchtet und tbereinander luftblasenfrei
zwischen je 2 Whatman Filterpapieren, ebenfalls mit Transferpuffer befeuchtet, so in die
Westernblot Transferkammer eingelegt, dass die Nitrocellulose zwischen Gel und Anode der
Kammer lag. Fiir den elektrischen Transfer der Proteine wurde eine Stromstérke von 2 mA/cm?
fur die Dauer von 60 Minuten gewahlt.

Zur Kontrolle des Transfers wurden nach Entfernung der Markerbande die Proteine auf der
Nitrocellulosemembran mit Ponceau-S-Lésung angeféarbt, in einzelne 4 mm breite Streifen (15

ug Protein) geschnitten und anschlieBend mit destilliertem Wasser wieder entfarbt.

2.2.6.3.2 Immunblot

Die 4 mm breiten Nitrocellulosestreifen mit je 15 ug MS Membranextrakt wurden mit 3% BSA in
TBS Waschpuffer fur Immunblot fir mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur blockiert. Alle
folgenden Inkubationsschritte wurden in einem Volumen von 250 ul pro Streifen, und, sofern
nicht anders vermerkt, mit 1 % BSA in TBS Waschpuffer fir Immunblot unter Schitteln
durchgefuhrt. Zwischen den Inkubationen wurde jeder Streifen dreimal 10 Minuten in 5 ml TBS
Waschpuffer fir Immunblot bei Raumtemperatur ebenfalls unter Schitteln gewaschen.

Nach der Blockierung wurden die Streifen mit einer 1:100 oder 1:200 Verdlnnung von
Rattenserum tber Nacht (16 Stunden) bei 4°C inkubiert. Die gebundenen, gegen MS Antigene
gerichteten Antikérper aus dem Rattenserum wurden mit alkalischer Phosphatase konjugierten
Schaf anti-Ratte IgG (1:500 in TBS) bzw. Kaninchen anti-Ratte IgM (1:100 in TBS) durch 2-
stindige Inkubation detektiert. Nach Waschen der Streifen wurden die von Ratten I1gG bzw.
IgM erkannten Banden der MS Membranextrakte durch Farbreaktion mit BCIP/NBT
Substratlésung sichtbar gemacht. Als Negativkontrolle wurde 1% BSA in TBS Waschpuffer fir

Immunblot anstelle von Rattenserum verwendet.
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2.2.7 Analyse von B-Zellen und Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen)

NK-Zellen von Ratten wurden nach Fluoreszenz-Markierung uber einen monoklonalen anti-
Ratten NK-Zellen Antikérper (mAk 3.2.3) in der DurchfluBzytometrie analysiert. In einem
Chromfreisetzungstest wurde die Zytotoxizitdt der NK-Zellen gegenuber Maus-Myelomzellen
(YAC-1) und Concanavalin A-stimulierten Milzzellen von Maus und MS bestimmt.

Die Analyse von B-Zellen erfolgte nach Fluoreszenzmarkierung der CD45RA- und der CD5-

Antigene ebenfalls in der DurchfluBzytometrie.

2.2.7.1 Aufreinigung des Maus anti-Ratte NK-Zellen Antikdrpers (mAk 3.2.3)

Der von der Hybridomzelline 3.2.3 in den Uberstand produzierte, gegen Ratten NK-Zellen
gerichtete mAk 3.2.3 wurde Uber Protein G mittels FPLC (East Protein Liquid Chromatography)
aufgereinigt. Verwendet wurde Zellkulturiberstand, der durch Zusatz von 2,5 % FCS in das
Kulturmedium entstanden war. Die Protein G S&aule wurde mit 4 S&ulenvolumen Startpuffer
aquilibriert und anschlieBend der steriffiltrierte (0,8 pm) Zellkulturiberstand mit einer
Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min aufgetragen. Nach Waschen der S&ule mit etwa 10
Séulenvolumen Startpuffer wurde der mAk mit dem Elutionspuffer eluiert (1 ml/min) und in
Fraktionen a 1 ml gesammelt. Durch Zugabe von 1 M Tris/HCI pH 9,0 wurden die
Elutionsfraktionen neutralisiert. Fraktionen, die im SDS-PAGE mit 12%igem Trenngel mit
anschlieBender Silberfarbung 2 Banden von etwa 60 und 30 kD aufwiesen, wurden gepoolt und
nach Proteinbestimmung nach der BCA Methode mit IgG Standard (vgl. 2.2.1) bei —20°C
gelagert. Mit dieser Methode konnten aus 600 ml Zellkulturiberstand 1,14 g reiner Antikorper

gewonnen werden.

2.2.7.2 DurchfluBzytometrische Bestimmung von NK-Zellen und B-Zellen

Um NK-Zellen oder B-Zellen innerhalb der Leukozyten, der mononukledren Zellen im
peripheren Blut (PBMC) oder der fir den Chromfreisetzungstest eingesetzten Effektorzellen zu
bestimmen, wurden die Zellen mit Fluoreszenz-markierten Antikdrpern gefarbt und im
DurchfluBzytometer FACScan™ analysiert. Die Farbung der Zellen erfolgte bei 4°C in
Mikrotiterplatten mit Rundboden, die mit Hilfe von Polyacetatklebefolie, sog. ,plate-sealers®,
dicht verschlossen wurden.

Zur Farbung der NK-Zellen wurden die in 100 ul peripherem ACD-Blut enthaltenen Leukozyten
oder PMBCs bzw. 2,5 x 10° der fiir den Chromfreisetzungstest eingesetzten Effektorzellen mit
je 100 pl einer 1:1000 Verdinnung von aufgereinigtem mAk 3.2.3 in PBS mit 1% BSA fir 60
Minuten inkubiert. Als Negativkontrolle fir unspezifische Bindung wurden die Zellen parallel mit
1% BSA in PBS und als IgG1-Isotypkontrolle mit mAk 1224 (gegen humanes C3 und C3a
gerichtet, Klos et al. 1988) in der gleichen Konzentration wie der mAk 3.2.3 inkubiert. Nach
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zweimaligem Waschen mit PBS (600 g, 5 Minuten) wurden die Zellen mit je 100 ul des FITC-
gelabeltem Ziege anti-Maus Ig Antikérpers (1:100 verdinnt in PBS mit 1% BSA) 30 Minuten
lang inkubiert. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen des Sekundéarantikdrpers Ziege anti-
Maus |Ig wurde dieser vor Verdinnung 10 Minuten mit dem gleichen Volumen Rattenserum
abgeblockt. Nach 3 weiteren Waschschritten wurden die Zellen in 150 ul kaltem PBS mit 1%
Formamid resuspendiert und durchfluBzytometrisch analysiert.

Zur Farbung aller B-Zellen und der CD5 positiven B-Zellen wurden die gleichen Zellmengen wie
bei der Farbung der NK-Zellen mit 10 ul PE-markiertem Maus anti-Ratte CD45RA und/oder 10
ul FITC-gelabeltem Maus anti-Ratte CD5 IgG Antikérper 30 Minuten inkubiert. Nach
zweimaligen Waschen mit PBS wurden die Zellen in 150 pl eiskaltem PBS mit 1% Formamid
aufgenommen und im FACScan™ analysiert. Die einfach geféarbten Zellen wurden zur
Einstellung der Kompensation am Geréat benutzt, um die ,,L"Jberstrahlung“, d.h. die zu einem
geringen Prozentsatz auch im fir die jeweils andere Fluoreszenz verwendeten Detektor
erfasste Fluoreszenz, auszugleichen.

Die aus der Fluoreszenzmessung erhaltenen Messdaten wurden mit Hilfe des Software
Programmes CellQuest™ gespeichert und mit dieser Software oder WinMDI ausgewertet.

Fir die Auswertung der NK-Zellen wurde jeweils die Lymphozytenpopulation ausgewahlt
(»gating®) und die dort erfassten Ereignisse in Abhéngigkeit von der Fluoreszenz 1 (FITC) als
Histogramm aufgetragen. Im Histogramm wurde der prozentuale Anteil der Ereignisse
ausgewertet, die eine positive Fluoreszenz von >10? aufwiesen.

Zur Auswertung der CD5-positiven B-Zellen wurden ebenfalls die Lymphozyten der Probe
ausgewahlt. Durch Darstellen der Fluoreszenz 1 oder 2 (FL 1 oder 2) gegen das
Vorwartstreulicht (Forward scatter, FSC) wurde der Anteil der CD5 positiven (FL 1) und der
CD45 positiven (FL 2) Zellen ermittelt. Die doppelt positiven Ereignisse (FL 1 und FL 2 positiv)
wurden in Abhangigkeit der Fluoreszenz 1 im Histogramm aufgetragen und somit der Anteil der

CD5-positiven Zellen an den CD45-positiven Zellen bestimmt.

2.2.7.3 Chromfreisetzungstest zur Bestimmung der Zytotoxizitat von Ratten NK-Zellen

Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt von Ratten NK-Zellen wurden Leukozyten oder periphere
mononukledre Zellen (PMBC) aus Rattenblut als Effektorzellen und mit radioaktivem Chrom
markierte Zielzellen, d.h. Mausmyelomzellen (YAC-1) oder Concanavalin A stimulierte
Lymphozyten aus Milz von Maus oder MS, kokultiviert. Die Lyse der Zielzellen wurde durch

Bestimmung der freigesetzten Radioaktivitat ermittelt.
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2.2.7.3.1 Praparation von Milzzellen

Die frisch entnommene Milz von C2BB/R- MS oder C57BL/6 Mausen wurde in Medium TC199
Uberfuhrt, kleingeschnitten und durch ein steriles Metallsieb gedriickt. Die Zellsuspension
wurde bei 200 g fur 10 Minuten abzentrifugiert und die Erythrozyten im Pellet durch Zugabe von
10 ml eiskaltem Eryzyten-Lysereagenz bei 4°C lysiert. Nach Unterschichten mit FCS wurde

erneut zentrifugiert und die Zellen zweimal mit dem Medium TC199 gewaschen.

2.2.7.3.2 Stimulation der Proliferation von Lymphozyten durch Concanavalin A

Zur Stimulation der Proliferation von Lymphozyten wurden frisch praparierte Milzzellen unter
sterilen Bedingungen im Zellkulturmedium DMEM, ergénzt mit 2 mM L-Glutamin, 50 1U/ml
Penicillin und 50 ug/ml Streptomycin sowie unterschiedlicher ConcanavalinA- (Con A-) und
FCS- Konzentrationen bei 37°C in Gegenwart von 10% CO, humifizidierter Atmosphéare
kultiviert.

Die optimalen Bedingungen, wie Con A-, FCS-Konzentration und Kulturdauer, wurden durch
den Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin (3H-Thymidin) jeweils in Dreifachwerten
ermittelt. Die Uberpriifung im kleinen MaBstab erfolgte durch Kultivierung von je 2,5 x 10°
Milzzellen in den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit Flachboden in einem Endvolumen von
150 pl. Um die Con A-Stimulation bei Verwendung gréBerer Zellzahlen zu testen, wurden je 2 x
10" Milzzellen in einer 30 ml Zellkulturflasche stehend kultiviert und 150 pl der Zellsuspension in
die Vertiefung einer Mikrotiterplatte mit Flachboden (iberfiihrt. Nach Zugabe von je 50 pl °H-
Thymidin in DMEM (1uCi) wurden die Platten weitere 16 Stunden bei 37°C und 10% CO. in
humifizidierter Atmosphére inkubiert. Die Zellen wurden geerntet, gewaschen und auf
Glasfaserfilter aufgebracht. Nach Trocknen wurden die Filter in Folie eingeschweif3t, mit
Szintillisationsfliissigkeit benetzt und die Radioaktivitdt (Beta-Strahlung) der Zellen einer
Vertiefung in cpm vermessen.

Fir den Chromfreisetzungstest wurden frisch praparierte Milzzellen unter den ermittelten
Bedingungen mit Con A stimuliert, bei 200 g fir 10 Minuten zentrifugiert und zur Aufhebung der
durch Con A verursachten Konglomeration mit TC199, erganzt mit 0,05 M Methyl o-D-
Mannopyranosid, bei 37°C 15 Minuten inkubiert. Nach zweimaligen Waschen wurden die Zellen

im Medium TC199 aufgenommen und zur Markierung mit Chrom eingesetzt.

2.2.7.3.3 Markierung der Zielzellen mit Chrom

Je 3 x 10° Zielzellen, entweder YAC-1 oder mit Con A stimulierte Lymphozyten, wurden mit 100
uCi °'Chrom bei 37°C fiir 1 Stunde inkubiert. Nicht aufgenommenes Chrom wurde durch
dreimaliges Waschen mit TC199, erganzt mit 5% FCS, entfernt. Die Zellen wurden
anschlieBend in DMEM, erganzt mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 1U/ml Penicillin und 50
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ug/ml Streptomycin sowie 5% HEPES, in einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/100 pl

aufgenommen und als Zielzellen fir den Chromfreisetzungstest eingesetzt.

2.2.7.3.4 Praparation der Effektorzellen

Als Effektorzellen wurden entweder Leukozyten (vgl. 2.2.5.3) oder mononukleére Zellen (vgl.
2.2.5.5) aus dem peripheren Blut unter sterilen Bedingungen prapariert und in Zellkulturmedium
DMEM, ergénzt mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 IU/ml Penicillin und 50 ug/ml Streptomycin
sowie 5% HEPES, aufgenommen. Der Anteil der NK-Zellen wurde in der DurchfluBzytometrie
bestimmt (vgl. 2.2.7.2).

2.2.7.3.5 Chromfreisetzungstest

Der Chromfreisetzungstest wurde unter sterilen Bedingungen unter Verwendung von
Kulturmedium DMEM, erganzt mit 10% FCS, 2 mM L-Glutamin, 50 IU/ml Penicillin, 50 ug/ml
Streptomycin und 5% HEPES, in Mikrotiterplatten mit Rundboden durchgefihrt. Pro Vertiefung
wurden 50 pl mit °'Chrom-markierte Zielzellen zu 100 pl Effektorzellen 4 Stunden gegeben, so
dass Effektor zu Zielzell-Verhéltnisse (E:Z Ratio) von 100:1, 50:1 usw. bis 1,9:1 jeweils in
Dreifachwerten entstanden. Zur Ermittlung der spontanen bzw. totalen Lyse der Zielzellen
wurden 100 pl Medium bzw. 50 ul Medium und 50 ul 10% wéssrige Triton X-100 Lésung jeweils
in 6fach Werten zu den Zielzellen gegeben. Die Platten wurden 4 Stunden bei 37°C in 10%
CO, humifizidierter Atmosphéare inkubiert und bei 200 g fuar 3 Minuten zentrifugiert. Je 25 pl
zellfreier Uberstand wurde in die Vertiefung einer PET Mikrotiterplatte mit 100 pl
Szintillisationsflissigkeit Gberfuhrt und die Radioaktivitat (Beta-Strahlung) in cpm gemessen.

Der Prozentsatz spezifischer Zytotoxizitat wurde mit folgender Formel errechnet:

cpm Probe — cpm spontane Lyse

%o spezifische Zytotoxizitat = cpm totale Lyse — cpm spontane Lyse x 100




Material und Methoden 67

2.2.8 Nachweis von MS oder Ratten C3 mittels RT-PCR

Zum Nachweis von MS oder Ratten C3 wurde die Gesamt-RNA aus frischer Leber oder dem
bei der Serumgewinnung anfallendem Blutkuchen isoliert und durch reverse Transkription in
cDNA umgeschrieben. Mit speziesspezifischen Primern wurde aus der cDNA in einer PCR ein
Gensegment aus C3 amplifiziert und im Agarosegel auf seine GroéBe hin analysiert. Da
Hepatozyten und Kupfer'sche Sternzellen C3 synthetisieren, soll mit diesem Verfahren
analysiert werden, ob sich MS Leberzellen nach intraportaler Infusion in Ratten absiedeln oder

zirkulieren.

2.2.8.1 Isolation von Gesamt-RNA

Die Gesamt-RNA aus frischer MS- oder Rattenleber bzw. Blutkuchen nach Gewinnung von
Rattenserum wurde nach der Methode von Chomczynski und Sacchi (1987) durchgefihrt. Um
einen Verdau der RNA durch RNAsen zu verhindern, wurde wéhrend der Praparation unter
RNAse-freien Bedingungen (separater Arbeitsplatz, nur fur RNA-Arbeiten verwendete
Materialien und Substanzen) und, sofern nicht anders vermerkt, bei 4°C gearbeitet. Eine frisch
entnommene Leber wurde kleingeschnitten, durch ein steriles Metallsieb gedruckt und 3
Stunden in 100 ml Medium RPMI1640 auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei
180 g, fur 10 Minuten abzentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. Das Pellet oder der aus
etwa 1 ml Blut isolierte Blutkuchen wurde in 1 ml RNA Stammlésung mit 0,1 M 2-
Mercaptoethanol vorsichtig resuspendiert und 200 ul 2M Natriumacetat pH 4,0, 2 ml Phenol
und 400 ul Chloroform/isoAmylalkohol hinzugefligt. Nach 15-minutiger Inkubation wurden durch
Zentrifugation (10 000 g, 20 Min) die Phasen getrennt. Die in der oberen, wéssrigen Phase
geloéste RNA wurde von der DNA und Proteine enthaltenden Interphase abgenommen und
nach Uberfilhrung in ein steriles Rundbodenréhrchen mit dem gleichen Volumen Isopropanol
(x ml) gemischt und 30 Minuten bei —20°C inkubiert. Die RNA wurde durch Zentrifugation bei 10
000 g fur 20 Minuten prazipitiert und mit einem Zehntel des Volumens x in RNA Stammlésung
mit 0,1 M 2-Mercaptoethanol aufgenommen. Nach Zugabe des gleichen Volumens Isopropanol
wurde die RNA erneut bei —20°C fir mindestens 30 Minuten geféllt. Die RNA wurde durch
Zentrifugation (15 000 g, 10 Min.) pelletiert, mit 75%igem Ethanol gewaschen und bei 37°C
getrocknet. Nach Aufnahme der RNA in TE wurde die Konzentration photometrisch bestimmt,
die Qualitdt im Agarosegel Uberprift und fur die RT-PCR zur Generierung von cDNA

eingesetzt.
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2.2.8.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration von DNA und RNA kann durch Messung der optischen Dichte bestimmt
werden (Ausubel et al. 1998). Die RNA wurde dazu in einem geeigneten Volumen TE verdunnt
und die Extinktion bei den Wellenldngen A=260 nm und A=280 nm gegen TE-Puffer gemessen.
Eine gemessene ODyg, von 1,0 entspricht einer RNA-Konzentration von 40 pug/ml. Die Reinheit
der Nukleinsdure wurde mit Hilfe des Quotienten von OD,s/OD,gy bestimmt. Bei einem Wert
zwischen 1,8 und 2,0 liegt die Nukleinsaure in reiner Form vor, liegt er darunter, so ist die RNA

nicht vollstandig gelést. Hohere Werte deuten auf eine Verunreinigung mit Proteinen hin.

2.2.8.3 Uberpriifung der isolierten Gesamt-RNA im Agarosegel

Um die Qualitdt der isolieten Gesamt-RNA zu Uberprifen, wurde eine Agarose-
Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen in einem Formaldehyd-Gel
durchgefhrt.

Je 2 ul der in TE geldésten Gesamt-RNA wurden mit 3 ul RNA-Auftragspuffer versetzt und far 15
Minuten bei 65°C denaturiert. Diese Proben wurden auf ein 1%iges RNA-Agarosegels (1g
Agarose in RNA-Laufpuffer mit 0,5 M Formaldehyd) aufgetragen und im Vergleich zu dem
RNA-Molekulargewichtsmarker in RNA-Laufpuffer bei 4 V/cm® Gel aufgetrennt. AnschlieBend
wurde durch Betrachtung im UV-Licht die Gesamt-RNA beurteilt.

2.2.8.4 Reverse Transkription zur Generierung von cDNA aus Gesamt-RNA

Zur Generierung von cDNA aus 5 ug Gesamt-RNA wurde eine Reverse Transkription (RT)
mittels Superscript™ I RNAse H Reverse Transkriptase durchgefihrt. Um die
Sekundarstrukturen der mRNA aufzubrechen, wurden 5 ug der Gesamt-RNA mit 1ul Oligo
(dT)12.1¢ —Primer (500 ug/ml) in einem Endvolumen von 12 ul bei 70°C far 10 Minuten inkubiert
und anschlieBend schnell auf Eis geklhlt. Nach Zugabe von 4 ul 5x First Strand Puffer, 2 pl
0,1 M DTT und 1 ul 10 mM dNTP Mix (je 10 mM dATP, dGTP, dCTP und dTTP) wurde die
Mischung bei 42°C fur 2 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 1 ul Reverser Transkriptase (200
U/ul) wurde erneut bei 42°C fir weitere 50 Minuten inkubiert. Durch Erhitzen (70°C, 15 Min)
wurde die Transkription abgestoppt und die cDNA als Template in der PCR auf Ratten oder MS
C3 eingesetzt.
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2.2.8.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) auf Ratten oder MS C3

Mit speziesspezifischen Primern wurde aus der durch Reverse Transkription gewonnenen
cDNA mit Tag-DNA-Polymerase ein etwa 631 bp langes Gensegment aus MS C3 bzw. ein etwa
431 bp langes Gensegment aus Ratten C3 amplifiziert (vgl. 2.2.3.2.6).

Reaktionsansatz fiir PCR auf C3

5 ul 10x tag-Polymerase Puffer (1 x im Ansatz)

1,5 ul MgCl, (50 mM) (Konzentration im Ansatz: 1,5 mM)
1 ul dNTP Mix (je 10 mM) (Konzentration im Ansatz :0,2 mM)
1 ul Primer 1 (20 uM) (Konzentration im Ansatz:20 mM)
1 ul Primer 2 (20 uM) (Konzentration im Ansatz: 20 mM)
1ul Template

Aqua dest. ad 50 pl
Als Template wurde die cDNA pur oder in Verdinnungen bzw. als Negativkontrolle destilliertes
Wasser eingesetzt. Es wurde eine ,hot start* PCR mit 0,5 ul tag-Polymerase pro Ansatz nach
dem unter 2.2.3.2.1 beschriebenen Schema durchgefihrt. Fur die Amplifikation von Ratten C3
wurden als forward Primer (Primer 1) MH64 und MH65 und als backward Primer (Primer 2)
MH66 konstruiert. Die Primer MH67 und MH68 bzw. MH69 und MH70 wurden als forward bzw.
backward Primer in der PCR auf MS C3 eingesetzt (Primer vgl. Anhang). Zur Kontrolle der
Spezies-Spezifitat wurden die Primerparchen auch mit cDNA der jeweils anderen Spezies
verwendet. Als Annealingtemperatur wurde 52°C gewahlt und der Hauptzyklus der PCR
insgesamt 35mal durchlaufen. Zur Uberpriifung der durch PCR amplifizierten Gensegmente
von Ratten oder MS C3 wurden 10 ul PCR-Produkt mit 5 ul GEBS versetzt und in einem
1,2%igen DNA-Agarosegel zusammen mit einem Molekulargewichtsmarker

gelelektrophoretisch aufgetrennt (vgl. 2.2.3.2.6).

2.2.9 Medikamentdse und operative Eingriffe bei Ratten

2.2.9.1 Technik der orthotopen Lebertransplantation vom MS auf die Ratte (OLTX)

Die orthotope Transplantation einer MS Leber auf die Ratte wurde in Kooperation mit Dr. An-
dreas Meyer zu Vilsendorf durchgefihrt. Dem narkotisierten Spender (MS) wurde nach
Entfernung der rechten Niere und Nebenniere die Leber mit einem infrahepatischen
Cavasegment entnommen, um den im Vergleich zum Empfanger (Ratte) geringeren Abstand

zwischen supra- und infrahepatischer Vena cava bei der Transplantation auszugleichen. Nach
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Praparation des Leberhilus und des Ligamentum hepatoduodenale wurde die Leberarterie
ligiert und eine Cholezystektomie durchgefihrt. Die Pfortader wurde bis zum Abgang der V.
lienalis prapariert. Wenn das geschatzte Gewicht der Spenderleber mehr als 120% der Leber
des Empfangers betrug, wurde nach Abschluss der Préparation das Organ in der GroBe
reduziert (Xu et al., 1994). Zu diesem Zweck wurde eine Resektion des linken lateralen
Leberlappens (ca. 30% des Gesamtgewichts) durchgefihrt. Die praparierte Leber wurde mit 20
ml  Organkonservierungslésung (auf Raumtemperatur erwarmte Histidin-Tryptophan-
Ketogluturat Lésung) perfundiert und enthommen.

Die Organentnahme beim Empfénger (Ratte) erfolgte unter Inhalationsnarkose mit Ether ohne
Modifikation. Die Technik der Lebertransplantation mit fortlaufender GefaBnaht nach
Engemann (1985) ist am besten geeignet, um unterschiedliche GefaBdurchmesser und
geringere GefaBlange (vor allem V. cava beim MS) auszugleichen. Mit dieser Technik wurden
die suprahepatische V. cava sowie die Pfortader spannungsfrei anastomisiert. Flr die
infrahepatische Cava-Anastomose wurde durch das beim Spender mit der Leber entnommene
infrahepatische Cava-Segment ausreichend GefaBlange gewonnen, so dass auch hier eine

spannungsfreie Anastomose mdglich wurde.

2.2.9.2 Heterotope Herztransplantation vom MS auf Ratte (HHTX)

Auch die heterotope Transplantation eines MS Herzens auf die Ratte wurde in Kooperation mit
Dr. Andreas Meyer zu Vilsendorf durchgefiihrt, wobei sowohl die Entnahme als auch die
Transplantationstechnik an die anatomischen und physiologischen Besonderheiten der
eingesetzten Spezies angepasst wurden. Zur Vermeidung einer intravaskularen Aktivierung des
Gerinnungssystems wurde wahrend der Organperfusion das Meerschweinchenblut méglichst
vollstéandig aus den GefaBen nach der von Kaji et al. (1995) beschriebenen Methode entfernt.
Das Herztransplantat wurde End-zu-Seit an die infrarenale Aorta und Vena -cava
angeschlossen (Ono und Lindsey, 1969). Aufgrund des wesentlich geringeren arteriellen
Mitteldruckes beim MS wurde die Spenderaorta nach Fertigstellung der End-zu-End
Anastomose mit der abdominalen Aorta des Empfangers um ca. 1/3 des GefaBumfanges
eingeengt. So konnte eine Uberdehnung des linken Herzventrikels und eine damit verbundene
Funktionseinschrankung verhindert werden.

Der Herzschlag des transplantierten Organs wurde zur Kontrolle zweimal am Tag palpatiert und

die Beendigung als AbstoBungszeitpunkt festgestellt.
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2.2.9.3 Splenektomie (SPX)

Die Splenektomie der Ratten wurde ebenfalls in Kooperation mit Dr. Andreas Meyer zu
Vilsendorf oder der Tierérztin Frau Ursula Raschke durchgefiihrt. Hierzu wurde unter
Ethernarkose ein kurzer Rippenbogenrandschnitt auf der linken Seite gesetzt. Nach Eréffnung
des Peritoneums wurde die Milz vorsichtig hervorluxiert. Die zahlreichen zur Milz fihrenden

BlutgefaBe wurden sorgfaltig mit einem Bipolar koaguliert und anschlieBend durchtrennt.

2.2.9.4 B-Zellsuppression mit Malonitrylamid (MNA)/Leflunomid

Arava® 100 mg Filmtabletten wurden in einer Porzellanreibschale mit Pistill zu einem feinen
Pulver zerrieben. Dieses Pulver sowie das pulverférmige MNA wurde in einem Schleim aus 1%
CMC in Wasser fir Injektionszwecke zu einer homogenen Suspension mit einer
Endkonzentration von 5 mg/ml Leflunomid bzw. MNA verarbeitet. Zur B-Zellsuppression wurden
den Ratten taglich 10 oder 20 mg Leflunomid bzw. MNA pro kg Kérpergewicht oral verabreicht.

2.2.9.5 T-Zellsuppression mit Ciclosporin A

Um die Resorption des stark lipophilen Wirkstoffes Ciclosporin A zu gewéhrleisten und eine fir
die Ratten optimale Dosierungsmdglichkeit zu erhalten, wurde Sandimmun® Optoral im
Verhéltnis 1:19 mit Olivendl gemischt. Zur T-Zellsuppression wurden den Ratten taglich 10 mg

Ciclosporin A pro kg Kérpergewicht oral verabreicht.

2.2.9.6 Intraportale Injektion von MS Leberzellen

MS Leberzellen wurden wie unter 2.2.5.7 beschrieben aufbereitet. Einer mit Ether betdubten
Ratte wurden in Kooperation mit Dr. Andreas Meyer zu Vilsendorf nach medianer Laparatomie
jeweils 1 x 10” Zellen langsam in die Pfortader injiziert.

Zur Vermeidung von Infektionen wurde den Ratten nach Gabe von MS Hepatozyten eine
Kombination von 20 IE Ampicillin und 8 IE Gentamycin einmalig intramuskulér injiziert. Einen

Tag spéater wurde den Tieren zusétzlich noch einmal die halbe Dosis verabreicht.

2.2.9.7 Depletion der NK-Zellen

Um NK-Zellen zu depletieren, wurden einer Ratte 100 ul des Kaninchen anti-asialo GM1
Serums zusammen mit 900 ul isotonischer Kochsalzlésung in die Penisvene injiziert. Um die
Wirksamkeit des Antiserums auch in C6 defizienten PVG Ratten zu gewahrleisten, wurde das

Antiserum statt in isotonische NaCl-Ldsung in MS Serum aufgenommen.



Material und Methoden 72

2.2.10 Tierversuchsgruppen

2.2.10.1 Versuchsgruppen und Schemata bei orthotoper Lebertransplantation (OLTX)

Wie in Tabelle 1 dargestellt, wurde die orthotope Lebertransplantation (OLTX) von Dunkin
Hartley MS auf Lewis Ratten der Gruppen A bis C durchgefuhrt. Die Ratten der Gruppe A
erhielten keine Behandlung (Kontrollgruppe). In den Gruppen B und C wurden die Empfanger
durch Applikation von 50 pg CVF am Tag vor und am Tag der Transplantation
dekomplementiert. Zusétzlich wurde in Gruppe C der Vasodilatator Epoprostenol (50 pg) in die
MS Leber uber die V. portae kurz vor der Organperfusion injiziert. Bei allen Empfangern wurde
der Blutzuckerspiegel vor Hepatektomie, 5, 30 Minuten, 1 Stunde und falls méglich 2, 3 und 6
Stunden nach Reperfusion bestimmt. Zum Vergleich wurde der Blutzuckerspiegel auch bei
Lewis Ratten mit einer syngenen Lebertransplantation gemessen. Die durchschnittlichen
Uberlebenszeiten wurden im Mann Whintney-Test miteinander verglichen. P-Werte kleiner als

0,05 wurden als statistisch signifikant gewertet.

Tag -1 0

Gruppe Stamm Anzahl

A Lewis 6

B Lewis 6 CVF CVF
CVF

C Lewis 6 CVF
Epo

Tab. 1 : Versuchsgruppen und Schemata bei orthotoper Lebertransplantation (OLTX).
Erlduterungen: CVF  Cobra Venom Faktor 50 pg/Tier

Epo Epoprostenol zur vebesserten Reperfusion des Transplantats 50 ug
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2.2.10.2 Versuchsgruppen und Schemata zur Suppression der zellularen und humoralen
Effektorsysteme bei heterotoper Herztransplantation (HHTX)

Die heterotope Transplantation eines MS Herzens (HHTX) wurde entweder bei Lewis Ratten
(Gruppen D bis H) oder bei PVG Ratten, die einen Defekt im C6 Gen aufweisen (PVG/C6-;
Gruppen | bis L) durchgefuhrt (Tab 2).

Lewis Ratten (Gruppe D) und PVG/C6- Ratten (Gruppe |) ohne Behandlung dienten als
Kontrollgruppen. Zur Uberpriifung des Einflusses von Komplement wurden Lewis Ratten am
Tag —1 und am Tag der Transplantation (Tag 0) mit je 50 ug CVF behandelt (Gruppe E). Um
die Konzentration praformierter und induzierter xenogener Antikdérper zu reduzieren, wurde eine
Kombination aus Splenektomie und Gabe des B-Zellsuppressivums MNA 10 Tage vor der
Transplantation in Lewis Ratten (Gruppe F) bzw. dekomplementierten Lewis Ratten (Gruppe G)
eingesetzt.

Die Tiere der Gruppen H, K und L wurden am Tag 21 vor der Transplantation splenektomiert
und téglich mit dem B-Zellsuppressivum Leflunomid behandelt. Die PVG/C6- Ratten der
Gruppe L erhielten eine zweifach héhere Dosis Leflunomid (20 mg/kg) als die Lewis Ratten der
Gruppe H und die PVG/C6- Ratten der Gruppe K, denen 10 mg/kg verabreicht wurden. Am Tag
—15 wurde in den Gruppen H, K und L mit der téglichen Gabe des T-Zellsuppressivum
Ciclosporin A begonnen. Einen Tag spater wurden jedem Tier dieser Gruppen 10’ Leberzellen
vom MS in die Pfortader injiziert, wobei die Lewis Ratten (Gruppe H) durch die Gabe von
zweimal 50 ug CVF (Tag —15 und —14) fir die Dauer von 4 Tagen dekomplementiert wurden.
Am Tag nach der Leberzellgabe (Tag —13) bekamen die Ratten je 100 ul des anti- asialo GM1
Antiserums zur Depletion der NK-Zellen. Die heterotope Herztransplantation wurde am Tag O
durchgefuhrt, wobei sowohl die Lewis (Gruppe H) als auch die PVG/C6- Ratten der Gruppe K
mit 2 Dosen a 50 ug CVF dekomplementiert wurden. Diese 2 Gruppen wurden weiterhin an
jedem 2. Tag nach der Transplantation mit je 50 upg CVF behandelt, um das

Komplementsystem dauerhaft zu inhibieren.
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2.2.10.3 Versuchsgruppen zur Analyse der XNA

Zur Analyse der XNA in unbehandelten Ratten wurde das Serum von je 10 Lewis und PVG/C6-
Ratten im ELISA und im Immunblot gegen die Membranpraparationen von priméaren MS Zellen
(Leber, Milz und Thrombozyten) sowie der Zelllinie JH4 getestet.

Um eine Anderung der XNA-Spiegel im Serum aufgrund des Einflusses verschiedener
Behandlungsschemata zu analysieren, wurden die von einer 1:2 Verdinnung im ELISA
ermittelten OD-Werte eines Individuums ausgewertet. Die ELISA Signale wurden dazu
prozentual auf den individuellen Ausgangswert vor Behandlungsbeginn bezogen. Um statistisch
signifikante Unterschiede zwischen den XNA-Spiegel in unbehandelten Lewis und PVG/C6-
Ratten zu ermitteln, wurde der Student’s t-test durchgefihrt. P-Werte < 0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet.

Der Einfluss der taglichen oralen Gabe des B-Zellsuppressivums Leflunomid auf die anti-MS
Antikérper wurde an insgesamt 4 PVG/C6- Ratten untersucht, wobei 2 Tiere an Stelle von 10
mg/kg die doppelte Dosis (20 mg/kg) erhielten. Das Serum der Ratten wurde 3 und 7 Tage
nach Behandlungsbeginn im ELISA gegen Membranextrakte von MS Leberzellen getestet.
Anderungen der XNA-Spiegel durch Applikation von MS Antigen ohne bzw. mit B-
Zellsuppression wurden bei Lewis Ratten der Gruppen M bzw. N (Tab. 3) im ELISA gegen MS
Leberextrakte untersucht. Jedem Tier wurden am Tag O, unter vorheriger Dekomplementierung
durch zweimalige Gabe von 50 ug CVF, jeweils 1x 10" MS Leberzellen intraportal gespritzt,
wobei die Ratten der Gruppe N 10 Tage zuvor splenektomiert und taglich mit dem B-
Zellsuppressivum MNA (10 mg/kg) behandelt worden waren. Bestimmt wurden die IgG und IgM
XNA in den individuellen Seren aller Tiere der Gruppe M vor Infusion mit MS Hepatozyten
sowie in den Seren von jeweils mindestens 2 Individuen der Gruppe | 3 Stunden und 1, 3, 7, 14
sowie 21 Tage nach Leberzellgabe. Das Serum jeder Ratte der Gruppe N wurde vor
Splenektomie (Tag —10), an den Tagen 5 und 1 vor Leberzellgabe sowie 3 Stunden, 1, 3 und 7
Tage nach Infusion mit MS Leberzellen auf vorhandene IgM XNA getestet.

Auch bei den Lewis und PVG/C6- Ratten, in die nach einer Kombination aus Splenektomie, B-
und T-Zellsuppression, MS-Leberzellinfusion (LZI) und NK-Zell-Depletion ein MS Herz
heterotop transplantiert wurde (Tab. 2, Gruppen H, K und L), wurden die 1gG und IgM XNA vor
Splenektomie (Tag —21), vor LZI (Tag —15), 24 Stunden nach LZI (je 2 Tiere der Gruppen G
und H), vor der Transplantation (Tag —1) sowie nach erfolgter AbstoBung bestimmt. Hierzu
wurden die Seren der Lewis Tiere (Gruppe H) gegen MS Leberzellmembran und die der
PVG/C6- Ratten (Gruppen K und L) gegen Membranextrakte der JH4 Zelllinie im ELISA

getestet.
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Tag -10 -1 0

Gruppe Stamm Anzahl

_ CVF
M Lewis 10 CVF
LZI
_ SPX CVF
N Lewis 4 ) CVF
MNA tagl. LZI

Tab. 3. Versuchsgruppen zur Analyse der XNA. Erlauterungen vgl. Tab. 2.

2.2.10.4 Versuchsgruppen zur Analyse der B-Zellen und NK-Zellen

Eine Analyse der B-Zellen, insbesondere der CD5-positiven B-Zellen und der NK-Zellen wurde
bei Lewis (Tab. 4 Gruppe O) und bei PVG/C6- Ratten (Tab. 4 Gruppe P) durchgeflhrt. Zur
durchfluBzytometrischen Bestimmung der B- und NK-Zellen wurde den mit Ether betdubten
Tieren durch Punktion des Augenhintergrundes eine geringe Menge ACD-Blut (maximal 0,5 ml)
entnommen und nach Lyse der Erythrozyten die in 100 ul ACD-Blut enthaltenen Leukozyten in
der DurchfluBzytometrie eingesetzt (vgl. 2.2.7.3). Zur Analyse der Zytotoxizitdt wurden die aus
dem gesamten ACD-Blut der mit CO, getdéteten Tiere isolieten PMBCs in einem
Chromfreisetzungstest verwendet (vgl. 2.2.5.5 und 2.2.7.3).

Tag -21 -15 -14 -13

Gruppe Stamm Anzahl

_ SPX CVF CVF _
(o) Lewis 5 Anti-NK
Lef10 tagl. | CsA tagl. LZI
SPX _
P PVG/Cé- 5 ) CsA Tégl. LZI Anti-NK
Lef10 tagl.

Tab. 4. Versuchsgruppen zur Analyse der B- und NK-Zellen. Erlduterungen vgl. Tab. 2.
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Analog zu den Ratten der Gruppen H, K und L (Tab. 2) wurden die Tiere der Gruppen O und P
am Tag —21 splenektomiert und taglich mit dem B-Zellsuppressivum Leflunomid (10 mg/kg)
behandelt. Am Tag -15 startete die tagliche Gabe des T-Zellsuppressivums Ciclosporin A (10
mg/kg), und die Lewis Tiere der Gruppe O wurden zusatzlich durch die zweimalige Gabe von
50 ug CVF pro Tier dekomplementiert (Tag —15 und —14). Die Tieren erhielten am Tag -14 eine
intraportale Infusion mit je 1 x 10” MS Leberzellen und einen Tag spater (Tag —13) 100 ul des
anti-asialo GM1 Antiserums zur Depletion der NK-Zellen. Im Gegensatz zu den Tieren der
Gruppen H, K und L wurde bei den Ratten der Gruppen O und P keine heterotope MS
Herztransplantation am Tag 0 durchgefuhrt.

Die NK- und B-Zellen wurden vor Behandlungsbeginn (Tag —21), vor Leberzellinfusion ( Tag
—15) sowie 3, 10, 17, 21 und zum Teil 28 Tage nach Infusion mit MS Hepatozyten bestimmt
(Tag —15,-11, -3, +4, +10 und zum Teil +16). Zur Bestimmung der Zytotoxizitat der NK-Zellen
wurde bei 2 PVG/C6- Ratten (Gruppe P ) bzw. bei allen anderen Tieren 25 bzw. 33 Tage (Tag
+14 bzw. +20) nach Leberzellinfusion die PMBCs in einem Chromfreisetzungstest eingesetzt.
In diesem Zytotoxizitatstest wurden auch die PMBCs einer PVG/C6- Ratte gemessen, die bis
auf die Depletion der NK-Zellen das gleiche Regime wie die Tiere der Gruppen O und P

erfahren hatte.

2.2.10.5 Versuchsgruppen zur Analyse von C3 nach intraportaler Infusion mit MS
Leberzellen

Zum Nachweis von MS bzw. Ratten C3 mittels RT-PCR wurden zun&chst unbehandelten Tieren
(MS und Ratten) die Leber entnommen und nach Isolierung der Gesamt-RNA die
Speziesspezifitdt und die Nachweisgrenze der entwickelten Methode getestet.

Um die Absiedelung bzw. Zirkulation von MS Leberzellen mit dieser Methode zu analysieren,
wurden insgesamt 8 Lewis Ratten am Tag —1 und Tag 0 durch je 50 ug CVF dekomplementiert.
Am Tag 0 wurde den Tieren 1 x 10” MS Leberzellen intraportal infundiert. Je 2 Tieren wurde
nach 3 Stunden, 1, 3 und 7 Tagen nach Leberzellinfusion die Leber entnommen und fir die
Isolation von Gesamt-RNA und RT-PCR auf MS und Ratten C3 eingesetzt.

Die Speziesspezifitdt und Nachweisgrenze der RT-PCR auf Ratten C3 nach lIsolation der
Gesamt-RNA aus dem nach Serumgewinnung aus etwa 1 ml Blut anfallenden Blutkuchen
wurden an 10 unbehandelten Lewis und 5 unbehandelten PVG/C6- Ratten getestet. Nach
Isolation der Gesamt-RNA aus Blutkuchen wurde eine RT-PCR auf C3 bei 3 Lewis bzw. 4
PVG/C6- Ratten durchgefiihrt, wobei diese Tiere 7 Tage vor Infusion mit 1 x 10" MS
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Leberzellen splenektomiert und B-Zell-supprimiert (10 mg/kg MNA bei Lewis bzw. 10 mg/kg
Leflunomid bei PVG/C6-) wurden. Bei diesen Tieren wurde die RT-PCR 3 Stunden und 1 Tag
nach Infusion mit MS Hepatozyten durchgefuhrt.

2.2.11 Histopathologische und immunhistochemische Analyse der

Transplantate

Die histopathologische und immunhistochemische Analyse der Transplantate wurde in
Kooperation mit Dr. Andreas Meyer zu Vilsendorf und Frau Dr. Anne Jérns, Abteilung Anatomie
der MHH, durchgeflhrt. Zur Beurteilung der Histologie wurde von Paraffinschnitten der Organe
eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung angefertigt. Die Apoptose von Zellen wurde bei MS Lebern
nach orthotoper Transplantation auf die Ratte ebenfalls in Paraffingewebeschnitten analysiert.
Immunhistochemische Analysen wurden auf Gefrierschnitten der abgesto3enen Organe nach
OLTX oder HHTX von MS auf Ratte durchgefuhrt.

2.2.11.1 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)
Far die Hamatoxylin-Eosin-Farbung zur Beurteilung der Histologie des abgesto3enen Gewebes
wurden die Organe nach Fixierung in Formalin in Paraffin eingebettet. Schnitte davon wurden

zunéchst mit Hamatoxylin und anschlieBend mit Eosin (0,05%) gefarbt.

2.2.11.2 Nachweis von Apoptose

Die Apoptose von Hepatozyten nach OLTX wurde durch die TUNEL-Methode (TdT-mediated
dUTP nick end labelling) mit einem TUNEL-Testkit untersucht. Die Testdurchfihrung erfolgte
nach Angaben des Herstellers. Methodisch erfolgt eine durch das Enzym Terminale
Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT) katalysierte dUTP-Flourescein-Markierung von DNA-
Bruchstellen (nick-end labelling). Eingesetzt wurden hierbei Gewebeschnitte von in Paraffin

eingebetteten Organen.

2.2.11.3 Immunhistochemische Analyse

In der Immunhistochemie wurde zum einen die Mdglichkeit der Detektion von C5-Ablagerungen
in einem Rattenherz nach xenogener Herzperfusion im MS durch Einsatz der aufgereinigten
anti-MS C5 scFvs Uberprift. Hierflir wurden Herzen von Lewis Ratten heterotop in das
Abdomen von C2BB/R+ MS nach der von Ono und Lindsey (1969) beschriebenen Technik
transplantiert und 30 Minuten nach xenogener Perfusion in situ wieder enthommen. Zum

anderen wurde in der Immunhistochemie die Infiltration der abgesto3enen Transplantate mit
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Ratten NK-Zellen oder Makrophagen sowie die Ablagerung von Ratten C3, C6, C9 oder IgM
analysiert.

Von den Organen wurden nach Einfrieren in FlUssigstickstoff (-195°C) 0,5 um dicke
Gefrierschnitte angefertigt. Die aufgetauten Schnitte wurden 1 Stunde lang getrocknet, mit
Aceton fixiert (10 Minuten) und zur Vermeidung unerwinschter Hintergrundfarbungen
vorbehandelt. Wahrend der Vorbehandlung wurden endogene Peroxidasen durch 20-minttige
Inkubation mit 0,6% H,O, in Methanol bzw. auf Leberschnitten die endogene Avidin bindende
Aktivitat durch Inkubation mit 0,01% Avidin und 0,001% Biotin blockiert (Wood und Warnke,
1981). Um eine unspezifische Bindung der spéter eingesetzten Sekundarantikérper von Maus
bzw. Ziege zu verhindern, wurden die Schnitte zudem mit 2% Maus- bzw. Ziegenserum in PBS
fur 30 Minuten inkubiert.

2.2.11.3.1 Detektion von C5-Ablagerungen nach in situ xenogener Herzperfusion

Nach xenogener in situ Perfusion von Rattenherzen wurde die Eignung von MS C5-
spezifischen scFvs zur Detektion von C5-Ablagerungen in der Immunhistochemie untersucht.
Dazu wurden die vorbehandelten Gefrierschnitte mit einer 1:50 Verdinnung von MS C5-
spezifischen scFvs (16 Stunden bei 4°C) und anschlieBend mit dem monoklonalen anti-c-Myc
Antikérper 9E10 (1:50 verdinnt) fir 3 Stunden inkubiert. Nach Inkubation mit einer 1:150
Verdinnung des Peroxidase-konjugierten Ziege anti-Maus 1gG Antikérpers (1 Stunde) wurden
die Schnitte durch Zugabe der Diaminobenzidin-Substratlésung gefarbt. Zur Spezifitdtskontrolle
wurden Gewebeschnitte von Rattenherzen geféarbt, die nach syngener, orthotoper

Herztransplantation gewonnen wurden.

2.2.11.3.2 Detektion der Infiltration mit Makrophagen oder NK-Zellen sowie Ablagerungen

von IgM oder Komplementproteinen der Ratte

Zur Detektion der Infiltration mit Ratten Makrophagen oder NK-Zellen wurden eine 1:500
Verdinnung des Maus anti-Ratte Makrophagen Antikérpers (ED1) oder eine 1:100 Verdinnung
des Maus anti-Ratte NKR-P1 Antikérpers bzw. des aufgereinigten mAk 3.2.3 (vgl. 2.2.7.1) als
Primarantikbrper auf Gefrierschnitten von Lebern bzw. Herzen nach orthotoper
Lebertransplantation bzw. heterotoper Herztransplantation von MS auf Ratte eingesetzt. Auf
diesen Organen wurden auch die Ablagerungen von Ratten IgM mit einer 1:100 Verdlinnung
des Maus anti-Ratte IgM (MARM-4) Antikérper detektiert. Unter Verwendung von Maus anti-
Ratte C3 (ED11, 1:1000), sowie der Maus anti-human C6 und C9 Antikorper (jeweils 1:5), die
mit Ratte kreuzreagieren (Baker et al., 1989), wurden Ablagerungen von Komplementproteinen

nachgewiesen. Die vorbehandelten Gefrierschnitte wurden mit den in PBS verdinnten
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Primérantikérpern tber Nacht (16 Stunden) bei 4°C inkubiert und anschlieBend mit einer 1:100
Verdinnung des biotinylierten Kaninchen anti-Maus 1gG Antikérpers in PBS far 30 Minuten
inkubiert. Nach Interaktion mit dem Streptavidin-Biotin-Komplex fiir 30 Minuten erfolgte durch
Zugabe von Diaminobenzidin-Substratlésung die abschlieBende Farbreaktion.

Die Infiltrationen mit Makrophagen oder NK-Zellen wurden densiometrisch ausgewertet (Jérns
et al., 1999). Dazu wurden die Schnitte in einem Photomikroskop (Photomikroskop Il, Zeiss) mit
einer Viedeokamera (Sony CCD DXC-151 AP) aufgenommen und die gefarbten Zellen nach
Aufbereitung der Aufnahmen mit der Software NIH Shareware Image Analysis Version 1.59
anhand eines Rasters pro mm® ausgezahlt. Die Ergebnisse bei den einzelnen

Versuchsgruppen wurden mit dem  Student’'s t-Test statistisch  ausgewertet.
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3 Ergebnisse

Im Laufe dieser Arbeit wurden zum einen die orthotope Lebertransplantation (OLTX) von
Meerschweinchen (MS) auf Ratte etabliet sowie Tools zu einer Uberpriifung der
Stoffwechselsyntheseleistung der Leber nach Langzeitliberleben entwickelt. Zum anderen
wurden die immunologischen und zellularen Mechanismen der AbstoBung und deren
Uberwindung bei der heterotopen Herztransplantation (HHTX) im gleichen Tiermodell
analysiert.

Vor seinem Einsatz als Komplementinhibitor wahrend der OLTX und spéter auch bei der HHTX
wurde zunadchst Cobra Venom Faktor (CVF) aufgereinigt und seine Aktivitdt ermittelt. Zur
Uberprifung der Stoffwechselleistung nach OLTX wurden Antikdrper gegen MS
Komplementproteine aufgereinigt und hinsichtlich ihrer Eignung als diagnostische oder
therapeutische Reagenzien analysiert.

3.1 Aufreinigung und Aktivitatsbestimmung von Cobra Venom Faktor
(CVF)

Das Lyophilisat des ké&uflich erworbenen Cobra Venom Faktor (CVF) wurde Uber einen
Anionenaustauscher aufgereinigt. Die antikomplementére Aktivitdt des aufgereinigten CVF
wurde in vitro gegen normales humanes Serum (NHS) und in vivo nach Applikation in Lewis

Ratten im hamolytischen Test analysiert.

3.1.1 Aufreinigung von CVF

Zur Aufreinigung von CVF wurde ein Anionenaustauscher (Mono Q) verwendet. Der krude
Extrakt von CVF enthielt unter anderem Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 115 kD
und etwa 55 kD, die nicht an den Anionenaustauscher banden und daher weggewaschen
wurden (Abb. 6, Spuren 1 und 2). Mit einem linearen Salzgradienten von 0 bis 350 mM,
unterbrochen von einer langeren Elution bei 260 mM, wurden die restlichen Proteine
aufgetrennt. Die ersten 11 bis 15 der mit 260 mM Salzlésung eluierten Fraktionen wiesen in der
SDS-PAGE drei Proteinbanden bei etwa 70, 60 und 50 kD auf (Abb. 6, Spur 3). Bei den
folgenden 20 bis 30 Elutionsfraktionen fehlte die obere, etwa 70 kD schwere Bande (Abb. 6,
Spur 4). Entsprechend der Proteinbandenanzahl wurden aus den Elutionsfraktionen 2 Pools
gebildet und der Proteingehalt bestimmt. Im Schnitt wurden aus 100 mg Lyophilisat insgesamt

1,7 mg Protein aufgereinigt, das zu etwa 50 % in beiden Pools aufgeteilt war.
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Abb. 6. Aufreinigung von Cobra Venom Faktor (CVF).

200 — Das Lyophilisat von CVF wurde Uber einen
Anionenaustauscher durch Elution mit einem linearen
116 — Salzgradienten von 0 bis 350 mM, unterbrochen von
97 — einer langeren Elution bei 260 mM, aufgereinigt. Gezeigt
sind Durchlauf beim Probenauftrag (Spur 1),
66 — exemplarisch eine Waschenfraktion (Spur 2) sowie zwei
der mit 260 mM eluierten Fraktionen (Spuren 3 und 4) in
der SDS-PAGE. M: Marker high range.
45 —

3.1.2 Uberpriifung der antikomplementiren Aktivitit von CVF

Die antikomplementére Aktivitdt von aufgereinigtem CVF wurde in vitro im hamolytischen Test
gegen eine CH50 Einheit normales humanes Serum (NHS) getestet, d.h. gegen die Menge
NHS, welche eine 50%ige Hamolyse der eingesetzten sensibilisierten Schafserythrozyten
erzeugt. Die CH50 Einheit des eingesetzten NHS entsprach 37,5 ul einer 1:20 Verdinnung.
Dieses Volumen NHS wurde mit verschiedenen Verdinnungen aufgereinigtem CVF inkubiert
und daraufhin im h&molytischen Test eine Reduktion der Hamolyse festgestellt. Eine Einheit
(IU) CVF wird definiert als die Menge, die eine CH50 Einheit NHS zu 50% inhibiert. Im Schnitt
enthielt eine Einheit 472 ng aufgereinigten CVF (je nach Aufreinigung 246 bis 613 ng).

Um die antikomplementére Aktivitdt von aufgereinigtem CVF in vivo zu untersuchen, wurden
Lewis Ratten an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit unterschiedlichen Dosen behandelt und
das Serum der Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten im h&molytischen Test analysiert. Als
BezugsgréBBe diente dabei die Lyse der eingesetzten Erythrozyten, die durch Zusatz des
individuellen Serums vor jeglicher Behandlung erzielt wurde. Je nach gewéhlter Dosis und
Applikationsart wurden unterschiedlich starke Reduktionen der durch das Serum
hervorgerufenen Hamolyse erzielt, deren Dauer ebenfalls variierte.

Die intravendse Applikation von 40 |IU CVF fuhrte nach 24 Stunden bei den Tieren 1 und 2 zu
einer Reduktion der Hamolyse um etwa 80% (Abb. 7, A). Danach wurden beiden Ratten 20 U
CVF intravends injiziert. Die Hamolyse stieg weitere 24 Stunden spater (48 Stunden nach
Behandlungsbeginn) auf etwa 70% (Tier 1) bzw. 40% (Tier 2) an. 96 Stunden nach
Behandlungsbeginn erreichte die Hamolyse bei beiden Tieren ihren Ausgangswert.
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Bei Erhéhung der Dosis auf 80 IU und 40 IU wurde die Hamolyse stéarker und dauerhafter
reduziert (Abb. 7, B). Das Serum von 2 Lewis Ratten zeigte nach Verabreichung von 80 IU eine
Abnahme der Hamolyse innerhalb von 24 Stunden auf 13% bzw. 5%. 24 Stunden nach
Behandlung mit 40 IU CVF lag die Hamolyse bei 17% (Tier 3) bzw. 12% (Tier 4) an. An den
Tagen 3 bzw. 4 nach Behandlungsbeginn lysierte das Serum von Tier 3 die Erythrozyten zu
45% bzw. 67% und das von Tier 4 zu 32% bzw. 50%. Nach 5 Tagen erreichte die Hamolyse
von Tier 3 90% und die von Tier 4 72%.

Die intraperitoneale an Stelle der intravenésen Applikation flihrte zu einer deutlich geringeren
Reduktion der Hamolyse. Ein Tag nach intraperitonealer Gabe von 80 IU CVF nahm die
Hamolyse bei Tier 5 bzw. 6 auf 60 bzw. 65% ab (Abb. 7, C). Die folgende Gabe von 40 IU,
ebenfalls intraperitoneal, zeigte keinen Einfluss auf die Hamolyse (48 Stunden nach
Behandlungsbeginn). Drei Tage nach Behandlungsbeginn stieg die Hadmolyse bereits auf 94%
(Tier 5) bzw. 90% (Tier 6) an und erreichte am Tag 4 ihren Ausgangswert.

Weiteren 2 Lewis Ratten wurden je 50 ug und 20 ug aufgereinigter CVF intravends verabreicht.
Die Hamolyse der Seren nach 24 Stunden, also noch vor Gabe der 2. Dosis, war bei beiden
Tieren um etwa 95% reduziert (Abb. 7, D). Zwei Tage nach Behandlungsbeginn war bei beiden
Tieren keine Hamolyse mehr festzustellen. An den Tagen 3 bzw. 4 stieg die Hamolyse auf 17%
bzw. 36% (Tier 7) und auf 10% bzw. 20% (Tier 8) an. Weitere 24 Stunden spéter erreichte die
Hamolyse des Tieres 7 72% und die des Tieres 8 50%.

In einer Versuchsgruppe aus 6 Lewis Tieren wurde die Abnahme der Hamolyse durch
intravendse Applikation von zweimal 50 ug aufgereinigtem CVF analysiert. Diese Dosierung
und Applikationsweise fuhrte zur dauerhaftesten Reduktion der Hamolyse fur die Dauer von 3
Tagen (Abb. 7, E). Im Mittel nahm die Hamolyse 18 und 24 Stunden nach der 1. Gabe von 50
ug CVF um etwa 90% (= 3,8) Prozent ab. Zu den Zeitpunkten 48 und 72 Stunden nach
Behandlungsbeginn war keine hamolytische Aktivitdt Nach 96 Stunden stieg sie langsam auf
15,3% (+ 1,6) an und erreichte nach 120 Stunden 52% (+ 14,2).
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Abb. 7. Antikomplementare Aktivitat von CVF in vivo.
Je 2 Lewis Ratten wurden an 2 aufeinander folgenden Tagen 20 und 40 IU CVF intravenés (A), 40 und

80 IU CVF intravends (B) und intraperitoneal (C) oder 50 und 20 ug CVF intravends (D) sowie je 6 Lewis
Ratten zweimal 50 ug CVF intravends (E) verabreicht und die vom Serum induzierte Lyse von

Erythrozyten im hdmolytischen Test ermittelt.
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3.2 Charakterisierung und Verwendung von Antikorpern gegen die
Meerschweinchen Komplementproteine C5 und C5a

Antikdrper gegen Komplementproteine des Meerschweinchens (MS) kénnen zum einen zur
genaueren Analyse oder gar zur Inhibition der Komplementaktivierung eingesetzt werden. Zum
anderen kann mit ihnen die Stoffwechselleistung einer orthotop in Ratten transplantierten MS
Leber Uberprift werden.

Es standen gegen MS C5 und C5a gerichtete Antikérper in Form von scFvs zur Verfligung, bei
denen die variablen Teile der leichten Kette (V.) und der schweren Kette (Vy) Uber einen
(Gly4Ser)s-Linker miteinander verknipft sind. Diese Antikdrper waren nach Generierung von
scFv-Antikérperbanken durch Selektion mittels Phage-Display isoliert worden (Guleryiiz, 1999).
Die Antikérperbanken wurden aus der RNA aus Blut und Milz von mit MS C5 immunisierten
M&usen hergestellt, indem die genetische Information je einer Vy Domaine aus dem Repertoire
der variablen schweren Igyl bzw. Igy2a Ketten mit einem Gen flr eine V. Domaine aus dem
Repertoire der variablen leichten x Ketten kombiniert wurden. Diese DNA-Fragmente der scFvs
wurden in den Phagemid Vektor pHEN1 kloniert und konnten nach Transformation in den E.coli
Stamm TG1 nach Superinfektion mit dem Helferphagen VCS-M13 als scFvs auf der
Phagenoberflache exprimiert werden. Im Phage Display wurden innerhalb mehrerer
Panningrunden MS C5 und MS Cb5a-bindendende Klone selektiert. Es waren 4 verschiedene
anti-MS C5 scFvs (B3; H10 E10 und F11) vorhanden, deren DNA nach Restriktionsverdau mit
BsiN1 individuelle Muster zeigten und die, auch als soluble Proteine, keine Kreuzreaktivitat mit
MS Cb5a, humanem C5 oder humanem C5a aufwiesen. AuBerdem gab es einen MS Cba-
spezifischen Klon (D10), der zwar nicht mit humanem C5 oder C5a jedoch mit MS C5
kreuzreagierte.

Im Laufe dieser Arbeit wurden die Klone sequenziert und die Subgruppen der Vi und V| —Ketten
bestimmt (vgl. Tab 5 und Anhang). Die schwere Kette des anti-MS C5 Klons B3 gehdrte in die
Subgruppe Il D und die leichte x Kette zur Subgruppe I. Die leichten k Ketten der anderen
gegen MS C5 gerichteten Klone H10, E10 und F11 gehdrten alle in die Subgruppe V; wéahrend
die schweren Kette dieser Klone unterschiedlichen Subgruppen zugeordnet wurden. Der anti-
MS C5 spezifische Klon D10 besal3 eine leichte k Kette der Subgruppe Il und eine in die

Subgruppe VA einzuordnende schwere Kette.
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Klon V4 Subgruppe V. Subgruppe
Anti-MS C5 scFvs B3 D I

E10 VA \Y

H10 I c \Y

F11 N6 \Y
Anti-MS Cb5a scFvs D10 VA Il

Tab. 5. Subgruppierung der MS C5- und C5a- spezifischen scFvs.

3.2.1 Aufreinigung der anti-MS C5 scFvs

Um die Bindungsaffinitdten und weitere Anwendungsmaéglichkeiten der anti-MS C5 Antikérper
zu bestimmen, wurden soluble scFvs aus den Klonen B3, H10, E10 und F11 aufgereinigt. Flr
die Aufreinigung stand unter anderem die Metallchelat-Chromatographie zur Verfligung. Hierflir
mussten die in den Phagemid Vektor pHEN1 inserierte scFv-spezifische DNA in den Vektor
pCANTAB6 umkloniert werden. Werden die scFvs als I6sliche Proteine im Vektor pCANTABG
exprimiert, tragen sie am C-Terminus einen 6x Histidin-Rest. Uber die Imidazolringe der
Histidine kdnnen die scFvs eine Chelatbindung mit an eine Matrix immobilisierten Metallionen
eingehen und so von anderen Proteinen abgetrennt werden. Fir die Umklonierung in den
Vektor pCANTAB6 wurden die im Vektor pHEN1 vorliegende DNA der scFvs Uber eine
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert. Je 50 ul dieser PCR-Ansétze (schatzungsweise
maximal 2,5 ug DNA) wurden mach Phenol-Chloroform-Extraktion und Alkoholféllung mit den
Restriktionsenzymen Sfil und Notl verdaut. Parallel dazu wurden 2 ug des Phagemid Vektors
pCANTABS6 ebenfalls mit diesen beiden Enzymen geschnitten. Vor der Ligation mit dem Vektor
wurden die geschnittenen Inserts noch mal Phenol-Chloroform extrahiert und mit Alkohol gefallt.
Der geschnittene Vektor wurde in einem 1%-igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
(Abb. 8) Dabei wurde das in ihm enthaltene etwa 700 bp schwere Insert, ein scFv spezifisch far
MS CS8, von dem etwa 4,4 kb schweren Vektor abgetrennt. Die Bande des geschnittenen
Vektors wurde aus dem Gel ausgeschnitten und die darin enthaltenen DNA Uber
Glasmilchbeads aufgereinigt. Wahrend dieser Schritte ist schatzungsweise ein 50%iger Verlust
aufgetreten, so dass nur etwa 1 ug Vektor fir die Ligation mit den 4 verschiedenen Inserts zur
Verfagung stand. Da auch noch eine Negativkontrolle (Mock-Kontrolle) angesetzt wurde, bei

der Vektor ohne Insert die Ligation durchlauft, wurden je Ligationsansatz 150 ng Vektor und 100
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ng Insert nach gemeinsamer Alkoholfallung miteinander ligiert. Diese DNA wurde anschlieBend
in kompentene E.coli HB2151 elektrotransformiert. Es konnten einzelne Klone isoliert werden,
die ein Insert von etwa 700 bp trugen, was der Ausgangs-DNA der einzelnen Klone entsprach,
wie in einem Vergleich der Restriktionsmuster vor und nach Umklonierung durch BsiN1-Verdau

der Inserts festgestellt werden konnte.

4,4 kb

700 bp

Abb. 8. Aufreinigung des mit Sfil und Nofl verdauten Phagemid Vektors pCANTABG6 (ber ein DNA-
Agarosegel.

Nach Verdau mit den Restriktionsenzymen Sfil und Notl wurde der geschnittenen Vektor pPCANTABG6 auf
einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (Spur 1). Die obere Bande bei etwa 4,4, kb
wurde ausgeschnitten und nach Aufreinigung lber Glasmilchbeads fir die Ligation mit den anti-MS C5-

spezifischen scFvs- Inserts eingesetzt. M: Marker 1 kb ladder.

Fir die Aufreinigung wurde von jedem Klon aus dem Vektor pCANTABG6 in einer 1l-Kultur
soluble scFvs produziert und der Uberstand zunéchst in einem Filtrationsverfahren auf das
20fache ankonzentriert. Die Aufreinigung Uber Metallchelat-Chromatographie an Ni** lonen
zeigte nur unbefriedigende Ergebnisse (Abb. 9, Spur 1). Nach Elution mit einem 300 mM
Imidazol-haltigen Puffer waren neben der Proteinbande der scFvs bei etwa 30 kD noch weitere
Banden mit héherem und niedrigeren Molekulargewicht vorhanden. Auch eine Anderung der
Elutionsbedingungen von der mit Metallionen beladenen Saulenmatrix wie ,Voreluieren der
Séaule“ mit einem Puffer mit niedrigerem Imidazol-Gehalt verbesserte dieses Ergebnis nicht,

sondern fuhrte zu einem Verlust von scFvs bei dieser Vorelution. Daher wurden die nach
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Metallchelat-Chromatographie erzielten Elutionsfraktionen nochmals Uber Gelfiltration
aufgereinigt. Die Uberpriifung der Aufreinigung durch Gelffiltration ergab in der SDS-PAGE eine
einzelne Proteinbande bei etwa 30 kD (Abb. 9, Spur 3). Mit diesem Verfahren wurden reine
scFvs gewonnen, die allerdings in 30 bis 45 einzelne Elutionsfraktionen a 1ml aufgeteilt waren,
so dass nur eine sehr niedrige Proteinkonzentration vorlag. Daher wurden die scFvs nochmals
mittels Ultrazentrifugation ankonzentriert und dabei gleichzeitig entsalzt. Die Ausbeute der
Aufreinigung Uber Metallchelat-Chromatographie kombiniert mit Gelfiltration aus einer 1I-Kultur
betrug typischerweise 1,2 bis 4 mg reine scFvs. Die scFvs der Klone B3, E10 und H10
Uberstanden dieses recht aufwendige Aufreinigungsverfahren, ohne ihre Bindungsfahigkeit an
MS C5 zu verlieren, was in einem ELISA nachgewiesen wurde.

Abb. 9. Aufreinigung von MS C5-spezifischen scFvs tUber Metallchromatographie und Gelfiltration.
Die Elutionsfraktionen der scFvs H10 nach Metallchelat-Chromatographie (Spur 1) wurden anschlieBend

Uber eine Gelfiltrationsséule (Spur 2) aufgetrennt. M: Marker low range.

Als Alternativmethode zu dem 2-Schritt-Verfahren der Kombination aus Metallchelat-
Chromatographie und Gelfiltration wurde die Aufreinigung uber Affinitdtschromatographie an
Protein L getestet. Protein L stammt aus der Zellwand des Bakteriums Peptostreptococcus
magnus und bindet speziell die variable Domaine der leichten Ketten, ohne mit der
Antigenbindungsstelle zu interferieren. Es wurden ankonzentrierte scFvs auf eine mit Protein L
beladenen Saule gegeben und die Bindung der scFvs an Protein L im Dot Blot analysiert. Nur
scFvs des Klones B3, die die leichte Ketten vom Subgruppe k1 exprimierten, zeigten eine
Bindung an Protein L (Abb. 10, A). Alle anderen MS C5-spezifischen Klone, die leichte Ketten
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der Subgruppe «V aufwiesen, hingegen nicht. Mit der Affinitdtschromatographie an Protein L
konnten also nur scFvs vom Klon B3 aufgereinigt werden. Die Elutionsfraktionen wiesen eine
Proteinbande bei etwa 30 kD auf (Abb. 10, B). Aus einer 1l-Kultur konnten auf diese Weise 2

mg reine scFvs isoliert werden.

A B
97,4
Py B 4
C0®L) vO OO O 66,2
45
1 2 3 4 5 6 7 8 9
31

Abb. 10. Aufreinigung der MS C5-spezifischen scFvs Uber Protein L Affinitdtschromatographie.

(B) Dot Blot Analyse der verschiedenen Fraktionen der scFvs des Klones B3 aus der
Affinitdtschromatographie tUber Protein L. Die Punkte 1 bis 5: Waschen nach Beladen der Saule. Punkte 6
bis 9: Elutionsfraktionen.

(B) SDS-PAGE und Silberfarbung der Elutionsfraktionen 6, 7 und 9. M: Marker low range.

3.2.2 Affinitatsbestimmung

Die Bindungsaffinitdten (Kp) der MS C5-spezifischen scFvs wurden mit Hilfe der ,Surface
Plasmon Resonace“ Analyse (SPR) ermittelt. Dazu wurden aufgereinigte scFvs an einen
Sensorchip gekoppelt und MS C5 in unterschiedlichen Konzentrationen mindestens zweimal
vermessen. Aus den Kurven wurden mit Hilfe der BlAevalutionssoftware 3.0 die Assoziations-
(ka) und Dissoziationsraten (kq) ermittelt. Die Gleichgewichtskonstante der Dissoziation (Kp)
wurde aus dem Quotienten ki/ky errechnet. Wie in Tabelle 6 gezeigt reichten die Kps von 1,48 x
10 bis 2,75 x 10 " M. Die scFvs des Klons E10 zeigten die héchste Assoziationsrate (k,) von
1,2 x 10° 1/Ms. Die scFvs des Klons B3 hatten eine k, von 6,02 x 10* und die des Klones H10
die niedrigste k, mit4,47 x 10* 1/Ms. Beim Klon H10 wurde zudem die hdchste Dissoziationsrate
(kg) mit 1,23 x 102 M gemessen, was eine Kp der scFv-MS C5-Interaktion von 2,75 x 107 M
ergab. Die scFvs des Klones B3 zeigten eine Kp von 1,12 x 10”M. Die héchste Affinitat gegen
MS C5 besassen scFvs des Klon E10 mit einer Kp von 1,48 x 10 M.
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Kion durchschnittliche k, | durchschnittliche k4| Durchschnittliche Kp
[1/Ms] [1/s] [M]

B3 6,02 + 2,55 x 10* 6,72+ 6,18 x 10™ 1,12x 107

E10 1,20 + 0,94 x 10° 5,64+ 1,39 x 10° 1,48 x 10°®

H10 4,47 +2,03 x 10* 1,23+ 0,20 x 10 2,75 x 107

Tab. 6. Affinitdten und Bindungskinetiken von MS C5-Spezifischen scFvs.
Die Assoziations- (k,) und Dissoziationsrate (kq) der aufgereinigten scFvs wurde mittels Surface Plasmon

Resonance im BlAcore bestimmt und die Dissoziationskonstante (Kp) wurde als Quotient k /kq errechnet.

3.2.3 Inhibiton der Komplementaktivitat

Die aufgereinigten MS C5-spezifischen scFvs wurden auf die Fahigkeit geprift, die durch
Aktivierung des Komplementsystems verursachte Lyse von sensibilisierten Schafserythrozyten
im hamolytischen Test zu inhibieren. Dazu wurde zunéchst die Menge von MS Serum, die eine
50%ige Lyse der eingesetzten Erythrozyten verursacht, mit 20,5 ul einer 1:30 Verdinnung
ermittelt. AnschlieBend wurde diese Menge MS Serum mit unterschiedlichen Konzentrationen
an scFvs inkubiert und dann im hamolytischen Test eingesetzt. Wie in Abb. 11 dargestellt,
konnten nur scFvs der Klone H10 und E10 nicht aber von Klon B3 das Komplementsystem in
effektiver Weise in Abhangigkeit von der Dosis blockieren. Allerdings wurden die scFvs vom
Klon B3 nur bis zu einer Konzentration von 120 ug/ml ausgetestet, wahrend von den Klonen
H10 und E10 Konzentrationen von 400 ug/ml bzw. 1,2 mg/ml eingesetzt werden konnten. Die
inhibitorische Fahigkeit auf das Komplementsystem vom Klon H10 war héher als die des Klones
E10. Wéahrend die Lyse der Schafserythrozyten bei einer Konzentration von 50 ug/ml (1,8 uM)
scFvs des Klones H10 nahezu vollstandig inhibiert wurde, wurden fur Erreichung des gleichen
Effekts von den scFvs E10 1,2 mg/ml (40 uM) benétigt.
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Abb. 11. Inhibition der Himolyse durch MS C5-spezifische scFvs.
Die inhibitorische Aktivitdt von anti-MS scFvs wurde in einem h&molytischen Test Uberprift unter
Verwendung von sensibilisierten Schafserythrozyten und der Menge MS Serum, die die Menge

Komplement fir eine 50%ige Lyse enthélt (CH50).

3.2.4 Konzentrationsbestimmung von C5 im MS Serum

Zur Konzentrationsbestimmung von C5 in MS Serum wurde ein Assay unter Verwendung der
.Surface Plasmon Resonance“ Technik (SPR) im BlAcore eingesetzt. Dabei wurden
aufgereinigte scFvs des MS C5-spezifischen Klons E10 an einen Sensorchip gekoppelt und die
Response Units von 8 verschiedenen Konzentrationen an aufgereinigtem MS C5 zur Ermittlung
einer Standardkurve gemessen. Fir diese Messung wurden die Proben mit einer langsamen
Flussrate von 5ul/min uber den Chip gegeben, um ein durch Massentransport kontrolliertes
Binden des Analyten (MS C5) an den Liganden (E10) zu erzielen. Zwischen der eingesetzten
C5 Konzentration (100 ng/ml bis 10 ug/ml) und den gemessenen Response Units wurde eine
lineare Korrelation beobachtet (Abb. 12). Aus dem MS Serum wurde mit der gleichen Methode
eine C5 Konzentration von 240 + 2,12 ug/ml bestimmt. Da die untere Nachweisgrenze mit
dieser Testmethode bei 100 ng/ml liegt, kbénnen also mindestens 0,04% der normalen C5

Konzentration im MS Serum nachgewiesen werden.
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Abb. 12. Bestimmung der MS C5-Konzentration im Serum unter Verwendung der MS C5-spezifischen
scFvs E10 in der Surface Plasmon Resonance Analyse (SPR).

(A) Acht unterschiedliche MS C5-Konzentrationen (100 ng/ml bis 10 ug/ml) wurden eingesetzt und die
nach 140 Sekunden erreichten Response Units gemessen.

(B) Fur eine Standardkurve wurden die durchschnittlichen Response Units aus 2 Messungen gegen die

MS C5-Konzentration aufgetragen.

3.2.5 Detektion von MS C5-Ablagerungen im Gewebe nach heterotoper

Herztransplantation von Ratte auf MS

Im Laufe dieser Arbeit wurde auch die Fahigkeit der aufgereinigten scFvs getestet, MS C5-
Ablagerungen auf Rattenherzen nach Xenotransplantation in MS in der Immunhistochemie
nachzuweisen. Rattenherzen wurden heterotop in MS transplantiert und fir die Dauer von 30
Minuten reperfundiert. Makroskopisch zeigten die Herzen eine homogene Durchblutung nach
Beendigung der vaskuldaren Anastomose. Am Ende der Reperfusion waren die Transplantate
dunkelrot gefarbt, ein Zeichen der hyperakuten AbstoBungsreaktion. Die Féarbung des
abgestoBenen Gewebes mit den MS C5-spezifischen scFvs E10 und H10 lie3 vaskulare
Ablagerungen von C5 erkennen (Abb. 13, A). Mit diesen Klonen wurde keine Kreuzreaktivitat
auf Herzgewebe nach syngener Transplantation von Ratte auf Ratte festgestellt (Abb. 13, B).
ScFvs vom Klon B3 farbte sowohl endotheliale Strukturen des vom MS hyperakut
abgestoBBenen Rattenherzens als auch verschiedene Strukturen in Rattenherzen nach syngener

Transplantation.
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Abb. 13. Detektion von MS C5 in Rattenherzen nach Xenotransplantation.

(A) Diffuse vaskulare MS C5-Ablagerungen wurden in einem xenogen perfundierten Rattenherzen unter
Verwendung des scFvs E10 in der Immunhistochemie beobachtet.

(B) Kein MS C5 wurde in einem syngen transplantierten Rattenherz in der Immunhistochemie mit

demselben scFv festgestellt.

3.3 Etablierung des Modells der diskordanten orthotopen
Lebertransplantation (OLTX)

Aufgrund von anatomischen und physiologischen Unterschieden zwischen MS und Ratte wurde
die Technik der Lebertransplantation im Kleintiermodell in Kooperation mit Dr. Meyer zu
Vilsendorf fur die diskordante Anwendung weiterentwickelt. Der geringe Abstand zwischen
supra- und infrahepatischer V. cava beim MS-Spender wurde durch Entnahme der Leber mit
einem infrahepatischen Cavasegment ausgeglichen. Zusatzlich wurde die Technik der
gréBenreduzierten Lebertransplantation (Split-Leber-Transplantation) eingesetzt, um die
gréBere Organmasse des Spenders auszugleichen.

3.3.1 Uberleben und Physiologie der Transplantate nach OLTX

Wie in Tab. 7 und Abb. 14 dargestellt, starben unbehandelte Lewis Ratten (Gruppe A) nach
OLTX im Mittel nach 3 Stunden (2 bis 4 Stunden). Eine Dekomplementierung mit CVF (Gruppe
B) verlangerte das Uberleben auf 5 (2 bis 10) Stunden (nicht statistisch signifikant). Bei beiden
Gruppen kann das kurze Uberleben auf die beobachtete inhomogene Reperfusion des
Transplantats und eine verminderte Glukoneogenese im Empfanger zuriickgefihrt werden. Der
Blutzucker der Ratten sank stetig und es wurde keine Normoglykédmie erreicht. Auch durch die
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intravendse Zufuhr von Glukose konnte diese Hypoglykédmie nicht ausgeglichen werden. Alle
Tiere der Gruppe B zeigten innerhalb von 2 Stunden ein hepatisches Koma.

Wurde die MS Leber kurz vor der Organperfusion im dekomplementierten Empféanger mit dem
Vasodilator Epoprostenol behandelt, iberlebten die Tiere statistisch signifikant langer fir 18 (11
bis 25) Stunden (Gruppe C, p< 0,001, Mann Whitney Test). Das Organ wurde nach der
Transplantation schnell und homogen reperfundiert, es kam zu einer Wiederaufnahme der
Glukoneogenese und die Tiere zeigten mindestens 10 Stunden lang einen normalen
Blutzuckerspiegel.
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Abb. 14. Uberleben nach Transplantation einer MS Leber auf Ratte.

Das Uberleben der Empfanger, die nach Behandlung mit CVF ein mit Epoprostenol behandeltes
Transplantat erhielten (Gruppe C), war mit 18 Stunden lénger als bei Lebertransplantation ohne
Behandlung (Gruppe A, 3 Stunden) oder alleiniger Behandlung mit CVF (Gruppe B, 5 Stunden).
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Behandlung Uberleben Imunhistologie
CVF | E tenol Median / C3 |IgM [M@ | NK | Tunel
n oprosteno une
Gruppe PoP Bereich P 9
A 6] 0 0 3(2-4)h wrr| + | - | - | nb.
B 6 + %) 5(2-10) h Ns.vs. A | - + |+ - +
< 0,001
C 10| + + 18 (11-25) h -+ |+ -
vs. A,B

Tab. 7. Uberleben und Immunhistologie der Lebertransplantate nach orthotoper Transplantation von
Dunkin Hartley MS auf Lewis Ratten (OLTX).

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung des Mann Whtiney Tests. Die Starke der
humoralen Ablagerungen auf Endothelzellen und die Anzahl infiltrierender Zellen wurde semiquantitativ

ausgewertet ( von -,+,++ bis +++, n.b.:nicht bestimmt).

3.3.2 Apoptose und Immunhistologie der MS Leber nach OLTX

Nach orthotoper Transplantation auf die Ratte wurden in der MS Leber die apoptotischen Kerne
analysiert. Ohne Verwendung des Vasodilatators Epoprostenol waren 60 bis 80 Prozent der
Hepatozytenkerne apoptotisch (Tab 7, Gruppe B, Abb. 15). Nach Verbesserung der
Reperfusion durch Epoprostenol (Gruppe C) konnte bei weniger als 10 Prozent der

Hepatozytenkerne Apoptose nachgewiesen werden (Abb. 15).
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Gruppe B Gruppe C

Abb. 15. Apoptotische Kerne in MS Leber nach Xenotransplantation.

Lebergewebe von jeder Versuchsgruppe wurde in Paraffin eingebettet und zur Bestimmung apoptotischer
Zellen im TUNEL-Test eingesetzt. Zahlreiche TUNEL-positive Zellen wurden in CVF behandelten Tieren
(Gruppe B) entdeckt, wohingegen nur einige wenige apoptotische Zellen nach einer Behandlung mit CVF
und Epoprostenol beobachtet wurden (Gruppe C).

Wie in Abb. 16 dargestellt, zeigte die immunhistologische Untersuchung der abgesto3enen MS
Leber bei den unbehandelten Lewis Ratten (Tab. 7, Gruppe A) eine starke C3-Ablagerung am
Endothel, wohingegen nach Gabe von CVF (Gruppen B und C) kein C3 nachgewiesen werden
konnte. Nur wenige xenoreaktive IgM Antikérper waren in abgestoBenen Transplantaten der
Gruppen A und B zu finden, wohingegen in den abgestoBenen Transplantaten der Gruppe C
starke IgM-Ablagerungen sichtbar waren. In dieser Gruppe konnte auch ein mononukleares
Infiltrat nachgewiesen werden, das hauptséachlich aus Makrophagen und Naturlichen Killerzellen
(NK-Zellen) bestand. Makrophagen wurden in geringer Anzahl ebenfalls in den Transplantaten
der Gruppe B entdeckt.
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Abb. 16. Immunhistochemie der MS Leber nach Xenotransplantation.

Die immunhistologische Untersuchung der Lebertransplantate in Tieren, die CVF und Epoprostenol
erhalten hatten (Gruppe C) zeigte keine Ablagerungen von C3, wohingegen starke Ablagerungen von
anti-MS IgM-Antikdrpern auftraten. Zuséatzlich waren die Transplantate stark mit ED1-positiven
Makrophagen und Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) infiltriert.

3.4 Heterotope Herztransplantation von MS auf Ratte (HHTX)

Zur Analyse der immunologischen Mechanismen bei der AbstoBung nach Xenotransplantation
von MS auf Ratte wurde an Stelle der OLTX die chirurgisch weniger aufwendige heterotope
Herztransplantation (HHTX) durchgefihrt. Um die AbstoBung zu Uberwinden, wurden
verschiedene Behandlungsschemata wie B-Zellsuppression, transiente Depletion der NK-Zellen
sowie Gabe von Donorantigen eingesetzt (vgl. Tab. 2, S. 74). Zur Uberpriifung der B-
Zellsuppression wurde zunéchst ein ELISA zur Bestimmung zirkulierender anti-MS Antikdrper
(XNA: xenoreactive natural antibodies) in Ratten etabliert und in der Folge zur Detektion von
préformierten und induzierbaren XNAs eingesetzt (vgl. 3.5). Zusétzlich wurden zur Kontrolle der
immunsuppressiven Regime die Analyse zirkulierender B-Zellen durchgefuhrt (vgl. 3.6).

Die transiente Depletion der NK-Zellen wurde durch durchfluBzytometrische Bestimmung
analysiert und mit einer Gabe von Donor-Antigen in Form einer Infusion mit MS Leberzellen
kombiniert (vgl. 3.7.1). Die Aktivitat der regenerierten NK-Zellen gegentber MS-Zellen wurde in
einem Zytotoxizitatstest untersucht (vgl. 3.7.2). Um die Zirkulation oder Absiedlung der
infundierten MS Leberzellen in Ratten zu Uberprifen, wurde eine speziesspezifische RT-PCR
etabliert (vgl. 3.8).
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3.4.1 Uberleben und Immunhistologie der MS Herzen nach heterotoper
Transplantation auf Ratte

Zur Analyse der immunologischen Mechanismen bei der AbstoBung nach Xenotransplantation
von MS auf Ratte sowie Uberpriifung verschiedener Behandlungsschemata zu deren
Uberwindung wurde in Lewis und PVG/C6- Ratten ein MS Herz heterotop transplantiert (HHTX,
vgl. Tab. 2). Als AbstoBungszeitpunkt wurde das Ende des tastbaren Herzschlages des
Transplantates festgesetzt.

Wie in Tabelle 8 gezeigt, wird in unbehandelten Lewis-Ratten (Gruppe D) ein heterotop
transplantietes MS Herz hyperakut nach 13 Minuten (10 bis 18 Minuten) abgestoBen. Das
Transplantat zeigte in der Immunhistologie starke Ablagerungen von C3 und nur wenige IgM-
Ablagerungen. Nach Behandlung mit CVF kommt es erst nach 17,5 Stunden (6 bis 40 Stunden)
zur TransplantatabstoBung (Gruppe E). Entsprechend wurden in der Immunhistologie keine C3-
Ablagerungen dafur aber starke IgM-Ablagerungen und eine Infiltration mit Makrophagen und
NK-Zellen nachgewiesen (Abb. 18). Wurde die terminale Komplementkaskade von C5b bis C9
und damit die Bildung des Membran Angriff Komplexes (MAC) inhibiert, wie in PVG/C6- Ratten
(Gruppe 1), so Uberlebte das Organ 14 Stunden (8 bis 24 Stunden). Immunhistologisch wurden
hier wie bei den nicht dekomplementierten Lewis Ratten der Gruppe D massive C3-
Ablagerungen detektiert. Daneben wurden auch starke IgM-Ablagerungen und Infiltration mit
Makrophagen und NK-Zellen beobachtet.

Die TransplantatabstoBung in Lewis Ratten mit B-Zell-Suppression durch die Kombination von
Splenektomie und taglicher Gabe des Leflunomid Derivates Malonitrylamid (MNA) (Gruppe F)
erfolgte &hnlich wie in Gruppe D nach 24 Minuten (19 bis 35 Minuten). Wie in Gruppe D zeigte
sich in der immunhistologischen Analyse des Transplantats eine massive Ablagerung von C3.
Die Kombination von B-Zell-Suppression, Splenektomie und Komplementinhibition (Gruppe G)
dagegen fuhrt zu einem signifikanten Anstieg des Transplantatiberlebens auf 47 Stunden (12
bis 168 Stunden). In der Histologie zeigen die Transplantate keine C3- und IgM-Ablagerungen

aber eine starke Infiltration mit Makrophagen und NK-Zellen.
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Behandlung Uberleben Immunhistologie
Gruppe 1 e | cvE B-Z.e’l. LCI. Median/ Bereich o3 IgM vo | Nk
Inhibition | Anti-NK

D 6 - - - - 13 (10-18) min | +++ + -

E 15 - + - - 17,5 (6-40) h - +++ | 4+ |+t

F 20 - - + - 24 (19-35) min +++ - -

G 6 - + + - 47 (12-168) h - - +4++ | ++

H 5 - + + + 78,6 (48-138) h - + +++

[ 6 + - - - 14 (8-24) h +++ | ++ ++

K 5 + + + + 103 (19-224) h - + +++

L 4 + - + + 33 (26-48) h +++ + +++

Tab. 8. Auswirkung verschiedener Behandlungsschemata auf die TransplantatabstoBung nach
heterotoper Herztransplantation (HHTX).
Die Starke der humoralen Ablagerungen auf Endothelzellen und die Anzahl infiltrierter Zellen wurden

semiquantitativ ausgewertet ( von -,+,++ bis +++).

Die Tiere der Gruppen H, Kund L (Tab. 2, S. 74) wurden mit einer Kombination aus B-Zell- und
T-Zellsupression, transienter Depletion der NK-Zellen und Gabe von Donor-Antigen behandelt.
In dekomplementierten Lewis Ratten, die das gesamte Behandlungsschema inklusive
intraportaler MS Leberzellinfusion unter CVF erhielten, wurde ein verlangertes
Transplantatiberleben von 78,6 Stunden (48 bis 138 Stunden) erreicht (Gruppe H, Tab. 7 und
Abb. 17). Damit konnte das Transplantatiberleben im Vergleich zu Gruppe G ohne
Leberzellinfusion und Depletion der NK-Zellen (47 Stunden) verdoppelt werden. Bemerkenswert
ist, dass in den Transplantaten in der Immunhistologie keine NK-Zellen zu finden waren jedoch
eine starke Infiltration mit Makrophagen (Abb. 18).
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In PVG/C6- Ratten (Gruppen K und L) wurde das Transplantat nach 103 Stunden (19 bis 224
Stunden, Gruppe K) bzw. nach 33 Stunden (26 bis 48 Stunden, Gruppe L) abgestoBen (Tab. 7
und Abb. 17). Auch bei den Gruppen K und L wurde wie bei der Gruppe H im Transplantat
keine Infiltration mit NK-Zellen daflr aber viele Makrophagen gefunden. Aufféllig ist zudem die
starke Ablagerung von C3 in den von PVG/C6- Ratten aus Gruppe L abgestoBenen
Transplantaten. In diesen Transplantaten konnte auch eine Ablagerung von C6 und C9 in der

Immunbhistlogie beobachtet werden.
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Abb. 17. Uberleben von hetrotop auf Ratte transplantierten MS Herzen.

In mit CVF dekomplementierte Lewis Ratten (Gruppe E) transplantiete MS Herzen Uberlebten 17,5
Stunden. Durch vorherige Behandlung der Lewis Tiere mit einer Kombination aus B- und T-
Zellsuppression, transienter NK-Zell-Depletion und Gabe von Donor-Antigen (Gruppe H) wurde das
Transplantatiberleben auf 78,6 Stunden verldngert. Das gleiche Behandlungsschema fihrte in
Komplement-defizienten PVG/C6- Ratten (Gruppe L) zu einer AbstoBung des Transplantates nach 33
Stunden. Erst durch zuséatzliche Dekomplementierung mit Hilfe von CVF der C6-defizienten Empfanger

(Gruppe K) konnte ein verldngertes Transplantatiiberleben von 103 Stunden erzielt werden.
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Abb. 18. Immunhistologie der abgestoBenen MS Herzen nach Transplantation auf Lewis Ratten der
Gruppen E und H.

Die Transplantate der mit CVF dekomplementierten Lewis Tiere (Gruppe E) zeigten keine C3-
Ablagerungen aber IgM-Ablagerungen und Infiltration mit Makrophagen und NK-Zellen. Wurden die Tiere
mit einer Kombination aus B- und T-Zellsuppression, transienter NK-Zell-Depletion, Donor-Antigen-Gabe
und Dekomplementierung behandelt (Gruppe H), wurden in den abgesto3enen MS Herzen im Vergleich

zu Gruppe E keine NK-Zell-Infiltrate festgestellt.
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3.4.2 Densiometrische Analyse der Infiltration mit Makrophagen und NK-Zellen

in abgestoBenen MS Herzen

Wie in Abb. 19, A dargestellt, zeigten die von dekomplementierten Lewis Ratten (Gruppe E)
bzw. von Komplement-defizienten PVG/C6- Ratten (Gruppe 1) abgestoBenen MS Herzen eine
Infiltration mit 161,2+ 25,2 bzw. 150,8+ 14,8 Makrophagen/mmz. Wourden Lewis Tiere mit einer
Kombination aus B- und T-Zellsuppression, transienter NK-Zell-Depletion und Donor-Antigen-
Gabe behandelt (Gruppe H), waren signifikant weniger Makrophagen im Transplantat
vorhanden als in Gruppe E (79,2+ 11,6/mm?, Student’ t-Test p<0,05). Wurden PVG/C6- Ratten
mit dem gleichen Regime behandelt (Gruppen K und L), wies das MS Herz nach AbstoBung
122,5+ 21,7 Makrophagen/mm? auf (Gruppe L) oder bei zuséatzlicher Gabe von CVF im
Vergleich zu den unbehandelten PVG/C6- Tieren der Gruppe | eine signifikant kleinere Anzahl
von 90,8+ 12,4 Makrophagen/mm? (Gruppe K, Student’s t-Test p<0,05).

Die densiometrische Auswertung der infiltrierten NK-Zellen ergab bei den dekomplementierten
Lewis Ratten (Gruppe E) 92,02+ 15,2/mm?® (Abb. 19, B). In den Transplantaten der
unbehandelten PVG/C6- Tiere (Gruppe 1) wurden mehr NK-Zellen festgestellt (140,04+
11,4/mm?). Die Behandlung mit B- und T-Zellsuppression, transienter Depletion der NK-Zellen
und Gabe von Donor-Antigen flhrte zu einer signifikanten Reduktion der infiltrierten NK-Zellen
auf 0,8 + 0,2/mm? bei Lewis Ratten (Gruppe H, Student’s t-Test p<0,05). Auch bei den PVG/C6-
Ratten wurden die NK-Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Tieren der Gruppe |
signifikant reduziert. (Gruppe L: 4,2 + 1,2/mm? und Gruppe K: 1,2 + 0,7/mm?, Student’s t-Test,
p<0,05).



Ergebnisse 103

A B
200 160
180 { [ 140 | Il
160 -
T 120 -
~ 140 [
2120* Eﬂmi T
Ewof 1 5
w0 I g
g ¥ 60
S 60
40,
40,
20 2
0 0 T T
E | H K L E 1 H K L
Gruppen Gruppen

Abb. 19. Infiltration der abgestoBenen MS Herzen mit Makrophagen (A) und NK-Zellen (B) nach HHTX.
Die abgestoBenen MS Herzen aus den dekomplementierten Lewis Ratten (Gruppe E), aus
unbehandelten PVG/C6-Ratten (Gruppe 1), sowie den mit einer Kombination aus B- und T-
Zellsuppression, transienter NK-Zell-Depletion und Donor-Antigen-Gabe behandelten,
dekomplementierten Lewis Tieren (Gruppe H) und den PVG/C6- Tieren mit (Gruppe K) und ohne
Dekomplementierung (Gruppe L) wurden immunhistochemisch angefarbt und die Infiltration mit
Makrophagen (A) bzw. NK-Zellen (B) densiometrisch ausgewertet.

3.5 Analyse von xenoreaktiven natiirlichen Antikorpern (XNA)

Um gegen MS Antigene gerichtete, xenoreaktive natlrliche Antikérper (XNA) im Rattenserum
zu analysieren, wurde in Anlehnung an die von Leventhal et al. (1992b) beschriebenen
Methode ein ELISA entwickelt. Als Antigene wurden Membranextrakte aus MS Thrombozyten,
Milz- und Leberzellen und aus Zellen der fibroblastenartigen MS Zelllinie JH4 prépariert und in
ELISA und Immunblot unter Verwendung von Seren unbehandelter Tiere miteinander
verglichen. Der entwickelte ELISA wurde weiterhin zur Uberpriifung der XNA-Spiegel in Ratten

im Verlauf verschiedener Behandlungsschemata eingesetzt.
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3.5.1 Praparation von Membranextrakten aus MS-Zellen

Aus verschiedenen primaren MS Zellen, wie Leber- und Milzzellen, Thrombozyten sowie aus
der MS Zelllinie JH4 wurden Membranextrakte prépariert und zur Analyse von XNA eingesetzt.
Die Proteinbestimmung der Membranextrakte ergab unter Verwendung der Organe eines MS
(ca. 600 g) etwa 70 mg aus Leberzellen, 7 mg aus Milzzellen und nur 2 mg Extrakt aus
Thrombozyten. Der Extrakt aus 1 x 107 Zellen der JH4 Zelllinie enthielt 2,5 mg Protein.

3.5.2 Analyse von XNA in unbehandelten Lewis und PVG/C6- Ratten im ELISA

Um die Eignung der Membranextrakte aus verschiedenen primaren MS Zellen (Leber, Milz,
Thrombozyten) und aus der Zelllinie JH4 als Antigene zur Detektion von anti-MS Antikérpern zu
testen, wurden Seren von je 10 unbehandelten Lewis Ratten und PVG/C6- Ratten in seriellen
Verdinnungen (1:2 bis 1:256) im ELISA getestet. Dabei zeigte es sich als unabdingbar, die
einmal getauten Membranextrakte nicht weiter zu verwenden. Wurden die
Antigenpréparationen mehrmals aufgetaut, zeigte das Rattenserum einen deutlichen
Reaktivitatsverlust. Der Nachweis von IgM XNA eines individuellen Serums ergab bei jedem
Membranextrakt eine fast lineare Titration der eingesetzten Verdinnungen (Abb. 20). Bei
Verwendung der Membranextrakte aus MS Leber- oder Milzzellen konnten xenoreaktive 1gG
Antikérper mit einer linearen Titration zwischen der Serumverdiinnung 1:2 und 1:32 detektiert
werden. Andererseits lagen die ELISA Signale der IgG XNA gegen Membranextrakte aus

Thrombozyten oder aus der JH4 Zelllinie nur knapp uber dem Hintergrund.
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Abb. 20. Xenoreaktive 1gG und IgM Antikérper eines PVG/C6- Serums gegen Membranextrakte der MS
Zelllinie JH 4 im ELISA.
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Um die Reaktivitdt der einzelnen Seren zu vergleichen, wurden die bei der hdchsten
Verdinnungsstufe (1:2) gemessenen OD-Werte herangezogen. Generell lagen bei allen Seren
die ELISA Signale far IgM etwa 5 bis 20 mal héher als die der IgG XNA.

Die Reaktivitat der anti-MS Antikdrper variierte stark in Abh&ngigkeit vom verwendeten Antigen.
Gegen die Membranextrakte von Milzzellen zeigten die IgM XNA aus Lewis Seren signifikant
niedrigere ELISA Signale als gegen alle anderen Zelltypen (Student’ t-Test p< 0,001, Abb. 21,
A). Die durchschnittlichen OD-Werte gegen JH4 lagen bei 0,45 (+ 0,17), gegen Leberzellen bei
0,53 (+ 0,09), gegen Thrombozyten bei 0,41 (+ 0,1) und gegen Milzzellen nur bei 0,20 (+ 0,09).
Xenoreaktive IgM Antikérper in Seren von PVG/C6- Ratten zeigten gegen den Extrakt aus der
JH4 Zelllinie signifikant héhere Reaktivitét als gegen die Préparationen aus den priméren Zellen
(Student’s t-Test p < 0,001, Abb. 21, B). Wahrend im Mittel gegen JH4 ein ELISA Signal von
1,15 (+ 0,29) erreicht wurde, lag die durchschnittliche OD gegen Thrombozyten bei 0,69 (+
0,26), gegen Milzzellen bei 0,43(+ 0,14) und gegen Leberzellen nur bei 0,33 (£ 0,14).
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Abb. 21. Xenoreaktivitdt der XNA von Lewis (A) und PVG/C6- Ratten (B) im ELISA.
Die IgG- und IgM-Antworten von 10 individuellen Lewis (A) und PVG/C6- Ratten (B) gegen
Membranextrakte von MS Thrombozyten (T), Leber- und Milzzellen sowie der JH4 Zellen sind als

Mittelwerte = Standardabweichung dargestellit.
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Der Vergleich 10 individueller Seren von Lewis oder PVG/C6- Ratten zeigte eine grof3e
interindividuelle  Variabilitdt  hinsichtlich der Xenoreaktivitdt gegen alle getesteten
Membranextrakte, wie beispielhaft in Abb. 22 mit den Seren der PVG/C6- Ratten gegen die
Praparation aus der JH4 Zelllinie gezeigt. Die von den IgG bzw. IgM XNA erzielten OD-Werte
zeigten hierbei eine Spannbreite von 0,04 bis 0,23 bzw. von 0,67 bis 1,58. Die Reihenfolge
hinsichtlich der von den getesteten Individuen erzielten Signalstérken variierte zudem in
Abhéngigkeit vom verwendeten Membranextrakt sowohl bei Lewis als auch bei den PVG/C6-
Ratten.

Die getesteten Rattenstdmme zeigten eine unterschiedliche Reaktivitat der IgM XNA (Abb. 21).
Waéhrend die durchschnittlichen ELISA Signale der 10 individuellen PVG/C6- Ratten signifikant
héher waren als die der Lewis Ratten bei Einsatz der Praparationen aus der JH4 Zelllinie (p <
0,001), aus Milzzellen (p < 0,001) oder Thrombozyten (p = 0,005), war dies bei Leberzellen

nicht der Fall (jeweils Student’s t-Test).
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Abb. 22. Xenoreaktivitat der IgG und IgM XNA von 10 individuellen PVG/C6- Ratten im ELISA gegen den
Membranextrakt der JH4 Zelllinie.
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3.5.3 Analyse der von unbehandelten Ratten erkannten MS Antigene im Immunblot

Im Immunblot wurden die Antigenmuster der verschiedenen Membranpraparationen aus
primadren MS Zellen (Leber, Milz und Thrombozyten) sowie der Membranextrakte aus der JH4
Zelllinie untersucht, die von individuellen Seren unbehandelter Lewis und PVG/C6-Ratten
erkannt wurden. Sowohl IgG als auch IgM XNA detektierten zahlreiche Banden in den
individuellen Membranextrakten (Abb. 23). Beide Isotypen interagierten mit Proteinen
desselben Molekulargewichts. Alle Seren beider getesteten Rattenstdmme erkannten dasselbe
Antigenmuster auf einem bestimmten Membranextrakt. Unterschiede wurden nur hinsichtlich
der Intensitat der Anfarbung festgestellt.

Abb. 23. Xenoreaktivitat von XNA im Immunblot.

Alle individuellen Seren der Lewis und PVG/C6-Ratten zeigten dieselben Ergebnisse. IgG XNA erkannten
dieselben Banden wie IgM XNA, wenn auch mit schwécherer Signalstérke. Als Beispiel ist die Reaktivitat
eines individuellen Lewis Serums gegen Membranextrakte der JH4 Zelllinie (Spur 1), Leber- und

Milzzellen (Spuren 2 und 3) sowie Thrombozyten (Spur 4) gezeigt. M: Marker prestained.

Die anti-MS Antikérper in Rattenserum detektierten jedoch Proteine unterschiedlicher GréBe in
Abhéngigkeit vom verwendeten Membranextrakt. Insbesondere die von Leberzellen
exprimierten Antigene unterschieden sich deutlich von denen der JH4 Zellen, Thrombozyten
und Milzzellen. Wahrend IgG und IgM XNA Banden tber 180 kD oder zwischen 116 und 180
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kD bei Verwendung von Membranextrakten aus Thrombozyten oder Leberzellen erkannten, lag
in Extrakten der JH4 Zelllinie oder Milzzellen die Bande mit dem hdchsten Molekulargewicht bei
etwa 116 kD. Zudem war den Extrakten der JH4 Zellen, Thrombozyten und Milzzellen eine

Proteinbande auf der H6he zwischen 58 und 84 kD gemein, die bei Leberzellen nicht auftrat.

3.5.4 Einfluss verschiedener Behandlungsschemata auf zirkulierende XNA

Um die Auswirkungen verschiedener Behandlungsschemata (z.B. Gabe von MS Hepatozyten,
B-Zellsuppression) auf die gegen MS Antigen gerichteten XNA im Rattenserum zu analysieren,
wurden die von einer 1:2 Serumverdinnung erzielten ELISA-Signale bestimmt, wobei der vom
individuellen Serum vor jeglicher Behandlung erreichte Wert als Bezugsgré3e diente.

Zur Untersuchung des Einflusses der B-Zellsuppression auf die XNA-Spiegel im Serum wurden
je 2 PVG/C6- Ratten mit einer taglichen Gabe von 10 mg/kg bzw. 20 mg/kg Leflunomid
behandelt. Bei einer Dosierung von 10 mg/kg sanken die XNA vom IgM Isotyp 3 bzw. 7 Tage
nach Behandlungsbeginn auf 64% (+ 2) bzw. 55.5% (+ 0,5) des Ausgangwertes ab (Abb. 24).
Eine Verdopplung der Dosis auf 20 mg/kg fuhrte zu einer Reduktion auf 81,5% (+ 6,5) am Tag 3
und 62% (= 2) am Tag 7.
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Abb. 24. XNA nach B-Zellsuppression.

Je 2 PVG/C6 Ratten wurden taglich mit 10 oder 20 mg/kg des B-Zellsuppressivums Leflunomid behandelt
und die IgM XNA im ELISA gegen Membranextrakte von MS Leberzellen bestimmt. Gezeigt sind die
Mittelwerte.
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Um den Einfluss einer Gabe von MS Antigen auf die XNA in Rattenseren zu Uberprifen, wurde
10 Lewis Ratten unter Dekomplementierung mit CVF jeweils 1x 10’ MS Leberzellen in die
Pfortader appliziert (vgl. Tab. 3, S. 76, Gruppe M). Nach einer minimalen Reduktion kurz nach
der Leberzellinfusion kam es zu einem starken Anstieg der XNA, der im Falle der IgG
Antikdrper verzdgert aber dann umso deutlicher ausfiel (Abb. 25, A). Im Mittel waren die IgM
XNA 3 Stunden nach der Leberzellgabe um etwa 40% (+ 10) reduziert, erreichten am Tag 1 in
etwa ihren Ausgangswert (109% = 17) und stiegen am Tag 3 auf fast das 5-fache (484% =+ 87)
und am Tag 7 auf etwa das 6,5-fache (644% + 13) an (Abb. 25, A). Nach einer weiteren Woche
(Tag 14) sanken die IgM Werte wieder auf 384% des Ausgangwertes (+ 40).

Die IgG XNA waren 3 Stunden nach Leberzellgabe um etwa 12% (+ 7,4) reduziert (Abb. 25, A).
Diese Reduktion hielt bis zum Tag +3 an, erst am Tag +7 wurde das 4,8-fache des
Ausgangwertes erreicht ( 475% £ 95). An den Tagen +14 bzw. +21 erhdhte sich die 1gG-
Antwort auf 3700% (+ 476) bzw. 4700 % (£ 512).

Zur Analyse der Auswirkung von MS Leberzellinfusion unter vorheriger Splenektomie und B-
Zellsuppression auf die XNA wurden 4 méannliche Lewis Ratten am Tag -10 splenektomiert und
taglich mit dem Leflunomid Derivat Malonitrylamid (MNA) behandelt (vgl. Tab. 3, S. 76, Gruppe
N). Unter Dekomplementierung mit CVF erhielten die Tiere dann eine Infusion von MS
Leberzellen in die Pfortader. Die Entfernung der Milz und die tagliche Gabe von MNA flhrte zu
einer signifikanten Reduktion der IgM XNA, die auch durch eine Infusion mit MS Hepatozyten
nicht durchbrochen wurde (Abb. 25, B, Student's t-Test p<0,001). Bereits 5 Tage nach
Splenektomie und Beginn der B-Zellsuppression (Tag —5) waren die IgM Antikdrper im Mittel
um 70 % (+ 2) reduziert. Weitere 4 Tage spater (Tag -1) wurde eine Reduktion um 74% (+ 2,7)
festgestellt. Nach Leberzellgabe waren im Schnitt zu allen getesteten Zeitpunkten (+ 3 Stunden,
Tag +1, +3 und +7) etwa 20% der urspriinglich vorhandenen IgM XNA noch nachweisbar.
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Abb. 25. XNA-Spiegel in Prozent nach Infusion mit Donorantigen ohne (A) und mit vorheriger
Splenktomie und B-Zellsuppression (B).

(A) Angegeben sind die Mittelwerte = Standardabweichung der IgG- und IgM-Antworten von 10 Lewis
Ratten nach intraportaler Infusion mit MS Leberzellen.

(B) Vier Lewis Ratten wurden am Tag —10 splenektomiert, téglich mit dem B-Zellsuppressivum
Malonitrylamid (10 mg/kg) behandelt und bekamen am Tag 0 eine Infusion mit MS Leberzellen. Gezeigt
sind die im ELISA erzielten, Mittelwerte der IgM-Antworten + Standarbweichung.

Als Antigen wurden im ELISA Membranextrakte aus MS Leberzellen verwendet.
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Mittels ELISA wurden auch die IgG- und IgM XNA-Spiegel in Lewis und PVG/C6- Ratten
analysiert, die mit einer Kombination aus Splenektomie, B- und T-Zellsuppression, MS
Leberzellinfusion und transienter Depletion der NK-Zellen vor einer heterotopen
Herztransplantation behandelt wurden (vgl. Tab 2, S. 74, Gruppen H, K und L). Sechs Tage
nach Splenektomie und Beginn der B-Zellsuppression (Tag —15) waren die IgM XNA der Lewis
Ratten (Gruppe H) im Mittel bereits um Uber 80% auf 12,7% (von 11,3 bis 17%) signifikant
reduziert (ANOVA Test on Ranks, Dunn’s Methode p<0,05, Abb. 26, B). Diese Abnahme der
IgM XNA wurde bis zum Tag —1 vor Herztransplantation noch auf 90% verstarkt (9,1%, von 7,1
bis 14,8%). Nach AbstoBung war bei den Lewis Ratten nur noch ein IgM XNA-Spiegel von
0,35% (von 0 bis 0,7%) messbar. Auch bei den PVG/C6- Ratten sanken im Laufe der
Behandlung die IgM XNA. Nach Splenektomie und 6-tédgiger B-Zellsuppression waren die XNA
vom IgM Isotyp der mit 10 mg/kg Leflunomid behandelten PVG/C6- Ratten (Gruppe K) um etwa
80% auf einen Mittelwert von 19,7% (von 15,9 bis 29,7%) und die IgM XNA der PVG/C6- Ratten
mit der doppelten Dosis Leflunomid (Gruppe L) um etwa 83% auf 17,1 (von 10,5 bis 22,1%)
signifikant reduziert (ANOVA Test on Ranks, Dunn’s Methode p<0,05, Abb. 25, B). Die anti-MS
Antikérper vom IgM Isotyp sanken bei den PVG/C6- Ratten der Gruppen K bzw. L einen Tag
nach Leberzellinfusion ( Tag —13) auf einen Median von 17,2% (von 7,5 bis 26,8%) bzw. auf
11,8% (von 10,3 bis 13,2%). Einen Tag vor Herztransplantation (Tag —1) war der IgM XNA-
Spiegel der Tiere der Gruppen K bzw. L héher als in den korrespondierenden Lewis Ratten
(Gruppe H), namlich 14,7% (von 11,8 bis 20,5%) bzw. 17,7% (von 11,7 bis 35%) des
Ausgangwertes im Vergleich zu 9,1% (von 7,1 bis 14,8%) bei den Lewis Ratten (statistisch nicht
signifikant). Nach der AbstoBung lagen die IgM XNA Spiegel der PVG/C6- Ratten der Gruppen
K bzw. L im Mittel bei 6,9% (von 3,4 bis 10,2%) bzw. bei 9,7% (von 4,8 bis 18%) IgM XNA und
waren damit signifikant niedriger als bei den Lewis Tieren der Gruppe H zu diesem Zeitpunkt
(Mann Whitney Test p< 0,05).
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Abb. 26. XNA vom IgG-(A) und IgM-Isotyp (B) in den Lewis Ratten der Gruppe H und PVG/C6- Ratten
der Gruppen K und L.

Gezeigt sind die im ANOVA on Ranks ermittelten Mediane + Bereich (von.. bis..) der IgG- (A) und IgM-
Antworten (B) = Standardabweichungen von Lewis Ratten (Gruppe H) und PVG/C6- Ratten (Gruppen K
und L), die nach Splenektomie und Start der B-Zellsuppression am Tag —21 (bei Gruppe L doppelte
Dosis), nach zusétzlicher T-Zellsuppression ab Tag —15 eine Infusion mit MS Leberzellen bekamen (Tag
—14), wobei die Lewis Tiere dekomplementiert wurden. Am Tag —13 wurden die NK-Zellen der Tiere
durch Gabe des anti-asialo GM1 Serums transient depletiert. Eine heterotope Transplantation eines MS
Herzens wurde am Tag O durchgefihrt, wobei die Lewis Tiere (Gruppe H) zusatzlich durch CVF
dekomplementiert wurden. Die Lewis und PVG/C6- Tiere der Gruppe K erhielten nach Transplantation
jeden 2. Tag CVF, um das Komplementsystem dauerhaft zu inhibieren. Die statistische paarweise
Auswertung der XNA-Spiegel zu den unterschieldichen Zeitpunkten erfolgte mit der Dunn’s Methode des
ANOVA on Ranks Tests.

Die XNA vom IgG Isotyp sanken bei den Tieren der Gruppen H, K und L kontinuierlich im Laufe
der Behandlung (Abb. 26, A). Am Tag —15 waren die IgG Antikdrper der Lewis Ratten (Gruppe
H) um 24% auf einen Mittelwert von 82,2% (von 78,7 bis 90,6%) reduziert. Vor der
Herztransplantation (Tag —1) sanken die XNA vom IgG Isotyp der Lewis Tiere auf 58,4% (51,3
bis 65%) und nach AbstoBung waren nur noch 34,4% (23,3 bis 46,8%) detektierbar (jeweils
statistisch signifikante Reduktion im Vergleich zum Ausgangswert, ANOVA Test on Ranks,
Dunn’s Methode p< 0,05). Auch die IgG XNA der PVG/C6- Ratten der Gruppen K bzw. L waren
6 Tage nach Behandlungsbeginn (Tag —15) auf 76,4% (von 67,9 bis 85,4%8) bzw. 74% (von 72
bis 95,4%) reduziert. Die IgG XNA der mit 10 mg/kg Leflunomid behandelten PVG/C6- Tiere
(Gruppe K) lagen 24 Stunden nach Leberzellgabe bei 47,4% (47,2 bis 52,6%). Einen &hnlichen
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Wert von 50,3% (49,7 bis 55,3%) zeigten die PVG/C6- Tiere, die mit 20 mg/kg B-
Zellsuppressivum behandelt wurden. Vor der Herztransplantation (Tag —1) hatten die PVG/C6-
Ratten der Gruppe K einen Mittelwert von 52,6% (45,3 bis 67,3%) und die der Gruppe L 55,1%
(von 50,6 bis 63%) an IgG XNA im Serum. Nach AbstoBung waren die anti-MS Antikérper vom
IgG Isotyp bei den PVG/C6- Tieren der Gruppe K bzw. L auf 25,3% (21 bis 33,2%) bzw. auf
22,2% (16,5 bis 40,4%) reduziert.

3.6 Untersuchung der zirkulierenden B-Zellen mittels

DurchfluBzytometrie

Der Anteil von B-Zellen (CD45+) und insbesondere von CD5+ positive B-Zellen (CD45+ CD5+)
innerhalb der Lymphozyten wurde bei Lewis (Gruppe O) und PVG/C6- Ratten (Gruppe P)
durchfluBzytometrisch analysiert. Die Tiere hatten analog zu den Tieren der Gruppen H und L
eine Kombination aus Splenektomie, B- und T-Zellsuppression, Depletion der NK-Zellen durch
anti-asialo GM1 sowie eine Infusion mit Meerschweinchen Leberzellen erhalten (vgl. Tab. 3).

Vor Behandlungsbeginn (Tag —21) wiesen die Tiere beider Rattenstdmme etwa 15% CD45
positive B-Zellen am Gesamt-Lymphozytenpool auf (15,2%+ 2,1 bei Lewis und 15,1% * 2,2 bei
PVG/C6-; Abb. 27). Durch Splenektomie und tagliche Gabe des B-Zellsuppressivums
Leflunomid kam es 6 Tage nach Behandlungsbeginn (Tag —15) zu einem Anstieg der CD45+ B-
Zellen auf 18,6% + 2,4 in Lewis und signifikant auf 27,2% + 0,8 in PVG/C6- Ratten (ANOVA
Test, Tukey Test, p<0,05). Danach wurde die T-Zellsuppression gestartet, die transiente
Depletion der NK-Zellen und die Infusion mit MS Leberzellen durchgefihrt (Tag —14 und —13).
Am Tag —11 waren bei den Lewis Ratten 12,7% (+ 5,4) CD45+ B-Zellen zu finden und damit
26% weniger als vor Behandlungsbeginn. Zum gleichen Zeitpunkt wiesen die PVG/C6- Ratten
25,6% (+ 2,7) CD45+ B-Zellen auf, immer noch 70% mehr als vor Start der Behandlung
(statistisch signifikant, ANOVA Test, Tukey Test p<0,05). Wéhrend bei den Lewis Ratten am
Tag -3 in etwa der Ausgangswert erzielt wurde (15,2% + 4,1), lagen die B-Zellen der PVG/C6-
Ratten mit 20% (+ 10,2) immer noch 30% dariber. An den Tagen 4 bzw. 10 waren die B-Zellen
bei den Lewis Ratten auf etwa die Halfte des Ausgangswerts, namlich 6,4% (£ 1,9) bzw. 8% (+
2,2) signifikant reduziert (ANOVA Test, Tukey Test p<0,05). Die PVG/C6- Ratten hingegen
wiesen nur am Tag 4 etwa 20% weniger B-Zellen als bei Behandlungsstart auf (12,3% + 1,5)

und erreichten am Tag 10 mit 15,8% (+ 3,6) praktisch wieder ihren Ausgangswert.
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Abb. 27. DurchfluBzytometrische Analyse der B-Zellen (CD45) und der CD5+ B-Zellen (CD5/CD45) in je
5 Lewis (A) und PVG/C6- Ratten (B) der Gruppen O und P.

Die Tiere wurden am Tag —21 splenektomiert und erhielten téglich 10 mg/kg Leflunomid zur B-
Zellsuppression. Am Tag —15 startete die T-Zellsuppression und einen Tag spater (Tag —14) erhielten die
Ratten eine intraportale Infusion mit MS Leberzellen. Danach (Tag —13) wurde eine transiente NK-Zell-
Depletion durchgefihrt. Gezeigt sind die im ANOVA bzw.ANOVA on Ranks ermittelten
MittelwertetStandardabweichung der CD45+ Zellen bzw. die Mediane + Bereich (von.. bis..) der
CD45+CD5+ Zellen. Fur die statistissche paarweise Auswertung wurden der Tukey Test (CD45+Zellen)
oder der Dunn’s Methode (CD45+CD5+ Zellen) verwendet.

Hinsichtlich der CD5+ positiven B-Zellen (CD5+CD45+) gab es zwischen den beiden
Rattenstdmmen signifikante Unterschiede vor Behandlungsbeginn (Student’s t-Test p<0,05).
Waéhrend bei den Lewis Ratten im Mittel 6,5% (6,0 bis 7,5%) doppelt positive B-Zellen zu
detektieren waren, wiesen die PVG/C6- Ratten 8,9% (8,7 bis 10,7%) auf. Sechs Tage nach
Behandlungsbeginn mit Splenektomie und B-Zellsuppression (Tag —15) sanken die CD5+ B-
Zellen bei den Lewis Ratten um 14% von 6,5% auf 5,6% (5,5 bis 6,4%) und bei den PVG/C6-
Ratten um 34% auf 5,9% (5,2 bis 6,3%). Am Tag —11 betrug der Anteil der CD5+CD45+ Zellen
der Lewis Ratten 5,2% (3,6 bis 13,7%). Bei den PVG/C6- waren im Mittel 8,3% (7,2 bis 9,4%)
doppelt positiven B-Zellen festzustellen und erreichten damit in etwa ihren Ausgangswert vor
Behandlungsbeginn. Die CD+ positiven B-Zellen der Lewis Ratten nahmen dann kontinuierlich
ab, d.h. auf 4,7% (4,5 bis 4,9%) am Tag -3, auf 2,3% (2,2 bis 2,8%) am Tag 4 und auf 1,6%
(1,3 bis 1,9%) am Tag 10. Die CD5+CD45+ Zellen der Lewis Tiere wurden also wahrend der

Behandlung um etwa 76% signifikant im Vergleich zum Ausgangswert reduziert (ANOVA on
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Ranks, Dunn’ Methode p<0,05). Nach einer Zunahme der doppelt positiven B-Zellen der
PVG/C6- Ratten am Tag —3 auf 11,7% (6,3 bis 18%) kam es auch dort zu einer stetigen
Reduktion bis zum Tag 4 auf 6,3% (5,4 bis 8,4%) und bis zum Tag 10 auf 2,7% (2,4 bis 3,5%).
Bei dieser Gruppe wurde wie bei den Lewis Tieren der Gruppe O im Laufe der Behandlung eine
signifikante Reduktion von etwa 70% erzielt (ANOVA on Ranks, Dunn’s Methode p<0,05).

3.7 Analyse zirkulierender Naturlicher Killerzellen (NK-Zellen)

Ratten NK-Zellen aus peripherem Blut wurden sowohl durchfluBzytometrisch unter Verwendung
des mAk 3.2.3 als auch im Chromfreisetzungstest hinsichtlich ihrer Zytotoxizitdt gegenuber
einer Mausmyelomzelllinie (YAC1) sowie mit Concanavalin A stimulierten Lymphozyten aus

Milz von Maus und/oder MS analysiert.

3.71 DurchfluBzytometrische Bestimmung von Ratten NK-Zellen

Nach Anférbung der Ratten NK-Zellen mit dem aufgereinigten monoklonalen Maus-Antikérper
(mAb) 3.2.3 und einem FITC-markierten anti-Maus-Sekundéarantikdérper wurde ihr prozentuale
Anteil innerhalb der Lymphozyten in der DurchfluBzytometrie (FACS-Messung) bestimmt.

Hierflr war es zunéchst erforderlich, die Fluoreszenzfarbung der Zellen zu etablieren.

3.7.1.1. Bedingungen der Fluoreszenzfarbung zur durchfluBzytometrischen
Bestimmung von NK-Zellen

Um NK-Zellen in einer Probe zu detektieren, wurde der aufgereinigte mAk 3.2.3 in einer 1:1000
Verdinnung (1,9 ng/ml) und der mit Rattenserum blockierte Sekundéarantikérper 1:100
eingesetzt. Wurden die Antikdrper in einer niedrigeren oder héheren Verdinnung verwendet,
war der Unterschied zwischen ungeféarbten und mit Fluoreszenz-markierten Zellen in der
Durchflu3zytometrie nicht optimal.

Da es sich bei dem mAk 3.2.3 um einen Mausantikérper vom IgG 1 Isotyp handelt, wurde als
Isotypkontrolle der mAk 1224 in gleicher Konzentration eingesetzt. Die unspezifische Bindung
der Isotypkontrolle zeigte bei 4 getesteten PVG/C6- Ratten einen Mittelwert von 0,36% (von
0,19 bis 0,6 %) fluoreszierende Ereignisse, wohingegen im Mittel 0,15% (von 0,1 bis 0,2 %) der
Ereignisse FITC markiert waren, wenn die Zellen nur mit Puffer anstelle von mAk 3.2.3 inkubiert
wurden. Wurden unbehandelte Lewis Ratten (n=3) verwendet, ergab die Isotypkontrolle im
Mittel 0,16% (von 0,1 bis 0,2 %) und der mit Puffer erzielte Leerwert 0,03% (von 0 bis 0,05 %)
Fluoreszenz-markierte Lymphozyten. Als Leerwert wurde daher immer der von der

Isotypkontrolle erreichte Wert von der Probe abgezogen.
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3.7.1.2. NK-Zellen in unbehandelten Ratten

Aus je 4 unbehandelten Lewis und PVG/C6- Ratten wurde unter CO, Betdubung das gesamte
ACD-Blut gewonnen und die in 100 ul ACD-Blut enthaltenen Leukozyten mit dem Maus anti-
Ratten NK-Zellen Antikérper (mAk 3.2.3) und mit anti-Maus-FITC geféarbt. AnschlieBend wurde
im DurchfluBzytometer der Anteil der NK-Zellen innerhalb der Lymphozyten bestimmt.

Pro ml ACD-Blut wurden bei den Lewis Ratten im Mittel 5,3 x 10° (+ 4,5 x 10°) und bei den
PVG/C6- Ratten bei 4,5 x 10° (+ 5 x 10°) Leukozyten gewonnen. Wéhrend die Lymphozyten der
PVG/C6- Tiere einen Anteil von 11,8% (+ 1,5) NK-Zellen aufwiesen, waren bei den Lewis
Ratten nur etwa die Halfte (4,6% =+ 0,6) an NK-Zellen zu finden.

Im Hinblick auf die Verwendung der Seren in einem Chromfreisetzungstest wurde versucht,
mittels Absorption der B-Zellen an Nylonwatte oder durch Gewinnung der mononukleéren
Zellen des peripheren Blutes (PBMC) den Anteil der NK-Zellen zu erhdéhen. Nach der
Zellabsorption Uber Nylonwatte kam es zu einer Reduktion der Gesamtzellzahl, die im Mittel bei
den Lewis Ratten 60% und bei den PVG/C6- Ratten 40 % betrug. Durch die Absorption an
Nylonwatte konnte der Anteil der NK-Zellen bei PVG/C6- Ratten um etwa 25% auf 14,7% (+
1,7) erhéht werden. Bei den Lewis Tieren hingegen flhrte diese Methode zu einer Reduktion
um etwa 24% auf 3,5% NK-Zellen (+ 0,4). Wahrend die Isolation der PBMCs mittels Percoll die
NK-Zellen zweier unbehandelter Lewis Tiere von 5,3% bzw. 5,2% auf 11% bzw. 9,9% in etwa
verdoppelte, wurde der NK-Zell-Anteil bei 7 unbehandelten PVG/C6- Ratten von
durchschnittlich 8,8% (+ 1,5) um etwa 51% auf 13,3 % (+ 2,9) erhdht.

Wurden geringere Mengen ACD-Blut (0,5 bis 1 ml) von den mit Ether betdubten Tieren
gewonnen und die in 100 ul enthaltenen Leukozyten fir die NK-Zellbestimmung in der
DurchfluBzytometrie eingesetzt, enthielten die Proben von 24 unbehandelten PVG/C6- Ratten
bzw. 8 unbehandelten Lewis Ratten im Mittel 6,1% (+ 1,2) bzw. 2,6 % (+ 1,4) NK-Zellen.

3.7.1.3. NK-Zellen in Ratten nach transienter Depletion

Der Einfluss von Splenektomie, B- und T-Zellsuppression, Infusion mit MS Leberzellen und
Gabe des anti-asialo GM1 Serums zur transienten NK-Zell-Depletion auf die im peripheren Blut
vorhandenen NK-Zellen wurde bei Lewis und PVG/C6- Ratten der Versuchsgruppen O und P in
der DurchfluBzytometrie untersucht, die analog zu den Tieren der Gruppen H und L behandelt
worden waren.

Vor Beginn der Behandlung konnten bei den Lewis bzw. PVG/C6- Ratten ein Mittelwert von
2,1% (1,9 bis 2,5%) bzw. 5,1% (£ 0,94) NK-Zellen detektiert werden (Abb. 28). Sechs Tage
nach Splenektomie und Start der B-Zellsuppression (Tag —15) waren die NK-Zellen bei den
Lewis Ratten um mehr als die Halfte auf 0,8% (0,35 bis 1,5%) und bei den PVG/C6- Ratten
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sogar signifikant um etwa 77% auf 1,2% (+ 0,29) reduziert (ANOVA Tukey Test p<0,001). Am
Tag —11 (2 Tage nach Gabe des anti-asialo GM1 Serums) kam es zu einer signifikanten
Abnahme der NK-Zellen um etwa 95 bis 100% des Ausgangwertes bei Lewis Tieren auf 0%
(von 0 bis 0,13%, ANOVA on Ranks, Dunn’s Methode p<0,05) und bei PVG/C6- Tieren auf
0,25% * 0,13 (ANOVA Tukey Test p<0,05). Beim néachsten Abnahmezeitpunkt (Tag -3, 10
Tage nach Gabe des anti-NK-Zell-Serums) waren die NK-Zellen der Lewis Ratten noch um
etwa 93% (0,15%, 0,12 bis 0,12%) und die der PVG/C6- Ratten um noch 86% (0,71% + 0,46)
reduziert. Im Laufe der Zeit stiegen die NK Zellen an. Bei den Lewis Ratten waren 17 bzw. 23
Tage (Tag 4 bzw. 10) nach Gabe des anti-asialo Serums 0,86% (0,64 bis 0,86%) bzw. 0,65%
(0,38 bis 0,9%) und damit etwa 30% des Ausgangwertes zu detektieren. Die Lymphozyten der
PVG/C6- Ratten wiesen zu den gleichen Zeitpunkten einen langsameren Anstieg des NK- Zell-
Anteils auf etwa 20% des Wertes vor Behandlungsbeginn (0,9% + 0,32 bzw. 1,11% + 0,85) auf.
Damit erreichten der NK-Zell-Anteil bei beiden Rattenstammen in etwa die Werte nach
Splenektomie. Der Ausgangswert wurde wahrend des getesteten Zeitraumes von keinem
Individuum der beiden Rattenstdmme erreicht.

3.7.2 Chrom-Freisetzungstest zur Bestimmung der Zytotoxizitdt von Ratten NK-
Zellen
3.7.2.1. Stimulation der Lymphozyten aus Milzzellen mit Concanavalin A (Con A)

Zur Ermittlung der zur Stimulation der Lymphoyztenproliferation geeigneten Concanavalin A
(Con A)- bzw. FCS-Konzentrationen im Medium sowie der Inkubationsdauer wurden je 2,5 x 10°
frisch praparierte Milzzellen eines C2BB/R- MS in den Vertiefungen einer Mikrotiterplatte in 150
ul Medium mit 10, 5 oder 2,5 % FCS und 16, 8, 4, 2 ,1 und 0,5 mg/ml Con A fur die Dauer von
48 oder 72 Stunden kultiviert und die Proliferation durch Einbau von radioaktivem ®H- Thymidin
bestimmt. Die lichtmikroskopische Betrachtung der Zellen wahrend der Kultivierung zeigte mit
zunehmender Con A Konzentration zum einen eine stérkere Agglomeration der Zellen zum
anderen eine vermehrte Entwicklung von Lymphoblasten, also Zellen mit deutlich gesteigerter
GroBe. Die Auswertung des Einbaus an radioaktiv markiertem Thymidin ergab bei einer 72-
stiindigen Stimulation eine héhere Aufnahme des Thymidins als nach Stimulation fir die Dauer
von 48 Stunden (Abb. 29). Die héchste Proliferationsrate wurde nach 72-stiindiger Inkubation

der Milzzellen mit 8 ug/ml Con A in Medium, das mit 5% FCS erganzt war, erzielt.
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Abb. 28. NK-Zellanteil von je 5 Lewis (Gruppe O) und PVG/C6-Ratten (Gruppe P) nach transienter NK-
Zell-Depletion.

Die Tiere wurden am Tag —21 splenektomiert und erhielten téglich 10 mg/kg Leflunomid zur B-
Zellsuppression. Am Tag —15 startete die T-Zellsuppression durch tagliche Gabe von 10 mg/kg
Ciclosporin. Einen Tag spater (Tag —14) wurde jedem Tier 1 x 10’ MS Leberzellen intraportal infundiert.
Am Tag —13 wurden durch Gabe des anti-asialo GM1 Serums die NK-Zellen depletiert. Die NK-Zellen in
100 ul ACD-BIut jedes Individuums wurden durchfluBzytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die im ANOVA
on Ranks ermittelten Mediane + Bereich (von.. bis..) der prozentualen Anteile der NK-Zellen bei den
Lewis Ratten bzw. die im ANOVA ermittelten Mittelwerte £ Standardabweichung bei den PVG/C6- Ratten.

Zur statistischen paarweisen Auswertung wurde die Dunn’s Methode bzw. der Tukey Test eingesetzt.



119

Ergebnisse
A 48 Stunden
1x10°
= —— 9
s L J
L
T
>
Z 1x10" 1
< ]
—e— 2.5% FCS
--0--- 5% FCS
—v— 10% FCS
1 X 103 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Con A Konzentration [pg/ml]
B 72 Stunden
1x10°
“R ........................... @)
T =TT v
—e
A
o
L
T
>
€ 1x10* A
< ]
—e— 2,5 % FCS
-0 5 % FCS
—v— 10 % FCS
1x T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Con A Konzentration [pg/ml]

Abb. 29. Uberpriifung der Lymphozytenproliferation im MikrotitermaBstab.

Einbau von radioaktiv markierten Thymidin nach 48-(A) oder 72-stindiger (B) Stimulation der

Lymphozytenproliferation von je 2,5 x 10° MS Milzzellen in einem Endvolumen von 150 ul in

Mikrotiterplatten mit unterschiedlichen FCS- und Con A- Konzentrationen im Medium.
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Wourden die im MikrotitermaBstab ermittelten Bedingungen auf gréBere Zellmengen (2 x 10°
Zellen) Ubertragen, die dann in entsprechend mehr Medium in kleinen Zellkulturflaschen
stehend kultiviert wurden, war bereits mikroskopisch der Anteil der gebildeten Lymphoblasten
verringert. Uberprift wurde die Verwendung von 4, 8 und 16 pg/ml Con A in Medium erganzt
mit 5 oder 10% FCS. Der Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin in je 150 ul der
Zellsuspension war deutlich geringer als bei Kultivierung im MikrotitermaBstab (Abb. 30). Die
beste Stimulation der Lymphozytenproliferation bei gréoBerer Milzzellanzahl wurde durch Einsatz

von 4 ug/ml Con A in Kombination mit 5% FCS im Medium erzielt.
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Abb. 30. Uberpriifung der Lymphozytenproliferation in Zellkulturflaschen.

Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin in 150 ul Zellsuspension aus je 2 x 10° MS Milzzellen, die zur
Stimulation der Lymphozytenproliferation in 12 ml Endvolumen Medium supplementiert mit 5 oder 10 %
FCS und unterschiedlichen Con A Konzentrationen in kleinen Zellkulturflaschen fur 72 Stunden inkubiert

wurden.
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Zur Uberpriifung der Eignung von MS oder Maus Lymphoblasten als Zielzellen fiir Ratten NK-
Zellen wurden jeweils 2 x 10° Milzzellen oder Lymphknotenzellen in kleinen Zellkulturflaschen
mit 1, 2 oder 4 ug/ml Con A in einem Endvolumen von 5 oder 10 ml Medium, ergénzt mit 5%
FCS, stehend 72 Stunden lang inkubiert und als Zielzellen in einem Chromfreisetzungstest
gegen Leukozyten aus unbehandelten PVG/C6- Ratten in einem Effektor- zu Zielzell-Verhaltnis
(E:Z Verhéltnis) von 50:1 eingesetzt. Die stéarkste Lyse zeigte sich bei Verwendung von MS
bzw. Maus Milzzellen, die mit 2 bzw. 1 ug/ml Con A in einem Endvolumen von 5 ml stimuliert
waren (Abb. 31). Fir alle weiteren Chromfreisetzungstests wurden je 2 x 10° MS oder Maus
Milzzellen nach 72-stindiger Inkubation in einem Endvolumen von 5 ml Medium erganzt mit 5%
FCS und 2 oder 1 ug/ml Con A durchgefuhrt.
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Abb. 31. Lyse von Con A stimulierten Lymphoblasten aus Maus Milz oder MS Milz und Lymphknoten
durch Ratten NK-Zellen.

Je 2 x 10° Maus oder MS Zellen aus Milz und Lymphknoten wurden mit 1, 2 oder 4 pg/ml Con A in einem
Endvolumen von 5 oder 10 ml fiur die Dauer von 72 Stunden stimuliert und nach Markierung mit

radioaktivem Chrom als Zielzellen gegen Ratten NK-Zellen in einem Zytotoxizitatstest eingesetzt.
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3.7.2.2. NK-Zell-Zytotoxizitat nach transienter Depletion

Von PVG/C6- Ratten (Gruppe P), die analog zu den Tieren der Gruppe L mit einer Kombination
aus Splenektomie, B- und T-Zellsuppression, MS Leberzellinfusion und Gabe des anti-asialo
GM1 Serums zur transienten Depletion der NK-Zellen behandelt wurden, wurde die NK-Zell-
Zytotoxizitadt bei 2 Ratten am Tag +14 und bei den 4 Ubrigen Tieren am Tag +21 in einem
Chromfreisetzungstest analysiert. Dazu wurden die PMBCs der Tiere aus dem gesamten ACD-
Blut isoliert und als Effektorzellen in einem Zytotoxizititstest gegen °'Cr markierte Zielzellen,
YAC-1, MS und Maus Lymphoblasten eingesetzt. Parallel wurden die NK-Zellen der
eingesetzten Effektorzellen durchfluBzytometrisch bestimmt.

Die fur den Chromfreisetzungstest eingesetzten PMBCs besalBBen 6,0% bis 16,7% NK-Zellen.
Wie in Abb. 32 gezeigt, lysierten die Effektorzellen im Mittel 33,2% + 8,5 der YAC-1 Zellen. Die
Con A stimulierten MS Milzzellen zeigten eine Lyse von 4,6% * 1,9. Im Vergleich zu den MS
Lymphoblasten war die Lyse gegenuber Con A stimulierten Maus Zellen mit 9,9% + 2,0
signifikant héher (Student’s t-Test p= 0,027).
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Abb. 32. Prozentuale Lyse der YAC1-, MS und Maus Blasten durch PMBCs der PVG/C6- Ratten aus
Gruppe P).

Die PVG/C6- Ratten der Gruppe P (n=6) wurden analog zu den Tieren der Gruppe L mit einer
Kombination aus B- und T-Zellsuppression, transienter NK-Zell-Depletion und Gabe von Donor.-Antigen
behandelt. Die PMBCs wurden am Tag 14 (n=2) oder am Tag 21 (n=4) gegen mit radioaktivem Chrom
markierte YAC1-Zellen sowie mit Con A stimulierte Milzzellen aus Maus und MS in einem
Zytotoxizitatstest bei einem Effektor- zu Zielzell-Verhéltnis von 25:1 eingesetzt. Gezeigt sind die

Mittelwerte + Standardabweichung der prozentualen Lyse der verschiedenen Zielzellen.
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3.8 Nachweis von MS oder Ratten C3 mittels RT-PCR

Zum Nachweis von Ratten oder MS C3 wurde eine RT-PCR entwickelt. Der Test sollte zur
Analyse der Absiedlung oder Zirkulation von MS Leberzellen nach intraportaler Infusion in
Ratten eingesetzt werden. Aus der Literatur ist bekannt, dass das infundierte Zellgemisch aus
Kupfer'schen Sternzellen, B- und T-Zellen, Hepatozyten und dendritischen Zellen besteht.
Davon sind zumindest die Kupfer'schen Sternzellen, die Hepatozyten und die dendritischen
Zellen in der Lage, das Komplementprotein C3 zu synthetisieren.

Fir diese RT-PCR wurden speziesspezifische Primer (MH64 bis MH70, vgl. Anhang) entwickelt,
die jeweils im Bereich der o-Ketten der fur C3 kodierenden DNA hybridisierten. Insgesamt
zeigten die Bereiche der o-Ketten von C3 der 2 Spezies groBe Homologien. Es wurden
folgende Primer konstruiert: MH64 und MHGE5, die als sense Primer im Bereich der Basenpaare
4367 bis 4386 bzw. 4475 bis 4494 von Ratten C3 konzipiert waren; MH66 als reverser Primer
fur Ratten C3, der im Bereich der Basenpaare 4781 bis 4798 hybridisierte , 2 reverse Primer fir
MS C3 (MH68 und MH69), die homolog zu den Basenpaaren 4374 bis 4394 bzw. 4554 bis
4572 waren und schlieBlich noch 2 MS C3 reverse Primer (MH69 und MH70), die im Bereich
der Basenpaare 4986 bis 5005 bzw. 4781 bis 4800 hybridisierten. Beim Einsatz der
verschiedenen Primerkombinationen in einer PCR mit DNA der entsprechenden Spezies wéren
also folgende DNA-Fragmente zu erwarten gewesen: aus Ratten C3 mit der Primerkombination
MH64/MH66 ein etwa 431 bp langes Fragment und mit den Primern MH65/MH66 ein etwa 323
bp langes Stick. Aus MS C3 wurde rechnerisch mit der Primerkombinattion MH67/MH69 bzw.
MH67/MH70 ein 631 bp bzw. ein 426 bp langes Fragment und mit MH68 kombiniert mit MHE69
oder MH70 ein 451 bp oder ein 246 bp langes DNA-Stlck amplifizert.

Um die Eignung der Primer und vor allem ihre Speziesspezifitdt zu Gberprifen, wurde aus der
Leber von MS und Ratte Gesamt-RNA isoliert, durch Reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben und diese dann flur die PCR mit den konstruierten Primern eingesetzt.

Die Praparation der Gesamt-RNA aus Leber war nur dann qualitativ gut, wenn die
Leberzellsuspension vor der eigentlichen RNA-Isolation etwa 3 Stunden bei 4°C in RPMI 1640
Medium inkubiert wurde. Nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel konnten die
dominierenden Banden der ribosomalen RNA bei etwa 5 kb (28S) und bei etwa 2 kb (5S)
beobachtet werden (Abb. 33, Spuren 3 bis 5). Bei sofortiger Verwendung der Leberzellen
hingegen war die isolierte RNA sehr stark degradiert (Abb. 32, Spuren 1 und 2). Die Ausbeute
an Gesamt-RNA konnte mit der verwendeten Methode nicht mit der eingesetzten Zellmenge
korreliert werden. Je 5 ug der Gesamt-RNA wurde fir die Synthese von 12 pl cDNA mittels
reverser Transkription eingesetzt. Fiir die Uberpriifung der Primer wurden je 1 pl der cDNA aus
MS oder Rattenleber mit den verschiedenen Primern in der PCR verwendet, also auch MS

cDNA mit Primern fur Ratten C3 und umgekehrt.
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Abb. 33. Aus Rattenleber isolierte Gesamt-RNA im Agarosegel.

Die sofortige Aufbereitung der Leberzellsuspension zur lIsolation der RNA fiihrte zu einer starken
Degradation der RNA (Spuren 1 und 2). Nach 3-stiindiger Inkubation der Suspension bei 4°C hingegen
wurde eine bessere Qualitéat der RNA erzielt (Spuren 3 bis 5). M: Marker, RNA-ladder.

Mit den fir MS C3 konzipierten Primern MH67/MH69 wurde wie erwartet aus MS cDNA ein
etwa 631 bp langes DNA-Fragment amplifiziert, wohingegen aus Ratten cDNA oder
destilliertem Wasser (Negativkontrolle) kein Amplifikat gewonnen wurde (Abb. 34). Die
Kombination der Primer MH67/ MH 70 ergab aus MS cDNA ein etwa 420 bp groBes Amplifikat
allerdings auch bei Verwendung von Ratten cDNA als Template wurden DNA-Banden (Uber
700 und 900 bp) in der PCR amplifiziert. Auch die eigentlich fir MS C3 konstruierten
Primerkombinationen MH 68/MH69 und MH 68/MH70 ergaben mit den cDNAs beider Spezies
DNA-Fragmente. Der Einsatz der fur Ratten C3 konzipierten Primer MH/64/MH66 und
MH65/MH66 amplifizierte aus Ratten cDNA die erwarteten DNA-Fragmente von 431 bp und
323 bp, jedoch keine DNA aus MS cDNA.

In allen weiteren Versuchen wurden die MS-spezifischen Primer MH67/MH69 (Ergebnis: 631 bp
Fragment) und die Ratten-spezifische Primerkombination MH64/MH66 (431 bp) eingesetzt.
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Abb. 34. PCR mit unterschiedlichen Primern aus MS (A) und Ratten cDNA (B).

Durch Reverse Trankription aus Ratten und MS Gesamt-RNA wurde cDNA gewonnen. Je 1 ul dieser
cDNA (+) bzw. als Negativkontrolle destilliertes Wasser (-) wurden fur die PCR mit den unterschiedlichen
Primerkombinationen eingesetzt. Das PCR-Produkt wurde auf einem 3%igen Agarosegel
elektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-Licht betrachtet. M: Marker: 100 bp ladder.

Durch Verwendung verschiedener cDNA-Konzentrationen fir die PCR wurde die Sensibilitat
des Nachweises von C3 ermittelt (Abb. 35). Die untere Nachweisgrenze betrug bei MS etwa 40

pg Gesamt-RNA und bei Ratten etwa 4 pg Gesamt-RNA.
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Abb. 35. Bestimmung der Nachweisgrenze der RT-PCR auf MS (A) oder Ratten (B) C3.
Je 1 ul unterschiedliche Verdiinnungen der cDNA wurden fir die PCR auf MS C3 mit den Primern
MH67/MH69 (A) oder auf Ratten C3 mit den Primern MH64/MH66 eingesetzt. Je 10ul PCR-Produkt

wurden auf einem 1,2% Agarosegele elektrophoretisch aufgetrennt. M: Marker 100 bp ladder.
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Nach Infusion mit 10" MS Leberzellen in dekomplementierte Lewis Ratten wurde je 2 Tieren zu
verschiedenen Zeitpunkten (3 Stunden, 1, 3 oder 7 Tage) die Leber enthommen und mittels RT-
PCR das Vorhandensein von MS Leberzellen Gberpruft. Zu keinem Zeitpunkt konnte C3 vom
MS in der Leber des Empfangers nachgewiesen werden, wohingegen die Kontrolle auf Ratte
C3 immer positiv verlief.

Da sich die Préparation von RNA aus Leber bei Tieren, die weiter im Versuch bleiben sollten,
als unpraktikabel erwies, wurden in weiteren Versuchen die RNA aus Blutkuchen nach
Serumgewinnung prapariert und fur die RT-PCR auf C3 eingesetzt. Hierbei zeigte sich meist
eine gute RNA-Qualitat. Dabei stieg die Nachweisgrenze von Ratten C3 in unbehandelten
Ratten auf 1 ng Gesamt-RNA an. AuBerdem wurden die Qualitdt und Quantitat der isolierten
RNA durch die Gabe des B-Zellsuppressivums Leflunomid negativ beeinflusst. Bereits 7 Tage
nach Behandlung von splenektomierten Lewis Ratten stieg die Nachweisgrenze von Ratten C3
auf etwa 400 ng Gesamt-RNA an. Wurden in diese Tiere MS Leberzellen infundiert, konnte aus
dem Blutkuchen zu den Zeitpunkten 3 Stunden und 1 Tag nach Leberzellinfusion kein MS C3

nachgewiesen werden.
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4 Diskussion

Die Xenotransplantation, also die Ubertragung von Organen zwischen verschiedenen Spezies,
kénnte eine Mdglichkeit darstellen, das Problem der Diskrepanz zwischen Bedarf und Verflig-
barkeit menschlicher Organe zu lésen. Dem steht die Uberwindung immunologischer und phy-
siologischer Inkompatibilititen gegeniber. Aus ethischen, tier- und artenschutzrechtlichen
Granden wird derzeit die Transplantation von Schwein auf Mensch favorisiert. Zur Untersu-
chung der immunologischen Mechanismen der TransplantatabstoBung kann das Meerschwein-
chen (MS)/Ratte Modell eingesetzt werden. In beiden Spezieskombinationen fihren praformier-
te xenoreaktive Antikdrper (XNA: Xenoreactive Natural Antibodies) und die Aktivierung des
Komplementsystems zu hyperakuten AbstoBung (HAR: HyperAcute Rejection) eines vaskulari-
sierten Organs innerhalb weniger Minuten. Durch Inhibition des Komplementsystems und/oder
Depletion der XNA kann die HAR Uberwunden werden. In der Folge unterliegt das Organ einer
verzdgerten AbstoBungsreaktion (DXR: Delayed Xenograft Rejection).

In dieser Arbeit sollen die humoralen und zellularen AbstoBungsmechanismen im diskordanten
Tiermodell MS/Ratte analysiert und Methoden zu ihrer Uberwindung entwickelt werden. Zum
einen wurde die orthotope Lebertransplantation von MS auf Ratte sowie Méglichkeiten zur Ana-
lyse der Stoffwechselleistung dieses Organs nach ,Langzeitliberleben” etabliert. Zum anderen
wurden in diesem Tiermodell die immunologischen Mechanismen der Abstol3ung nach hetero-
toper Herztransplantation sowie deren Uberwindung durch verschiedene immunsuppressive

Behandlungsschemata untersucht.

4.1 Orthotope Lebertransplantation von MS auf Ratte (OLTX)

Ein kinstlicher Organersatz fir die Leber steht bisher nur im sehr begrenzten Umfang zur Ver-
fugung. Es besteht lediglich die Mdglichkeit, extrakorporale Perfusionssysteme unter Verwen-
dung von ganzen Lebern (Neuhaus und Blumenhardt, 1993) oder von Leberzellkulturen einzu-
setzen (Rozga et al., 1994; Bader et al., 1995; Gerlach et al., 1996). Somit stellen fast alle For-
men der irreversiblen Leberinsuffizienz mit drohendem Organversagen potentielle Indikationen
zur Lebertransplantation dar. Im Vergleich zu anderen Organen, wie Herz Lunge und Niere, ist
bei der allogenen Lebertransplantation eine besondere Resistenz gegen humorale Absto-
Bungsmechanismen beobachtet worden (Starzl et al., 1974). Aus immunologischer Sicht
scheint die Leber damit besonders fir die Transplantation, d.h. auch flr die Xenontransplantati-
on geeignet zu sein. Auf der anderen Seite stellt sich gerade bei Xenotransplantation der Leber,

des zentralen Stoffwechselorgans, die Frage nach physiologischer Kompatibilitat.
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4.1.1 Etablierung der Technik der OLTX von MS auf Ratte

Im konkordanten Hamster/Ratte Modell wurde die erfolgreiche Ubertragung einer Leber bereits
beschrieben (Celli et al., 1995; Sankary et al., 1998). Durch die Kombination von B- und T-
Zellsuppression mittels Leflunomid und FK506 (Tacrolismus) war das Transplantat mehr als 30
Tage funktionsfahig. Im diskordanten System MS/Ratte hingegen gestaltete sich die orthotope
Lebertransplantation (OLTX) wesentlich schwieriger. Hier wurden bisher Uberlebenszeiten von
nur wenigen Stunden beobachtet (Crafa et al., 1993) verbunden mit einer schlechten Reperfu-
sion des Organs (Settaf et al., 1989; Schraa et al., 1996). Die Depletion des Komplementsys-
tems durch Cobra Venom Faktor (CVF) und der Einsatz des nicht aterialisiserten Lebertrans-
plantationsmodell nach Kamada et al. (1981) flhrte zu keiner nennenswerten Verlangerung des
Transplantatiberlebens im Vergleich zu unbehandelten Tieren (Schraa et al., 1996). Dies legt
die Vermutung der Beteiligung von nicht immunologisch bedingten Vorgangen bei der frihen
TransplantatabstoBung nahe. In erster Linie stellen anatomische Speziesunterschiede eine
groBe Hurde dar (Delriviere et al., 1998). So besitzt die Portalvene des MS ein dickes Muskel-
gewebe, das in der Ratte nicht vorhanden ist, und den 1,5-fachen gréBeren Durchmesser des
GefaBes bedingt. Als Folge davon ist der portale Blutfluss im MS etwa viermal héher als in der
Ratte. Weitere Unterschiede sind die verschiedenen Lédngen des Dinn- und des Dickdarms (im
MS zwei- bzw. viermal so lang wie in Ratte). Der Vergleich der Anatomie und Studien der Ha-
modynamik zeigte, dass es nach Xenotransplantation zu Spasmen der Portalvene (Delriviere et
al., 1998) und folglich zu einer verminderten Durchblutung des Organs kommt (Tanaka et al.,
1999). All diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die Ubertragung einer Leber von MS auf Rat-
te kein geeignetes Modell zur Untersuchung der AbstoBungsmechanismen nach Xe-
notransplantation darstellt.

Im Laufe dieser Arbeit wurde eine Technik etabliert, die eine erfolgreiche Durchflihrung einer
Lebertransplantation von MS auf Ratte méglich erscheinen lasst. Die Anpassung der Operati-
onstechnik an die anatomischen Unterschiede zwischen den beiden Spezies, d.h. Entnahme
der Spenderleber mit verlangerter V. cava, Split-Leber-Transplantation und Einsatz einer auf
Raumtemperatur erwérmten Perfusionslésung, ergab ein Uberleben von 3 Stunden (Gruppe A).
Die Gabe von CVF zur Dekomplementierung brachte keine signifikante Verlangerung (Gruppe
B). Die Transplantate beider Gruppen zeigten eine inhomogene Perfusion mit Blut des Empfan-
gers und etwa 60 bis 80% apoptotische Hepatozytenkerne. Die Gluconeogenese der Empféan-
ger war deutlich gestort.

Zur Uberwindung der schlechten Reperfusion der Leber wurde der Vasodilator Epoprostenol in
dekomplementierten Tieren eingesetzt (Gruppe C). Epoprostenol gehért zu den Prostacyclin
Analoga, die zu den vielversprechendsten Substanzen zur Begrenzung von Ischémie-
/Reperfusionsschaden nach Lebertransplantation zéhlen (Klein et a., 1999). Die Transplantate

wurden unter Verwendung von Epoprostenol schnell und homogen reperfundiert, die Tiere wa-
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ren normoglykédmisch und nur etwa 10% der Hepatozytenkerne zeigten apoptotische Verénde-
rungen. Die Verbesserung der Reperfusion durch Einsatz eines Vasodilators (Nitroprussid) war
zuvor von Miki et al. (1999) beschrieben worden. Ein Nachteil von Nitroprussid ist allerdings,
dass sich toxisches Cyanid anreichern kann, wenn die Substanz mit einer héheren Rate als 2
ug’kg pro Minute infundiert wird. Der Einsatz von Epoprostenol als Vasodilator zeigte neben
einem gefaBerweiternden Effekt auch eine Inhibition der Aggregation von Blutplatichen und
insbesondere eine verbesserte Mikrozirkulation der Leber (Anthuber et al., 1996).

Durch Einsatz des Vasodilators Epoprostenol in Kombination mit Dekomplementierung des
Empféangers durch CVF konnten die Uberlebenszeiten der Transplantate im MS/Ratte Modell
auf mindestens 17 Stunden erhéht werden. Es wurden damit Zeiten erreicht, die in der gleichen
GroéBenordnung wie bei der heterotopen Herztransplantation nach Gabe von CVF lagen (vgl.
Tab. 8). Dieses pharmakologische Regime ist somit ein wichtiger Schritt zur Untersuchung der
funktionellen und immunologischen Kompatibilitat einer diskordant transplantierten Leber.

4.1.2 Immunologische und molekulare Kompatibilitat nach Leberxenotransplanta-
tion

Gerade bei der Lebertransplantation in der diskordanten Situation stellt sich die Frage nach der
Kompatibilitdit bzw. Immunogenitédt der von der Xenoleber gebildeten Stoffwechselprodukte.
Bereits in der konkordanten Situation hat sich gezeigt, dass die transplantierte Leber versucht,
das aus dem Spenderorganismus gewohnte Milieu aufrecht zu erhalten. So wurde beispiels-
weise nach Xenotransplantation einer Pavianleber festgestellt, dass die von Leber synthetisier-
ten Albumin-, Harnsaure- und Cholesterolspiegel auf einem deutlich niedrigeren, fir den Spen-
der physiologischen Niveau lagen als auf dem fir den Menschen physiologischen Wert (Starzl
et al., 1993; Fung et al., 1997). Im konkordanten Modell Hamster/Ratte wurde nach Langzeit-
Uberleben der transplantierten Leber eine Erhéhung des Serum-Lipid-Spiegels festgestellt (Hy-
percholesterindmie und Hypertriglyceriddmie), wobei die Lipoproteine in der xenotransplantier-
ten Ratte dieselbe Zusammensetzung wie im Spender aufwiesen (Mollevi et al., 1999; Tandin et
al., 2000).

Neben anderen Stoffwechselprodukten synthetisiert die Leber etwa 95% aller Komplementfak-
toren, so dass nach Transplantation dieses Organs zwischen 2 unterschiedlichen Spezies ein
Hybrid-Komplementsystem entstehen wurde. Im konkordanten System Hamster/Ratte, bei der
durch Immunsuppression ein Langzeitiberleben nach Lebertransplantation beobachtet wurde,
kam es innerhalb von 72 Stunden zu einer Konversion des Komplementsystems vom Empfén-
ger zum Spender (Celli et al., 1997). So sollte auch bei Lebertransplantation im MS/Ratte Mo-
dell nach etwa 2 bis 3 Tagen ein Hybrid-Komplementsystem entstehen. Um diese Komplement-
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konversion und in der Folge auch die Auswirkungen der Aktivierung dieses Systems auf das
Transplantat und den Empfangerorganismus zu untersuchen, bieten Antikérper gegen MS
Komplementproteine ein wichtiges Instrumentarium. In der Arbeitsgruppe standen gegen MS
C5 und Cba gerichtete Antikérper in Form von single chain Fvs (scFvs) zur Verfuagung, die im
Laufe dieser Arbeit ndher charakterisiert und hinsichtlich ihrer Eignung fir diagnostische und
therapeutische Zwecke im MS/Ratte Modell Uberprift wurden. Insbesondere die Eignung der
MS  Cb-spezifischen scFvs zur Inhibition des Komplementsystems, zur C5-
Konzentrationsbestimmung im Serum sowie zur Detektion von C5-Ablagerungen im Gewebe
wurden analysiert.

ScFvs bestehen aus den variablen Doméanen der leichten (V.) und der schweren Immunglobu-
linkette (Vy), die die Antigenbindungstelle umfassen und zur Stabilisierung Uber eine Peptidse-
quenz miteinander verknlpft sind (Bird et al., 1988; Huston et al., 1988). Durch Amplifikation
der Gene der V_ und Vy Ketten sowie Einfihrung von Restriktionsstellen in die verwendeten
Primer kann die DNA direkt in Vektoren flr die Expression in Bakterien kloniert werden (Ward et
al., 1989; Winter und Milstein, 1991). Nach Expression der scFvs auf der Oberflache von fila-
mentdsen Phagen (Phage-Display) kénnen Phagen mit Bindung an das entsprechende Antigen
samt der genetischen Information flr das scFv Fragment durch Panning gegen das gewinschte
Antigen selektiert werden (Kéhl, 1999). Mit dieser Methode waren die gegen MS C5 und MS

Cba gerichteten scFvs isoliert worden (Guleryuz, 1999).

4.1.2.1 Aufreinigung und Charakterisierung der Antikérper gegen MS
Komplementprotein C5
Die fur MS C5-spezifischen solublen scFvs (B3, E10, H10 und F11) wurden zunachst entweder
durch eine Kombination aus Metallchelat-Chromatographie und Gelfiltration oder durch Affini-
tatschromatographie an Protein L aufgereinigt. Die Aufreinigung 0ber Metallchelat-
Chromatographie reichte nicht aus, véllig reine MS C5-spezifische scFvs zu erhalten. Die Eluti-
onsfraktionen wiesen Verunreinigungen mit E. coli Proteinen auf. Weder eine Vorelution der
gebundenen Proteine durch Puffer mit niedrigeren Imidazol-Konzentrationen noch die Verwen-
dung von Zn** oder Cu®* als Metallionen (Casey et al., 1995) fiihrten zu einer hdheren Reinheit
der eluierten scFvs. Daher wurde im Anschluss an die Metallchelat-Chromatographie eine Gel-
filtration durchgefuhrt. Die Gelfiltration ermdglicht die Unterscheidung von Monomeren, nicht
kovalenten Dimeren und aggregierten Antikérperfragmenten, die haufig nach Expression von
scFvs entstehen (Kipriyanov et al., 1995; Kretzschmar et al., 1996). Eine Alternative zur Gel-
filtration ist die Chromatographie Uber einen Anionenaustauscher, die von Plickthun (1991)
ebenfalls in Kombination mit der Metallchelat-Chromatographie erfolgreich fur die Aufreinigung

von scFvs verwendet wurde.
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Ein Nachteil der Aufreinigungsmethode mit Metallchelat-Chromatographie in Kombination mit
Gelfiltration ist die Notwendigkeit der Durchfiihrung von 2 verschiedenen Schritten, wohingegen
die Affinitdtschromatographie an Protein L eine effiziente Aufreinigung von scFvs in einem ein-
zigen Schritt ermdglicht. Protein L stammt aus der Zellwand des Bakterium Peptostreptococcus
magnus und bindet an die Struktur-gebenden Framework-Regionen der leichten Ketten von
Immunglobulinen, ohne mit der Antigen-Bindungsstelle zu interferieren (Akerstrém und Bjorck,
1989). Daher eignet sich Protein L im Gegensatz zu Protein G aus Streptokokken der Gruppe G
oder Protein A aus Staphylococcus aureus, die mit dem konstanten Fc-Teil von Immunglobuli-
nen interferieren, auch zur Aufreinigung von scFvs. Im Falle von humanen Antikérpern bindet
Protein L an leichte Ketten der Subgruppen «l, Il und klIV sowie teilweise All und Alll (Nilson et
al., 1992; Akerstrém et al., 1994). Uber die Bindungseigenschaften von murinen scFvs war bis-
her nichts bekannt. Die Ergebnisse der Aufreinigung von anti-MS C5 scFvs zeigen, dass murine
leichte Ketten der xl Subgruppe nicht jedoch der ¥V Subgruppe an Protein L binden.

Mit einer der beiden Aufreinigungsmethoden, also Metallchelat-Chromatographie kombiniert mit
Gelfiltration oder Protein L Affinitdtschromatographie, wurden 1 bis 3 mg reine scFvs aus 1l-
Kulturen gewonnen, die dann auf ihre méglichen Verwendungsmdglichkeiten getestet wurden.
Um die molekularen Interaktionen zwischen scFvs und Antigen detaillierter zu charakterisieren,
wurden die Affinitdten der aufgereinigten scFvs gemessen. Die Affinitat eines Antikérpers wurde
durch seine Assoziation an das Antigen und seine Dissoziation vom Antigen bestimmt. Zur Be-
stimmung der Affinitdten wurde die biomolekulare Interaktionen Analyse (BIA) eingesetzt, basie-
rend auf der schnellen und zuverlassigen Technik der ,Surface Plasmon Resonance” (SPR)
(Malmqvist, 1993). Das optische Phdnomen der SPR wird durch Interaktionen an der Oberfla-
che eines Sensorchips verursacht, wobei polarisiertes Licht an der Chipoberflache in einem
bestimmten Winkel reflektiert und dabei in seiner Intensitat erheblich reduziert wird. Die Reduk-
tion der Intensitat ist abhangig von Massenveréanderungen an der Chipoberflache und wird als
Signal in Response Units durch die BlAcore Technologie gemessen (s. www.biacore.com). Die

aufgereinigten anti-MS C5 scFvs wurden an den Sensorchip gekoppelt, um Aviditatseffekte zu
vermeiden, die durch Di- oder Multimerisation von scFvs verursacht werden kénnen. Auf3erdem
wurde eine hohe Flussrate (30 ul/min) und eine niedrige Oberflachenbindungskapazitat (< 400
RU) gewahlt, so dass keine Limitierung durch Massentransport die Assoziationskonstanten be-
einflusste. Unter diesen Bedingungen wurden Bindungsaffinitaten (Kp) von 1,48 x 108 bis 1,12 x
107 M gemessen. ScFvs mit guten Bindungsaffinitaten (10 bis 10°) wurden aus Banken iso-
liert, die durch Immunisierung entstanden waren, z.B. ein anti-Hapten scFv mit einer Kp von 1 x
10® M (Clackson et al., 1991). Eine Antigenreduktion wéahrend der Antikdrper-Selektion fiihrt zur
Anreicherung von Klonen mit hoher Affinitat (Barrett et al., 1992). Obwohl beide Strategien , d.h.
Immunisierung und eine 15- bis 100fache Reduktion des Antigens wéhrend der Selektion, ein-
gesetzt wurden (Gilerytz, 1998), zeigte nur der Klon E10 eine Bindungsaffinitat im unteren
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nanomolaren Bereich. Um scFvs mit hdherer Affinitdt zu erhalten, sind verschiedene Mdglich-
keiten beschrieben, z.B. Klonierung in einen Bakterienstamm mit hoher Mutationsrate (lrving et
al., 1996), Amplifikation der scFv-Gene mit einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mit hoher
Fehlerrate (error prone PCR; Hawkins et al., 1992), das erneute Mischen der Antikérperketten
(chain shuffling ; Clackson et al., 1991; Stemmer, 1994; Crameri et al., 1996) und die Zufalls-
Mutagenese von Aminoséuren innerhalb der Bereiche der Antigen-Erkennung (Complementari-
ty Determining Regions; CDRs) der leichten und schweren Kette (CDR walking ; Yang et al.,
1995).

4.1.2.2 Inhibition des Komplementsystems durch MS C5-spezifische Antikdrper

Die Blockierung von Komplementkomponenten mit monoklonalen Antikbrper gegen humanes
(Rollins et al., 1995) und gegen Ratten C5 (Vakeva et al., 1998) wurde bereits beschrieben. Die
Fahigkeit der selektierten MS C5-spezifischen scFvs zur Inhibition der klassischen Komple-
mentkaskade wurde in vitro in einem hamolytischen Test Uberpruft. Zwei der scFvs blockierten
effektiv die Hadmolyse in Abhéngigkeit von der eingesetzten Dosis, wobei der Klon H10 etwa
10mal potenter war als der Klon E10. Der inhibitorische Effekt auf das Komplementsystem in
vivo nach Injektion in MS wurde noch nicht getestet. Dies lag an der begrenzten Menge der zur
Verfugung stehenden aufgereinigten scFvs. Um eine Inhibition des Komplementsystems in vivo
zu erzielen, injizierten Vakeva et al. (1998) 20 mg aufgereinigten Antikérper pro kg Kérperge-
wicht. Um vergleichbare Mengen anti-MS C5 scFvs in einem sinnvollen Kollektiv von mindes-
tens 5 Tieren einzusetzen, hatte die Anzahl oder der MaB3stab der Aufreinigungen erheblich

vergréBert werden missen.

4.1.2.3 C5-Konzentrationsbestimmung im Serum

Eine weitere Anwendungsmdglichkeit der MS C5-spezifischen scFvs ist die Konzentrationsbe-
stimmung von MS C5 im Serum. Konzentrationsbestimmungen mit der ,Surface Plasmon Re-
sonance“ Technik (SPR) im BIAcore kénnen mit nur einem Antikérper durchgefuhrt werden, der
zudem nicht markiert werden muss. Kein Sekundéarreagenz wird benétigt und die Messungen
sind viel schneller als Konzentrationsbestimmungen im ELISA. Mit der SPR-Technologie unter
Verwendung des aufgereinigten anti-MS C5 scFv E10 konnte eine Serumkonzentration von 240
ug C5/ ml beim MS bestimmt werden. Verglichen mit den 80 pug/ml C5 im humanem Serum (Bit-
ter-Suermann und Kéhl, 1997) ist diese Konzentration 3mal héher. Die untere Nachweisgrenze
des Assays liegt bei 100 ng/ml, also etwa 0,04% der normalen MS C5-Konzentration. Dieser
Test, eventuell auch in Kombination mit dem monoklonalen Antikérper gegen Ratten C5 (Vake-
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va et al, 1998), ermoglicht daher die Untersuchung der Entstehung eines Hybrid-
Komplementsystems nach xenogener Lebertransplantation von MS auf Ratte.

Um die Komplementaktivierung detaillierter als im hamolytischen Test zu analysieren, wére eine
Kombination der C5- und C5a-Konzentrationsbestimmung ein wichtiger Schritt. Der Einsatz der
zur Verfligung stehenden anti-MS C5a scFvs zur Konzentrationsbestimmung, insbesondere die

erforderliche Aufreinigung, wurde bisher noch nicht Gberpruft.

4.1.2.4 Detektion von C5-Ablagerungen im Gewebe

Wenn es nach der Komplementkonversion vom Empfanger- zum Donortyp nach Lebertrans-
plantation zu einer Aktivierung Des Komplementsystems, z. B. Durch eine bakterielle Infektion,
kommt, kann es zu Ablagerungen von C5 als Teil des Membran-Angriff-Komplexes (MAC) im
Gewebe kommen. Da die Komplementregulatoren eine gewisse Speziesspezifitat aufweisen, ist
eine verminderte Degradation der Komplementproteine vom Donortyp im Empfénger denkbar.
In dieser Arbeit wurde daher die mégliche Anwendung der anti-MS C5 scFvs in der Immunhisto-
logie Uberprtft. Zwei der 4 scFvs waren in der Lage, C5-Ablagerungen im Gewebe nach hetero-
toper Herztransplantation von Ratte auf MS zu detektieren. Diese scFvs erkennen wahrschein-
lich MS C5 innerhalb des MAC, der nach C5-Spaltung im Gewebe lokalisiert ist. Es ist bekannt,
dass Antikdrper aus rekombinatorischen Antikérperbanken als immunochemische Reagenzien
eingesetzt werden kénne (Neri et al., 1998). Beispielsweise werden scFvs nach Konjugation mit
radioaktivem Jod zur gezielten Markierung von Tumoren benutzt und zeigen dabei eine bessere
Diffusion durch das maligne Gewebe als intakte Immunglobuline (Begent et al., 1996; Huston et
al., 1996; Colcher et al., 1998).

Die bisher gewonnen Daten legen nahe, dass die MS C5-spezifischen Antikérper sowohl far
einen therapeutischen Ansatz (Inhibition des MS Komplementsystems) als auch flur den dia-
gnostischen Einsatz (Konzentrationsbestimmung von C5, Detektion von MS C5- Ablagerungen
im Gewebe) eignen. Die Antikérper bieten somit ein wichtiges Instrumentarium zur Uberpriifung
der Stoffwechselleistung und der Kompatibilitdt der von der Leber synthetisierten Komplement-
proteine.
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4.2 Heterotope Herztransplantation (HHTX) von MS auf Ratte

Da die OLTX in der diskordanten Spezieskombination MS/Ratte chirurgisch sehr aufwendig ist
und daher nur geringe Versuchsansatze gemacht werden kénnen, wurde fir die Analyse der
humoralen und zellularen Mechanismen der Absto3ung in diesem Modell und zur Entwicklung
von Behandlungsschemata zu deren Uberwindung die chirurgisch weniger aufwendige hetero-
tope Herztransplantation (HHTX) eingesetzt. Nach HHTX in unbehandelte Lewis Ratten (Grup-
pe C) kam es zu einer hyperakuten AbstoBung des Transplantates innerhalb von 13 Minuten.
Immunhistochemisch wies das Organ starke Ablagerungen von C3 und IgM-Antikérpern auf.
Um diese AbstoBungsreaktion zu verhindern und das Transplantatiberleben zu verlédngern,
wurde das Komplementsystem durch Applikation von Cobra Venom Faktor (CVF) oder durch
Einsatz komplementdefizienter Empfénger inhibiert und zum anderen die praformierten xeno-

reaktiven Antikérper der Ratte reduziert.

4.2.1 Inhibition des Komplementsystems zur Uberwindung der HAR

Bei der HAR nach Xenotransplantation zwischen diskordanten Spezies spielt die Aktivierung
des Komplementssystems eine entscheidende Rolle. In dem von uns ausgewéhlten Tiermodell
MS/Ratte wird die Aktivierung des Komplementsystems zum einen durch den klassischen Weg
nach Bindung xenoreaktiver natlrlicher Antikérper (XNA) an das fremde Epithel zum anderen
aber, und dies spielt die Hauptrolle, Gber den alternativen Weg hervorgerufen (Miyagawa et al.,
1988; Pruitt et al., 1991; Leventhal et al., 1993a).

4.2.1.1 Komplementinhibition durch Cobra Venom Faktor (CVF)

Um die HAR zu Uberwinden, kann das Komplementsystem, z.B. durch Cobra Venom Faktor
(CVF) inhibiert werden, was zu einer Verlangerung des Transplantatiberlebens fihrt (Leventhal
et al., 1993b; Tavakoli et al., 1993; Candinas et al., 1996d). CVF fihrt zum massiven Abbau von
C8 und daher zu einer Depletion der nachgeschalteten Komplementkaskade (Vogel et al.,
1984).

Die Applikation des kruden Lyophilisates von CVF fihrt zum Tod von Lewis Ratten. Diese un-
erwinschte Wirkung kann auf Verunreinigungen wie Phospholipase A, (Lachmann et al., 1976)
oder ein etwa 13 kD schweres Protein mit lymphozytotoxischer Aktivitat (Ballow et al., 1973)
zuriickgefuhrt werden. Phospholipase A, wurde bereits 1903 aufgrund der Fahigkeit, die Lyse
von Erythozyten zu induzieren, beschrieben (Kyes, 1903). Zur Entfernung von stérenden Verun-
reinigungen wurde das Lyophilisat von kauflich erworbenen CVF nach der von Beukelman et al.
(1987) beschriebenen Methode Uber einen Anionenaustauscher in einem 1-Schritt Verfahren

aufgereinigt. Dadurch wurden unter anderem ein etwa 115 und ein 55 kD schweres Protein ent-
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fernt. Die antikomplementére Aktivitat des aufgereinigten CVF wurde in vitro gegen normales
humanes Serum und in vivo nach Applikation in Lewis Ratten im hdmolytischen Test bestéatigt.
Die héchste und dauerhafteste (fir mindestens 3 Tage) Inhibition des Komplementsystems in
vivo wurde durch intravenése Applikation von je 50 ug aufgereinigtem CVF pro Tier an 2 auf-
einander folgenden Tagen erzielt, ohne dass unerwinschte Nebenwirkungen auftraten.

Die in der Literatur angegebenen CVF-Mengen zur Uberwindung der HAR nach heterotoper
Herztransplantation von MS auf Ratte variieren in groBem MaBe. Die einzelnen Dosen reichen
von 20 IU/kg Kérpergewicht (Hancock et al., 1997) bis 200 1U/kg (Tavakoli et al., 1993). Zur
Verlangerung des Transplantatiberlebens nach xenogener Herztransplantation von MS auf
Ratte wurde haufig eine repetetive CVF-Gabe gewahlt (Tavakoli et al., 1993; Scheringa et al.,
1995; Candinas et al., 1996; Hancock et al., 1997). Dadurch wurde ein maximales Transplan-
tatiberleben von 88 Stunden erreicht (Leventhal et al., 1993b).

Aufgrund der Ergebnisse der Inhibition des Komplementsystems in vivo wurden Lewis Ratten
am Tag vor (Tag —1) und am Tag der heterotopen Herztransplantation mit je 50 ug aufgereinig-
tem CVF dekomplementiert (Tab. 2, Gruppe E). Diese Behandlung flhrte zu einem verldnger-
ten Transplantatiberleben von 17,5 Stunden im Vergleich zu unbehandelten Lewis Ratten (Tab.
2, Gruppe D), die das MS Herz bereits nach 10 bis 18 Minuten hyperakut abstieBen. Wéhrend
bei den unbehandelten Tieren eine massive Ablagerung von C3 im Transplantat beobachtet

wurde, zeigten sich erwartungsgeman in dekomplementierten Ratten keine C3-Ablagerungen.

4.2.1.2 Komplementinhibition durch Einsatz Komplement-defizienter
Empfanger

Eine andere Méglichkeit zur Inhibition des Komplementsystems und damit verldngertem Trans-
plantatiberleben nach HTX bietet der Einsatz einer Komplement-defizienter Empféngerspezies.
So wird bei C6 defizienten Ratten (PVG/C6-) die Bildung des terminalen Membran-Angriff-
Komplexes (MAC) inhibiert. Wurde ein MS Herz heterotop auf PVG/C6- Ratten transplantiert
(Gruppe |) transplantiert, so kam es nach 14 (8 bis 24) Stunden zu einer AbstoBung. Die Ver-
langerung des Transplantatiberlebens in PVG/C6- Ratten im Vergleich zu unbehandelten Le-
wis Ratten (Gruppe D) beruht auf einer Inhibition der MAC-Bildung und nicht auf Unterschieden
zwischen den beiden Rattenstdmmen. Von Brauer et al. (1993) wurde gezeigt, dass komple-
mentkompetente PVG Ratten dhnlich wie unbehandelte Lewis Ratten ein heterotop transplan-
tiertes MS Herz nach etwa 26 Minuten hyperakut abstoBBen. Die Behandlung von Lewis Ratten
mit einem in PVG/C6- Ratten generierten Antikdérpern gegen C6 und damit ebenfalls Inhibtion
der MAC-Bildung fuhrt zu einer Verlangerung des Transplantatiberlebens auf 38+11 Stunden
(Brauer et al., 1996).
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Vergleicht man mit CVF dekomplementierte Lewis Tiere mit PVG/C6- Ratten, ist das Transplan-
tatlberleben ahnlich. Im Gegensatz zu den CVF behandelten Lewis Ratten wies das abgesto-
Bene Transplantat von PVG/C6- Ratten starke C3-Ablagerungen auf. In PVG/C6- Ratten ist
zwar die Bildung des terminalen MAC inhibiert aber nach Transplantation findet eine Aktivierung
u.a. von C3 und C5 statt. Dadurch werden zum einen Spaltprodukte von C3 auf dem Gewebe
abgelagert, was die Adhesion von polymorphkernigen Zellen (PMN) an das Endothel des Xe-
notransplantats verstarkt und dadurch Gewebsschéadigungen verursachen kann (Vercelotti et
al.,, 1991). Zum anderen entstehen auch die Anaphylatoxine C3a und Cb5a, die als potente
proinflammatorische Mediatoren zur Vasodilation und verstarkten Gefasspermeabilitat fuhren
(Brauer et al., 1996). Cba ist zudem ein Chemotaxin fir PMN. Daneben bilden sich C3b und
iC3b auf der Oberflache die als Liganden fur CR1 und CR3 auf den PMN dienen. Alles in allem
kommt es also trotz C6-Defizienz zu einer massiven Infiltration von PMN in das Organ. Dies
wurde in Versuchen mit C6 Depletion in Lewis Ratten mit einem anti-Ratten C6 Serum, gewon-
nen in PVG/C6- Ratten, bestatigt (Brauer et al., 1996). Eine erhéhte Uberlebenszeit in PVG/C6
Ratten gegeniiber Komplement-inhibierten Lewis Ratten wurde durch zuséatzliche Applikation
von Leumedin, einem anti-inflammatorischen Agens, erzielt, das die CD11/b/CD18 (mac-1) ab-
héngige Neutrophilenadhasion inhibiert (Davis et al., 1995; Jakobs et al., 1997; Jakobs et al.,
1998).

4.2.2 Xenoreaktive natiirliche Antikorper (XNA)

Durch Inhibition des Komplementsystems bei den Ratten der Gruppen D und E kam es zu einer
langeren Uberlebenszeit der heterotop transplantierten MS-Herzens von etwa 17,5 bzw. 14
Stunden. Die abgestoBenen Organe wiesen unter anderem massive Ablagerungen von Ratten
IgM-Antikérpern auf. Bei diesen Antikdrpern handelt es sich um préaformierte, xenoreaktive na-
turliche Antikérper (XNA), die gegen MS Gewebe gerichtet sind. Im Laufe dieser Arbeit wurde
zunachst ein Test zur Detektion von XNA im Rattenserum etabliert, der dann im weiteren zur
Analyse der XNA unter verschiedenen Behandlungsschemata mit B-Zellsuppression zur Reduk-
tion dieser Antikdrper eingesetzt wurde.

4.2.2.1 Nachweis von XNA

Um Ratten anti-MS Antikérper zu quantifizieren, wird haufig der von Leventhal et al. (1992b)
entwickelte ELISA eingesetzt, bei dem Membranextrakte aus MS Thrombozyten als Antigen
verwendet werden (Fryer et al., 1995; Schraa et al., 1996; Hancock et al., 1997). Die Bestim-
mung der XNA-Spiegel kann aber auch mit einem ELISA gegen kultivierte primare MS Endo-
thelzellen erfolgen (Platt et al., 1990a; Soares et al., 1992). Beide Methoden sind fur den Nach-
weis von Ratten anti-MS Antikérpern geeignet, wobei eine &hnliche lineare Titration der Seren
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beobachtet wird (Scherrer et al., 1994). Ein groBBer Nachteil dieser Assays ist die Notwendigkeit
ein Tier zu t6ten, um gentgend Antigenmaterial zu erhalten. Als eine alternative Methode wur-
den Membranextrakte der MS Fibroblasten-&hnlichen Zellinie JH4 hinsichtlich der Xenoreaktivi-
tat mit Seren der zwei Rattenstdmme analysiert, die von uns im MS/Ratte Xenotransplantati-
onsmodell eingesetzt wurden, nédmlich Lewis und PVG/C6 Ratten. Die JH4 Zelllinie wurde mit
verschiedenen primaren MS Zellen, wie Thrombozyten, Leber- und Milzzellen verglichen. Un-
abhéngig vom verwendeten Antigen waren die ELISA Signale unbehandelter Ratten bei der
Detektion von IgM Antikérpern etwa 5- bis 20mal héher als bei IgG Antikdrpern. Dies entspricht
den Ergebnissen von Leventhal et al. (1992b).

Die Xenoreaktivitat der anti-MS Antikérper in unbehandelten Ratten variierte in Abhéngigkeit
des verwendeten Membranextraktes. So wurden im Schnitt hdhere ELISA Signale bei Detektion
von IgM Antikérpern in Lewis Rattenseren gegen Membranextrakte aus der JH4-Zellinie, Leber-
zellen und Thrombozyten als gegen Antigene aus Milzzellen erzielt. Beim Einsatz von PVG/C6-
Seren, wurde die hdchste IgM Reaktivitat gegen die JH4-Zellinie beobachtet. Diese Ergebnisse
sprechen fur die Verwendung von Membranextrakten von der unbegrenzt verfugbaren JH4-
Zellinie als Antigen im ELISA zum Nachweis von Ratten anti-MS Antikérpern.

Die Untersuchung der 10 individuellen Seren von Lewis oder PVG/C6 Ratten im XNA-ELISA
zeigte zudem eine grof3e interindividuelle Reaktivitat. Folglich sollte jede therapeutische Mani-
pulation der B-Zell-Antwort und daraus resultierende Anderung der XNA-Spiegel im einzelnen
Individuum Uberwacht werden. Auch fir humane Galo1-3 Gal Antikdrper, die eine wichtige Rol-
le bei der diskordanten Xenotransplantation von Schwein auf Mensch spielen, wurde eine inter-
individuelle Variabilitat festgestellt (Buonomano et al., 1999).

Im ELISA gegen Membranextrakte der JH4 Zelllinie, Thrombozyten und Milzzellen wurde eine
signifikant héhere durchschnittliche IgM-Reaktivitat von Seren der PVG/C6- Ratten im Vergleich
zu Lewis Rattenseren festgestellt. Diese Beobachtung wurde auch von Brauer et al. (1993) ge-
macht, wobei allerdings eine durchfluBzytometrische Bestimmung der an MS Lymphozyten bin-
denden Ratten IgM-Antikdrpern durchgefuhrt wurde.

Die unterschiedlichen Signalstarken von individuellen Seren oder bei Verwendung der ver-
schiedenen Zelltypen als Antigenquelle im ELISA legten folgende Vermutungen nahe: 1. Unter-
schiedliche Individuen besitzen XNA, die verschiedene Antigene erkennen oder 2. verschiede-
ne Zelltypen exprimieren unterschiedliche Antigene, die von XNA erkannt werden. Deshalb
wurden im Immunblot die Antigenmuster der verschiedenen Membranextrakte, die von individu-
ellen Seren von unbehandelten Lewis oder PVG/C6- Ratten erkannt werden, untersucht. So-
wohl 1gG als auch IgM Antikérper erkannten gleiche Antigenmuster und auch die individuellen
Seren der beiden Rattenstdmme zeigten keine Unterschiede. Nur in Abhangigkeit vom einge-
setzten Membranextrakt variierte das erkannte Antigenmuster. Diese Beobachtungen entspre-

chen den Ergebnissen von Scherrer et al. (1994), die beim Vergleich von MS Thrombozyten
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und kultivierten Endothelzellen unter Verwendung von Rattenseren im Immunblot &hnliche, von
IgG oder IgM Antikérpern erkannte Antigenmuster feststellten, die in Abh&ngigkeit des verwen-
deten Zelltypes variierten. Um auszuschlieBen, dass die Ratten XNA gleiche Zuckerstrukturen
auf unterschiedlichen Proteinen erkennen, wére der Einsatz von Membranpraparationen nach

gezielter Deglykosilierung im Immunoblot erforderlich.

4.2.2.2 Reduktion der XNA

Um eine hyperakute AbstoBung nach Xenotransplantation in der diskordanten Spezieskombina-
tion zu vermeiden, werden neben Inhibition des Komplementsystems auch die Depleti-
on/Reduktion der XNA durchgefiihrt. Zur Reduktion der Ratten anti-MS Antikérper wurde das B-
Zellsupppressivum Leflunomid oder dessen Derivat Malonitrylamid (MNA) eingesetzt. Lefluno-
mid fuhrt als de-novo-Pyrimidin-Synthese-Inhibitor zu einer Reduktion von xenoreaktiven Anti-
kérpern (Siemasko et al., 1996). Die alleinige Gabe von 10 oder 20 mg/kg Leflunomid pro kg
Koérpergewicht fuhrte in PVG/C6- Ratten zu einer Reduktion der IgM XNA um maximal 50%
innerhalb von 7 Tagen. Eine héhere Dosierung wurde nicht angewendet, da mit hohen Dosen
auch die Toxizitat von Leflunomid zunimmt, was sich in Anaemie, Durchfall und pathologischen
Veranderungen in der Leber manifestiert (Chong et al., 1999). Durch Kombination der medika-
mentdsen B-Zellsuppression mit Splenektomie lie3 sich die Reduktion der XNA steigern. So
wurde bei taglicher Gabe von 10mg/kg MNA in splenektomierten Lewis Ratten IgM XNA nach 5
Tagen um 70% und nach 9 Tagen um etwa 74% signifikant reduziert (Tab. 3, S. 76, Gruppe N).
Die Verwendung von Leflunomid an Stelle von MNA lief3 die IgM XNA-Spiegel in Lewis Tieren
nach 6 Tagen sogar um etwa 80% sinken (Tab. 2, S.74, Gruppe H). Die Kombination Splenek-
tomie mit taglicher Gabe von Leflunomid (10 bzw. 20 mg/kg) senkte auch in PVG/C6- Ratten
die XNA innerhalb von 6 Tagen signifikant um 80 bzw. 83%.

Eine deutliche Reduktion der XNA der Ratte wurde also nur durch Kombination der medikamen-
tésen B-Zellsuppression in Kombination mit Splenektomie erzielt. Durch Entnahme der Milz,
einem peripheren lymphatischen Organ, werden ausgereifte antigenspezifische aber auch noch
ungepragte Lymphozyten, die aus Knochenmark und Thymus einwandern, entfernt. Splenek-
tomie alleine fUhrt zu einer Abnahme aller vorhandenen IgM-Antikdrper, darunter auch der xe-
noreaktive Anteil (Scheringa et al., 1995b). Immerhin 0,1% der Lymphozyten in der Milz von
LOU/C Ratten gehéren zu den IgM sezernierenden Zellen, wohingegen in anderen lymphoiden
Organen, wie mesenterialen Lymphknoten, Peyer'sche Plaques und Knochenmark, nur etwa
0,03 bis 0,04% IgM-sekretierende Zellen innerhalb der dort anséssigen Lymphozytenpopulation
zu finden sind (Soares et al., 1995). Es wurde bereits gezeigt, dass die Splenektomie zu einer
Langzeit-Depletion einer erheblichen Menge der zirkulierenden Ratten XNA vom IgM-Isotyp
fuhrt (Soares et al., 1993; Reding et al., 1994).
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Die Kombination Splenektomie und Gabe eines B-Zellsuppressivums (MNA oder Leflunomid)
fuhrte zu einer effektiven Reduktion der Ratten XNA, die auch nicht durch Gabe von MS Anti-
gen unterbrochen wurde (Tab. 3, Gruppe N und Tab 2 Gruppen H, K und L). Dass die Gabe
von MS Antigen in Form einer intraportalen Infusion mit MS Leberzellen einen enormen Anstieg
nicht nur der IgM sondern auch der IgG XNA mit einem Maximum nach ca. 7 (IgM) bzw. 21 Ta-
gen (IgG) verursachte, wurde in unbehandelten Lewis Ratten nachgewiesen (Tab. 3, Gruppe
M).

4.2.2.3 Transplantatiiberleben nach Reduktion der XNA

Wurde in Lewis Ratten, die zur Reduktion der XNA 10 Tage zuvor splenektomiert wurden und
zusatzlich taglich 10 mg/kg des B-Zellsuppressivums MNA erhielten (Tab. 2, S. 74, Gruppe F),
ein MS Herz heterotop transplantiert, so wurde das Organ bereits nach etwa 24 Minuten hyper-
akut abgestoBBen. In der Histologie zeigte das Transplantat keine Ablagerungen von IgM aber
dafur starke C3-Ablagerungen, ein Hinweis auf die wichtige Rolle des Komplementsystems. Die
alleinige Reduktion der XNA im MS/Ratte Modell reicht nicht aus, um eine hyperakute Absto-
Bung zu verhindern. Daher postulierten bereits andere Arbeitsgruppen, dass die Aktivierung des
Komplementsystems in dieser Spezies-Kombination hauptséachlich Uber den alternativen Weg
erfolgt (Miyagawa et al. 1988; Leventhal et al., 1993a). Wahrend Miyagawa et al. (1988) zwar
den Verbrauch der Komplementfaktoren C2 und C4 des alternativen Aktivierungsweges aber
keine XNA nachweisen konnten, wurden von Leventhal et al. (1993b) der xenoreaktive Antikor-
peranteil durch Immunsuppression um das 64-fache reduziert. Auch in unseren Versuchsgrup-
pen waren trotz Immunsuppression mit Leflunomid oder MNA noch etwa 10 bis 20% der vor
Behandlungsbeginn bestimmten IgM-Antikbérper zum Zeitpunkt der Transplantation vorhanden.
Méglicherweise reichen diese wenigen xenoreaktiven Antikérper aus, das Komplementsystem
auch Uber den klassischen Weg zu aktivieren.

Wurden hingegen die XNA in Lewis Ratten durch B-Zellsuppression reduziert und gleichzeitig
das Komplementsystem durch Gabe von CVF inhibiert (Gruppe G), wurde das Transplantat-
Uberleben auf 47 Stunden verldngert. In der Histologie wurde eine starke Infiltration mit
Makrophagen und Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) festgestellt, so dass diese verzdgerte
AbstoBung durch eine IgM- und Komplement-unabhangige Einwanderung und Aktivierung die-
ser Zellpopulationen in das Transplantat mit konsekutiver Zerstérung des Organs verursacht

wird.
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4.2.3 Induktion von B- und NK-Zell-Toleranz durch Einsatz verschiedener immun-
suppressiver Regime
Um ein ,Langzeitiberleben“ des Transplantates zu erreichen, scheint die Induktion von Tole-
ranz gegen das Spenderorgan im Empfénger eine wesentliche Voraussetzung zu sein. Bei der
Herztransplantation im konkordanten Tiermodell Hamster/Ratte wurde bereits ein ,Langzeit-
uberleben® der Transplantate beobachtet. Durch kurzfristige Blockade des Komplementsystems
mittels CVF kombiniert mit einer kontinuierlichen Inhibition der T-Zellantwort mittels Ciclosporin
A (CsA) waren die transplantierten Herzen tber 3 bzw. 4 Monate funktionell aktiv (Bach et al.,
1997b; Lin et al., 1998c). In der Arbeitsgruppe von M. Waer wurde die besondere Bedeutung T-
Zell-unabhangiger Mechanismen bei der verzégerten TransplantatabstoBung (DXR, delayed
xenograft rejection) gezeigt. Durch Behandlung von T-Zell-defizienten Nacktratten mit dem Im-
munsuppressivum Leflunomid kombiniert mit einer Infusion von Spender-Antigen in Form einer
Herzzellsuspension und einer transienten NK-Zell-Depletion durch einmalige Gabe des anti-
Asialo GM1 Antiserums wurde eine speziesspezifische B- und NK-Zell-Toleranz erzeugt (Lin et
al., 1998c). Die B-Zelltoleranz wird durch die Gabe von Leflunomid und Spenderantigen indu-
ziert und persistierte auch nach Absetzen der tolerogenen Regimes fir mehr als 2 Monate (Xia
etal., 1999).
In Anlehnung an diese Ergebnisse sollte auch im diskordanten MS/Ratte Modell die Induktion
einer B- und NK-Zell-Toleranz tberpruft werden. Dazu wurden Lewis und PVG/C6- Ratten nach
Splenektomie taglich mit dem B-Zellsuppressivum Leflunomid behandelt (Tab. 2, S. 74, Grup-
pen H, K und L). Am Tag —15 startete die T-Zellsuppression durch tagliche Gabe von CsA. Als
Spender-Antigen wurde den Tieren einen Tag spéater (Tag —15) MS Leberzellen intraportal in-
fundiert (vgl. 4.2.3.1), wobei die Lewis-Ratten zur Vermeidung der sofortigen Zerstérung der
xenogenen Zellen dekomplementiert wurden. Danach (Tag —13) erhielten die Tiere zur transien-
ten NK-Zell-Depletion das anti-Asialo GM1 Antiserum. Am Tag O wurde den Tieren heterotop
ein MS Herz transplantiert.
Um den Einfluss von T-Zell vermittelter AbstoBung zu vermeiden wurden die Tiere durch CsA T-
Zell-suppremiert. CsA ist ein Pilzmetabolit aus Tolypocladium inflatum Gams und bewirkt eine
selektive Inhibition der T-Zellen, insbesondere der T-Helferzellen ohne eine Myelosuppression
hervorzurufen (Borel et al., 1976; Kay and Benzie, 1984; Shevach, 1985).
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4.2.3.1 Infusion mit Donor-Antigen

In der Arbeitsgruppe von M. Waer wurde als Spender-Antigen eine Herzzellsuspension intrave-
nds verabreicht (Lin et al., 1998c). Die Vorversuche mit intravendser Applikation einer MS Le-
berzellsuspension fihrten zum Tod der Ratten kurz nach Injektion aufgrund von Lungenembolie
und Herzstillstand. Aus Allo- und Xenotransplantation ist bei Mausen und Ratten eine erhdhte
Uberlebenszeit von vaskularisierten und nicht vaskularisierten Transplantaten nach Spender-
spezifischer Immunisierung vor oder wahrend der Transplantation bekannt (Gorczynski et
al.,1994; Gorczynski et al., 1995; Jin et al., 1999). In vielen Untersuchungen wurde zudem fest-
gestellt, dass eine orale oder intraportale Administration von Antigen effektiver Toleranz indu-
ziert als die intravendse Gabe (Qian et al., 1985; Rao et al., 1988; Yoshimura et al., 1990; Yos-
hifumi et al., 1994; Morita et al., 1999; Morita et al., 2000). Die intraportale Gabe von Spender-
Alloantigen ruft zumeist keine Immunantwort hervor, wohingegen eine intravenése Applikation
eine Sensibilisierung des Empfangers zur Folge hat (Triger et al., 1973) oder sogar zur hyper-
akuten AbstoBung des Allotransplantats fihrt (Nakano et al., 1992). Die Ergebnisse sprechen
dafdr, dass eine bevorzugte Anreicherung von Spender-Antigen in der Leber eine einzigartige
Immunantwort gegen das Transplantat hervorruft (Nagano et al., 1993). Die Leber scheint also
bestimmte immunmodulatorische Funktionen zu besitzen, was zuerst von Chase und Sulzber-
ger nachgewiesen — man spricht auch von Chase-Sulzberger-Effekt - und spéater von Cantor
und Dumont bestatigt wurde (Sulzberger, 1930; Chase, 1946; Cantor und Dumont, 1967). Aus
diesem Grund und wegen der Ergebnisse bei intraventser Gabe wurde eine intraportale Infusi-
on der MS Leberzellen durchgeflhrt. Die Tiere vertrugen diese Art der Applikation von Spender-
Antigen gut, auch eine mehrmalige Gabe auf diese Weise war mdglich. Um die Zirkulation oder
Absiedelung der MS-Leberzellen nach intraportaler Infusion im Empféangerorganismus zu ana-
lysieren, wurde eine RT-PCR etabliert.

4.2.3.2 Uberpriifung der Zirkulation oder Absiedlung der Donor-Zellen

Da die zur Infusion von Donor-Antigen verwendete MS Leberzellsuspension neben T-Zellen
und B-Zellen auch Hepatozyten, Kupfer'sche Sternzellen und dendritische Zellen enthalt, die in
der Lage sind das Komplementprotein C3 zu synthetisieren, wurde eine speziesspezifische RT-
PCR auf C3 etabliert, um die MS Zellen nach Infusion in der Ratte zu verfolgen. Hierflir wurde
Gesamt-RNA aus Leber oder aus dem nach Serumgewinnung Ubrig gebliebenen Blutkuchen
gewonnen, durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und diese dann fiur eine PCR

auf Ratten oder MS C3 eingesetzt.
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Um aus frischer Leber Gesamt-RNA von guter Qualitat zu isolieren, musste die Leberzellsus-
pension vor der RNA-Isolation etwa 3 Stunden bei 4°C inkubiert werden. Wurde auf diesen In-
kubationsschritt verzichtet, war die gewonnene RNA stark degradiert. Dies kann damit zusam-
menhangen, dass wahrend der Zellpraparation durch Zerstérung einzelner Zellen auch RNAsen
freigesetzt wurden, die wahrend der Inkubationszeit ihre Aktivitat verlieren.

Der Besitz eines Poly-A-Schwanzes an eukaryonter RNA wurde bei der folgenden Reversen
Transkription zur Synthese von cDNA benutzt. Diese cDNA wurde dann in einer PCR mit den
als speziesspezifisch identifizierten Primerkombinationen MH67/MH69 bzw. MH64/MH66 zur
Amplifikation von DNA-Sequenzen aus der a-Kette von MS bzw. Ratten C3 eingesetzt.

Nach einmaliger intraportaler Infusion von MS Leberzellen konnte zu verschiedenen Zeitpunk-
ten in Leber oder Blut der Ratten mit der etablierten RT-PCR kein C3 vom Spender nachgewie-
sen werden. Dies kann an einer zu geringen Sensitivitdt der Methode liegen, die zudem durch
Gabe von Leflunomid noch weiter sank. Oder aber die Zellen sind nach Injektion in den Emp-
fanger nicht mehr in der Lage ihre RNA-Synthese aufrechtzuerhalten. Mit den konstruierten
Primern wére eine Analyse auf DNA-Ebene hinsichtlich des Verbleibes der infundierten Zellen

maglich.

4.2.3.3 Transplantatiiberleben nach Schema zur Induktion von Toleranz

Durch die Kombination von B-Zell- und T-Zellsupression, transienter Depletion der NK-Zellen
und Gabe von Donor-Antigen (Tab. 2, Gruppen H, K und L) wurde in dekomplementierten Lewis
Ratten ein verlangertes Transplantatiberleben von 78,6 Stunden erreicht (Gruppe H), wobei ein
Tier sogar 5 Tage lang ein funktionsfahiges MS Herz aufwies. Mit dem eingesetzten Regime
konnte das Transplantatiberleben im Vergleich zur Behandlung ohne Leberzellinfusion und
Depletion der NK-Zellen (Gruppe G, 47 Stunden) verdoppelt werden. Bemerkenswert ist, dass
in den Transplantaten in der Immunhistologie keine NK-Zellen zu finden sind. Die beobachtete
starke Infiltration mit Makrophagen liefert einen Hinweis auf eine (IgM-) und Komplement-
unabhangigen Aktivierung dieser Zellpopulation.

Die in die C6-defizienten PVG/C6- Ratten transplantierten MS Herzen (Gruppe L) wurden nach
33 Stunden abgesto3en, keines der Transplantate Uberlebte l&anger als 48 Stunden. Hier konnte
die bei Lewis Ratten der Gruppe H erzielte Verlangerung des Transplantatiberlebens nicht er-
reicht werden. Die Transplantate der PVG/C6- Tiere wiesen im Gegensatz zu denen der Lewis
Tiere (Gruppe H) in der Histologie C3-Ablagerungen auf. Dies wurde bereits in PVG/6- Tieren
ohne das Toleranz-induzierende Regime beobachtet (Gruppe I). Die Beteiligung der Aktivierung

der vorderen Abschnitte der Komplementkaskade in C6-defizienten Tieren an der Gewebs-
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schadigung des Xenotransplantats und dessen Abstof3ung wurde bereits gezeigt ( Brauer RB et
al.,1993).

Wurde hingegen das tolerogene Regime mit B- und T-Zellsuppression, NK-Zell-Depletion und
Donor-Antigengabe in PVG/C6- Ratten der Gruppe K durchgefuhrt, die im Gegensatz zu den
PVG/C6- Ratten der Gruppe L zum Zeitpunkt und nach der Transplantation wie die Lewis Rat-
ten der Gruppe H durch Gabe von CVF dekomplementiert wurden, konnte das Transplantat-
Uberleben auf durchschnittlich 103 Stunden erhéht werden. Immerhin 3 der 5 Tiere Uberlebten
ber 100 Stunden, ein Tier zeigte sogar ein Uberleben von mehr als 9 Tagen. Zwei dieser Tiere
starben mit palpatierbarem Herzschlag, so dass weniger die AbstoBungsreaktionen gegen das
,Fremdorgan® als vielmehr die Nebenwirkungen der immunsuppressiven Medikamentation, wie
Anamie mit sinkendem Hamatokrit-Wert, den Tod der Tiere verursachte.

Die immunhistologischen Untersuchungen ergaben im Gegensatz zu den Transplantaten der
PVG/C6- Ratten ohne zuséatzliche Dekomplementierung (Gruppe L) keine C3-Ablagerungen.
Unter Verwendung von C6- bzw. C9-spezifischen Antikérpern, die mit den entsprechenden
Komplementproteinen von Ratten kreuzreagieren (Baker et al., 1989), konnten C6- und C9-
Ablagerungen auf den abgestoBenen Transplantaten in den PVG/C6- Ratten ohne Behandlung
mit CVF (Gruppe L) im Gegensatz zu den Transplantaten aus den PVG/C6- Tieren mit zuséatzli-
cher Dekomplementierung durch CVF (Gruppe K) detektiert werden. Da der C6-Defekt in den
PVG/C6- Tieren vollstandig ist, wie im hamolytischen Test auch von anderen Arbeitsgruppen
bereits gezeigt wurde (Leenaerts et al., 1994; Lin et al., 1997b), haben die Empfénger diesen
Defekt mit Hilfe des Transplantats korrigieren kénnen. Durch Untersuchungen wurde belegt,
dass die Leber der Hauptsyntheseort fiir Komplementfaktoren ist. So konnte auch in PVG/C6-
Ratten nach Transplantation einer Leber aus Komplement-kompetenten PVG Ratten (PVG/C+)
innerhalb von 7 Tagen die C6-Defizienz korrigiert werden (Brauer et al., 1994). Aber es existie-
ren auch extrahepatische Quellen fir Komplementproteine. So konnte beispielsweise nach
Knochenmarkstransplantation von PVG/C+ auf PVG/C6- Ratten etwa 10% der in den Spendern
vorhandenen C6-Spiegel wiederhergestellt werden (Brauer et al., 1995). Eine Mdglichkeit der
C6-Korrektur nach Transplantation ist die Produktion von Komplementfaktoren durch das
Transplantat. Untersuchungen haben gezeigt, dass kultivierte Endothelzellen des Menschen in
der Lage sind, Komplement zu produzieren (Ueki et al., 1987; Warren et al., 1987). Auch der
Komplementfaktor C6 wird in vitro von humanen Endothelzellen der Umbelikalvene (HUVEC:
human umbilical vein endothelial cells) gebildet (Lin et al., 1997b). Die in dieser Arbeit bereits
getroffene Hypothese fir das konkordante Hamster/Ratte Modell, dass der C6-Defekt in PVG
Ratten durch das Transplantat ausgeglichen werden kann, wird durch unsere Arbeit im diskor-

danten System bestatigt.
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Durch Gabe von CVF nach Transplantation des MS Herzens in PVG/C6- Ratten wurden diese
C6 und C9 Ablagerungen nicht beobachtet und ein verlédngertes Transplantatiberleben beo-
bachtet.

4.2.3.4 Analyse der XNA und der zirkulierenden B-Zellen unter dem zur Induktion

von Toleranz eingesetzten Behandlungsschema

Zur Uberpriiffung der Effektivitat der B-Zellsuppression durch Splenektomie und Leflunomid
auch nach Infusion mit Spender-Antigen wurden die XNA aus dem Serum der Tiere aus den
Gruppen H, K und L zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Wahrend die Infusion mit MS Le-
berzellen in nicht immunsupprimierten Tieren (Gruppe M) zu einen starken Anstieg der XNA
sowohl vom IgM- und etwas verzdgert auch vom IgG-Isotyp- bewirkten, fuhrte die wahrend des
Regimes zur Induktion von B- und NK-Zell-Toleranz eingesetzte Immunsuppression auch unter
Donor-Antigengabe zur effektiven Reduktion der zirkulierenden Antikérper und inhibierte zudem
auch die Bildung induzierter Antikbrper gegen MS Antigene.

Das zur B-Zellsuppression eingesetzte Leflunomid hemmt die T-Zell-unabh&ngige Bildung von
XNA des IgM-Isotyps vor allem durch Reduktion von CD5+ B-Lymphozyten (Lin et al., 1998a)
und blockiert zudem die Induktion solcher Antigene durch die Inhibition der Expression indu-
zierbarer Antigene wie E- und P-Selektin (Lin et al., 1998b). Der Anteil von B-Zellen (CD45+)
und insbesondere von CD5+ positive B-Zellen (CD45+ CD5+) innerhalb der Lymphozyten wur-
de bei Lewis (Gruppe O) und PVG/C6- Ratten (Gruppe P) durchfluBzytometrisch analysiert. Die
Tiere hatten wie die Tiere der Gruppen H (Lewis) und M (PVG/C6-) eine Kombination aus Sple-
nektomie, B- und T-Zellsuppression, Depletion der NK-Zellen durch anti-asialo GM1 sowie eine
Infusion mit MS Leberzellen erhalten (vgl. Tab. 3, S. 76).

Vor Behandlungsbeginn wiesen beide Rattenstdmme gleich viele B-Zellen (CD45) im periphe-
ren Blut auf (15%). Durch Splenektomie und téagliche Gabe des B-Zellsuppressivums Lefluno-
mid kam es zu einer Zunahme der zirkulierenden B-Zellen innerhalb der Lymphozyten, die bei
den PVG/C6- Ratten signifikant war. Dies kann durch Entfernen des lymphatischen Organs Milz
erklart werden, in das die B-Zellen aus dem Knochenmark einwandern. Die bei PVG/C6- Ratten
beobachtete starkere Zunahme der B-Zellen im Vergleich zu den Lewis Tieren kénnte auf einer
gréBeren Rolle der Milz bei diesem Rattenstamm beruhen. Auf der anderen Seite besteht auch
die Moglichkeit, dass der beobachtete Anstieg der zirkulierenden B-Zellen innerhalb der Lym-
phozyten auch auf eine gréBere Sensitivitat der restlichen Zellen gegenlber der Immunsup-
pression beruht und es dadurch zu einer scheinbaren Zunahme von B-Zellen kommt. Durch
Fortsetzung der Immunsuppression, jetzt auch mit taglicher Gabe von CsA, und trotz Spender-
Antigengabe sank der prozentuale Anteil der B-Zellen innerhalb der Lymphozyten beider Rat-

tenstdmme, wobei die Reduktion bei den PVG/C6- Ratten verzdgert und nicht so effektiv ausfiel
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wie bei den Lewis Tieren. So waren bei den Lewis Tieren etwa 4 Wochen nach Behandlungs-
beginn die B-Zellen um etwa die Hélfte signifikant reduziert, wahrend bei den PVG/C6 Ratten
gerade der Ausgangswert wieder erreicht wurde.

Hinsichtlich der CD5+ B-Zellen gab es zwischen den beiden Rattenstdmmen signifikante Unter-
schiede. Vor Behandlungsbeginn konnten bei PVG/C6- Ratten etwa doppelt so viele CD5+ B-
Zellen detektiert werden wie bei den Lewis Tieren, was mit der Beobachtung einer durchschnitt-
lich héheren OD im XNA-ELISA bei Seren von PVG/C6- Tieren Ubereinstimmt. Durch Splenek-
tomie und tagliche Gabe von Leflunomid sank der Anteil der CD5+ B-Zellen bei beiden Grup-
pen. Dieser Trend zeigte allerdings keine Signifikanz. Wahrend der immunsuppressiven Be-
handlung bis zum Tag 10 sanken die CD5+ B-Zellen bei beiden Rattenstimme signifikant um
etwa 70 bis 76% bezlglich ihres Ausgangswertes ab. Ob das Vorhandensein eines Xe-
notransplantates — das ja bei den Tieren der Gruppen H und M am Tag 0 eingesetzt wurde-
einen Einfluss auf die B-Zell-Spiegel im Serum durch das immunsuppressive Schema hat,
konnte in diesem Versuchsansatz nicht geklart werden

Lin et al. (1999) stellten durch eine 4-wdchige Gabe des B-Zellsuppressivums Leflunomid eine
Reduktion der CD5+B-Zellen von etwa 3,8 % auf 0,5%, also um etwa 85% bei Nacktratten fest.
In PVG/C6-Ratten erzielten sie ebenfalls nach 4-wéchiger Behandlung mit Leflunomid bzw.
Leflunomid in Kombination mit CsA mit anschlieBender Transplantation eine Reduktion der

CD5+ B-Zellen um 70 bis 80% (Lin et al., 1998a), was mit unseren Werten vergleichbar ist.

4.2.3.5 Analyse der NK-Zellen unter dem zur Induktion von Toleranz eingesetzten

Behandlungsschema
Zur Induktion von spezifischer NK-Zell-Toleranz wurde eine transiente NK-Zell-Depletion mit
dem anti-asialo GM1 (ASGM1) Serum durchgefihrt. Das Antiserum ASGM1 eliminiert in Anwe-
senheit von Komplement in vitro und in vivo selektiv die NK-Zellen (Kumagai et al., 1982; Kasai
et al., 1981). Da es auch in C6 defizienten PVG/C6 Ratten eingesetzt werden sollte, wurde in
diesem Fall zur Vervollstandigung des Komplementsystems zusammen mit MS Serum appli-
ziert, um die Depletion der NK-Zellen zu gewéhrleisten. Wir haben MS Serum und nicht Ratten-
serum gewdhlt, um einen weiteren Antigenschub in den Tieren zusétzlich zur Infusion mit MS
Leberzellen zu leisten. Die Depletion der NK-Zellen und die Kinetik ihres Wiederauftretens wur-
den durchfluBzytometrisch verfolgt bei den Lewis (Gruppe O) und PVG/C6-Ratten (Gruppe P),
die analog zu den Tieren der Gruppen H und L behandelt worden waren. Auffallend war zu-
nachst bei unbehandelten Tieren, dass PVG/C6- Ratten etwa doppelt so viele NK-Zellen im
peripheren Blut aufwiesen wie Lewis Ratten. Eine mdgliche Erklarung ist, dass als Ausgleich

zum C6-Defekt ein anderer Mechanismus der natirlichen Abwehr kompensatorisch verstérkt ist.
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So besitzen auch T-Zell defiziente Nacktratten einen etwa 3 bis 5 mal héheren NK-Zell-Anteil
als euthymische Ratten (Reynolds et al., 1982).

Alleine durch Splenektomie und tagliche Gabe von Leflunomid sanken die NK-Zellen bei den
PVG/C6- Ratten signifikant um etwa 77%. Bei den Lewis Tieren fiel die Reduktion geringer aus.
Eine mdgliche Erklarung ist, dass die Milz an der Reifung der aus dem Knochenmark abstam-
menden NK-Zellen beteiligt ist und bei den PVG/C6- Tieren eventuell eine gréBere Rolle spielt.
Zum anderen wirkt Leflunomid als de-novo-Pyrimidin-Synthese-Inhibitor auf die Produktion aller
Zellen einschlieBlich NK-Zellen und die bei PVG/C6- Ratten vorhandenen NK-Zellen sind
sensibler gegenlber dieser Substanz.

Zwei Tage nach Gabe des ASGM1 Antiserums waren bei beiden Gruppen die NK-Zellen um
100% (Lewis) bzw. 98% (PVG/C6-) signifikant reduziert. Lin et al. (1997a) beobachteten inner-
halb von 24 Stunden nach Injektion des anti-ASGM1 Serums eine NK-Zell-Depletion unter 7%
und nach weiteren 48 Stunden eine totale Depletion in Nacktratten, die zudem noch einen 3- bis
5-fach héheren NK-Zell-Anteil im Vergleich zu euthymischen Ratten besitzen (Reynolds et al.,
1982). Es ist durchaus méglich, dass bei den von uns eingesetzten PVG/C6- Tieren bereits die
héchste Reduktion der NK-Zellen am Tag 2 nach Gabe des ASGM1 Serums Uberschritten war.
Eine weitere Moglichkeit ware die unvollstandige Depletion der vom mAk 3.2.3 detektierten Zel-
len. Im Gegensatz zu Lin et al. (1997a) wurde in dieser Arbeit ein anderer Antikdrper (mAk
3.2.3, Chambers et al.,1989) zur Detektion eingesetzt, als das den Oberflachenrezeptor
ASGM1 von NK-Zellen erkennende Antiserum zur Depletion. Die Epitope der beiden Antikdrper
sind auf NK-Zellen und auch auf zytotoxischen T-Zellen exprimiert (Stitz et al., 1986). Dies kann
bedeuten, dass nach Farbung der Zellen mit mAk 3.2.3 die zytotoxischen T-Zellen der PVG/C6-
Ratten einen Hintergrund trotz vollst&dndiger Depletion der NK-Zellen bei der durchfluBzyto-
metrischen Analyse verursachen.

Die Uberpriifung der NK-Zellzahl im peripheren Blut ergab eine stetige Zunahme ab Tag —3 vor
der Herztransplantation wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums, bis am Tag +10 die
Werte nach Splenektomie und 6-tagiger Behandlung mit Leflunomid (Tag —15) erreicht waren.
Die NK-Zellen regenerierten sich also nach Depletion wieder, wanderten aber wie die histologi-
schen Untersuchungen der abgestoBenen Transplantate zeigten nicht in das MS Organ ein. Um
die eventuell entstandene Toleranz der NK-Zellen gegen MS Gewebe zu analysieren, wurde mit
diesen wieder regenerierten NK-Zellen ein Zytotoxizitatstest durchgefihrt.

Zytotoxizitatstests werden h&ufig eingesetzt, um die lytische Aktivitat von NK-Zellen gegen ver-
schiedene Zielzellen zu evaluieren. Obwohl neuere Methoden zur Bestimmung der lytischen
Aktivitat beschrieben sind (Blomberg et al., 1986; Horan und Kappler, 1977; Papa et al., 1988;
Vargas-Cortes et al., 1983), wird als Standardtest immer noch die Freisetzung von radioaktivem
Chrom (°'Cr) in den Zellkulturiiberstand als Marker fir die Aktivitat der NK-Zellen herangezogen

(Brunner et al., 1968). °'Cr ist ein Radiosiotop, das bei Zerfall zur Freisetzung von y-Strahlen mit
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einer Energie von 0,323 MeV und von B-Strahlung mit einer Energie von 0,01 MeV fuhrt (Levi,
1963). Dadurch kann die Freisetzung des Radioisotops innerhalb einer bestimmten Zeit als
MaR fur die Anzahl der von NK-Zellen lysierten, mit Cr°' markierten Zielzellen herangezogen
werden.

Als Zielzellen wurden zum einen zur Kontrolle der NK-Zellaktivitdt die Mausmyelom Zelllinie
YAC1 und zur Uberpriifung der speziesspezifischen Lyse von Zielzellen mit Concanavalin A
(Con A) stimulierte MS- und Maus Lymphoblasten verwendet. Con A ist ein Lektin aus der
Schwertbohne Canavalia ensiformis, das speziell an D-Mannosyl- und D-Glucosyl Reste von
Glykolipiden und —proteinen bindet und als polyklonales Mitogen T-Lymphozyten zur Proliferati-
on anregt. Diese Proliferation kann durch den Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin ana-
lysiert werden. In Vorversuchen wurden so die zur Proliferation von T-Lymphozyten aus der
Milz von MS geeignete Con A-Konzentration und Inkubationsdauer Uberprift. Dabei erwiesen
sich die in Vorversuchen im MikrotitermaBBstab als optimal bestimmten Con A-Konzentrationen
fur die Stimulation einer gréBeren Zellmenge in entsprechend mehr Medium in Zellkulturfla-
schen als ungeeignet. Dies kann auf die unterschiedliche Dichte der Zellen und somit verander-
te Zell-Zell-Kontakte zurlickgefihrt werden.

Wurden die regenerierten NK-Zellen aus den Lewis Ratten (Gruppe O) und PVG/C6- Ratten
(Gruppe P), die analog zu den Tieren der Gruppen H und K behandelt worden waren, in einem
Zytotoxizitatstest gegentber den 3 verschiedenen Zielzellen (YAC1, Con A stimulierte MS und
Maus Lymphoblasten) eingesetzt, konnte bei den PVG/C6- Tieren neben der Lyse der YAC1-
Zellen eine signifikant héhere Lyse der MS Blasten im Vergleich zu den Maus Blasten festge-
stellt werden. Bei den Lewis Tieren zeigten sich diese Unterschiede aufgrund der geringen Fall-
zahl nicht. Der bei den PVG/C6- Ratten gewonnene Befund spricht flur eine NK-Zell-Toleranz
gegen MS Zellen, wenn man in Betracht zieht, dass unter demselben Regime ohne NK-Zell-
Depletion eine héhere Lyse der MS Blasten als der Maus Blasten festgestellt wurde. Diese Kon-
trolle wurde bisher jedoch nur an einem Tier durchgefiihrt und bedarf weiterer Versuche, um
diese Hypothese zu bestétigen.

Wie oben schon erwahnt deuten die Ergebnisse des Chromfreisetzungstests in Verbindung mit
der Kinetik der NK-Zellen nach transienter Depletion und der Immunhistologie deuten auf eine
NK-Zell-Toleranz gegenitber MS Gewebe hin. Nach transienter Depletion regenerieren sich die
NK-Zellen wieder, wandern aber nicht in das Transplantat ein und zeigen zudem im Zytotoxizi-
tatstest eine geringere Aktivitdt gegen MS-Blasten als gegen Maus Blasten, d.h. die verminder-
te Reaktivitat der NK-Zellen reicht aus, eine Einwanderung in das Transplantat zu verhindern.
Wéhrend der Regenerationsphase treffen die NK-Zellen auf Spender-Antigen, erkennen es
moglicherweise als selbst und zeigen gegenuber dem Spender eine reduzierte lytische Aktivitat.
Die von der Arbeitsgruppe M. Waer gezeigte, vollstandig reduzierte NK-Zell-Aktivitdt gegen Do-

norzellen unter einem &hnlichen Toleranz induzierendem Regime im konkordanten oder semi-
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diskordanten Hamster/Ratte Modell (Lin et al., 1998b; Ji et al., 1999, Xia et al., 2000) konnte in
der diskordanten Situation MS/Ratte nicht nachvollzogen werden.

In der gleichen Arbeitsgruppe wurde das von ihnen im konkordanten und semikonkordanten
Hamster/Ratte Modell entwickelte tolerogene Regime auch auf die diskordante Situation
MS/Ratte Ubertragen (Xia et al., 2000), allerdings ohne Erfolg. Die regenerierten NK-Zellen sind
in der Immunbhistologie des abgestoBenen Transplantats zu finden und zeigen eine Zytotxozitat
gegenlber mit Con A stimulierten MS Blasten. Wahrend Xia et al. (2000) als Spender-Antigen
1,5 ml heparinisiertes MS-Vollblut intravends injizierten, haben wir Leberzellen tber die Pforta-
der injiziert. Wie bereits erwahnt, ist aus der Allotransplantation die tolerogene Potenz der Leber
bekannt (Kamada et al., 1981). Eine wahrscheinliche Ursache ist, dass das Organ eine potente
h&matopoetische Aktivitat besitzt und Uber eine groBe Anzahl potentiell tolerogener, Antigen-
prasentierender Zellen, insbesondere dendritische Zellen verfiigt (Thomson und Lu, 1999).

4.3 Ausblick

In weiteren Untersuchungen gilt es zu prifen, ob die Herkunft und Applikationsweise des Spen-
der-Antigens Auswirkungen auf das zytotoxische Verhalten von regenerierten NK-Zellen hat.
Dazu sollen die bisher verwendeten Antigenquellen wie Herzzellen, Vollblut oder Leberzellen
sowohl intravends als auch intraportal injiziert werden. In der Folge soll analysiert werden, wel-
che Zellpopulation zur Induktion von NK-Zell-Toleranz essentiell ist.

In allen bisher durchgefihrten diskordanten Transplantationsexperimenten wurde trotz Kom-
plementdepletion, B-, T- und NK-Zell-Inhibition eine unveranderte Infiltration mit Makrophagen
gefunden. Die Rolle der Makrophagen bei der Absto3ung kann durch temporére Depletion mit
in Liposomen eingekapseltem Clodronat (Dichloromethylen-Biphosphonat, Lip-CI2MBP) analy-
siert werden. Im Gegensatz zu dem ebenfalls zur Blockade der Phagozytose durch Makropha-
gen eingesetztem Gadoliniumchlorid (Lazar, 1993; Hardonk et al., 1992; Ruttinger et al., 1996)
fuhrt Lip-CI2MBP zu einer Inhibition der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNFo.
(Brisseau et al., 1994; van Rooijen und Sanders, 1997). Durch eine einmalige intravendse Injek-
tion dieser Substanz kénnen die ortsstdndigen Makrophagen der Milz, der Leber und der me-
senterischen Lymphknoten innerhalb von 48 Stunden depletiert werden, wobei eine Repopula-
tion nach 5 bis 7 Tagen stattfindet (van Rooijen et al., 1990). Der Einsatz von Clodronat im kon-
kordanten Hamster/Ratte Modell in Kombination mit T-Zellsuppression fuhrte zur Verlangerung
der Transplantatiberlebensdauer und zu einer deutlichen Verbesserung des morphologischen
Zustandes des Transplantates (Takayama et al, 2000). Auch im diskordanten Modell
MS/PVG/C6- Ratte wurde die Substanz erfolgreich zur Verlangerung des Transplantatiberle-
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bens eingesetzt (Wu et al., 2000). Bisher wurde allerdings noch nicht untersucht, welchen Ein-
fluss eine Kombination aus Makrophagen und NK-Zell-Depletion auf das Transplantat hat.

Nicht zuletzt ist noch zu analysieren, ob auch in der diskordanten Situation die Induktion ,pro-
tektiver” Gene wie A20, Bcl-2, Bcl-X. oder HO-1 auf den Endothelien des Transplantats durch
Einsatz eines immunsuppressiven Behandlungsschemas maéglich ist. Dadurch wéren die Endo-
thelzellen vor einer Aktivierung geschiitzt und es kdme zum Zustand der Akkomodation, in dem
das Xenotransplantat trotz vorhandener Antikérper und Komplementproteine nicht abgestof3en
wird.

Wird durch weitere Verdnderung des immunsuppressiven Regimes eine weitere Verlangerung
der Transplantatfunktion erzielt, kann dieses Behandlungsschema auch bei der orthotopen Le-
bertransplantation angewendet und in der Folge die physiologischen Kompatibilitdten im
MS/Ratte Modell nach Xenotranplantation analysiert werden.
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6. Anhang

6.1 Sequenzen der Primer zum Amplifizieren der scFvs

Nummer Bezeichnung | Sequenz bp-Position | Bemerkung
JK 61 Seq pelB 5- ATG AAATAC |40-62 sense Sequenzierprimer flr
CTATTG CCT pHENT;
ACG GC-3 setzt im pelB leader auf
JK77 Seqc-myc |5-CAT TGC GGC reverser Sequenzierprimer fir
CCC ATT CA-3 pHENT1;
setzt im myc-taq auf, liestin V_
Kette
JK 52 Seq 5-TTA CGC CAA |2228-2247 |sense Sequenzierprimer fur
pCANTAB |GCT TTG GAG pCANTABG6
CC-3
AW1 Seq glll 5-GAATTT TCT | 2404-2420 |reverser Sequenzierprimer fir

GTATGA GG-3’

pCANTABS:;

setzt am Anfang des gene Il auf
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6.2 Sequenzen der Primer fir RT-PCR auf Ratten bzw. MS C3

Nummer Sequenz bp-Position | Bemerkung

MH64 5-CAC CCT CAT CAT CTA CCT |4367-4386 |sense Primer fir Ratten C3
AG-3

MH65 5GGT CTACTC CTACTA CAA  |4475-4494 | sense Primer fur Ratten C3
TC-3

MH66 5-GCT GAT GAACCT TCG TTC |4781-4798 |reverser Primer flr Ratten C3
C-3

MH67 5-CAT CTA CCT GGA CAA GGT |4374-4394 |sense Primer fir MS C3
CTC-3

MH68 5-CTG CCA CAA GGACTT GTG |4554-4572 |sense Primer fir MS C3
C-3

MH69 5-CCATGT TCT CTG TGA AAG [4986-5005 |reverser Primer fur MS C3
TG-3

MH70 5-GAT GTG GCT GAT GAATCT [4781-4800 |reverser Primer fur MS C3

GC-5
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6.3 DNA Sequenzen der scFvs gegen MS C5 (B3, H10, F11 und H10) und gegen
MS C5a (D10)
6.3.1 Schwere Ketten

10 20 30 40 50
B8 - - CAAGT GAAGCTGGTG GAGTCTGGGG GAGGCTTAGT 35
E10 ---------- ----- GAGGT CCAGCTGCAG CAGTCTGGGG CTGAGCTGGT 35
FI1 oo - CAGGT CCAGCTGCAG CAGTCTGGGG CAGAGGTTGT 35
H10 ---------- -————- GAGGT GAAGCTGGTG GAATCTGGGG GAGGCTTAGT 35

D10 CAGCCGGCCA TGGCCGAGGT TCAGCTTCAG CAGTCTGGGG CTGCGCTGGC 50

60 70 80 90 100
B3 GCAGCCTGGA GGGTCCCTGA AACTCTCCTG TGCAGCCTCT GGATTCACTT 85

E10 GAGGTCTGGG GCCTCAGTGA AGATGTCCTG CAAGGCTTCT GGCTACACAT 85
F11  GAAGCCAGGG GCCTCARTCA GGTTGTCCTG CACAGCTTCT GGCCTCGATA 85
H10 GCAGCCTGGA GGGTCCCGGA AACTCTCCTG TGCAGCCTCT GGATTCACTC 85

D10 AAGACCTGGG GCTTCAGTGA AGCTGTCCTG CAGGGCCTCT GGCTACACCT 100

110 120 130 140 150
B3 TCAGT AGTTA TGGCATGTCT TGGTTTCGCC AGACTCCAGA CAAGAGGCTG 135

E10 TTGCC AGGTA CAATGTCCAT TGGGTAAAAC AGACACCTGG ACAGGGCCTG 135
F11  TTAAA GACAC CTATATGCAC TGGGTGAGGC AGAGGCCTGA ACAGGGCCTG 135
H10 TCAGT AACTT TGGAATGCAC TGGGTTCGTC AGGCTCCAGA GAAGGGGCTG 135

D10 TTAGT AGTTA TTGGCTGCAG TGGGTAAAAC AGAGGCCTGG ACAGGGTCTG 150

CDR1
160 170 180 190 200
B3 GAATTGGTCT CA ACCATTAA TAGTAATGGT GGTAGCACCT ATTATGCAGA 185
E10 GAATGGATTG GA TATATTTA TCCTAGAGAC GGTGATACTA ACTACAATCA 185
F11  GAGTGGATTG GA ATGATTGA TCCTGCGAAT GGTTATACTA AATATGACCC 185

H10 GAGTGGGTCG CG TACATGAG TAGTGCCGGT AGTACCATCT ACTATGCAGA 185

D10 GAATGGATTG GG GCTTTTTA TCCTGGAGAT GGTGATACTC GCTATAATCA 200
CDR2



Anhang 182

210 220 230 240 250
B3 CAGTGTGAAG GGC CGATTCA CCATCTCCAG AGACAGTGCC AAGAACACCC 235

E10 GAAGTTCAAG GGC AAGGCCA CATTGACTGC AGACACATCC TCCAGCACAG 235
F11 GAAGTTCCAG GGC AAGGCCA CTATAATAGC AGACACATTT TCAGTAAAGT 235
H10 CACAGTGAAG GGC CGATTCA CCATCTCCAG AGACGTTCCC AAGAACGCCC 235

D10 GAAGTTCAAG GGC AAGGCCA CAATGACTGC AGATAAATCC TCCACTACAG 250

260 270 280 290 300
B3 TGTACCTGCA AATGAGCAGT CTGAAGTCGG AGGACACAGC CATGTATTAC 285

E10 CCTACATGCA GATCAGCAGC CTGACATCTG AAGACTCTGC GGTCTATTTC 285
F11 CCTACCTGCA GCTCAGCAGC CGGACATCTG AGGACACTGC CGTCTATTAC 285
H10 TGTTCCTGCA AATGACCAGT CTAAGGTCTG AGGACACGGC CATATATTTC 285

D10 CCTACATGCA ACTCACCATC TTGTCATCTG AGGACTCTGC GGTCTATTAC 300

310 320 330 340 350
B3 TGTGTAAGA G AAAAGGGGTT ACGAAGGTTT GCTTACTGGG GCCAAGGGAC 335

E10 TGTACAAGA T CAAGGGATGC TTATTACGTA GGGGCTATGG ACTTCTGGGG 335
F11 TGTGCTAGCG AGGCTCCCCA TGCTATGGAC TTCTGGGGTC ATGGAACCTC 335
H10 TGTGCAAGA A ACTACGGTAG TAGACCCTGG TTTCCTTACT GGGGCCAAGG 335

D10 TGTGCAAGAT ATGGTGACTA CCTCTATGGT ATGGACTACT GGGGTCAAGG 350

CDR3
360 370 380
B3 TCTGGTCACT GTCTCTGCAG GT 357
E10 TCAAGGAACC TCAGTCACCG TCTCCTCAGG T 366
F11  AGTCACCGTC TCCTCAGGT 354
H10 GACTCTGGTC ACTGTCTCTGC AGGT 360

D10 AACCTCAGTC ACCGTCTCCT CAGGT 375



Anhang 183

6.3.2 Leichte Ketten

10 20 30 40 50
B3 GACATTGTGC TGACACAGTC TCCATCCTCC CTGACTGTGA CAGCAGGAGA 50

E10 GACATTGTAA TGACACAGTC TCAAAAATTC ATGTCCACAT CAGTAGGAGA 50
F11  GACATTGTGA TGACACAGTC TCAAAAATTC ATGTCCACAT CAGTAGGAGA 50
H10 GACATTGTGA TGACACAGAC TCAAAAATTC ATGTCCACAT CAGTAGGAGA 50

D10 GATGTTGTGA TGACCCAGAC TCCACTCTCC CTGCCTGTCA GTCTTGGAGA 50

60 70 80 90 100
B3 GAAGGTCACT ATGAGCTGCA AGTCCAGTCA GAGTCTGTTA AACAGTGGAA 100
E10 CAGGGTCAGC GTCACCTGCA AGGCCAGTCA GAATGTGGGT ACTAATGTAG 100
F11  CAGGGTCAGC GTCACCTGCA AGGCCAGTCA GAATGTGGGT ACTAATGTAG 100
H10 CAGGGTCAGC GTCACCTGCA AGGCCAGTCA GAATGTGGGT ACTAATGTAG 100

D10 TCAAGCCTCC ATCTCTTGC A GATCTAGTCA GAGCCTTGTA CACAGTAATG 100

CDR1

110 120 130 140 150
B3 ATCAAAAGAA CTACTTGACC TGGTACCAGC AGAAACCAGG GCAGCCTCCT 150
E10 CCTGGTATCA ACAGAAACCA GGGCAATCTC CTAAAGCACT GATTTACTCG 150
F11  CCTGGTATCA ACAGAAACCA GGGCAATCTC CTAAACCACT GATTTACTCG 150
H10 CCTGGTATCA ACAGAAACCA GGGCAATCTC CTAAAGCACT GATTTACTCG 150
D10 GAAACACCTA TTTACATTGG TACCTGCAGA AGCCAGGCCA GTCTCCAAAG 150

160 170 180 190 200

B3 AAACTGTTGA TCTACTGGGC ATCCACTAGG GAATCTGGGG TCCCTGATCG 200
E10 GCATCCTACC GGTACAGTGG AGTCCCTGAT CGCTTCACAG GCAGTGGATC 200
F11 GCATCCTACC GGTACAGTGG AGTCCCTGAT CGCTTCACAG GCAGTGGATC 200
H10 GCATCCTACC GGTACAGTGG AGTCCCTGAT CGCTTCACAG GCAGTGGATC 200

D10 CTCCTGATCT ACAAAGTTTC CAACCGATTT TCTGGGGTCC CAGACAGGTT 200
CDR2



Anhang 184

210 220 230 240 250
B3 CTTCACAGGC AGTGGATCTG GAACAGATTT CACTCTCACC ATCAGCAGTG 250

E10 TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAA TGTGCAGTCT GAAGACTTGG 250
F11  TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAA TGTGCAGTCT GAAGACTTGG 250
H10 TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAA TGTGCAGTCT GAAGACCTGG 250

D10 CAGTGGCAGT GGATCAGGGA CAGATTTCAC ACTCAAGATC AGCAGAGTGG 250

260 270 280 290 300
B3 TGCAGGCTGA AGACCTGGCA GTTTATTACT GTCAGAATGA TTATAGTTAT 300

E10 CAGAGTACCT CTGTCAGCAA TATAACAGCT ATCCGTACAC GTTCGGAGGG 300
F11  CAGAGTATTT CTGTCAGCAA TATAGCAGCT ATCCTCTCAC GTTCGGCTCG 300
H10 CAGAGTATTT CTGTCAGCAA TATAACAGCT ATCCTCTCAC GTTCGGCTCG 300

D10 AGGCTGAGGA TCTGGGAGTT TATTTCTGCT CTCAAAGTAC ACATGTTCCG 300

CDR3
310 320 330 340
B3 CCATTCACGT TCGGCTCGGG GACAAAGTTG GAAATAAAAC GT 342
E10 GGGACCAATC TGGAGCTGAA ACGT 324
F11  GGGACAAAGT TGGAAATANA ACGT 324
H10 GGGACAAAGT TGGAAATAAA ACGT 324

D10 TGGACGTTCG GTGGAGGCAC CAAGCTGGAA ATCAAACGT 339
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