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1 Einleitung

1.1 Graft-versus-Host Erkrankung

Seit 1975 hat die Zahl der allogenen Stammzelltransplantationen kontinuierlich
zugenommen (Thomas et a., 1975). Hamatopoetische Stammzellen werden aus dem
Knochenmark (Knochenmarkstammzellen) oder aus dem peripheren Blut (periphere
Blutstammzellen) gesunder Spender gewonnen. Stammzelltransplantationen stellen eine
wichtige therapeutische Option fir viele Patienten mit malignen Erkrankungen (Akute
oder Chronische Leukdmien, Lymphome) und mit nicht-malignen Erkrankungen des
hadmatopoetischen Systems (Thalasséamie, Aplastische Anamie) dar. Derzeit wird in
klinischen Studien untersucht, ob Patienten mit bestimmten Autoimmunerkrankungen
(Systemischer Lupus erythemathodes) oder Patienten mit bestimmten soliden Tumoren

(Mammakarzinom, Ovarialkarzinom) ebenfalls von dieser Therapie profitieren kénnen.

Die akute und chronische Transplantat-gegen-Empfanger Erkrankung (engl. “Graft-
versus-Host Disease”, GvHD) ist eine lebensbedrohliche Komplikation nach allogener
Strammzelltransplantation von Geschwisterspendern oder von  nichtverwandten
Spendern. Sowohl die akute as auch die chronische GvHD ist eine T-Zell-vermittelte
Reaktion gegen Zielgewebe des Empféngers (Berger et al., 1994; Korngold and Sprent,
1987a). Préferentiell sind die Zielorgane Darm, Haut und Leber betroffen. Die
individuelle immunologische Identitét wird in Form von Oberfl&chenproteinen, den
Haupthistokompatibilitétsantigenen (engl. “Major histocompatibility complex”, MHC)
und den Nebenhistokompatibilitdsantigenen (engl. “Minor histocompatibility antigens’,
MiHA) zum Ausdruck gebracht. Beim Menschen wird MHC synonym fur HLA (engl.
“Human leukocyte antigen”) verwandt. Transplantationsrelevante Loci sind dabel HLA-
A, HLA-B und HLA-DRBL1. Die akute GvHD wird durch immunkompetente T-Zellen
des Spenders im Transplantat initiiert, die die Zelloberflachenantigene des Empfangers
as fremd erkennen. Diese T-Zellen werden aktiviert und reagieren darauf mit klonaler

Expansion. Zum klinischen Erscheinungsbild der akuten GvHD kommt es schliefdich
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innerhalb der ersten 100 Tage nach Transplantation durch Spender T-Zellen, die
Epithelien des Empféngers in der Epidermis, den intrahepatischen Gallengangen, sowie
im Darm zerstoren.

Im Gegensatz zur akuten Form der GVHD imponiert die chronische Variante als ein

autoimmunahnliches Syndrom, das nach Tag 100 nach Transplantation auftritt.

Bereits 1966 beschrieb Billingham in seinen “Harvey lectures’ die Voraussetzungen zur
Entwicklung einer Transplantat-gegen-Empfanger Erkrankung (Graft-versus-Host
Disease, GvHD): Das Transplantat muf3 immunkompetente Zellen enthalten, der
Empfanger muld dem Transplantat als fremd erscheinen, und dem Empfanger mul3 es
unmoglich sein, eine ausreichende Reaktion zur Zerstérung der transplantierten Zellen
auszul6sen (Billingham, 1966).

Zusatzliche Faktoren, die fur die Aktivierung und Proliferation von T-Zellen eine Rolle
spielen sind die Grunderkrankung des Empféngers, vorausgegangene Infektionen
(speziell CMV-Infektionen) und die Konditionierung (Strahlendosis, Art und Dosis
angewandter Chemotherapeutika) . Sie fihren zu proinflammatorischen Veranderungen
der Endothel- und Epithelzellen mit erhdhter Ausschittung von Zytokinen (TNF-a,

Interleukin-1) und vermehrter Expression von Adhasionsmolekiilen.

Ein Ziel der Forschung ist es deshab seit langem, eine effektive Prophylaxe fur die
GVvHD zu entwickeln, die solange angewendet werden soll, bissich eine T-Zell Toleranz
eingestellt  hat. Nach  Stammzelltransplantation ~ von  HLA-identischen
Geschwisterspendern entwickelten 13% der transplantierten Kinder unter 10 Jahren,
28% der Jugendlichen zwischen 10 und 19 Jahren und 42 bis 46% der Erwachsenen
eine chronische GvHD (Klingebiel and Schlegel, 1998). Balduzzi untersuchte 88 Kinder
(Balduzzi et al., 1995) die Stammzellen von nichtverwandten Spendern erhielten. 46
Patienten erhielten Transplantate von HLA-identischen Spendern, und 42 Patienten
erhielten Transplantate mit inkompatiblen Nebenhistokompatibilitatsantigenen (MiHA).
Die Inzidenz von akuter GvHD betrug in dieser Serie 83% in der HLA-identischen
Gruppe und 98% in der MiHA-inkompatiblen Gruppe. 60% der Kinder entwickelten
eine chronische GvHD. Eine Untersuchung des IBMTR (International Bone Marrow

Transplant Registry) an 6691 Patienten, die zwei Jahre nach allogener
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Knochenmarktransplantation lebten und kein Rezidiv entwickelt hatten, ergab, dal3 25%
eine akute GvHD und 43% eine chronische GvHD ausgebildet hatten. Insgesamt war die
chronische GvHD mit 31% die zweithédufigste Todesursache nach Rezidiven bei den
Langzeittiberlebenden, dieim Mittel 80 Monate beobachtet wurden (Socie et al., 1999).

1.2 Adhasionsmolekile

Die Adh&sion von Leukozyten an das Epithel und die sich daran anschlieffende
Wanderung durch die Geféf3wand im Rahmen entziindlicher Erkrankungen findet vor
dlem in postkapillaren Venolen statt. Die sequentielle Kaskade molekularer
Interaktionen zwischen T-Lymphozyten und Endothelzellen besteht aus 1.) initidlem
Kontakt und Rollen, 2.) Aktivierung, 3.) Haften und 4.) transendotheliale Migration
(Diapedese) (Butcher and Picker, 1996).

Der erste Schritt (engl. “rolling”) wird durch Selektine vermittelt (Bevilacqua et a.,
1987). Endothelstandiges E-Selektin bindet an Sialyl-Lewis* Strukturen auf Leukozyten
(Lowe et al., 1990), wobei diese Wechselwirkung nur von vortibergehender Natur ist.
Hierbel werden Leukozyten im Blutflul? verlangsamt und konnen so das Endothel auf
Diffusionsgradienten spezifischer |6slicher Faktoren, wie Chemokine oder Zytokine,
sezerniert von Endothelien oder von der extrazelludrer Matrix (z.B. Interleukin-8 (Pruijt
et a., 1998)), absuchen. Diese |6dlichen Faktoren fihren zu einer Aktivierung. Fehlen
solche Faktoren, so kommt es zu einer schnellen Lésung der Bindung (Schlegel, 1997).
In der zweiten Phase werden Integrine auf den rollenden Leukozyten verstéarkt
exprimiert. Diese sind heterodimere Transmembranproteine bestehend aus einer nicht-
kovalent gebundenen a- und b-Kette. Die verstarkte Expression von Integrinen erhoht
die Bindungsaktivitét der zirkulierenden Leukozyten. Auf der Endothelseite erfolgt
komplementér eine de-novo Expression von Adhasionsmolekilen der Immunglobulin-
Familie (Henninger et al., 1997): ICAM-1Y (Sligh et al., 1993; Staunton et al., 1988),
ICAM-2 (Staunton et al., 1989) und VCAM-1? (Osborn et a., 1989). Unter dem
Einfluf? lokal gebildeter Entziindungsfaktoren wie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) oder
Interleukin-1 (IL-1) werden interzelluldre Adhasionsmolekile auf Endothelzellen

zunehmend exprimiert.
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Als néchster Schritt folgt nun die feste Adhasion der aktivierten Leukozyten an das
Endothel. Sie erfolgt bel Lymphozyten hauptséchlich Uber eine heterophile Bindung
zwischen LFA-1¥ / ICAM-1 und LFA-1 / ICAM-2 (Staunton et al., 1989) oder tber
VLA-4Y | VCAM-1 (Osborn et al., 1992; Vonderheide and Springer, 1992) bzw. Uber
asb7z-Integrin/VCAM-1.

Nach der festen Adhédsion an das Endothel wandern Leukozyten entlang eines
Gradienten chemotaktischer Faktoren (Fragmente des Komplementsystems,
Leukotriene, Chemokine u.a) in das Gewebe ein (Diapedese), wo sie lokal ihre
Effektorfunktionen, wie Antigenerkennung oder Einleitung von Entziindungsreaktionen,
ausfuhren konnen.

Fehlt eines der oben beschriebenen Signale, kann sich die sequentielle Kaskade
molekularer Interaktionen zwischen T-Lymphozyten und Endothelzellen nicht ausbilden
(Butcher and Picker, 1996).

Y'1CAM (intercellular adhesion molecule)
2 \VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule)
¥ LFA-1(a_by-Integrin, lymphocyte function associated antigen)

Y VLA-4 (a4bs-Integrin, very late activation molecule)
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Tabelle 1 — Adhasionsmolekiile die an der Interaktion zwischen Leukozyten und

Endothelien beteiligt sind. (Tabelle nach Janeway und Travers ,,|mmunobiol ogy*

3 Edition, S.7:5)

Familie Name Gewebeverteilung Ligand
Selektine L-Selektin (CD62L) | Naiveund einigeMemory | S| € und SL€?,
Kohlenhydratbindende Lymphozyten; Neutrophile, | 51y cAM-1,
L eukozyten-Endothel Eosinophile
Interaktion P-Selektin (CD62P) | Aktiviertes Endothel und Sialyl Lewis",
Pléttchen PSGL-1
E-Selektin (CD62E) | Aktiviertes Endothel Sialyl Lewis®
Mucinahnliche CD34 Endothel L-Selektin
vaskulére Adressine | GlyCAM-1 Hochendotheliale Venulen | |_-Selektin
Binden L-Selektin; (HEV)
initiieren Leukozyten- MAdCAM-1 HEV inintestinaler Mucosa | |_-Selektin,
Endothel Interaktion )
Integrin asb-;
Integrine LFA-1 Monozyten, T Zellen, ICAMs
Binden an Zelladhésions- | (a, b, CD11a/CD18) Macrophagen, Neutrophile,
molekiile und Matrix, Dendritische Zeflen
fiihren zu starker Adhasion | VLA-4 Lymphozyten, Monozyten, |\VCAM-1
(asb1, CD49d/CD29) | Macrophagen
asb; Lymphozyten MadCAM-1
Immunglobulin ICAM-1 (CD54) Aktivierte Gefale, LFA-1, Macl
Super familie Lymphozyten, Dendritische
Verschieden Rollen in der Zellen "
Zelladhasion: binden an ICAM-2 (CD102) Ruhende Geféle, LFA-1
. Dendritische Zellen
Integrine
VCAM-1 (CD106) Aktiviertes Endothel VLA-4
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1.3  Homing Rezeptoren und Adressine

Nach derzeitigen Modellvorstellungen erreichen  Lymphozyten durch die
Wechselwirkung von Zelladhésionsmolekilen auf den Lymphozyten, den sogenannten
Lymphozyten Homing Rezeptoren und solchen auf postkapilléren Venolen, den
vaskuléren Adressinen, die verschiedenen Organe.

Die unterschiedliche Expression von Adhdsionsmolekilen kann verschiedene
Untergruppen von T-Zellen in spezifische Lokalisationen des Korpers dirigieren. So
weisen Adressine ein gewebespezifisches Verteilungsmuster auf und regulieren die
organspezifische Zirkulation naiver und die Rezirkulation von Memory-T-Zéll-
Subpopulationen. Sie stellen damit ein molekulares Korrelat fir den organspezifischen
Tropismus von T-Zell-Subpopulationen dar. MAdCAM-1 (Mucosal vascular addressin
cell adhesion molecule) wurde urspriinglich mittels des monoklonalen Antikorpers
MECA-367 as Adressin der Peyerschen Plagues und der Lamina propria der murinen
intestinalen Mucosa charakterisiert (Nakache et al., 1989; Streeter et a., 1988).
Memory-T-Lymphozyten die den Integrin-Liganden asb;" tragen (Berlin et al., 1995;
Berlin et a., 1993a), binden mittels MAdCAM-1 an hochendotheliale Venolen des
Darms und tragen so zur Schleimhautimmunitét bei. Naive T-Lymphozyten (a4b;'°)
erhalten kaum Zugang zu den Peyerschen Plagues. Ein anderes Adressin ist
beispielsweise E-cadherin, das acb; tragende T-Zellen in Epithelien lenkt (Cepek et al.,
1994; Higgins et a., 1998). Zellen die vorwiegend in die Haut wandern exprimieren
CLA (cutaneous lymphocyte antigen) und binden wahrscheinlich an E-Selektin (Berg et
al., 1991; Rossiter et al., 1994).

14 Kostimulatorische Molekiile

Effektor T-Zellen werden angeregt, wenn ihr antigenspezifischer T-Zell-Rezeptor ein
Peptidfragment gebunden an Klasse | oder Klasse Il MHC Molekil erkennt und der
CD4 oder CD8 Korezeptor an den Peptid-MHC Komplex bindet. Dies allein reicht
jedoch nicht aus, um naive T-Zelen zur Proliferation zu bewegen. Die

antigenspezifische klonale Expansion bedarf eines zweiten, eines kostimulatorischen
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Signals, von der antigenprésentierenden Zelle (APC). Das kostimulatorische Signa
erganzt das antigenspezifische erste Signal und fihrt damit zur vollstandigen
Aktivierung der T-Zelle mit Proliferation, IL-2 Produktion und Expression des
Interleukin-2 Rezeptors (CD25). Ein fehlendes kostimulatorisches Signal fihrt zu
Teilaktiviertung oder zu einem Zustand langanhaltender Anergie der T-Zelle. Die am
besten charakterisierten kostimulatorischen Molekile sind B7-1 (CD80) und B7-2
(CD86). Sie sind Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie und werden auf
antigenprasentierenden Zellen exprimiert. B7-1 und B7-2 binden an CD28 und
stimulieren das Wachstum naiver T-Zellen. Gleichzeitig werden diese T-Zellen aktiviert
und exprimieren nun CTLA-4, welches der Proliferation entgegenwirkt, und die T-
Zellen weniger sensibel auf Antigenstimulation reagieren 1&%. Andere potentiell
kostimulatorische Molekile sind ICAM-1, ICAM-2 und VCAM-1.

In Abhangigkeit des Aktivierungs- und Differenzierungsgrads der T-Zelle sind
verschiedene Liganden auf der antigenprasentierenden Zelle as potentielle
kostimulatorische Moleklle erarbeitet worden. Die Bindung der T-Lymphozyten an
spezifische Liganden fuhrt zu einer unterschiedlichen Stimulation der T-Lymphozyten,

auf die sie mit Proliferation und Zytokinexpression reagieren.

Tabelle 2 — Kostimulatorische Signale der T-Zell Aktivierung

Kostimulatorisches Molekl Ligand Aktivierungsgrad- und
APC T-Lymphozyt Differenzierungsgrad desT-
Lymphozyten.
B7-1und B7-2 CD28 und CTLA-4 T-Z€ll Klone; aktivierte
(CD45RO") T-Zellen

ICAM-1 und ICAM-2 LFA-1 Ruhende (CD45RA™) T-
Zellen

VCAM-1 VLA-4 Ruhende (CD45RA™) T-
Zellen
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1.5 Durchfluf3zytometrie

Die Durchfluf3zytometrie ist eine Methode zur Analyse von Einzelzellen in Suspension
auf der Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften. Zellen konnen Gber
die Lichtstreuung im Dunkelfeld nach ihrer Grof3e und Granularitét beurteilt werden. In
der Fluoreszenzbetriebsart werden Zelleigenschaften untersucht, die mit der Bindung
von Fluorochromen Uber Antikorper an Oberflachenmolekille assoziiert sind. In der
vorliegenden Arbeit wurde diese Methode zur Untersuchung von Milzzellen verwendet,
um so die neu einsetzende Hamatopoese nach Knochenmarktransplantation zu
verfolgen, und um den Chimérismusstatus der alogen transplantierten Méause zu

bestimmen.

1.6 I mmunhistochemie

Ziel immunhistochemischer Techniken sind Nachweis und Identifikation antigener
Komponenten in Zellen oder Gewebsschnitten durch spezifische Antikorper, die durch
Fluoreszenzfarbstoffe, Enzyme oder Isotope markiert sind. Voraussetzungen sind die
Spezifitét der verwendeten Antikorper und die Stabilitét der nachzuwel senden antigenen
Determinanten im Gewebe. Mit Fluoreszenzmarkierten Antikorpern kénnen einzelne
Zellen mit hoher Senditivitdt nachgewiesen werden. Leider ist es oft schwierig ihre
anatomischen Lagebeziehungen im Gewebe zu verfolgen. Um die spezifisch geféarbten
Zellen im Gewebeverband genau zu lokalisieren, bietet sich die Immunperoxidase

Technik an, da zusétzlich das ungeférbte Gewebe gegengefarbt werden kann.
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1.7  Aufgabenstellung

Eine Kaskade adhasiver und kostimulatorischer Signale reguliert die T-Zell Aktivierung
nach alogener Stammzelltransplantation. Erste Vorarbeiten zur Blockade von
Adhéasions- und Kostimulationsmolektlen wahrend der Induktionsphase der GvHD
wurden in verschiedenen murinen Modellen durchgefiihrt. So fihrte die Behandlung mit
Anti-VCAM-1 Antikorper zu einer Abnahme der Inzidenz der GvHD von 100% in der
Kontrollgruppe auf 53% bei behandelten allogen transplantierten Mé&usen (Schlegel et
a., 1995). In weiteren Experimenten fuhrte die kombinatorische Blockade der LFA-
VICAM-1 und CD28/B7 Interaktion zu einer deutlichen Reduktion der durch GvHD
vermittelten Letalitdt bei Mausen nach alogener Stammzelltransplantation (Blazar et
al., 1995).

Die ersten oben genannten Erkenntnisse weisen auf die funktionelle Bedeutung
einzelner Teilschritte in der GvHD-Induktion hin, ein Gesamtkonzept des

Zusammenwirkens verschiedener Signale liegt jedoch bis heute nicht vor.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte prospektiv untersucht werden, welche
Adhasionsmolekiile und kostimulatorische Molekile in den Zielorganen der GvHD zu
bestimmten Zeitpunkten hochreguliert werden. Ferner sollte die Kinetik dieser Signale
in den verschiedenen Krankheitsstadien der “Graft-versus-Host-Disease” untersucht
werden. Das Ziel war die Erkennung moglicher typischer Expressionsmuster von

Adhasions- und K ostimulationsmolekillen im Rahmen der murinen GvHD.
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Material

2 Material

21 Allgemeines

Das zur Herstellung von Puffern und Losungen verwendete Wasser war deionisiert und

wurde Uber eine Millipore-Anlage filtriert.

2.2 Glaswaren

Tabelle 3 - Glaswaren

Artikel Produktangaben Bezugsquelle

Farbegl&ser mit 200 ml, Platz fur 19 Objekttrager

Farbegestell (# H552.1,# H554.1) Roth, Karlsruhe

Objekttrager Superfrost/Plus, 25* 75* 1 mm Menzel Gléaser,
Braunschweig

Deckgléser 18*18 mm, 24* 32 mm, 24* 40 mm Menzel-Gléaser,
Braunschweig

23 Gerate

Tabelle 4 - Geréte

Gerat Geratetyp Hersteller

Hamatologie Automat | Advia™120 Bayer, Minchen

Cryocut CM 3000 Leica Instruments
GmbH, Nussloch

Linearbeschleuniger |Linac Electra, Hamburg

Durchfluizytometer | FACScan Becton-Dickinson,

Heidelberg
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24  Puffer und L6sungen

Tabelle 5 — Puffer und L 6sungen

Produkt Produktangaben Hersteller/Bezugsquelle
Aceton (#1.00014.1000) Merck, Darmstadt
70 % Alkohol Vergdlt Universitétsapotheke
TUbingen
BSA Bovine Serum Albumin, 7,5 %, Gibco, Eggenstein
steril
Citifluor Montagemittel fur die
Fluoreszenzmikroskopie. (# R1320) | Plano, Wetzlar
Diethylether (#8297.1) Roth, Karlsruhe
Einbettmedium OCT-embedding compound Leica lnstrumts GmbH,
Nussloch
Essigséure (#1.00063) Merck, Darmstadt
FCS Seromeda Fetal bovin serum, steril | Biochrom KG, Berlin
(#S0115)
Gelatine (#22151) Serva, Heidelberg
L-Glutamin Seromeda 200mM, steril (#K0282) | Biochrom KG, Berlin
Glycerin (# G8773) Sigma, Steinheim
Heparin Vetren® (1001E/ml) Byk-Gulden, Konstanz
Kihlfltssigkeit FlUssiger Stickstoff
Lympholytea -M (# CL5035) Cedarlanea , Hornby,

Ontario, Kanada

Lysing Buffer

Pro Liter 8,299 Ammoniumchlorid,
1g Kaliumhydrogencarbonat,
0,0368g Komplexon 111, steil

Universitatsapotheke
Tlbingen

Mayer's

Héamalaunl ésung

MHS-16

Sigma, St. Louis, MO,
USA
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Nagellack Klarlack

Natriumacetatpuffer |(# S8625) Sigma, St. Louis, MO,
SA

N,N- (#6251.1)

Dimethylformamid

Roth, Karlsruhe

PBS

Spezid, steril. (# 1903)

Gibco, Eggenstein

Penicillin/
Streptomycin

Penicillin 10000U/Streptomycin
10000pg/ml Seromeda , steril
(#A2213)

Biochrom KG, Berlin

Streptavidin-L 6sung

Streptavidin-biotinylated

horseradish peroxidase complex.

(RPN 1051, Lot # 95060)

Amersham,
Buckinghamshire, UK.

Streptavidin-FITC

(#13024D)

PharMingen, Hamburg

Substratl6sung AEC

3-Amino-9-Ethylcarbazol (# A-
5754)

Sigma

Wasserstoffperoxid

H,0, 30% (# 7209)

Merck, Darmstadt

Zellkulturmedium

RPMI 1640

Gibco, Eppenstein

25 Herstellung von Gebrauchsldsungen

Glycerin-Gelatine

Natriumacetatpuffer

Streptavidin-L 6sung

Substratlésung AEC

7 g Gelatine mit 90 ml Aqua dest. mischen, im Wasserbad bei
40°C eine Stunde quellen lassen. Anschlief3end 50 ml Glycerin

dazugeben.

1M Losung mit Essigsaure auf pH 5,2 einstellen.

Streptavidin-biotinylated horseradish peroxidase complex

1:200 in PBS verdinnen.

4mg 3-Amino-9-Ethylcarbazol

(AEC)

in 05 ml

N,N-
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Zelkulturmedium

mit Zusadtzen

Dimethylformamid l6sen, mit 9,5 ml Natriumacetat-Puffer
versetzen und filtrieren (Minisart, steril, Porengrof3e 0,2 mm)
bis die Losung klar wird. Unmittelbar vor der Verwendung 5 mi

30 % H20, pro 10ml Ansatz zugeben.

In 500mlI RPMI 1640-Medium, 50ml hitzeinaktiviertes FCS,
5ml Penicillin (10000 U/l) /Streptomycin (10000 ng/ml) und
5ml L-Glutaminlésung  (200mM)  steril  pipettieren.
Endkonzentrationen: 10% FCS, 2mM L-Glutamin, 100U/ml
Penicillin, 100pg/mg Streptomycin.

2.6 Sonstige Materialien

Tabelle 6 — Sonstige Materiaien

Produkt

Her steller/Beschreibung

Aluminiumférmchen

Formchen wurden aus Aluminiumfolie gefaltet, fir das

Einfrieren und Aufbewahren der Organe.

Dewar Thermoskanne

(#A630.1) Roth, Karlsruhe

Feuchte Kammer Plastikgefald mit Deckel, das mit feuchten Tiichern ausgel egt
wurde.

MBT PAP-Pen (#29.78.40000) Multimed Wicker GmbH, Kirchheim Teck

Préparierbesteck (#0829.1) Roth, Karlsruhe

Sterile Filter Cell strainer 100mm Porengrof3e, Falcon, Becton Dickinson,
New Jersey, USA

Sterile Filter Minisart steril, Porengrof3e 0,2 nm (# 17597K), Sartorius AG,

Gottingen
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2.7 Verwendete Antikorper

Tabelle 7 - Erstantikor per

Antikor per Klon Ig-Subklasse | Katalog-Nr. |Hersteller Ist-Konzentration

gegen

Ch4 H 129.19 Ratte 19G;, 09001D PharMingen | 0,5 mg/ml

CD8 53-6.7 Ratte 1gG,, | 01041D PharMingen | 0,5 mg/ml

CD 11a M 17/4 Ratte 19G,, 08141D PharMingen | 0,5 mg/ml

LFA-1

CD 28 syrischer 16710D PharMingen | 0,5 mg/ml
Hamster 1gG

CD29 9EG7 Ratte 1gG,, | 09351D PharMingen | 0,5 mg/ml

Integrin b, Kette

CD 31 Mec 13.3 Ratte 1gG,, | 01951D PharMingen | 0,5 mg/ml

PECAM-1

CD 40 3/23 Ratte 1gG,, | 09661D PharMingen | 0,5 mg/ml

CD40L MR1 armenischer | 09021D PharMingen | 0,5 mg/ml
Hamster 1gG

CD 49d 9C10 Ratte 1gG2, 01731D PharMingen | 0,5 mg/ml

VLA-4

CD 54 3E2 armenischer | 01541D PharMingen | 0,5 mg/ml

ICAM-1 Hamster 1gG

CD62E 10E9.6 Ratte 1gG,, | 09521D PharMingen | 0,5 mg/ml

E-Selektin

CD 80 1G10 Ratte1gG,, | 01941D PharMingen | 0,5 mg/ml

B7-1

CD 86 GL1 Ratte1gG,, | 09271D PharMingen | 0,5 mg/ml

B7-2

CD 102 3C4 (mIC2/4) | Ratte 1gG,, | 01801D PharMingen | 0,5 mg/ml

ICAM-2

CD 106 429 Ratte1gG,, | 01811D PharMingen | 0,5 mg/ml

VCAM-1 (MVCAM.A)

MAdCAM-1 MECA-367 |RattelgG,, |09721D PharMingen | 0,5 mg/ml

Integrin b, Kette | M293 Ratte 1gG,, | 09321D PharMingen | 0,5 mg/ml
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Tabelle 8 —Biotinylierte Zweitantikor per

Antikor per Klon Spezies Katalog-Nr. Hersteller I st-Konzentration
gegen
Ratte IgG Uber Affinitét | Ziege B7139 Sigma, 0,6 mg/ml
(gesamtes isoliert Lot. #106H8950 | Missouri
Molekil) Lot. #28H9215 |USA
Ratte 1gG Hase E468 DAKO 1,3 mg/ml
Lot. #068(101)
Lot. #118(101)
Ratte 1gG2, RG7/1.30 Maus 10092D PharMingen | 0,5 mg/ml
Armenischer G70-204, Ziege 12102D PharMingen | 0,5 mg/mi
Hamster 1gG G94-56
Syrischer G192-3 Ziege 12192D PharMingen | 0,5 mg/mi
Hamster 1gG
Tabelle 9 — FACS Antikor per
Antikor per Fluorochrom | Klon Katalog-Nr. Hersteller Ist-K onzentration
gegen
CD3 PE 145-2C11 01085A PharMingen | 0,2 mg/ml
CD4(L3T4) |[FAITC GK1.5 09424D PharMingen |0,5 mg/ml
CD8(Ly-2) FITC 53-6.7 01044D PharMingen | 0,5 mg/ml
CD45R/B220 |FITC RA3-6B2 01124A PharMingen | 0,5 mg/ml
Ly-9.1 FITC 30C7 01194D PharMingen | 0,5 mg/ml
Pan NK-Cells | PE DX5 09945B PharMingen | 0,2 mg/ml
Vb3 TCR PE KJ25 01405A PharMingen | 0,2 mg/ml
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2.8 Verwendete Tierstamme

Autologe Allogene

Knochenmarktransplantation | Knochenmarktransplantation

Spendermause Balb/c B10.D2/nSnJ

Empfangerméuse Balb/c Balb/c

Es wurden ausschliefdich weibliche Méuse verwendet. Beide M ausestdmme wurden von
“The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine, USA” bezogen. Mausmodelle der GvHD,
die gegen Minorhistokompatibilitdtsantigene gerichtet sind, sind von klinischer
Relevanz, da bei der Knochenmarktransplantation beim Menschen Spender und
Empfanger nach HLA-Kompatibilitét ausgewahlt werden. Die in dieser Untersuchung
verwendeten Mausestamme B10.D2/nSnJ und Balb/c sind H-2¢ (entspricht HLA Klasse
| und Klasse Il des Menschen). Sie unterscheiden sich jedoch in mehreren Neben-
Histokompatibilitdts-Antigenen (Hamilton, 1987; Korngold and Sprent, 1987b). Ferner
tragt der Balb/c Mausestamm endogen Mtv-kodierte (engl. “mouse mammary tumor
virus’) Superantigene auf der Zelloberflache, fur die B10.D2/nSnd Méuse keine
Toleranz besitzen (Miconnet et al., 1995). Nach allogener Transplantation von B10.D2
Stammzellen in Balb/c Empfénger werden sowohl die Minor Histokompatibilitéts-
antigendifferenzen as auch diese Superantigene as fremd erkannt und eine

Immunantwort in Form der akuten GvHD initiiert.

Die Mause waren zum Zeitpunkt der Transplantation 13 Wochen alt und wurden in
sterilen K&figen in einer Hepa-filtrierten Kabine (Scantainer Typ C-110, Fa. Scanbur
A/S, Lellinge, Koge, Dénemark) bel 22°C, kontrollierter Luftumwézung und 12
Stunden  Tag-Nacht-Wechsel gehalten. Sie erhielten autoklaviertes Futter und
autoklaviertes Wasser mit Bactrima Roche Sirup fur Kinder (20ml Sirup/l Wasser,
160mg Trimethoprim und 800mg Sulfamethoxazol pro Liter Wasser) versetzt ad

libitum.
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29  Mikroskop

Fir die Licht- und Fluoreszenzaufnahmen wurde das Olympus BX60 System-
Mikroskop mit 10facher OkularvergrofRerung (Olympus WH10x/22) und folgenden
Objektiven eingesetzt: Plan-Achromat-Objektive in den Vergroierungen 10x, 20x und
40x. Die aufgesetzte RGB-Videokamera (Firma Kappa) vergrof3ert ihrerseits noch
einmal um den Faktor 2. Fur die lichtmikroskopischen Beobachtungen und Aufnahmen
wurde ein spezieller Blaufilter verwendet.

Die Anregungsstrahlung der  Fluoreszenzmikroskopie wurde durch ene
Quecksilberdampflampe hergestellt. In  den verwendeten Filtersystemen sind
Erregerfilter (optimale Anregung des Fluorochrom zur Fluoreszenz) und Sperrfilter
(unterdriickt Uberschiissiges Erregerlicht und 183t nur langerwelligeres Fluoreszenzlicht
durch) integriert. Filter der Fa. Olympus, Hamburg: U-MNU (“narrow ultrawide’) , U-
MWG (“wide green”), U-MWIB (“wide interference band”).

Kamerasystem Modell CF-15 MC mit Multicontrol Einheit MCU-II, Firma
Kappa Mefdtechnik GmbH.
Videodigitalisierungskarte Framegrabber, Siemens MXB, Siemens Nixdorf GmbH Stuttgart
far PC
Personal Computer Mainboard: ASUS TX97-XE
Prozessor: P-233 MHZ
Arbeitsspeicher: 128MB
Videokarte: ELSA Winner 2000/Office, 8MB
CD-ROM: 24x, TEAC
CD-Writer: 8x, 2x, RICOH
Festplatte: 1,6 GByte, SEAGATE
Betriebssystem: MICROSOFT Windows NT 4.0
Bildauswertung: DokuO-Analysis, SIS-Systeme Miinster
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3 M ethoden

3.1 Bestrahlung der Méause

Die Bestrahlung der Mause erfolgte in der Abteilung Strahlentherapie der
Universitétsklinik Tdbingen mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Michael
Bamberg und mit Unterstitzung seiner Mitarbeiter. Die Empféngermause wurden
zweimal, im Abstand von 8 Stunden mit einem Linearbeschleuniger (Linac, Fa. Electra,
Hamburg), mit je 5 Gy (2x712 Monitoreinheiten) bestrahlt. Die fraktionierte
Gesamtdosis von 10 Gy war unter gegebenen V ersuchsbedingungen in Vorversuchen als
letale Strahlendosis ermittelt worden. Als Strahlenquelle wurde ein Linearbeschleuniger
(Linac) eingesetzt. Um Streustrahlung und damit verbundene Inhomogenitat zu
vermeiden, sal3en die Tiere zur Bestrahlung einzeln. Als Bestrahlungskafig wurde ein
Typlll-K&fig 8 cm hoch mit steriler Streu befullt. Darauf wurde nun ein Gitter aus
Plexiglas gelegt, das genau mit dem 2 cm dicken Plexiglasdeckel abschlief3t.

Als Strahlenkontrolle wurden M ause bezeichnet, die wie oben bestrahlt wurden, jedoch
keine Knochenmarktransplantation erhielten und an Tag 3 nach Transplantation

euthanasiert und seziert wurden.

3.2  Autologe und Allogene Knochenmarktransplantation der Mause

3.2.1 Gewinnung des Knochenmarks:

Spendermause wurden in Ather bis zum Atemstillstand narkotisiert, dann durch
Genickbruch getotet. Vor dem Offnen des Kadavers wurde das Fell der Maus mit 70 %
Alkohol befeuchtet. Nun wurde die Milz entnommen und in sterilem Zellkulturmedium
(RPM1 1640 Gibco) mit Zusétzen (10% FCS, L-Glutamin, Penicillin, Streptomycin ) auf
Eis gelegt. Die unteren Extremitdten wurden von Haut befreit, grof3ztigig mit Teilen des
Beckens entfernt und in sterilem PBS auf Eis gelegt. Durch die Technik der Prgparation
sollte vermieden werden, dal3 die Rohrenknochen schon vorzeitig geGffnet wurden. In
einer Schale mit 70 % Alkohol wurden die Knochen mit Hilfe eines Skalpells von den
umgebenden Muskeln befreit und wieder in steriles PBS auf Eis gelegt. Mit sterilem
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Besteck wurden Femur und Tibia an beiden Enden getffnet und das Knochenmark mit
einer 1 ml Spritze steril in eine vorbereitete Petrischale mit Zellkulturmedium gesplt.
Die Zellen wurden zwei mal in Medium mit 1 % FCS gewaschen und mit je 400 g, 10
min. bel 10°C abzentrifugiert. Zuletzt wurden die Zellen zur i.v. Applikation in Medium
(RPMI 1640, Gibco) ohne Zusdtze aufgenommen. Die Zellzahl wurde in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt und anschliefend auf die Endkonzentration von

50x10° Zellen pro ml Knochenmarkzellsuspension eingestelIt.

3.2.2 Gewinnungder Milzzellen:

GvHD wird durch eine Kombination von CD4 und CD8 T-Zellen ausgelost, die in
ausreichender Menge transplantiert werden mussen. Da die Zahl der T-Zellen im
Knochenmark der Maus (1-2%) im Vergleich zum Menschen gering ist, muf3 fir dieses
Tiermodell der GvHD die Konzentration von T-Zellen durch Zugabe von Milzzellen
erhoht werden.

Die Milz wurde, wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, entnommen und in
sterilem Zellkulturmedium auf Eis gelegt. Sie wurde in einer Petrischale durch einen
Maschenfilter homogenisiert, Uber einen sterilen Filter mit 1200mm Porengrof3e gegeben
und anschlieRend einmal in Medium gewaschen. Nach Abnehmen des Uberstands
wurden 3-5 ml lysierender Puffer auf das Pellet gegeben, welcher nach 3 min.
Inkubation bei Raumtemperatur mit Medium mit 10% FCS verdunnt wurde. Nun
wurden die Zellen zweimal in Medium mit 10% FCS gewaschen und mit je 400g, 10
min. bel 10°C zentrifugiert. Wie oben beschrieben, wurde die Zellzahl in ener
Neubauer Zahlkammer bestimmt und auf eine Endkonzentration von 500x10°
Milzzellen pro ml eingestellt. Der Milzzellsuspension wurde 5m Heparin (Vetrena,
1001 E/ml) pro ml Suspension zugegeben.

3.2.3 Transplantation:

In eine Tuberkulinspritze wurde zunéchst 0,1 ml zusatzfreles RPMI 1640-Medium
luftblasenfrel  vorgelegt. In  dieselbe Spritze wurden nacheinander 200 ni
K nochenmarksuspension (10x10° Knochenmarkzellen) und 200 m Milzzellsuspension

(100x10° Milzzellen) aufgezogen. Es wurden insgesamt 0,5 ml Volumen i.v.
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luftblasenfrel in die Schwanzvene der unter Rotlicht gewarmten Empféngermause

appliziert.

3.3  Sektion der Mause und Fixierung der Organe

Mé&use wurden in Ather bis zum Atemstillstand narkotisiert, dann wurde das Fell mit
70 % Alkohol befeuchtet und das Tier schliefdlich durch Herzpunktion entblutet. Von
den Blutproben wurde ein automatisches Differentialblutbild angefertigt. Die Milz
wurde in steriles Zellkulturmedium auf Eis gegeben, um sie fur die FACS Analyse
aufarbeiten zu konnen. Die fur die Histologie eingeplanten Organe wurden enthommen,
in die mit Einbettmedium gefullten Aluminiumformchen gelegt und nach ca. 5 min.
eingefroren. Dazu wurde flUssiger Stickstoff in ein Dewar Gefald mit Metallbl6cken als
Kélteleiter gegeben. Die Formchen wurden nun auf diese Metallblécke (ca. -60°C)
gestellt, bis der Inhalt zu einem Block durchgefroren war. Diese tiefen Temperaturen

sind erforderlich, um die Bildung von Eiskristallen im Gewebe zu verhindern.

3.4  DurchfluRzytometrie der Milzzellen

Die Milz jeder Maus wurde als einzelne Probe behandelt und in einer Petrischale durch
ein Maschenfilter homogenisiert. Das Homogenat wurde durch ein Sieb (Cell strainer
Falcon, Porengrofie 100mm) gegeben und in 50ml Rohrchen 10min bel 400g und 10°C
zentrifugiert, dekantiert und wieder in 5ml Medium aufgenommen. In ein 15ml
Réhrchen wurde 5ml Lympholytea -M, ein Ficoll fur Mauszellen (Cedarlinea , Hornby,
Ontario, Kanada), vorgelegt und die Milzzellsuspension vorsichtig darliber geschichtet.
Die anschlieffende Zentrifugation erfolgte 20min bel 15009 und 22°C. Die
lymphozytenhaltige Interphase wurde mit einer Pasteurpipette entfernt und in ein neues
Rohrchen transferiert, mit Medium verdinnt und 10min bei 800g und 20°C
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde zwei mal mit Medium gewaschen und jeweils 10min
bei 450g und 20°C zentrifugiert. Anschlief3end wurde die Zellzahl mit der Neubauer
Zahlkammer bestimmt und die Suspension auf 2x10° Zellen/ml eingestellt.
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In FACS-Rohrchen wurden nun 10m Antikorper vorgelegt, 100m Zellsuspension
zugegeben und 30min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Zellen wurden im Anschlul3
zweimal mit PBS gewaschen und 5min bel 500g und 4°C zentrifugiert. Zum Schluf
wurde der Uberstand abgekippt, das Pellet aufgeschiittelt und die FACS-Analyse
(Fluorseszenz-aktivierter Cell Sorter) durchgeftihrt.

3.5 Herstellung von Gefrier schnitten

Fur das Anfertigen der Gefrierschnitte konnte freundlicherweise ein Gefriermikrotom
der Klinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde der Universitétsklinik Tabingen in der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Marlies Knipper verwendet werden. Die auf Trockeneis
transportierten Organblocke wurden auf Pr8paratehalter plaziert und mit Hilfe von
Einbettmedium in der Kammer des Gefriermikrotoms auf die Halter gefroren. Bei einer
Kammertemperatur von -25°C und Objekttemperaturen von -10°C (Leber) bis -15°C
(Ileum) wurden Schnitte mit der Dicke von 6 nm bis 10 nm angefertigt. Diese wurden
auf elektrostatisch vorbehandelte Objekttrager (Superfrost/Plus) aufgenommen und
mindestens zwei Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. Anschlief3end erfolgte die
Fixierung der Schnitte 8 min in 4°C kaltem Aceton. Nach kurzem Trocknen wurden die

Objekttrager in Aluminiumfolie eingewickelt und bei -20°C bis zur Farbung gel agert.

3.6  Immunhistochemische Farbung von Gefrier schnitten

Die ABC Immunperoxidase Technik wurde zuerst von Hsu et al. beschrieben (Hsu et
al., 1981). Der grofe Vortell dieser Technik liegt in ihrer hohen Sensitivitét durch den
Verstérkereffekt des grol’en ABC Komplexes. Aullerdem bleicht die Farbung im
Gegensatz zur Immunfluoreszenz nur langsam aus. Bei dieser Methode, die auch in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurde, werden monoklonale Antikdrper benutzt, um die
gewlnschten Molekile auf Zelloberflachen zu markieren. Nach Entfernen des
nichtgebundenen priméren Antikorpers durch Waschen erfolgt die Inkubation mit einem

zweiten Antikorper (monoklonal oder polyklonal), der gegen den Erstantikorper
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gerichtet und mit mehreren Biotinmolekilen gekoppelt ist. An diese Biotinmolekile
bindet in einem nédchsten Schritt ein Komplex aus Streptavidin und biotinylierter
Peroxidase. Im folgenden Schritt katalysiert die Peroxidase unter Zugabe von H,0, die
Umwandlung des zugegebenen Substrates 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) zu einem
farbigen Pigment (rot).

In alen Farbungen wurde 3%iges Serum in PBS zur Vorinkubation wie von Hsu
beschricben (Hsu et a., 1981) angewendet, um eventuelle unspezifische
Hintergrundférbungen zu verhindern. Die Verdinnung des Erstantikrpers wurde mit
1:100 aufgrund von Hersteller (PharMingen) - und Literaturangaben (Korngold and
Sprent, 1987b; Streeter et al., 1988) gewahlt. Es wurden verschiedene Zweitantikorper
auf unspezifische Farbung getestet, und schliefdlich die unter Punkt 2.6 genannten
Antikorper ausgewahlt. Zweitantikdrper wurden in verschiedenen Verdinnungen (1:50,
1:100, 1:200) getestet. Da kein deutlicher Unterschied im Férbeverhalten auffiel, wurde
die Verdunnung 1:50 fur alle weiteren Farbungen gewahlt, da mit dieser Konzentration
bereits Vorversuche in unserer Gruppe durchgeftihrt wurden. Durch Zugabe von 1%
BSA (Bovine Serum Albumin) zur Zweitantikorperverdiinnung konnten unspezifische
Farbungen weiter verhindert werden. ES wurde aulRerdem getestet, ob
Streptavidinperoxidase ohne vorherige Inkubation der Gefrierschnitte mit biotinyliertem

Zweitantikorper, an Gewebsstrukturen bindet. Es kam dabel zu keiner Anférbung.
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Abb.1: Bei der ABC-Methode wird ein Avidin(A)-Biotin(B)-Peroxidase(PX)-Komplex
an einen biotinylierten (B) primaren oder sekundéren Antikdrper unter Ausniitzung der
Affinitét von Avidin zu Biotin gebunden. Die Peroxidase wird histochemisch
nachgewiesen. Da mehrere Komplexe binden kénnen, kann die Peroxidaskonzentration
am Ort des Antigens gesteigert werden. (Abbildung nach Romeis — Mikroskopische
Technik 17. Aufl., S. 258)

Die Farbung wird bei Raumtemperatur durchgefihrt:

10.

Objekttrager auftauen

Schnitte mit dem ImmunoPen umranden, um Antikorperverdinnungen auf dem
Préparat zu halten.

10 min in PBS waschen

Objekttrager in eine feuchte Kammer transferieren und 30 min mit 3 %
Ziegenserum bzw. Kaninchenserum in PBS inkubieren.

Serum kurz mit PBS abwaschen

50-80 m Erstantikérper (1:100 in PBS verdinnt) 45 min bei Raumtemperatur
inkubieren.

10 min in PBS waschen

50-80 m biotinylierter Zweitantikorper (1:50 in PBS mit 1% BSA verdinnt) 45
min bei Raumtemperatur inkubieren.

10 min in PBS waschen

50-80 m Streptavidin-Peroxidase (1:200 in PBS) verdinnt fir 45-60 min bel
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Raumtemperatur inkubieren.

11. 10 minin PBS waschen

12. Substratlésung auf die Objekte geben. Objekttrager auf ein well3es Blatt Papier
legen und Farbreaktion beobachten. Inkubationszeit ca. 8-15 min

13. Reaktionin PBS stoppen

14. Gegenférbung mit Mayers Hamalaun

15. Objekte mit erwarmter Glycerin-Gelatine eindecken

16. Objekttrager reinigen und Deckglas mit Nagellack versiegeln

3.7  Immunfluoreszenzfarbung von Gefrier schnitten

1-9. Schritte 1-9 werden durchgeftihrt wie sie bereits unter 3.6 beschrieben wurden.

10. 50-80m z.B. FITC-markierte Streptavidin-Peroxidase (1:200 in PBS) verdinnt
fUr 45-60 min bei Raumtemperatur im Dunkel inkubieren.

11. 2 x 10 minim Dunkeln mit PBS waschen.

12. mit Citifluor® eindecken. Citifluor bleibt fltissig. Bis zur Betrachtung am
Mikroskop Objekte im Dunkeln und evtl. bei 4°C aufbewahren.

3.8 Kontrollfarbungen

Als Negativkontrollen wurden bei jeder zu farbenden Charge mehrere Schnitte
verwendet. Der Erstantikorper wurde durch PBS ersetzt und ansonsten gleich wie die
regulér gefarbten Schnitte welterbearbeitet. Auftretende unspezifische Farbung fuhrte

zur Nichtberiicksichtigung bzw. zu einer erneuten Farbung der gesamten Charge.
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3.9 Semiquantitative Beurteilung der gefarbten Schnitte

Positiv geférbte Gewebsstrukturen (Substrat AEC, rot) wurden in den Schnitten nach
der Haufigkeit ihres VVorkommens bewertet. Es erfol gte eine semiquantitative Einteilung
in keine, schwache, mittlere oder starke Expression. Dabei wurden von jedem Organ pro
Antikorper zwei Schnitte geférbt, die beide betrachtet, in multiplen Bildausschnitten
bewertet und zu einer Aussage zusammengefaldt wurden. Ein zweiter unabhangiger
Untersucher bewertete zusétzlich ca 400/7000 Schnitte ein weiteres Mal. Der
Expressionsgrad eines Adhasionsmolekiles wurde dabel in einer Serie jeweils nur
innerhalb eines Organs zu den verschiedenen Zeitpunkten bei allogenen und autologen
Tieren, Strahlenkontrollen und naiven (nicht-transplantierten) Tieren und nur fir den

jeweils verwendeten Antikorper verglichen.

3.10 Digitale Bildverarbeitung

Eine Videokamera der Firma Kappa wurde an eine Multi-Control-Einheit (MCU-I1)
angeschlossen, welche mit einem Videomonitor (Sony KX-14 CP1) tber einen RGB-
Eingang verbunden wurde. Nach Installation einer Digitalisierungskarte in den
vorhandenen Computer wurde das SVHS-Signal aus der MCU-Einheit direkt mit der
Videodigitalisierungskarte des PC verbunden. Mit entsprechender Software konnte nun
das von der Mikroskopkamera produzierte Signal direkt auf dem Computer
mitbetrachtet und gespeichert werden.

Diese Technik ermdglichte eine hervorragende Archivierung und Katal ogisierung der
ca. 7000 fur diese Arbeit angefarbten Gefrierschnitte. Mehrere Bilder kdnnen
nebeneinander betrachtet und verglichen werden. Aul3erdem sind die
Weiterverarbeitung und Nachbearbeitung der Bilder moglich. In zukinftigen Arbeiten
kann an die Digitalisierung eine computergesteuerte Auswertung angeschlossen werden.
Vor alem bel Fluoreszenzaufnahmen ist das Verfahren der digitalen Bildbearbeitung
eine grofe Hilfe. Durch die Einstellmdglichkeiten an der MCU-Einheit kann das
momentan verwendete Fluoreszenzprdparat auf dem Computermonitor lichtgetreu

ausgel euchtet und so abgespeichert werden.
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Eine Nachbearbeitung der digitalen Bilder erfolgte mit Hilfe eines zusétzlichen
Programmes in bezug auf Kontrast, Helligkeit, Ausrichtung des Bildes und farbliche
Angleichung der Hintergriinde. Dazu wurde das Programm Thumbs Plus 3.21g-R von

Phillips Crews (Cerious Software Inc., USA) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 G ewichtsverlaufe nach Knochenmarktransplantation von Balb/cJ M &usen
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Abb.2: Gewichtsverlaufe nach Knochenmarktransplantation von allogen
transplantierten (B10.D2 ® Balb/c]), Gruppenausgangsstérke n=34) bzw.
autolog transplantierten (Balb/cJ ® Balb/cJ, Gruppenausgangsstérke n=12)
Mausen. Durchschnittsgewichte sind aus zwei Experimenten gemittelt.

Die Gewichtskurven der Mause nach letaler Bestrahlung und anschlief3ender
Knochenmarktransplantation zeigten ein charakteristisches Muster. In den ersten Tagen,
der Phase der Aplasie, nahmen sowohl autolog als auch allogen transplantierte Tiere an
Gewicht ab. Durch das Anwachsen des Tranplantats mit erneut einsetzender
Hamatopoese verbesserte sich der Allgemeinzustand der Tiere, sie nahmen an Gewicht
zu. Die autologe Gruppe nahm dabel stetig an Gewicht zu, wahrend die allogene Gruppe
durch die einsetzende GvHD ab Tag 26 erneut an Gewicht verlor.

4.2  Induktion makroskopischer GVHD

Die GvHD imponierte in den vorliegenden Experimenten klinisch durch Verlust des

Fells. Erste Symptome traten an Tag 21 bei 10 von 16 Mausen der alogen
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transplantierten Tieren an Hinterkopf und dorsalem Hals auf. An Tag 24 zeigten alle
Tiere der alogenen Gruppe Anzeichen der GvHD. In den anschlief3enden Tagen setzte
sich der Fellverlust Uber Hinterkopf und Hals an Ricken und Bauch der Tiere fort.
Zusédtzlich kam es an den fellosen Hautstellen zur Ausbildung von Erythemen,
Hautabschuppungen und Lé&sionen, begleitet von einer Verschlechterung des

Allgemeinzustandes und von Gewichtsverlust.

4.3 Hamatopoetische Regeneration nach Knochenmarktransplantation

Leukozytenzahl nach autologer Leukozytenzahl nach allogener
Transplantation Transplantation
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Abb.3: Leukozyten/ul Blut autolog Abb.4:  Leukozyten/ul Blut allogen
transplantierter Tiere. Angegeben sind transplantierter Tiere. Angegeben sind
Mittelwerte und Standardabwei chungen. Mittelwerte und Standardabwei chungen.
Thrombozytenzahl nach autologer Thrombozytenzahl nach allogener
Transplantation Transplantation
1000 1000

n=2

s

Thrombozyten x1000/pl
Blut
[
o
o
=}
1
N
31
Il
w
Thrombozyten x1000/ul
Blut
=
o
o

10 10
0 3 9 22 28 0 3 9 22 28
Tage nach Transplantation Tage nach Transplantation
Abb.5: Thrombozyten x10%pl Blut autolog Abb.6: Thrombozyten x10%pl Blut allogen
transplantierter Tiere. Angegeben sind transplantierter Tiere. Angegeben sind

Mittelwerte. Mittelwerte.
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4.4  Durchflu3zytometrische (FACS) Analysen von Milzzellen nach

Knochenmar ktransplantation

Im Folgenden sollte der zeitliche Verlauf der Regeneration einzelner
Zellsubpopulationen nach autologer und allogener KMT untersucht werden. Es wurde
Milz an Tag 9 und 22 nach Transplantation homogenisiert. Die mononuklegren Zellen
wurden nach Anreicherung Uber einen Dichtegradienten (Lympholyte) mit Einfach- oder
Doppel markierung angeférbt und durchfluf3zytometrisch anaysiert.

Aus dem Milzhomogenat wurde die Gesamtheit der zu untersuchden Lymphozyten Uber
ihre GrofRe und Granularitét ("forward sideward scatter”) definiert. Angegebene
Prozentzahlen bezogen sich auf Zellen in diesem sogenannten ”Lymphozyten-Gate’,
bzw. Prozent der gezdhlten CD3+, CD4+ oder CD8+ Zellen.

Tag 9 nach Transplantation
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Abb.7: Prozent positive Zellen im Milzhomogenat bezogen auf das Lymphozyten-Gate.
Angegeben sind Mittelwerte bei n=3 und Standardabweichungen. DX5 wurde als
Marker fur NK-Zellen, CD45R (B220) als Marker fur B-Zellen verwendet.
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% positive Zellen

Tag 22 nach Transplantation
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Abb.8: Prozent positive Zellen im Milzhomogenat bezogen auf das Lymphozyten-Gate.
Angegeben sind Mittelwerte bei n=3, bzw. n=2 bei allo doppelpositiv fir CD3+CD8+,
dlo DX5+ und allo CD45R. Angegeben sind weiterhin Standardabweichungen. DX5
wurde als Marker fir NK-Zellen, CD45R (B220) als Marker fur B-Zellen verwendet.
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Abb.9: Prozent Vb3 positive Zellen im
Milzhomogenat bezogen auf CD4 positive
Zellen. Angegeben sind Mittelwerte bei
n=3 an Tag 9, bzw.n=2 an Tag 22, und
Standardabwei chungen.
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Abb.10: Prozent Vb3 positive Zellen im
Milzhomogenat bezogen auf CD8 positive
Zellen. Angegeben sind Mittelwerte bei n=3

an Tag 9,

bzw.n=2 an Tag 22, und

Standardabwei chungen.
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Expression von Ly9.1.
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Abb.11: Prozent Ly9.1 positive Zelen im
Milzhomogenat bezogen auf CD3 positive Zellen.
Nur Bab/c Zellen tragen das Antigen Ly9.1 Die
dlogene Gruppe hat mit B10.D2 Zellen
rekonstituiert. Angegeben sind Mittelwerte bel n=3,
bzw.n=1 in der alogenen Gruppe an Tag 22, und
Standardabwei chungen.
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45  Immunhistochemische Analyse von Gefrier schnitten deslleum

knochenmarktransplantierter Mause

451 VCAM-1

Abb.12: Immunhistochemische
VCAM-1 Férbung_ des lleum. Grad relativer
Expression angegeben as:
£37 - ecee - 0 0 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
2 Expression. Jedes Symbol
S21 #W 4 o o0 o 00 () KKK 0 représentiert das Ergebnis einer
e — Maus, untersucht zum angegebenen
211 -s00- oosse- ocse 00 Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
S Die Mediane der Gruppen sind als

5o e Balken eingezeichnet.
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VCAM-1 wurde von Zellen in der Lamina propria, Submucosa und der Peyerschen
Plaques des Darmes exprimiert . Bel unbehandelten Mausen waren Zellen in den
Peyerschen Plagques und in einzelnen Zotten immunreaktiv. An Tag 3 nach autologer
sowie dalogener Knochenmarktransplantation und auch in den Tieren der
Strahlenkontrolle wurde VCAM-1 vermehrt exprimiert. Zu diesem Zeitpunkt lagen in
alen Zotten immunreaktive Zellen vor. Bei den allogen transplantierten Tieren blieb die
Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhoht, wahrend in der autolog

transplantierten Gruppe die Expression zum Ausgangsniveau zurtickkehrte.

Abb.13: Ileum unbehandelt Abb.14: Ileum auto Tag 22 Abb.15: lleum allo Tag 22
Férbung: VCAM-1 Férbung: VCAM-1 Férbung: VCAM-1
10x Objektivvergroflerung 10x ObjektivvergrofRerung 10x ObjektivvergrofRerung
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452 ICAM-1

Abb.16: Immunhistochemische

ICAM-1 Farbung des Ileum. Grad relativer

€ 3- ‘ O Expression angegeben as.
7 — 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
AP 4 ece T P YYIIN Exprc_)n. Jedes .&/rr_lbol
o représentiert das Ergebnis einer
210 we 0o eses-osee o0ee () (0 (0 Maus, untersucht zum angegebenen
E Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
g "4 . . . 0 Die Mediane der Gruppen sind als

%, %, % % % % % %, %, %, Balken eingezeichnet.
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ICAM-1 wurde auf Endothel, Fibroblasten, dentritischen Zellen und Lymphozyten in
der Lamina propria exprimiert. Bel unbehandelten Tieren lag eine schwache Expression
mit vereinzelt immunreaktiven Zellen vor. Bereits an Tag 3 nach Transplantation stieg
die Zahl der immunreaktiven Zellen in allen Gruppen an. In der autolog transplantierten
Gruppe wurde die Expression von ICAM-1 in der zeitlichen Folge herunterreguliert,
wéhrend ICAM-1 in der alogen transplantierten Gruppe auch zu spéteren Zeitpunkten

vermehrt exprimiert wurde.
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Abb.17: lleum unbehandelt. ADbb.18: lleum auto Tag 22 Abb.19: lleum alo Tag 22
Farbung: ICAM-1 Farbung: ICAM-1 Farbung: ICAM-1

10x ObjektivvergrofRerung 10x ObjektivvergrofRerung 10x ObjektivvergrofRerung
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453 [ICAM-2
Abb.20: I mmunhi stochemische
Farbung des lleum. Grad relativer
ICAM-2 Expression angegeben as:
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
§° ° ° W Expression.  Jedes  Symbol
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In der Lamina propria des Darmes fanden sich spezifisch gefarbte Zellen fur ICAM-2.
ICAM-2 wurde konstitutiv auf Endothel und dentritischen Zellen exprimiert. Nach

K nochenmarktransplantation &nderte sich die Expression von ICAM-2 im [leum nicht.

454  a4d-Integrin

Abb.21: I mmunhistochemische

Alpha4-Integrin Farbung des lleum. Grad relativer

Expression angegeben as

37 ° ° e 0 e 906 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

Expression. Jedes Symbol

2 ¢ soe oo eee KKK 06 ' reprasentiert das Ergebnis einer

- Maus, untersucht zum angegebenen

1] M- eeee 00 000 0 Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.

Die Mediane der Gruppen sind als
0 T T T T T T T T T ] Balken emgezel chnet.

lleum
Grad relativer Expression

a4-Integrin wurde auf Lymphozyten in der Lamina propria des Darms exprimiert. Die
Zahl der positiven Zellen nahm in der Strahlenkontolle und in den autolog
transplantierten Mausen an Tag 3 ab und stieg ab Tag 9 in der autologen Kontrollgruppe
wieder auf den Ausgangswert an. In der allogen transplantierten Gruppe blieb die Zahl
der immunreaktiven Zellen im Bereich einer mittleren Expressionsstérke, bevor sie dann
ab Tag 22 nach Transplantation stark zunahm und weit Uber den Wert der
unbehandelten Gruppe anstieg. Dieser deutliche Anstieg konnte durch zusdtzliche

Untersuchungen mittels Immunfluoreszenzfarbung bestétigt werden.
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ADbb.22: lleum alo Tag 3 Abb.23: lleum alo Tag 22
Fluoreszenzfarbung a4-Integrin Fluoreszenzfarbung a4-Integrin
10x ObjektivvergrofRRerung 10x ObjektivvergrofRerung

455 LFA-1

Abb.24: I mmunhistochemische
Farbung des lleum. Grad relativer
Expression angegeben as.
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
— Expression. Jedes Symbol
représentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
° Die Mediane der Gruppen sind als
: : : : : ‘ ‘ | Balken eingezeichnet.
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LFA-1ist der Ligandé;‘ijr ICAM-1 und ICAM-2 und wurde auf Lymphozyten sowie
Makrophagen in der Lamina propria exprimiert. Die Zahl der immunreaktiven Zellen
nahm in der Strahlenkontrolle und bei den transplantierten Tieren in beiden Gruppen an
Tag 3 nach Transplantation ab. Bei den autol og transplantierten Mausen stieg die Zahl
ab Tag 9 bis auf ihren Ausgangswert im Bereich einer mittleren Expression an. In der
allogen transplantierten Gruppe wurde eine verstérkte Expression von LFA-1 ab Tag 9

bis zum Ende der Beobachtungsperiode beobachtet.
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Abb.25: lleum allo Tag 3 Abb.26: lleum allo Tag 22
Farbung: LFA-1 (a_-Kette, CD11a) Farbung: LFA-1(a -Kette, CD11a)
10x Objektivvergroerung 10x ObjektivvergroRerung
456 CD4
Abb.27: I mmunhi stochemische
CD4 Féarbung des lleum. Grad relativer
Expression angegeben as:
527 W %% 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
g Expression. Jedes Symbol
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Die Expression von CD4 spiegelte das Verhalten der T-Helfer-Lymphozyten wieder. An
Tag 3 nahm die Zahl der immunreaktiven Zellen in alen Gruppen ab. Der
Expressionsgrad sank somit von einer initial mittleren auf eine schwache Expression ab.
Bereits an Tag 9 lag in der autolog sowie der allogen transplantierten Gruppe wieder
eine mittlere Expressionsstérke vor. Im Gegensatz zur autologen Gruppe stieg die Zahl

der CD4 positiven T-Zellen bei allogen tranplantierten Tieren ab Tag 22 noch welter an.
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457 CD8
Abb.28: Immunhistochemische

cbs Farbung des lleum. Grad relativer
Expression angegeben as.
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
représentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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Insgesamt betrachtet lagen weniger CD8 as CD4 positive T-Zellen in der Lamina
propriades lleum vor. Auch an Tag 3 nach Transplantation verblieb eine schwache
Expression in alen Gruppen. Ab Tag 22 stieg die Zahl der CD8 positiven T-Zellenin

der allogen transplantierten Gruppe deutlich an und erreichte an Tag 28 ihr Maximum.

45.8 B7-1
Abb.29: Immunhistochemische

Farbung des lleum. Grad relativer
B7-1 Expression angegeben as:
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
repréasentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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B7-1 wurde von Antigen-présentierenden Zellen der Lamina propria und der Submucosa

des Darmes exprimiert. Es fanden sich einzelne langliche Zellen mit Zellaudaufern. B7-

1 wurde im lleum der alogenen Gruppe ab Tag 22 nach Transplantation leicht

hochreguliert. Bei schwacher Expression (Grad 1) lagen die Zellen vereinzelt vor (ca. 2-

5 positive Zellen pro Schnitt). Als mittlere Expression

(Grad 2) wurde das Vorkommen von positiven Zellhaufen gewertet. Der Median der

Expression verschob sich in der allogen transplantierten Gruppe von einer schwachen

Expression zu einer mittleren Expression
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4.5.9 B7-2 Abb.30: Immunhistochemische

Farbung des lleum. Grad relativer

Expression angegeben as:
B7-2 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
repréasentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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B7-2 wurde im lleum in der Lamina propria und der Submucosa exprimiert. In alen
untersuchten Gruppen kamen B7-2 positive Zellen auch in Peyerschen Plagues vor. Im
[leum wurde dieses Molekil in der Strahlenkontrolle und in der autolog transplantierten
Gruppe bereits an Tag 3 hochreguliert. Anschlief3end fiel der Level der Expression in
der autologen Gruppe wieder ab. In der alogen tranplantierten Gruppe stieg die
Expression ebenfalls an Tag 3 an, blieb jedoch im weiteren Verlauf hochexprimiert und
erreichte an Tag 22 ihr Maximum. Das Auftreten von positiven ,, Clustern® wurde als
mittlere Expression (Grad 2) gewertet, das Auftreten dieser Zellhaufen in nahezu allen

Zotten als starke Expression (Grad 3).

4510 PECAM-1

PECAM-1 Abb. 31: Immunhistochemische

Farbung des lleum. Grad relativer

3 o0 o X 0 0 Expression  angegeben  ds

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

2] W M o ssee —eose sesee £XKK) NN -URRR- ONKKr Expression. Jedes  Symbol

représentiert das Ergebnis einer

1 ° ° Maus, untersucht zum angegebenen

Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Die Mediane der Gruppen sind als
% Balken eingezeichnet.

lleum
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PECAM-1 wurde von Endothelzellen und Monozyten in allen Schichten des
Darmrohres exprimiert. In allen Gruppen lag der Median zu allen untersuchten
Zeitpunkten bei einer mittleren Expression (Grad 2) und veranderte sich im Verlauf der

Transplantation nicht.
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Abb.32: Ileum auto Tag 9
Férbung: PECAM-1
10x Objektivvergroflerung
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Abb.33: lleum allo Tag 9
Férbung: PECAM-1

10x Objektivvergroferung

Abb.34: Immunhistochemische
Farbung des lleum. Grad relativer
Expression angegeben as:
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol

représentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.

E-Selektin wurde in der voliegenden Untersuchung nicht oder nur in Form von

einzelnen positiven Zellen im lleum der Maus vorgefunden.

4512 MAdCAM-1

MAdCAM-1

lleum

Abb.35: I mmunhistochemische
Farbung des lleum. Grad relativer
Expression angegeben as
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
représentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.

Grad relativer Expression

Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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MAdCAM-1 wurde von hochendothelialen Venulen in der Lamina propria, den
Peyerschen Plaques und in geringem Mal3e in der Tunica muscularis des Ileum
exprimiert. Zu alen Zeitpunkten lag in allen Gruppen eine schwache Expression vor,

die sich im Laufe der Untersuchung nicht &ndert.

45.13 ([37-Integrin

Beta7-Integrin Abb.36: I mmunhistochemische
Farbung des lleum. Grad relativer
Expression angegeben as:
— 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
e 0 0 Expression. Jedes Symbol
représentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
‘ ‘ Balken eingezeichnet.  Andere
%O %O % % Zeitpunkte wurden nicht getestet.
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In der Lamin propria des |leum befanden sich immunreaktive Zellen fur 37-Integrin . In
der autologen Gruppe wurde (37-1ntegrin im Bereich einer mittleren Expressionsstarke
vorgefunden, die sich im zeitlichen Verlauf nicht anderte. Im Gegensatz dazu stieg die

Expression in der allogen transplantierten Gruppe ab Tag 22 stark an.
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ADbb.37: lleum auto Tag 22 ADbb.38: lleum alo Tag 22
Farbung: b7-Integrin Farbung: b7-Integrin

10x ObjektivvergrofRerung 10x ObjektivvergrofRerung
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4.6  Immunhistochemische Analyse von Gefrier schnitten des Colon

knochenmarktransplantierter Mause

Abb.39: Immunhistochemische
461 VCAM-1 Farbung des Colon. Grad relativer
VCAM-1 Expression angegeben ds:
l=schwache, 2=mittlere, 3=starke
£ 37 ¢ o o o 0 Expression. Jedes Symbol
2 reprasentiert das Ergebnis einer Maus,
cu;? 2 W ee0e o 00 - 0000 S0 0 untersucht zum angegebenen Zeitpunkt
2% in zwei Gefrierschnitten. Die Mediane
CE 14 o060 -e000 0000 () 0 4% der Gruppen sind as Balken

% eingezeichnet.

G0 T T T T T T T T T 1
D %, % % e % Y% Y ¥
@é% %5/@% ,oxe D, . fx%) %, O olej oij 3
@4( O/),,

Das sequentielle Expressionsmuster von VCAM-1 im Colon war dhnlich desim lleum
beobachteten Musters. Im Colon stieg die Expression an Tag 3 in M&usen der
Strahlenkontrolle, der autologen sowie der alogenen Gruppe an, wobel sieim Colonim
Vergleich zu Ileum weniger deutlich ausfiel. Ab Tag 9 kehrte die Expression von
VCAM-1 in der autologen Gruppe wieder auf den Ausgangswert einer schwachen
Expression zurtick, wahrend die Expression in der allogenen Gruppe bis Tag 22 erhoht
blieb und ab Tag 28 wieder absankt.

Abb.40: Immunhistochemische
46.2 ICAM-1 Farbung des Colon. Grad relativer
Expression angegeben as.
ICAM-1 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
- Expression. Jedes Symbol
c 3 ° O .. . . .
2 représentiert das Ergebnis einer
$ | Maus, untersucht zum angegebenen
g2 Y v ° ® 0 WSS EE Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
82 | Die Mediane der Gruppen sind als
S17 MW H oo ccee seee B 0 0 0 Balken eingezeichnet.
g 0 T T T T T T T T T 1
%@é 6),% % % ' %Ox % %, % % %

S e - ST
% ‘f'o
/),’O
%

Im Gegensatz zum lleum blieb die Expression von ICAM-1 im Colon zu allen

®

untersuchten Zeitpunkten in der autologen Gruppe sowie der Strahlenkontrolle auf
einem niedrigen Niveau. In der allogen transplantierten Gruppe stieg die Zahl der
immunreaktiven Zellen ab Tag 9 auf eine mittlere Expressionsgrad an und verblieb dort

bis zum Ende des Beobachtungszeitraums.
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463 [ICAM-2
Abb.41: I mmunhistochemische
ICAM-2 Farbung des Colon. Grad relativer
B Expression angegeben as:
3 ° °° w0 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
i Expression. Jedes Symbol

Colon
Grad relativer Expression
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représentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.

Wie auch im lleum wurde ICAM-2 im Colon konstitutiv exprimiert. Eine Kinetik der

Expression in Abhangigkeit der Stammzelltranplantation war nicht zu beobachten.

4.6.

Colon
Grad relativer Expression

4

I

LY

Abb.42: Colon allo Tag 22

Farbung: ICAM-2

10x ObjektivvergrofRerung

a4-Integrin
Alpha-4 Integrin

¢+ 00 o0 0

0 00

Abb.43: I mmunhistochemische
Farbung des Colon. Grad relativer
Expression angegeben as.
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol

représentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.

Die Zahl der immunreaktiven Zellen in der Lamina propria des Colon nahm an Tag 3in

der Strahlenkontrolle, der autologen Gruppe sowie der allogenen Gruppe ab. Sie

erholten sich bei den autolog transplantierten Tieren wieder ab Tag 9 und blieben auf
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dem Niveau einer mittleren Expression bis Tag 28. In der alogenen Gruppe stieg die
Zahl der immmunreaktiven Zellen bereits ab Tag 9 Uber die der unbehandelten Gruppe

an, um an Tag 28 wieder auf eine mittlere Expression abzusinken.

Abb.44. Immunhistochemische

465 LFA-1 Férbung des Colon. Grad relativer
LFA-1 Expression angegeben as.

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

53 W 8% %% Expression. Jedes Symbol

é représentiert das Ergebnis einer
- B eeee o0 w0 Maus, untersucht zum angegebenen
Se — Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.

E 17 W 4 cccceeece o ooo kg 0 Die Mediane der Gruppen sind als

3 Balken eingezeichnet.

00 T T T T T T T T T 1

Dy S 9, %, N, % Yy Y Yy Yy
N 6@,@% /@/% %, %, /‘ox% z‘x%) ox& 0, oxe >, oxe&

o ",
LFA-1 positive Zellen Tagen im Colon der unbehandelten M&use mit einer als schwach
gewerteten Expression vor. In der autologen Gruppe stieg die Zahl der immunreaktiven
Zellen ab Tag 9 auf eine mittlere Expression an. In der allogenen Gruppe stieg die
Expression schon ab Tag 9 auf einen Wert an, der deutlich Gber dem Ausgangswert lag.
An Tag 22 und Tag 28 nach Transplantation lag LFA-1 in der allogenen Gruppe stark

exprimiert vor.

46.6 CD4 i .
Abb.45; Immunhistochemische
CD4 Farbung des Colon. Grad relativer
Expression angegeben as.
537 ° ° W oW wRe 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
g Expression.  Jedes  Symbol
g2 @ %00 oo oo {4t W O reprasentiert das Ergebnis einer
§g Maus, untersucht zum angegebenen
E17 W Hheceee o o o0 Hw Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
3 Die Mediane der Gruppen sind as

0o L. ‘ ; ; ‘ ; ; ; ; Balken eingezeichnet.
%&4% &‘?/ﬁ/&/% (”bx& %, b, (/’Oxe s //Ox& //Ox9 //Oxe /{&e&
%, o,

CD4 positive Zellen lagen in der Lamina propria des Colon einer unbehandelten Maus
mit einer schwachen Expression vor. In der autologen Gruppe stieg die Zahl der AEC
geféarbten Zellen ab Tag 9 auf eine mittlere Expression an und verblieb dort bis Tag 28
nach Transplantation. Auch in der allogenen Gruppe stieg die Expression am Tag 9 und

22 auf eine mittlere Expression an und nahm an Tag 28 weiter zu.
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Abb.46: Colon unbehandelt Abb.47: Colon allo Tag 22
Férbung: CD4 Férbung: CD4
10x ObjektivvergroRRerung 10x ObjektivvergroRRerung
46.7 CDS8
D8 Abb.48: I mmunhistochemische
Farbung des Colon. Grad relativer
£ 3- 0 o0 Expression angegeben as:
2 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
:% 2 o o000 o —_— Expron. Jedes &/mbol
8% — reprasentiert das Ergebnis einer
CZ 11 M W 0o oo o oos () 0 Maus, untersucht zum angegebenen
s — Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
50 4 e o o S Die Mediane der Gruppen sind als
%% %% Q%x@ %, %, %"*e %x& %xg Q//"*ee e/%& Balken eingezeichnet.
0%4 4% @

In der unbehandelten Gruppe, der Strahlenkontrolle, sowie der autologen Gruppe lagen
CD8 positive Zellen zu allen untersuchten Zeitpunkten in schwacher Expressionstérke
vor. In der alogenen Gruppe hingegen stieg die Zahl der immunreaktiven Zellen ab Tag
9 deutlich auf eine mittlere Expression an und erreichte an Tag 28 eine starke

Expression.

Abb.49: Colon auto Tag 28 Abb.50: Colon allo Tag 28
Farbung: CD8 Farbung: CD8
10x Objektivvergroflerung 10x Objektivvergroflerung
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46.8 B7-1
Abb.51: I mmunhi stochemische
B7-1 Farbung des Colon. Grad relativer
c 3+ Expression angegeben as:
2 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
% 2 ° oW W Expression. Jedes Symbol
8 représentiert das Ergebnis einer
OZ 1| MM 4 cooe oo coosceses it 00 - 40 Maus, untersucht zum angegebenen
£ Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
S0l 41 o @ o o S Die Mediane der Gruppen sind als

o,)é% \S}f% % % % % % % % %, Balken eingezeichnet.
Y%, %, CORCIEE - T S

% %
%

Im Colon wurde B7-i schwach in der Lamina Propria exprimiert. Zu keinem Zeitpunkt
veranderte sich der Median der Exprsssion. Im Colon fiel auf, dal3 in der unbehandelten
Kontrollgruppe keine positiven Zellen in Peyerschen Paques zu finden waren,

wohingegen in der alogen transplantierten Gruppe ab Tag 9 einzelne positive Zellenin

den Lypmphozytenaggregaten vorkamen.

/ :

positiv geférbte
Zellaggregate
Abb.52: Colon allo Tag 28
Farbung: B7-1
10x ObjektivvergrofRerung
4.6.9 B7-2 Abb.53: I mmunhistochemische
B7-2 Farbung des Colon. Grad relativer
Expression angegeben as.
537 ® 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
g Expression. Jedes  Symbol
- ¢ e o o o K W K W reprasentiert das Ergebnis einer
§g — Maus, untersucht zum angegebenen
B 1 M W 0o eecoemes seee () ) O (O Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
3 Die Mediane der Gruppen sind als
S0 : o @ '; S Balken eingezeichnet.
K &‘%, b, B, o, %, By, Hor, By, By
6,%%4‘ @o{_o/)& 5 > % > 9 ) <

Dieses Expressionsmuster war im Colon weniger stark ausgepragt. An Tag 3 war die

Expression in der autolog und alogen tranplantierten Gruppe im Vergleich zur
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unbehandelten Gruppe erhoht. In der autologen Gruppe kehrte die Expression wieder
auf ihren Ausgangswert zurtick, wahrend in der allogenen Gruppe eine vermehrte
Expression bestehen blieb.

:_.i'.': -- ".”-f' i - ] k
Abb.54: Colon auto Tag 28 Abb.55: Colon allo Tag 28
Férbung: B7-2 Féarbung: B7-2

10x ObjektivvergréRerung 10x ObjektivvergroRRerung
46.10 PECAM-1 Abb.56: Immunhistochemische
PECAM-1 Férbung des Colon. Grad relativer
Expression angegeben as:
3 ° © o W W W 4 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

i Expression. Jedes Symbol
W M oo oo eseeeeeee G 00 KO N reprasentiert das Ergebnis einer

Maus, untersucht zum angegebenen

N
1

Colon
Grad relativer Expression

1 6 o oo 0 Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind as
0 T T T T T T T T T ] Balken elngeZEI chnet.
0%/; 6};% %, %, e%x @%X % %, % %,
U, > % v R %
% ‘Fo
@4 /)0

PECAM-1 wurde im Colon wie auch im Ileum in allen Wandschichten exprimiert. In
der autologen Gruppe blieb die Expression auf einem mittleren Niveau, wohingegen in

der allogenen Gruppe ab Tag 9 ein diskreter Anstieg zu verzeichnen war.
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46.11 E-Sdektin
E-Selekii Abb.57: I mmunhistochemische
-elexin Farbung des Colon. Grad relativer
53 Expression angegeben as:
2 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
22 o w00 Expression. Jedes  Symbol

cw . . . .
25 représentiert das Ergebnis einer
R ) o e o () 4 O 0 Maus, untersucht zum angegebenen
% — Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
50 —w sg0—0p \ Die Mediane der Gruppen sind alS
D B, e % % Y Y Y Yy ; :
eé@o;%,, % b, O 6"% ’ox0 O, o, o, %, Balken eingezeichnet.
% %

E-Selektin wurde im Colon der unbehandelten Maus nicht exprimiert. An Tag 22 der
autologen Gruppe und Tag 9 und 22 nach allogener Knochenmarktransplantation

wurden vereinzelt immunreaktive langliche Zellen in der Submucosa vorgefunden.

46.12 MAdCAM-1 Abb.58: Immunhistochemische

Farbung des Colon. Grad relativer
Expression angegeben as:
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
reprasentiert das Ergebnis einer
— Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.

MAdCAM-1
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Das Adressin MAdCAM-1 wurde im Colon schwach exprimiert. In der allogenen
Gruppe stieg es an Tag 9 auf einen mittleren Expressionsgrad an und sankt bis Tag 28

wieder auf eine schwache Expression ab.

Abb.59: Colon auto Tag 9 Abb.60: Colonallo Tag 9
Farbung: MAdCAM-1 Farbung: MAdCAM-1

10x ObjektivvergroRRerung 10x ObjektivvergrolRerung
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4.7  Immunhistochemische Analyse von Gefrierschnitten der Haut

knochenmarktransplantierter Mause

471 VCAM-1
Abb.61: I mmunhistochemische
VCAM-1 Farbung des Haut. Grad relativer
Expression angegeben as:

537 woooor 0 W 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

g Expression.  Jedes  Symbol
B2 oo % % reprasentiert das Ergebnis einer
§ 5 Maus, untersucht zum angegebenen

B 17 4 W -e000--6000- eumes ee00ee ik o 0 Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.

3 Die Mediane der Gruppen sind als

G o \ 4 @ \ T T \ \ 1 Balken eingezeichnet.

% % %, %, Y N Y% Y Y Yy
6@%/)0’ %/@0{- % X % xo fo)(% /‘0)23(9 oxU’ °x9 oxvlj oxe >,
04. 0/)&0
%

VCAM-1 wurde in der Dermis und Subcutis der Haut schwach exprimiert. In der
allogen transplantierten Gruppe nahm die Zahl der positiven Zellen ab Tag 9 vor allem
in der Dermis zu, und VCAM-1 wurde ab Tag 9 auch vereinzelt in der Epidermis

exprimiert.
-:,r'l ' LI
f ]
..II. ife i f'.
h ( LA
i :
g \ -
Abb.62: Haut unbehandelt Abb.63: Haut auto Tag 9 Abb.64: Haut allo Tag 9
Farbung: VCAM-1 Farbung: VCAM-1 Farbung: VCAM-1

10x ObjektivvergrofRerung 10x ObjektivvergrofRerung 10x ObjektivvergrofRerung
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472 ICAM-1 Abb.65:  Immunhistochemische
Farbung der Haut. Grad relativer
Expression angegeben as.
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
représentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.

ICAM-1
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Grad relativer Expression
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ICAM-1 lag in der Dermisin Form von einzelnen, langlichen Zellen schwach exprimiert
vor. In der alogenen Gruppe nahm die Expression ab Tag 9 deutlich zu. Die Zahl der
immunreaktiven Zellen in der Dermis war im Vergleich zu den unbehandelteten Mausen
und den autolog transplantierten Mausen in der alogenen Gruppe deutlich erhoht.

Zusatzlich waren ab Tag 9 Keratinozyten der Epidermis immunreaktiv.
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Abb.66: Haut unbehandelt Abb.67: Haut auto Tag 28 Abb.68: Haut allo Tag 28
Farbung: ICAM-1 Farbung: ICAM-1 Farbung: ICAM-1

20x Objektivvergrofierung 20x Objektivvergrofierung 20x Objektivvergrofierung
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473 1CAM-2 Abb.69:  Immunhistochemische

Farbung der Haut. Grad relativer

Expression angegeben as

o 0 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

Expression. Jedes Symbol

¢ ° WO 0 00 représentiert das Ergebnis einer

Maus, untersucht zum angegebenen

Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.

ICAM-2
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Grad relativer Expression
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ICAM-2 wurde vor alem in der Subcutis schwach exprimiert. Ab Tag 9 der allogenen

T I I hd I I I 1
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Gruppe war ICAM-2 auch in der Dermis gefarbt und immunreaktive Zellen waren
dartiber hinaus in der Epidermis zu finden. Der Median der Expression stieg insgesamt
in der allogen transplantierten Gruppe ab Tag 9 von einer schwachen auf eine mittlere

Expressionsgradeinteilung an.

474 a4d-Integrin Abb.70: Immunhistochemische
Farbung der Haut. Grad relativer
Expression angegeben as:
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
° o w0 W Expression. Jedes Symbol

Alpha4-Integrin

c 3 7 °

é reprasentiert das Ergebnis einer

g, o o L0000 Maus, untersucht zum angegebenen
R Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
TZ MM W o e ese wese LES O 0 Die Mediane der Gruppen sind als

£ _ Balken eingezeichnet.
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In der Dermis wurden einzelne langliche und verzweigte Zellen fir a4-Integrin positiv
geférbt. In der Strahlenkontrolle sowie Tag 3 der autologen Gruppe sank die Expression
ab, in einigen Schnitten konnten keine positiven Zellen mehr nachgewiesen werden. An
Tag 9 der autologen Gruppe lag die Expression wieder konstant bei einer schwachen
Expressionsstérke. In der alogen transplantierten Gruppe nahm die Zahl der
immunreaktiven Zellen ab Tag 9 zu und der Median der Expression verschob sich auf

eln mittleres Niveau.
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Abb.71: Haut auto Tag 22
Farbung: a4-Integrin
20x ObjektivvergrolRerung
475 LFA-1
LFA-1
£ 3 $o0Ra-C00000- 6060
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Abb.72: Haut allo Tag 22
Farbung: a4-Integrin
20x ObjektivvergrofRerung

Abb.73: I mmunhi stochemische
Farbung der Haut. Grad relativer
Expression angegeben as:
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
repréasentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.

LFA-1 positive Zellen lagen in der Dermis vereinzelt als langliche, verzweigte Zellen

vor. In der autolog transplantierten Gruppe von Méusen blieb die Expression zu alen

untersuchten Zeitpunkten schwach. Hingegen nahm in der alogen transplantierten

Gruppe die Zahl der positiv gefarbten Zellen ab Tag 9 in starkem Mal3e zu wobei

immunreaktive Zellen in die Epidermis einwanderten (Pfeil).
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Abb.74: Haut auto Tag 28 Abb.75: Haut allo Tag 28
Farbung: LFA-1 Farbung: LFA-1
20x Objektivvergrofierung 20x Objektivvergrofierung
476 CD4
CDh4
3 oo - W
2 N

Haut
Grad relativer Expression
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In unbehandelten Mausen lagen vereinzelt positive Zellen in der Dermis, vor allemin
der N&he von Haarwurzeln vor. In der Strahlenkontrolle nahm die Zahl der

immunreaktiven Zellen ab. In der autologen Gruppe blieb die Expression schwach. In
der allogen transplantierten Gruppe hingegen nahm die Expression ab Tag 9 stark zu.

Positive Zellen lagen nunmehr auch in der Epidermis vor.
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47.7 CD8
Abb.77: I mmunhi stochemische
Farbung der Haut. Grad relativer
Ccbs8 Expression angegeben s
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
repréasentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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CD8 positive Zellen lagen bel unbehandelten und autolog transplantierten Mausen
vereinzelt in der Dermis vor. Ab Tag 9 stieg die Zahl der CD8-positiven Zellen in der
allogenen Gruppe stark an. Immunreaktive Zellen fir CD8 waren ab Tag 9 in der

Epidermis zu finden.

47.8 B7-1 Abb.78: Immunhistochemische
Farbung der Haut. Grad relativer
B7-1 Expresson  angegeben  ds:

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
repréasentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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In der Haut wurden in der gesamten autologen Gruppe und der allogen tranplantierten
Gruppe an Tag 3 keine oder nur vereinzelt immunreaktive Zellen fir B7-1 in der Dermis
vorgefunden. Ab Tag 9 nach Transplantation nahm die Zahl positiv geférbter Zellen in
der allogen transplantierten Gruppe deutlich zu. B7-1 positive Zellen waren ab Tag 9
nach allogener Transplantation sowohl in der Dermis als auch in der Epidermis zu

finden.
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- ¥
Abb.79: Haut auto Tag 22 Abb.80: Haut allo Tag 22
Férbung: B7-1 Férbung: B7-1
20x ObjektivvergroRRerung 20x ObjektivvergréfRRerung
479 B7-2 Abb.81: Immunhistochemische
Farbung der Haut. Grad relativer
B7-2 Expression angegeben s
c s o 0 0 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
2 Expression. Jedes Symbol
e o o o repréasentiert das Ergebnis einer
il e ®  Maus, untersucht zum angegebenen
£2 Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
s W e e e 0 Die Mediane der Gruppen sind als
3 Balken eingezeichnet.
Got—T 4 ——2 T ¢ T T T 1
Dy B v, N, v, Y, Yy Yy Yy Yy
@/5%)0:?'5@ 4_0 ((Ox@ (bx\g ((Ox ’Oxe& Oy 5 Oxg Oy e@ O)i‘)&
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In der Haut stieg die Expression ab Tag 9 nur in der alogenen Gruppe von einer
schwachen auf eine mittlere Expressionsstérke an. Positiv geféarbte Zellen wurden ab

Tag 9 der allogen transplantierten Gruppe nicht nur in der Dermis sondern auch in der

Epidermis beobachtet.
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Abb.82: Haut auto Tag 22 Abb.83: Haut allo Tag 22
Farbung: B7-2 Farbung: B7-2

20x Objektivvergrofierung 20x Objektivvergrofierung
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4.7.10 PECAM-1

Abb.84: Immunhistochemische
Farbung der Haut. Grad relativer
PECAM-1 Expression angegeben as:

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
représentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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Haut
Grad relativer Expression

PECAM-1 wurde auf Endothelzellen vor alem in der Subcutins, weniger in der Dermis

der Haut exprimiert. Das Expressionsmuster blieb im gesamten Versuch konstant.

4711 E-Sdektin
Abb.85: Immunhistochemische

E-Selektin Féarbung der Haut. Grad relativer
Expression angegeben as:
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol

5
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i 00 reprasentiert das Ergebnis einer
§ 5 Maus, untersucht zum angegebenen
i 4 ° oo % e o0 Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
3 Die Mediane der Gruppen sind als
G o T W—¢——cepe—cepe —oce—osepee—(|)—— o000 Balken eingezeichnet.
& \y
060,5 %/5 5, $%x ($(//(O)< $%x (/((Ox ¢//Ox ¢//0x& ¢//ox (?//ox
S, & 9 T @ > R
% [
04, /)0

()
%

E-Selektin wurde in der Haut nicht oder nur vereinzelt exprimiert. Es gab keine
deutliche Anderung des Expressionsmusters im Vergleich der unbehandelten mit

transplantierten Tieren.



56 Ergebnisse

4112 MAdCAM-1 Abb.86: I mmunhistochemische
MadCAM-1 Férbung der Haut. Grad relativer
Expression angegeben as:

w
|
<
<

5 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
2 Expression. Jedes Symbol
g2 repréasentiert das Ergebnis einer
§ 5 Maus, untersucht zum angegebenen
% 1] L 2N ) ©@ e o () %% 60 Zeitpunkt in zwei Gefrierschnitten.
3 — Die Mediane der Gruppen sind als
G o T WH—M—eegee—op e —oepo—{itm (K- Balken eingezeichnet.
%é@é % %, y % %, y %, ! % % %, %
) S, ] o) @ 9 D} <
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MAdCAM-1 as vaskularesAdressin des Darms wurde in der Haut nicht oder nur
vereinzelt in der Subcutis exprimiert. In der Dermis und Epidermis waren zu keinem

Zeitpunkt positiv geférbte Zellen zu beobachtet.

4.7.13 R7-Integrin

Abb.87: I mmunhistochemische
Farbung der Haut. Grad relativer
Beta7-Integrin Expression angegeben as:

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
repréasentiert das Ergebnis einer
Maus, untersucht zum angegebenen
Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet. Andere
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Zeitpunkte wurden nicht getestet.
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Haut
Grad relativer Expression
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Positive Zellen fir 37-Integrin fanden sich vor alem in der Epidermis in Form von

dendritischen Zellen (Abb.89). Einzelne immunreaktive Zellen wurden auch in der

Dermis nachgewiesen. In der autologen Gruppe an Tag 3 und 9 nahm die Zahl der

positiv gefarbten Zellen von einem mittleren Niveau in der unbehandelten Gruppe auf

ein schwaches Niveau ab. Ab Tag 22 der autologen Gruppe erreichte die Expression

wieder den Ausgangswert. In der allogenen Gruppe nahm die Zahl der immunreaktiven

Zellen zu keinem Zeitpunkt ab und blieb bel einer mittleren Expression wéahrend des

gesamten Beobachtungszeitraums.
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Abb.88: Haut allo Tag 3
Férbung: [3-7 Integrin
20x ObjektivvergrélRerung

Abb.89: Haut auto Tag 28
Férbung: [3-7 Integrin
60x Objektivvergrofierung
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4.8  Immunhistochemische Analyse von Gefrier schnitten der Leber

knochenmarktransplantierter Mause

481 VCAM-1

Abb.90: I mmunhistochemische
Farbung der Leber. Grad relativer
VCAM-1 Expression angegeben as:
Ca- o 0 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
S Expression. Jedes Symbol
g | reprasentiert das Ergebnis einer
1 2 W % w9 Maus, untersucht zum angegebenen
g2 Zeitpunkt in zwel Gefrierschnitten.
£ " had et w0 % ®® Dpie Mediane der Gruppen sind als
B " Balken eingezeichnet.
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\y
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%, %,
% %

VCAM-1 wurde bel schwacher Expression vor alem in der Nachbarschaft von
Lebervenen exprimiert. In der Strahlenkontrolle und in der allogenen Gruppe stieg der
Median an Tag 9 und 22 auf eine mittlere Expression an. Bei mittlerer

Expressionsstérke kamen positive Zellen auch im Parenchym der Leber vor.

Abb.91: Leber auto Tag 9 Abb.92: Leber allo Tag 9
Farbung: VCAM-1 Férbung: VCAM-1
10x ObjektivvergroRerung 10x Objektivvergroferung
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ICAM-1 war bei unbehandelten Mausen und autolog transplantierten Mausen nur bei
einzelnen Tieren in Form von einzelnen Zellen in der Leber nachweisbar. In der
allogenen Gruppe stieg die Expression an Tag 9 leicht an. Eine weitere Zunahme der
Expression wurde an den Tagen 22 und 28 beobachtet. Immunreaktive Zellen traten im
Endothel von Lebervenen (Pfeil Abb.95) und als reaktive Areale im Leberparenchym

(Pfeil Abb.96) auf.
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Abb.93: I mmunhistochemische
Farbung der Leber. Grad relativer
Expression angegeben as.
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
représentiert das Ergebnis einer
Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
in zwei Gefrierschnitten untersucht.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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ADbb.94: Leber auto Tag 22
Farbung: ICAM-1
10x ObjektivvergrolRerung

Farbung: ICAM-1

483 ICAM-2
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ADbb.95: Leber allo Tag 22

10x ObjektivvergroflRerung
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ADbb.96: Leber allo Tag 22
Farbung: ICAM-1
10x ObjektivvergrolRerung
Abb.97: I mmunhistochemische

Farbung der Leber. Grad relativer
Expression angegeben as
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
représentiert das Ergebnis einer
Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
in zwei Gefrierschnitten untersucht.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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ICAM-2 wurde in der Leber konstitutiv exprimiert. Eine Anderung des
Expressionsmusters war zu keinem Zeitpunkt in keiner Gruppe mit der angewendeten
Technik feststellbar. Angeféarbt wurden vor alem Endothelien der Blutgefél3e und

Sinusoide.
Abb.98: Leber auto Tag 9
Farbung: ICAM-2
10x ObjektivvergrofRerung
4.8.4 ad-Integrin Abb.99: I mmunhi stochemische
. Féarbung der Leber. Grad relativer
Alpha4-Integrin Expression angegeben as
c 3 0 o 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
@ _ Expression. Jedes Symbol
g . o 0 ¢ oo  représentiert das Ergebnis einer
gy Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
N M o0 0000 in zwei Gefrierschnitten untersucht.
E ' ¢ soo coee % Die Mediane der Gruppen sind als
?g Balken eingezeichnet.

° ¥

ad-Integrin wurde auf Lymphozyten in der Leber exprimiert. Bel schwacher Expression

lagen einzelne Zellen oder selten Zellhaufen vor. In der alogen transplantierten Gruppe
nahm ab Tag 9 die Zahl der immunreaktiven Zellen stark zu. Zellhaufen waren ab Tag 9

nach allogener Knochenmarktransplantation regelmaliig, oft an Lebergefédl3en aber auch

im Parenchym zu finden.
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Abb.100: Leber auto Tag 22 Abb.101: Leber dlo Tag 22
Farbung: a4-Integrin Farbung: a4-Integrin
10x ObjektivvergrofRerung 10x ObjektivvergrofRerung
4.85 LFA-1 Abb.102: I mmunhi stochemische
Farbung der Leber. Grad relativer
LFA-1 Expression angegeben as:

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol

représentiert das Ergebnis einer
oo oo oo 0o W Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
in zwei Gefrierschnitten untersucht.
Die Mediane der Gruppen sind as
Balken eingezeichnet.
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Leber
Grad relativer Expression

o

in Gefd3ndhe oder im Parenchym vor. Vereinzelt waren Ansammlungen
immunreaktiver Zellen zu sehen. Die Expression blieb in der autolog transplantierten
Gruppe im Vergleich zu den unbehandelten Tieren unverdndert. In der allogenen

Gruppe hingegen stieg die Expression von LFA-1 ab Tag 9 stark an.

Abb.103: Leber auto Tag 22 Abb.104: Leber alo Tag 22
Farbung: LFA 1 Farbung: LFA 1
10x Objektivvergrofierung 10x Objektivvergroferung
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4.8.9 CD4 Abb.105:  Immunhistochemische
cDa Farbung der Leber. Grad relativer
Expression angegeben as.
537 X% 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
2 — Expression. Jedes Symbol
B2 © o oo oo W O 0k reprasentiert das Ergebnis einer
k- 8 Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
"% 14 § W eee ese oo e HHH XN W 0 in zwei Gefrierschnitten untersucht.
5 Die Mediane der Gruppen sind als
G o \ \ ® ® \ ¢ % \ \ \ Balken eingezeichnet.
< > > > > > > > >
g, g, i o, o, Mo, "o P P,y
4 o,

Immunreaktive Zellen fir CD4 lagen einzeln im Leberparenchym und an Lebervenen
vor. Die Expression fiel von einem mittleren Ausgangniveau (unbehandelt) sowohl bei
der Strahlenkontrolle, als auch den autolog sowie den allogen transplantierten Tieren
jeweils an Tag 3 auf ein schwaches Expressionsniveau ab. Ab Tag 9 nahm die Zahl der
positiven Zellen der allogenen Gruppe wieder zu und erreichte den Ausgangswert der
unbehandelten Kontrolle. An Tag 22 der alogenen Gruppe stieg der Wert Uber das
Ausgangsniveau an. Bei starker Expression kamen vermehrt Lymphozytenaggregate an
Blutgefalien vor.

Abb.106: I mmunhistochemische

48.7 CD8 Farbung der Leber. Grad relativer
cD8 Expression angegeben as

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

537 Expression. Jedes Symbol
2 reprasentiert das Ergebnis einer
22 o o 0 %0 0 Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
% 5 - in zwei Gefrierschnitten untersucht.
1 W 00 oo eee o0 ( KO X0 WX Die Mediane der Gruppen sind als
3 Balken eingezeichnet.
CoT— T Mh—ee—0—1—0—W——————
ox;é% \5},% %, %’Ox %, y s%x e/,ox@ %x& e/,oxe %xe
cs,)% Q/)‘Fo 9 > =} ®
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In der Leber lagen w;sentlich weniger CD8 positive as CD4 positive Zellen vor. CD8
positive Zellen wurden vereinzelt im L eberparenchym der unbehandelten Maus
vorgefunden. An Tag 3 nach Transplantation sank die Zahl der Zellen weiter ab und es
konnten keine CD8 positiven Zellen mehr nachgewiesen werden. Ab Tag 9 wurden CD8
positive Zellen in der autologen Gruppe sowie der allogenen Gruppe wieder schwach
exprimiert. An Tag 22 der allogenen Gruppe stieg die CD8 positive Zellpopulation

weiter an.
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Leber

488 B7-1 Abb.107:  Immunhistochemische
Farbung der Leber. Grad relativer

B7-1 Expression angegeben as:

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

Balken eingezeichnet.

§°] Expression.  Jedes  Symbol
8 représentiert das Ergebnis einer
g2 Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
2 in zwei Gefrierschnitten untersucht.
11 ¢ ¢ = o0 0 Die Mediane der Gruppen sind als
E

O]

B7-1 positive Zellen wurden in der Leber nicht oder nur sporadisch exprimiert. Das

Expressionsmuster anderte sich im Versuchsverlauf nicht.

B7-2 Abb.108:  Immunhistochemische
) Farbung der Leber. Grad relativer
Expression angegeben as:

B2 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

37 Expression. Jedes Symbol
repréasentiert das Ergebnis einer

2 0 Maus, zum angegebenen Zeitpunkt

in zwei Gefrierschnitten untersucht.
17 4 4 ecee 00 o eeee KB HWH KO 6 Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.

Leber
Grad relativer Expression
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B7-2 wurde in der Leber schwach exprimiert, teilweise konnten keine immunreaktiven
Zellen detektiert werden. B7-2 wurde in der immunhistochemischen Farbung als
einzelne rot gefarbten Areale im Leberparenchym beobachtet, in denen Zellen nicht
gegeneinander abgrenzbar waren. Nur in der allogen transplantierten Gruppe stieg an
Tag 22 die Zahl dieser immunreaktiven Gewebsareal e an.

(]

=

Abb.109: Leber alo Tag 22
Férbung: B7-2
.. 10x Objektivvergroflerung
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4810 PECAM-1 Abb.110:  Immunhistochemische
Féarbung der Leber. Grad relativer
PECAM-1 Expression angegeben as:

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
reprasentiert das Ergebnis einer
Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
in zwei Gefrierschnitten untersucht.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.
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Leber
Grad relativer Expression

PECAM-1 wurdein der Leber konstitutiv exprimiert. Dabei waren sowohl das Endothel
von Blutgefal3en als auch die Sinusoide immunreaktiv. Das Epithel der Gallengénge
wurde hingegen nicht angefarbt.

Abb.111: Leber alo Tag 22
Féarbung: PECAM-1
10x ObiektivverardReruna

4811 E-Selektin
Abb.112: I mmunhistochemische
_ Farbung der Leber.Grad relativer
E-Selektin Expression  angegeben  dls:
3 1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

=
2 Expression. Jedes  Symbol
S, reprasentiert das Ergebnis einer
g Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
52 A 0w 0 in zwei Gefrierschnitten untersucht.
2 Die Mediane der Gruppen sind als
R ESEER———— L LU S LS
o, o, o, o, o, o, ", Y, %, %
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E-Selektin wurde in der Leber nicht exprimiert. In einzelnen Tieren der allogen
transplantierten Gruppe ab Tag 9 konnten vereinzelt positive Zellen in den Gefél3wand

von L ebervenen gefunden werden.

4812 MAdCAM-1 Abb.113:  Immunhistochemische
Farbung der Leber. Grad relativer

MAdCAM-1 Expression angegeben as:

1=schwache, 2=mittlere, 3=starke

5 ’ Expression. Jedes Symbol

$ | reprasentiert das Ergebnis einer
i Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
EE in zwei Gefrierschnitten untersucht.

s o0 Die Mediane der Gruppen sind als

B Balken eingezeichnet.

O o

MAdCAM-1 wurdein der Leber nicht exprimiert. Bei zwei Tieren in der allogenen

Gruppe waren wenige positive Zellen vorhanden.

[37-Integrin
. Abb.114:  Immunhistochemische
Betar-Integrin Farbung der Leber. Grad relativer
Expression angegeben as
1=schwache, 2=mittlere, 3=starke
Expression. Jedes Symbol
représentiert das Ergebnis einer
—_ Maus, zum angegebenen Zeitpunkt
in zwel Gefrierschnitten untersucht.
Die Mediane der Gruppen sind als
Balken eingezeichnet.  Andere
Zeitpunkte wurden nicht getestet.
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Immunreaktive Zellen fur [37-Integrin wurden im Parenchym der Leber als einzeln
liegende Zellen gefarbt. Im Vergleich zur autologen Gruppe stieg die Expression in der

allogenen Gruppe ab Tag 9 von einem schwachen Nive auf ein mittleres Niveau an
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Abb.115: Leber auto Tag 3
Farbung: 37-Integrin
10x Objektivvergroflerung

Abb.116: Leber dlo Tag 22
Farbung: 37-Integrin
10x ObjektivvergrofRerung
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5 Diskussion

51 Hamatopoetische Regeneration hach Knochenmar ktransplantation

Um die Regeneration der Hamatopoese nach Transplantation beurteilen zu koénnen,
wurde Vollblut der zum jeweiligem Zeitpunkt euthanasierten Mause mit dem
Automaten AdviaO 120 untersucht. Beim Menschen folgt auf das Anwachsen des
Knochenmarks normaerweise smultan die Rekonstitution der drel Blutzellinien
(Erythrozyten, Leukozyten und Thrombozyten), wobei die Thrombozyten
typischerweise zuletzt die Normalwerte erreichen.

Zwischen Tag 3 und Tag 9 stiegen im alogenen Versuchsarm die Leukozytenzahlen
von 107/m (Mittelwert aus n=3) auf 1357/m (Mittelwert aus n=6) an, wahrend bei
autolog transplantierten Tieren die Zahl der Leukozyten vergleichsweise langsam
anstieg. In beiden Gruppen begann die Rekonstitution der Leukozyten zwischen Tag 3
und Tag 9 nach KMT, wobel keine der Gruppen bel Versuchsende den Ausgangswert
vor KMT erreicht hat.

Die Thrombozytenzahlen fielen in beiden Gruppen bis Tag 9 ab. Die Rekonstitution
setzte zwischen Tag 9 und 22 ein. An Tag 28 erreichte sowohl die autologe Gruppe als

auch die allogene Gruppe die Ausgangswerte.

52 Dur chfluf3zytometrische Analysen (FACS) des Milzzellhomogenats nach

K nochenmar ktransplantation

CDA4+ T-Zellen dominierten zu einem frihen Zeitpunkt (Tag +9) Uber die Zahl der CD8+
Zellen. An Tag 9 Ubertraf die Zahl der CD4" Zellen in der Milz allogen transplantierter
Tiere die der autolog transplantierten Tiere. An Tag 22 war jedoch kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen zu messen. Die Population der CD8" Zellen im
Milzhomogenat blieb bei alogen transplantierten Mausen Uber den Werten der autologen
Kontrolltiere. Von diesen Ergebnissen in der Milz kann hingegen nur bedingt auf andere

Organe geschlossen werden. Wahrend der spédteren Phasen GvHD ist die Milz
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lymphopen, so dal3 die T-Zellzahlen in der Milz wahrscheinlich unter den Werten anderer
Organe liegen. Typischerweise wird in von GvHD betroffenen Individuen eine Umkehr
der CD4.CDS8 Ratio (im peripheren Blut) beschrieben, die sich ebenfallsan Tag 22 in den

vorliegenden Ergebnissen aus der Milz abzeichnete.

In der autologen Gruppe stieg die Zahl der B-Zellen (CD45/B220 positiv) von 6% an
Tag 9 auf 49% an Tag 22 im Milzzellhomogenat an, wéhrend die Werte in der alogenen
Gruppe von initial 21% an Tag 9 auf 14% an Tag 22 im Rahmen der GvHD abfielen.
GvHD nach dlogener KMT ist assoziiert mit einer Verlangerung der B-Zell-
Rekonstitution und einer verminderten B-Zellfunktion (Falzarano et a., 1996). Der
Abfal der B-Zellzahlen wird in den vorliegenden Ergebnissen deutlich und ist eine von

mehreren Ursachen der GvHD-assoziierten |mmunschwaéache.

Die Zahl der NK-Zellen ("natura killer cells’, DX5 positive Zellen in der FACS
Analyse) stieg in beiden Gruppen von Tag 9 auf Tag 22 an, wobei sie in der allogenen
Gruppe etwas hoher as in der autologen Gruppe lag. NK-Zellen sind an der
Effektorphase der GvHD beteiligt. Eine Depletion von NK-Zellen im murinen GvHD-
Modell C57BL/6® F1 (C57BL/6XxDBA/2) fuhrte zur Abmilderung der Symptome
(Ellison et a., 1998). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, da3 die Art der
Transplantation (allogen versus autolog) im verwendeten Mausmodell (B10.D2® Balb/c
bzw. Balb/c® Balb/c) keinen Einflul? auf die Rekonstitution der NK-Zellen hat.

Diein dieser Untersuchung verwendeten Mausstdmme B10.D2/nSnJ und Balb/c sind H-
2¢ kompatibel (entspricht HLA Klasse | und Klasse Il des Menschen). Sie unterscheiden
sich jedoch in mehreren Minor Histokompatibilitdts-antigenen (Hamilton, 1987;
Korngold and Sprent, 1987). Der Balb/c Mausestamm tragt auf3erdem endogen Mtv-
kodierte (" mouse mammary tumor virus’) Superantigene auf der Zelloberflache, fir die
B10.D2/nSnJ Méause keine Toleranz besitzen (Miconnet et al., 1995). Nach allogener
Transplantation von B10.D2 Zelen in Balb/c Empfanger werden neben Minor
Histokompatibilitéts-antigenen diese Superantigene ebenfalls als fremd erkannt. Es ist
bekannt, dal? diese endogenen Superantigene die Rate und den Schweregrad der GvHD
erhdhen und bestimmte Vb-Segemente der T-Zell-Rezeptoren vermehrt auftreten.
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Die vorliegenden FACS Analysen zeigten zu allen untersuchten Zeitpunkten eine
deutliche Uberreprasentation der Vb3-Familien in der Milz alogen transplantierter
Mause. Dies betraf sowohl die CD4+ als auch die CD8+ Zelen. Da diese
Uberreprésentation in der autolog transplantierten Gruppe fehlte, kann das Vorkommen
dieser Zellpopulationen als Marker der GvHD gewertet werden. Eine Abnahme der
CD4/Vb3-Subpopulation in der allogen Gruppe an Tag 22 kénnte moglicherweise durch
sich langsam entwickelnde Toleranz und die Deletion von Superantigen-reaktiven T-
Zéellen in den GvHD-Méausen erklart werden. Alternativ kdnnte es zur Migration
aktivierter Vb3-Zellen in die Zielorgane der GvHD kommen. Die Zahl der Vb3'CD4"
T-Zellen reduzierte sich bereits an Tag 22 wieder, was mit der beobachteten Abnahme
der CD3+CD4+ T-Zelen in der Milz in Zusammenhang stehen konnte. Die Zahl der
Vb3+ CD8+ T-Zellen blieb konstant zwischen 2-3% der Lymphozyten.

Ly9.1 ist ein Glykoprotein, das auf den Zelloberflachen von u.a Bab/c Méausen
exprimiert wird. Es wurde in einer Doppelmarkierung mit einem CD3-Antikorper
eingesetzt, um Hinweise auf den Chimérismusstatus der transplantierten Mause zu
erhalten. Dabei waren 93-95% der T-Zellen autolog transplantierter Mause
(Balb/c® Balb/c) Ly9.1 positiv und nur 0,1-5% der T-Zellen allogen transplantierter
Méuse (B10.D2® Balb/c). Somit waren die Balb/c Empfangerméuse in der allogenen
Gruppe mit B10.D2 Spenderzellen rekonstituiert. Dal3 die CD3+ Zellen der autologen
Méause nicht zu 100% positiv fur Ly9.1 sind, kénnte daran liegen, dal3 nicht alle T-
Zellen in den verschiedenen Reifestadien Ly9.1 tragen (Miller et al., 1985). Dal3 die
alogen transplantierten Tiere nicht vollig negativ fur Ly9.1 waren, konnte darauf
hinweisen, dal3 noch einige Empfangerzellen im Organssystem vorhanden sind, oder
dal} diese Prozentzahlen das Mal3 der unspezifischen Bindung dieses Antikorpers
wiedergeben.

Zeichen der GvHD sind neben den typischen Gewichtsverlaufen und den
makroskopischen Befunden der Fell- und Hautveranderungen auch in den vorliegenden
durchfluf3zytometrischen Bestimmungen zu finden. So sind eine Umkehr der CD4.CD8
Ratio, die Reduktion der B-Zellzahlen und die Uberreprasentation der Vb3-Segmentein
den Tieren nach alogenen KMT Korrelate der GvHD.
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5.3  Expression von CD4 und CD8 in den Zielorganen der GvHD

T-Zellen sind als Vermittler zellularer Immunreaktionen entscheidend fur  die
Auslésung und den Auspragungsgrad der GvHD. Eine T-Zell Depletion des
Transplantats verringert die Inzidenz und mildert die Symptome der Erkrankung
deutlich ab (Korngold and Sprent, 1978; Prentice et al., 1984). Korngold beschreibt, dal3
die GvHD im Transplantationsmodell der Mausstamme B10.D2® Balb/c hauptsachlich
durch L3T4" Zelen (CD4-aquivalent) und weniger durch Lyt2" Zellen (CD8-
aguivalent) ausgeltst wird, sofern sie in ausreichender Menge transplantiert werden
(Korngold and Sprent, 1987). Es wurde auf3erdem gezeigt, dal3 die Transplantation einer
Kombination aus beiden T-Zell-Subpopulationen zur Verstéarkung der GvHD fihrte
(Hamilton, 1987).

In der vorliegenden Studie wurde daher quantitativ und qualitativ die Infiltration CD4
und CD8 positiver T-Zellen in die Zielorgane der GvHD beurteilt.

Die Zahl CD4 positiver Zellen in der Lamina propria des [leum nahm an Tag 3 in der
Strahlenkontrolle, in der autologen Gruppe, sowie der allogenen Gruppe im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle ab. In der Lamina propria des Colon blieb die CD4
Expression an Tag 3 in allen Gruppen auf einem schwachen Niveau. In der Haut der
unbehandelten M&use lagen CD4+ Zellen vereinzelt in der Dermis vor. Eine Anderung
der Zellzahl an Tag 3 wurde in keiner Gruppe beobachtet. In der Leber hingegen sank
die Zahl der CD4+ Zellen an Tag 3 in allen Gruppen ab.

Somit spiegelt sich in [leum und Leber mit einer Reduktion der CD4+ Zellen die
systemische Aplasie wieder, die auch in Blutproben der untersuchten Méuse
nachgewiesen wurde. In Colon und Leber wurde CD4 vor Transplantation nur schwach
exprimiert, und sank as Folge der Konditionierung nicht weiter ab, vereinzelte CD4
positive Zellen waren jedoch weiterhin in den Schnitten vorhanden.

Im lleum stieg die Zahl CD4 positiver Zellen in der autolog transplantierten Gruppe
bereits an Tag 9 nach Transplantation wieder auf ihr Ausgangsniveau an und verblieb
dort bis zum Ende des Untersuchungszeitraums. In der allogen transplantierten Gruppe
erreichte die Zellzahl an Tag 9 ebenfalls ihr Ausgangsniveau, stieg in den folgenden
Tagen jedoch weiter an, und unterstreicht somit eine Alloreaktivitét, die ab Tag 22

eindeutig dokumentiert werden konnte. Im Colon wurde eine vermehrte Expression
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CD4 positiver Zellen ab Tag 9 in der autologen Gruppe beobachtet, die bis zum Ende
der Untersuchung anhielt. Dies konnte als Folge der Strahlenschdden und der
darauffolgenden Hochregulation von beispielsweise VCAM-1 aufgetreten sein. In der
allogen transplantierten Gruppe stieg die CD4 T-Zellzahl an Tag 28 Uber das Niveau der
autolog transplantierten Tiere an und unterstreicht die verstéarkte Immunreaktion im
Colon allogen transplantierter Mause. In der Dermis blieb die Expression von CD4 in
der autologen Gruppe schwach ausgeprégt. In der allogenen Gruppe stieg die Zahl CD4
positiver Zellen schon ab Tag 9 nach Transplantation deutlich an. Als Zeichen der
akuten Entzindung waren positive Zellen neben der Dermis nunmehr auch in der
Epidermis zu finden. In der Leber blieb die Zahl CD4 positiver Zellen in der autologen
Gruppe unter dem Niveau der unbehandelten Tiere, und spiegelt somit die niedrigen
systemisch vorkommenden Leukozyten und den fehlenden Nachweis einer
Strahlenschadigung wieder. In der allogen transplantierten Gruppe stiegen die Zahlen
der immunreaktiven Zellen an Tag 9 wieder auf das Ausgangsniveau an und schienen an

Tag 22 nach Transplantation dartiber zu liegen.

Insgesamt zeichnet sich ein deutlicher Anstieg CD4 positiver T-Zellen als Folge der
allogenen Transplantation in alen untersuchten Organen ab. Haut und Leber zeigten
dabei bereits ab Tag 9, das lleum ab Tag 22 und das Colon ab Tag 28 nach
Transplantation eine erhohte Zahl CD4 reaktiver Zellen in der immunhistochemischen

Untersuchung.

Auf das Expressionsmuster CD8 positiver Zellen in Ileum, Colon und in der Haut
schien die Konditionierung keinen Einflufd zu haben. In der Leber hingegen nahmen an
Tag 3 nach Transplantation die CD8 positiven Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle ab. Die Zahl CD8 positiver Zellen im Leberparenchym gab an Tag 3 das Bild
der Aplasie wieder.

In Ileum, Colon und Haut kam es nur in den allogen transplantierten Gruppen zu einem
deutlichen Anstieg CD8 positiver T-Zellen. In Colon und Haut der alogen
transplantierten Gruppe stiegen die Werte bereits an Tag 9 Uber die der autolog
transplantierten Gruppe an, der Anstieg im Ileum der allogenen Gruppe erfolgte an Tag

22. In der Leber kam es an Tag 9 nach Transplantation in der autologen Gruppe zum
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Anstieg CD8 positiver Zellen auf ihren Ausgangswert, auf dessen Niveau sie bis zum
Versuchsende verblieben. In der alogen transplantierten Gruppe erreichten die CD8
positiven Zellen ebenfalls an Tag 9 ihr Ausgangsniveau, stiegen an Tag 22 jedoch leicht
dartber hinaus an.

Im Ileum stiegen CD4 und CD8 positive Zellen gemeinsam an Tag 22 nach allogener
Transplantation Uber das Niveau der autologen Gruppe an. Im Unterschied zu unseren
Ergebnissen zeigten FACS Anaysen von Zellen des Intestinums, ohne Unterscheidung
der verschiedenen Darmabschnitte, nach allogener Transplantation im selben
Mausmodell, vor alem einen Anstieg CD4 positiver Zellen, wobel die CD8 positiven
Zellen konstant blieben (Miconnet et al., 1998).

Im Colon waren in der allogenen Gruppe infiltrierende CD8 positive T-Zellen mit einem
Anstieg an Tag 9 vor den infiltrierenden CD4 positiven Zellen mit einem Anstieg an
Tag 28 zu beobachten. Ahnliche Ergebnisse lieferte eine Untersuchung an humanen
Rektumbiopsien bei Patienten mit GvHD die einen Anstieg der T-Lymphozyten zeigten,
der vor allem auf CD8 positiven Zellen zurtickzufiihren waren (Dilly and Sloane, 1987).
Somit sind im Intestinal-Trakt beide T-Zell Subpopulationen an den
Entziindungsprozessen im Rahmen der GvHD beteiligt.

In der Haut kommt es ab Tag 9 nach allogener Transplantation zu einem deutlichen
Anstieg CD4 und CD8 positiver Zellen. Shiohara verhinderte kutane GvHD im murinen
System durch lokale Applikation von anti-L3T4-Antikorper (CD4 aquivalent) (Shiohara
et al., 1988) und bestétigt damit den Einflul3 CD4 positiver Zellen auf die Induktion der
GvHD.

In der Leber begann der Anstieg CD4 positiver Zellen nach alogener
Stammazel ltransplantation friiher und ausgepragter als der Anstieg CD8 positiver Zellen.
Dieser Befund wird von Miconnet bestdtigt (Miconnet et al., 1995). In der genannten
Arbeit wurde in der friihen Phase der GvHD (Tag 7 nach alogener Transplantation) eine
starke Infiltration CD4 positiver Zellen in der Leber beobachtet, wahrend CD8 positive
Zellen zu diesem Zeitpunkt der Untersuchung niedrig waren, jedoch an Tag 14 nach
Transplantation anstiegen (Miconnet et a., 1998).

Die vorliegenden Expressionsmuster von CD4 und CD8 in den Zielorganen der GvHD
bestétigen die erwdhnten Untersuchungen von Hamilton, wonach beide T-Zell

Populationen zur Initiierung und Auspragung der GvHD beitragen (Hamilton, 1987).
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54. Expression von VCAM-1in den Zielorganen der GvHD

VCAM-1 ("Vascular cell adhesion molecule’, CD106) konnte erstmals 1989
molekularbiologisch charakterisiert werden (Osborn et al., 1989). Es gehort zur
Immunglobulin  Gen-Superfamilie und wurde bereits 1989 als Adhasionsmolekil
beschrieben. VCAM-1 wird von aktivierten Endothelien, von dendritischen Zellen
sowie Makrophagen in Milz und Thymus exprimiert (Rice et a., 1990). Ruhendes
Epithel zeigt keine oder nur eine schwache VCAM-1 Expression, die jedoch durch
Zytokine wie IL-1 oder TNF-a angeregt werden kann. Die vollsténdige Aktivierung von
T-Zellen erfordert neben der Interaktion des T-Zell-Rezeptors mit seinem spezifischen
Antigen, einem in der Grube des HLA-Moleklls prasentierten Peptid, ein weiteres
sogenanntes kostimulatorisches Signal, das beispielsweise durch VCAM-1 oder ICAM-

1 vermittelt werden kann.

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Hochregulation von VCAM-1 im Ileum
und Colon an Tag 3 in alen Gruppen (autolog, alogen und Strahlenkontrolle)
beobachtet. Dies wurde als proinflammatorischer Effekt der Bestrahlung auf Epithelien
und Endothelien gedeutet, da VCAM-1 sowohl in der autologen as auch der allogenen
Gruppe als auch der Strahlenkontrolle hochreguliert wurde, und zu diesem Zeitpunkt
noch keine entziindungsweisenden infiltrierenden T-Zellen im Darm zu finden waren.
Untersuchungen in thorakal bestrahlten C57BL/6J Méausen haben gezeigt, dal3 es zur
Erhéhung von mRNA fir VCAM-1 in der Lunge dieser Mause kam (Tsujino et a.,
1999). Die Expression von VCAM-1 erreichte nach 12 Stunden ein Maximum und war

auch nach einer Woche noch um 25% im Vergleich zur Kontrolle erhoht.

In unseren Untersuchungen wurden interessanterweise in der Haut und in der Leber
keine verstarke Expression von VCAM-1 als Bestahlungseffekt nachgewiesen. Grund
dafur konnte die verschiedene Senditivitét der Organe auf die Ganzkdrperbestrahlung
sein. Die Erneuerungsrate der Epithelzellen im menschlichen Darm betrégt ca. 36
Stunden, die Epidermis der Haut wird beim Menschen innerhalb von 30 Tagen ersetzt.
Damit konnen sich Strahlenschéden im Darm schneller und massiver auswirken. In der
Leber hingegen kommt es zu einem Anstieg von VCAM-1 an Tag 3 nur in der
Strahlenkontrolle und kann somit nicht sicher as Bestrahlungseffekt gedeutet werden.
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Um einen Artefakt auszuschlief3en, mufiten weitere Tiere nach Bestrahlung untersucht

werden.

Nachdem initial ein Anstieg von VCAM-1 an Tag 3 in Ileum und Colon zu beobachten
war, kam es bereits an Tag 9 in der autologen Gruppe zur Rickbildung der Expression.
In den allogenen Gruppen hingegen folgte ein deutlich verzégertes Abklingen von
VCAM-1 in der Lamina propria, der Submucosa und den Peyerschen Plagues des |leum
und Colon. VCAM-1 scheint daher fur den Beginn der murinen GvHD des Darms eine
Rolle zu spielen. DaVV CAM-1 schon vor der histologisch nachweisbaren Infiltration von
T-Zellen in den Darm stack exprimiert vorliegt, kénnte VCAM-1 fir en
kostimulatorisches Sgnal verantwortlich sein, das die T-Zellreaktivitét im Sinne einer
GvHD deutlich verstarkt. Alternativ kdnnte die verstérkte Expression von VCAM-1 as
Adhé&sionsmolekil ursichlich fur das Trafficking und die Infiltration alloreaktiver T-

Zéellen in das |leum bzw. in das Colon sain.

In der Leber kommt es ab Tag 9 nur bei den allogen transplantierten Mausen zu einer
vermehrten Expression von VCAM-1. VCAM-1 wurde auf Endothel von Lebervenen,
sowie auf mononukledrer Zellen im Leberparenchym nachgewiesen. Howell (Howell et
a., 1995) beschrieb im Mausmodell (B10.D2® Bab/c) durch GvHD ausgeldste
entzindliche Infiltrate in den periportalen Feldern an Tag 7 nach Bestrahlung und
Transplantation von T-Zellen. Die vermehrte Expression von VCAM-1 steht somit in

einem engen Zusammenhang mit dem Erscheinen histologischer Zeichen der GvHD.

VCAM-1 wird konstitutiv auf einigen dendritischen Zellen in der Dermis und Subcutis
exprimiert. Ein Anstieg war nur in der alogen transplantierten Gruppe vor alem in der
Dermis zu beobachten, wobel die maximale Expressionsstéarke an Tag 9 dokumentiert
wurde. Diese Ergebnisse bestdtigen Berichte aus dem humanen System (Norton and
Sloane, 1994). Norton untersuchte Haut von Patienten mit friher akuter GvHD und fand
eine erhdhte Zahl VCAM-1 positiver dendritischer Zellen in der Dermis bel Patienten
mit klinischen jedoch noch fehlenden histologischen Zeichen der GvHD, und bei
Patienten mit bereits manifestierter GvHD. VCAM-1 wurde in der Haut weniger auf
aktiviertem Endothel, sondern vielmehr auf Makrophagen exprimiert, dies konnte auf
eine vornenmlich kostimulatorische Rolle von VCAM-1 bei der GvHD der Haut

hinweisen.
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Die verstérkte (Haut, Leber) bzw. verlangerte Expression (Ileum, Colon) von VCAM-1
kann daher als wichtiger Faktor in der Entwicklung der murinen GvHD nach allogener
Knochenmarktransplantation gedeutet werden. Beweisend hierfur sind Untersuchungen
von Schlegel (Schlegel et al., 1995). Die Blockade von VCAM-1 durch einen
monoklonalen  Anti-VCAM-1-Antikrper Uber 5 Wochen nach allogener
Knochenmarktransplantation (Mausstdmme:B10.D2® Balb.c) flhrte dabel zur
Reduktion der auftretenden GvHD von 100% in der Kontrollgruppe auf 53% in der
behandelten Gruppe. Damit sank die Letalitdt von 100% auf 40% ab.

Eine pathophysiologische Rolle von VCAM-1 wird aufRerdem in anderen
immunologischen Erkrankungen beschrieben. So beispielsweise in den erkrankten
Hautarealen bei Psoriasis (Vede et al., 1995) und bei Modellen der chronischen Colitis
(Sanset al., 1999) in denen VCAM-1 jeweils vermehrt exprimiert wird.

Eine Hemmung des Einflusses von VCAM-1 kann nicht nur durch blockierende
Antikorper erfolgen (Schlegel et a., 1995), sondern auch durch VCAM-1
Transkriptionshemmstoffe, wie beispielsweise durch den selektiven Proteasominhibitor
MG-341, der im murinen Modell einer chronischen Colitis untersucht wurde (Conner et
a., 1997). Dabei wird selektiv das 26S Proteasom inhibiert, das unter anderem fir die
Aktivierung von NF-kB verantwortlich ist, welches Uber die Bindung an
Promotorregionen verschiedener Gene z.B. die Expression von VCAM-1 hochreguliert.

Die Zahl der Bindungsstellen von VCAM-1 fur VLA-4 (engl. "very late activation
antigen) wird posttranskriptional durch alternatives Spleiffen von mRNA reguliert
(Vonderheide and Springer, 1992). Die entstandenen mRNAs kodieren unterschiedliche
VCAM-1-Proteine, die sich in der Anzahl der Bindungsstellen fur VLA-4 unterscheiden
— Vcam-6D (eine Bindungsstelle) und Vcam-7D (zwei Bindungsstellen). Diese
Mechanismen des aternativen Spleiliens bleibt, aufgrund der Epitoperkennung des
verwendeten Antikorpers gegen VCAM-1 (PharMingen 429(MVCAM.A), in der
vorliegenden Arbeit unberticksichtigt. Aussagen die durch den verwendeten VCAM-1
spezifischen Antikorper ermittelt werden, konnen nur Uber die Verteilung von
immunreaktiven Zellen im Gewebe eine Aussage machen, jedoch nicht Uber die Zahl
der vorliegenden Bindungsstellen fir VLA-4 oder die Dichte der VCAM-1 Molekile

auf einer Zdlle.
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55 Expression von a4-Integrin in den Zielorganen der GvHD

VLA-4 (engl. "very late activation antigen, CD49d/CD29) ist ein heterodimeres ab;-
Integrin, welches auf Thymozyten, Lymphozyten, Monozyten, aktivierten T-Zellen und
anderen hdmatopoetischen Zellen exprimiert wird (Hemler et al., 1987a).(Hemler et al.,
1987b) VLA-4 interagiert mit VCAM-1 und Fibronektin (Elices et al., 1990). Daruber
hinaus ist es an der Extravasation der Leukozyten aus dem GefélRbett beteiligt. Wie
bereits in Absatz 5.4 diskutiert, ist VCAM-1 ein wichtiger Faktor in der Entwicklung
der murinen GvHD. So sollte in der vorliegenden Untersuchung weiter verfolgt werden,
ob sich dieser Einflu3 von VCAM-1 auch im Expressionsmuster des Liganden VLA-4
widerspiegelt. Aus technischen Grunden konnte kein monoklonaler Antikorper
spezifisch fir das Heterodimer VLA-4 eingesetzt werden. Es wurde deshalb ein
Antikorper spezifisch fur a4-Integrin verwendet. Damit wurden VLA-4 (asbi-Integrin)
und das agbz-Integrin auf Lymphozyten (Ligand von MadCAM-1, VCAM-1 und
Fibronektin) erfal3t (Berlin et a., 1993b).

Im lleum und der Haut sank bei den autolog transplantierten Mausen 3 Tage nach
Transplantation die a4-Integrin positive Zellzahl in Folge der Bestrahlung ab. Dies
konnte Zeichen der Aplasie sein. Im Gegensatz dazu blieb die a4-Integrin Expression
im lleum und der Haut der alogenen Gruppe an Tag 3 auf dem Niveau der
unbehandelten Kontrolle, so dal3 hier neben der Aplasie bereits sehr frih allogene
Stimuli auf die Gewebe wirken konnten. Im Colon sank die a4-Expression in der
autologen sowie der allogenen Gruppe an Tag 3 nach Transplantation als Folge der
Konditionierung ab. In der Leber wirkte sich die Bestrahlung nur auf die
Strahlenkontrolle aus. Durch die Gabe von T-Zellen mit dem Transplantat scheint der
Abfall von a4-Integrin tragenden Zellen in der Leber an Tag 3 der autologen sowie der
allogenen Gruppe aufgehoben worden zu sein.

In lleum, Colon und Haut stieg die a4-Integrin positive Zellzahl in der autolog
transplantierten Gruppe nach dem initialen Absinken bereits ab Tag 9 wieder auf ihr
urspringliches Niveau an. Im lleum der allogenen Gruppe stieg die a4-Expression ab
Tag 22 Uber das Niveau der autologen Kontrollgruppe, in Colon und Haut geschah dies

bereits ab Tag 9 nach Knochenmarktransplantation. In der Leber ergab sich in der
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autologen Gruppe im Versuchsverlauf keine Anderung der Anzahl an as-positiven
Zellen, wohingegen in der allogenen Gruppe die Zahl der as-positven Zellen ab Tag 9

nach Transplantation stark zunahm.

Zusammenfassend kann folgende Aussage getroffen werden: In den untersuchten
Zielorganen der GvHD (lleum, Colon, Haut, Leber) stieg nach alogener
Knochenmarktransplantation die Zahl der as-Integrin positiven Zellen deutlich an und
steht damit in Einklang mit den Erkenntnissen aus der immunhistochemischen
Untersuchung von VCAM-1. Damit liegen in den Organen alogen transplantierter Tiere
vermehrt aktivierte T-Zellen im Vergleich zu autolog transplantierten Tieren vor, was

als immunhistochemisches Korrelat der GvHD gewertet werden kann.

Blockierungstudien von Schlegel et al. mit anti-VLA-4 (a4-Untereinheit) Uber 5 Wochen
nach allogener Knochenmarktransplantation (Modell B10.D2® Balb/c) verzogerten das
Eintreten der GvHD, jedoch hatte dies keinen Einflu® auf die Inzidenz der GvHD bzw.
die Letalitdt (Schlegel et a., 1995). Diese Ergebnisse konnten darauf hinweisen, dal? as-
Integrin als Teil des Heterodimers VLA-4 (asb;-Integrin) eine geringere Rolle in der
Pathogenese der GvHD spielt. Die Infiltration der Zielorgane mit a4-Integrin positiven
Zellen wirde damit nur eine Reaktion auf vorausgegangene Gewebsschédigung
widerspiegeln. Anti-as-Integrin Antikorper verhinderten in Untersuchungen von Berlin
den Eintritt ("Homing”) von Lymphozyten in die Peyerschen Plaques des Darms und

halfen, die Funktion von a4bz-Integrin aufzukldren (Berlin et al., 1993b).

Um den relativen Beitrag von asbi-Integrin (VLA-4) im Vergleich zu ajb7-Integrin im
Rahmen der murinen GvHD aufzuzeigen, wurden einzelne Féarbungen mit einem
Antikorper spezifisch fur die b7-Untereinheit durchgefihrt. Dabel fiel im Ileum ab Tag
21 ein Anstieg von bz-positiven Zellen tber das Niveau in der autolog transplantierten
Gruppe auf. Im lleum spielen fUr die Induktion der murinen GvHD sowohl VLA-4
(asbi-Integrin) als auch a4bs-Integrin eine Rolle, da die Anzahl der bs-positiven Zellen
(a4b7) nicht alle as-positiven Zellen in der paralel angefertigten as-Summenfarbung

(Summe aus a4b;- und a4b7-positiven Zellen) ausreichend erklaren kann.
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In der Haut wurden verzweigte bz-positive Zellen in der Epidermis und Dermis
angefarbt, deren Zahl in der autologen Gruppe in Folge der Konditionierung an Tag 3
absank. In der alogenen Gruppe blieben die Zellzahlen wéhrend des gesamten
Untersuchungszeitraums konstant. Da sich die Morphologie und Lage der b,-positiven
Zellen in den angefertigten Farbungen (Abb.88 und Abb.89) deutlich von den ay-
positiven Zellen unterscheidet, kénnen die immunreaktiven Zellen weniger asb-
Integrin als agb7-Integrin zugeordnet werden. acb7-Integrin wird von intraepithelialen
Lymphozyten exprimiert und stellt in der Haut einen Liganden fir das Adressin E-
cadherin dar (Cepek et al., 1994; Higgins et a., 1998). In dieser Arbeit wird davon
ausgegangen, dald die angefarbten as-positiven Zellen in der Haut vorwiegen agb;-
Integrin (VLA-4) exprimierende Zellen darstellen.

In der Leber stieg ab Tag 9 in der allogenen Gruppe die Zahl bs-positiver Zellen Gber
das Niveau der autologen Gruppe an. Somit spielen in der Leber fur die murine GvHD
VLA-4 (asbs-Integrin) sowie asbz-Integrin eine Rolle, wobei a4b;-Integrin aufgrund
der weitaus hoheren Anzahl an insgesamt as-positiven Zellen die grofere Bedeutung

zugeordnet werden muf3.

5.6. Expression von MAdCAM-1in den Zielorganen der GvHD

1988 wurde von Streeter et al. der Antikorper Meca367 beschrieben, der die Bindung
von Lymphozyten an hochendothelidle Venulen (HEV) der Peyerschen Plagues des
Darmes hemmen konnte (Streeter et al., 1988). Das Antigen auf der Endothelseite
wurde 1989 von derselben Gruppe analysiert und "mucosal vascular addressin cell
adhesion molecule’ (MAdCAM-1) genannt (Nakache et al., 1989). Picarella et al.
beschreibt 1997 die Zunahme MAJCAM-1 positiver Venulen in durch T-Zeltransfer
induzierter Colitis in SCID Méausen (severe combined immuno defficiency) gegentber
unbehandelten Mausen (Picarella et a., 1997). Bindungspartner fur MAdCAM-1 auf der
Seite der Leukozyten sind L-Selektin (Berg et a., 1993) und asb7-Integrin (Berlinet al.,
19933a). Picarella behandelte die SCID-Mause mit monoklonalen Antikorpern spezifisch
fur b7-Integrin oder MAdCAM-1 aleine und in Kombination. Damit konnte er
histologisch den Schweregrad der ausgel 6sten Colitis reduzieren, gekennzeichnet durch
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eine Reduktion infiltrierender T-Lymphozyten in die Lasionen. Klinisch ergab sich
jedoch keine Besserung der Symptome.

Es stellte sich daher die Frage, oo MAdCAM-1 eine Rolle in der Induktion der Darm-
GVHD in unserem Mausmodel| spielt.

Wie von Streeter beschrieben fanden wir mit immunhistochemischen Farbungen
MAdCAM-1 auf HEV der Lamina propria des Ileum sowie des Colon exprimiert vor.
Das Expressionsmuster erschien in allen untersuchten Gruppen, d.h. unbehandelten
Mausen, autolog und allogen transplantierten Mausen gleich. Wir konnen eine
Hochregulierung, wie sie Picarella et a. im Rahmen einer T-Zell induzierte Colitis bei
SCID-Méausen fand, mit den bisherigen Untersuchungen nicht bestétigen. Die
Expression von MAdCAM-1 wurde bisher nur in HEV der Peyerschen Plagues und der
Lamina propria, laktierenden Milchdrisen (Tanneau et al., 1999), im entziindeten
Pankreas (Hanninen et al., 1993) und auf Mantelzellen in der Milz (Kraal et al., 1995)
beschrieben. Wir fanden zusétzlich wenige positive Zellen fir MAdCAM-1 in der
Subcutis, was zur Zeit in unserer Arbeitsgruppe mit RT-PCR weitergehend gepruift

wird.

Zusammenfassend ist dabei fur MAdCAM-1 im Rahmen der Grenzen der eingesetzten
Methoden und zu den definierten Zeitpunkten kein relevantes Expressionsmuster im
vorliegenden Modell gefunden worden. Die Ergebnisse sprechen vielmehr dafur, daf?

Uber MAJCAM-1 aleine wenig Einfluld auf die GvHD genommen werden kann

5.7. Expression von ICAM-1in den Zielorganen der GvHD

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1; CD54) wurde 1988 molekularbiologisch
beschrieben und der Immunglobulin Gen-Superfamilie zugeordnet (Rothlein et al.,
1986; Staunton et al., 1988). Als Ligand von LFA-1 (Lab,-Integrin, CD11a/CD18) auf
Leukozyten, und Mac-1 (CD11b/CD18, CR3 — Komplement Rezeptor 3) auf
myeloischen Zellen wird ICAM-1 auf Antigen-prasentierenden Zellen, Epithelzellen,
Endothel und Fibroblasten exprimiert (Diamond et al., 1991; Dustin et a., 1986).

Erkennen T-Zellen ihre spezifischen Antigene im Gewebe, so produzieren sie Zytokine



80 Diskussion

wie TNF-a oder IFN-g, welche die ICAM-1 Expression in Endothelzellen stimulieren.
Eine erhdhte Expressionsdichte von ICAM-1 auf Endothel zellen kann zur Bindung von
Lymphozyten via LFA-1, bzw. Mac-1 auf myeloiden Zellen fuhren. Hierdurch nimmt
die Einwanderung von Abwehrzellen in den Entziindungsherd zu (Dustin et al., 1988).
Erst vor kurzem wurde beschrieben, dal3 ICAM-1 im Entzindungsgeschehen nicht nur
fur die feste Adhédsion und Transmigration, sondern auf fir das voribergehende
Andocken ("Rolling”) von Leukozyten verantwortlich ist (Steeber et a., 1999).
Aufgrund der wichtigen Rolle von ICAM-1 im Rahmen der Entziindung sollte sein
Expressionsmuster im zeitlichen Verlauf der murinen GvHD untersucht werden.

In der vorliegenden Untersuchung wurde die Hochregulation von ICAM-1 im lleum an
Tag 3 in alen Gruppen beobachtet. Dies wurde auf die Konditionierung (Bestrahlung)
vor der Knochenmarktransplantation zurtickgeftihrt, da ICAM-1 sowohl in der
autologen als auch der alogenen Gruppe als auch der Strahlenkontrollgruppe vermehrt
exprimiert wurde. Untersuchungen an thorakal bestrahlten C57BL/6J Mé&usen zeigten,
dal? es zur Erhéhung von mRNA fur ICAM-1 in der Lunge wahrend der ersten Woche
nach Bestrahlung kam. Bel Bestrahlung von humanen Endothelzellen in vitro kam es
zur Induktion von ICAM-1 ohne den Einflul3 von TNF-a oder IL-1 (Hallahan et al.,
1996). Uberraschenderweise wies das Colon keine Hochregulation von ICAM-1 an Tag
3 auf, ein Bestrahlungseffekt war in diesem Organ ebensowenig wie in der Haut oder
der Leber ausgeprégt. Nach dem initialen Anstieg von ICAM-1 an Tag 3 in der Lamina
propria des lleum, kam es bereits an Tag 9 in der autologen Gruppe zur Ruckbildung der
Expresson auf das Ausgangsniveau der unbehandelten Mause. In der allogen
transplantierten Gruppe verblieb 1ICAM-1 bis Versuchsende auf einem erhthten
Expressionsniveau. Da ICAM-1 schon vor der Infiltration von T-Zellen vermehrt
exprimiert wurde, konnte dies auf eine vorwiegend kostimulatorische Rolle von ICAM-
1 in der frihen Phase der GvHD hinweisen.

Im Colon wurde ICAM-1 in der autologen Gruppe konstant auf dem Endothel in der
Lamina propria und in Peyerschen Plaques exprimiert. In der allogenen Gruppe stieg die
Zahl der immunreaktiven Zellen fir ICAM-1 ab Tag 9 an. Diese Ergebnisse
unterstiitzen eine Untersuchung von humanen Duodenalbiopsien, in denen ebenfalls
eine Hochregulation von ICAM-1 in GvHD Biopsien beobachtet wurde (Roy et al.,
1993). Die erhthte Expression von ICAM-1 auf Kapillaren und Makrophagen innerhalb
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der Lamina propria von lleum und Colon weisen auf eine Rolle von ICAM-1 bei der
immunpathol ogi schen Gewebeschadigung in der GvHD hin.

In der Haut fallt eine Hochregulation von ICAM-1 in der Dermis, sowie eine neu
auftretende Expression von ICAM-1 auf Keratinozyten bei allogen transplantierten
Tieren ab Tag 9 nach Transplantation auf. In den autolog transplantierten Gruppen blieb
das Expressionsmuster wahrend des gesamten Versuchs konstant. Diese Ergebnisse
bestdtigen Berichte aus dem humanen System (Norton and Sloane, 1991), in welchen
Hautbiopsien von an GvHD erkrankten Patienten mit Biopsien vor Transplantation und
Biopsien unbehandelter Probanden verglichen wurden. Im Rahmen der GvHD traten in
dieser Untersuchung vermehrt ICAM-1 positive Zellen sowie eine erhdhte Farbintensitéat
auf Keratinozyten der Epidermis auf. In einer prospektiven Studie an humanen
Hautbiopsien wurde gezeigt, dal3 ICAM-1 bereits in frihen Phasen der GvHD auf
Keratinozyten hochreguliert wird (Norton and Sloane, 1994), d.h. schon bel klinischen
Zeichen der GvHD ohne histopathologisches Korrelat wie Vakuolisation, Zellnekrosen
von epidermalen Basalzellen oder Lymphozyteninfiltrate.

In der Leber zeigte sich ab Tag 9 nach Transplantation ein Anstieg von ICAM-1
positiven Zellen im Endothel alogen transplantierter Mause, sowie
immunhistochemisch in Form von von immunreaktiven Arealen im Leberparenchym.
Ein Maximum wurde an Tag 22 erreicht. Howell berichtete im selben Mausmodell
(Mausstamme: B10.D2® Bab/c) von einem Anstieg ICAM-1 positiver Zellen
zwischen Tag 7 und 14 an Endothel der Portalvenenaste, Gallengangsepithel und
Makrophagen in der Leber (Howell et al., 1995). Die Behandlung mit mit anti-ICAM-1
Antikorper milderte signifikant die Entziindungserscheinungen in der Leber sowie die
Schédigung der Gallengénge in der murinen GvHD (Howell et al., 1999). Auch im
Rahmen der humanen GvHD wurde von erhdhter ICAM-1 Expression innerhalb der
Leber berichtet, jedoch scheint sie unbestandiger bzw. variabler als im Mausmodell zu
sein (Norton et a., 1992).

Die verléngerte Expression von ICAM-1 im lleum, bzw. die verstérkte Expression von
ICAM-1 in Colon, Haut und Leber bel allogen transplantierten Méausen kann as
wichtiges Signal fir die frihe Phase der GvHD gewertet werden. Beweisend hierfir

sind auch Untersuchungen von Blazar (Blazar et al., 1995). Hierbei wurde eine optimale
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Pravention der murinen GvHD (Mausmodell: C57BL/6® B10.BR) durch die
Koblockade der CD28/CTLA-4:B7 und LFA-1LICAM-1 Signawege, durch en
Fusionsprotein aus der extrazelluldren Doméne von CTLA-4 und humanem
Immunglobulin (hCTLA-4-1g) und durch einen monoklonalen Anti-LFA-1 Antikorper,
erreicht. Anti-LFA-1 Antikdrper und hCTLA-4-1g wurden in der in vitro Préparation der
Splenozyten vor Transplantation verwendet und ihre Gabe tUber 4 Wochen nach
Transplantation fortgefihrt. Damit wurde eine Reduktion der GvHD Letalitdt von 100%
in der Kontrollgruppe auf 12% in der behandelten Gruppe erreicht, wobel anzumerken
ist, dal3 die meisten M&use nicht frei von GvHD waren. So wiesen die Gewichtsverlaufe
weiter auf eine milde, subletale Verlaufsform der GvHD hin. Wurde zur Prévention der
GVHD nur hCTLA-4 verwendet, so kam es zu 88% GvHD assoziierter Letalitat.

Monoklonale Antikorper die die Funktion von ICAM-1 blockieren, haben auch in
anderen Transplantationsmodellen zur Reduktion des Entztindungsgeschehens und der
Immunantwort gefuhrt, beispielsweise fihrte die Gabe von Anti-ICAM-1 Antikorper bei
Herztransplantationen in Primaten zu einer Verlangerung der Uberlebenszeit (Flavin et
al., 1991), Langzeitiberleben wurde durch Gabe von Anti-ICAM-1 und Anti-LFA-1
Antikorper bei HLA-inkompatiblen Herztransplantationen im Mausmodell erreicht
(Isobe et al., 1992) und schliefdlich wurde durch Blockade von ICAM-1 durch den
entsprechenden Antikorper die T-Zell vermittelte Schadigung von Nierentransplantaten
in einem Primatenmodell inhibiert (Cosimi et al., 1990).

Auch aulerhalb der GvHD wurde im Rahmen verschiedener entzindlicher Prozesse die
vermehrte Expression von ICAM-1 beobachtet, so beispielsweise in Mausmodellen der
Kontaktdermatitis (McHale et al., 1999) und in betroffenen Hautarealen der humanen
Psoriasis (Veadle et a., 1995). Auch bei Patienten mit aktiver Colitis Ulcerosa oder
Morbus Crohn wurden erhéhte |6sliche ICAM-1 Plasmalevel gemessen (Patel et 4.,
1995).

Der Einflul von ICAM-1 kann durch Antikdrper wie Anti-ICAM-1 oder Anti-LFA-1
reduziert werden, aber auch Anti-TNF-a Antiserum verhindert die Hochregulation von
ICAM-1 (McHaleet a., 1999).
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58 Expression von ICAM-2in den Zielorganen der GvHD

ICAM-2 (intercellular adhesion molecule-2, CD102) représentiert ein weiteres Mitglied
der Immunglobulin Gen-Superfamilie. Es wurde 1989 auf der Suche nach weiteren
LFA-1 (CD11&/CD18) Liganden, neben dem bereits bekannten ICAM-1 (CD54),
entdeckt (Staunton et al., 1989). ICAM-2 wird konstitutiv von Endothelien exprimiert,
wird jedoch auch auf Antigen-prasentierenden Zellen beschrieben. Reife T-Zellen sind
unabhangig von lokalen Stimuli, wie beispielsweise Infektionen, in alen Organen
nachweisbar. Fir ihre Verteilung konnte die adhasive Interaktion von LFA-1 und
ICAM-2 eine Rolle spielen.

In [leum und Colon wurde ICAM-2 konstitutiv von Endothelien und dendritischen
Zellen in der Lamina propria exprimiert. Die Art der Knochenmarktransplantation
(allogen versus autolog) hatte keinen Einflul? auf das Expressionsmuster.

In der Leber wurde ICAM-2 von Endothelien einzelner Lebervenen exprimiert und
durch die Transplantation nicht beeinfluf3t.

In der Haut nahm die Expression von ICAM-2 in der allogen transplantierten Gruppe ab
Tag 9 zu. lcam-2 positive Zellen waren vermehrt in der Dermis, aber auch in der
Epidermis zu finden. Dieser Anstieg 183t sich durch erhdhte Zahlen mononukleérer
Zellen erklaren, wie sie von Norton zur histopathologischen Charakterisierung der
GVvHD angefihrt wurde (Norton and Sloane, 1994).

ICAM-2 spielt fur die GvHD in unserem Mausmodell keine Rolle und ist somit kein
potentieller Kandidat fur eine Beeinflussung der GvHD durch in vivo Blockade.

5.9. Expression von LFA-1in den Zielorganen der GvHD

LFA-1 (a_b,-Integrin, CD11a/CD18, Lymphocyte function associated antigen one) wird
ausschliefdlich auf Leukozyten exprimiert (Kurzinger et al., 1981). Alle T-Zellen
exprimieren LFA-1, wobei das Level auf aktivierten T-Zellen ("armed”) 2-4 fach hoher

as auf ruhenden T-Zellen ist. Durch diesen Mechanismus konnen T-Zellen langer und
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fester an ihre Zielzellen binden, was beispielsweise zur Aktivierung von Makrophagen
und B-Zellen notwendig ist. Im Gegensatz zu T-Zellen exprimieren Makrophagen LFA-
1 nur in gepragten ("primed”) und aktivierten Stadien (Strassmann et al., 1985).

Bei Immunreaktionen spielt LFA-1 eine entscheidende Rolle fir die Adhasion von
Lymphozyten an Endothel Uber die Interaktion mit ICAM-1 und ICAM-2 (Staunton et
al., 1989).

Wie bereits dargestellt wurde, steigt die Expression von ICAM-1 as Ligand von LFA-1
im Rahmen der GvHD in alen Zielorganen an. So war es fir die vorliegende
Untersuchung von besonderem Interesse zu Uberprifen, ob sich das Expressionsmuster
von ICAM-1 in der Expression von LFA-1 widerspiegelt.

In der Lamina propria des lleum sank die Zahl der LFA-1 positiven Zellen an Tag 3
nach Transplantation in allen untersuchten Gruppen in Folge der Konditionierung ab.
Dies wurde als Zeichen der abnehmenden Leukozytenzahlen in der Phase der Aplasie
gewertet. Im Colon, der Haut und der Leber fehlte dieser Effekt, es konnte keine
Anderung der immunresktiven Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
beobachtet werden. Die Beobachtung wird dadurch erschwert, dald in der jeweiligen
Ausgangssituation wenig Lymphozyten vorliegen, was als schwache Expression
gewertet wurde, wobel es in Folge nie zu einem volligen Fehlen von immunreaktiven
Zéellen im histologischen Schnitt kam.

Im lleum der autologen Gruppe stieg die Zahl der LFA-1 positiven Zellen ab Tag 9
bereits wieder auf ihr urspringliches Niveau an. In alen untersuchten Organen der
allogen transplantierten Tiere stieg die LFA-1 Expression ab Tag 9 stark an und lag tGber
dem Niveau der autologen Gruppe.

In Ileum und Colon spiegelt sich damit die im vorliegenden Experiment beobachtete
Infiltration von Lymphozyten in die Lamina Propria, sowie die Aktivierung von
Gewebsmakrophagen wieder, wie sie von Forbes in Untersuchungen an humanen
Sigma-Biopsien von Patienten nach allogener Knochenmarktransplantation beschrieben
wurde (Forbes et al., 1995).

In der Haut liegt eine Infiltration von Lymphozyten vor, jedoch kdnnten durch eine
beginnende Entzindung aktivierte Makrophagen auch de novo LFA-1 auf ihren
Zelloberflachen exprimieren und damit zu diesem Anstieg in den alogen

transplantierten Tieren beitragen. Lymphozyten und Monozyten, die LFA-1
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exprimieren, binden an ICAM-1 exprimierende Zellen wie bei spiel sweise K eratinozyten
wahrend der GvHD.

In einem Mausmodell fur kutane GvHD (klonierte T-Zellen BB5® B6-Méause) konnte
durch in vitro Behandlung von anschlief3end intradermal applizierten T-Zellen mit Anti-
LFA-1 Antikorper die Auspragung kutaner GvHD abgemildert werden (Shiohara et al.,
1988). Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei der in vivo Anwendung des Anti-LFA-1
Antikorpers, bevor T-Zelen intradermal injiziert wurden. Diese Ergebnisse zeigen, dal?
LFA-1 Molekile an der Invasion von T-Zellen in die Epidermis wéhrend der GvHD
beteiligt sind.

In der Leber ist der starke Anstieg von LFA-1 durch parallel zu beobachtende
ansteigende CD4 positive Zellen zu erkléren, aber auch hier konnte eine Aktivierung
von Makrophagen zur vermehrten Expression von LFA-1 fihren. Im selben
Mausmodell (Mausstémme: B10.D2® Balb/c) waren bei induzierter GvHD 60% der
mononukledren Zellen in der Leber positiv fir LFA-1. Hierbel wurde LFA-1 ebenfalls
auf Kupfferschen Sternzellen in den Lebersinusoiden exprimiert (Howell et al., 1995).
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dal3 hepatische GvHD durch Donor T-Zellen Uber
die LFA-1/ICAM-1 Interaktion induziert wird. Eine Behandlung der M&use in vivo mit
Anti-LFA-1 Antikorper aleine fuhrte zu einer Reduktion der entziindlichen L&sionen in
der GvHD-Leber, doch &nderte dies nichts am Verlauf der sekundar-sklerosierenden
Cholangitis (Howell et a., 1999). Erst eine Kombination von Anti-LFA-1 und Anti-
ICAM-1 Antikorpern fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der L&sionen sowie der
Gallengangsschadigung verglichen mit der Behandlung mit Anti-LFA-1 bzw. Anti-
ICAM-1 Antikorper alleine. Die Untersuchen von Howell lassen vermuten, dal3 die
Funktion von ICAM-1 und LFA-1 in der Entwicklung der GvHD in diesem Modell
teilweise unabhangig voneinander sind, im Falle der gemeinsamen Blockierung jedoch
synergistisch wirken.

Aufgrund seiner zentralen Rolle in der GvHD wurde LFA-1 von verschiedenen
Forschungsgruppen zum Ziel ihrer Untersuchungen gemacht. So zeigte Harning in
einem murinen Modell der GvHD (Mausstdmme: C57BI/6® BDF;), durch Blockade
von LFA-1 mittels eines monoklonalen Antikdrper gegen CD11a Uber 10 Tage nach
alogener Transplantation von Milzzellen, eine Reduktion der GvHD induzierten
Letalitét (Harning et a., 1991). Eine kombinatorische Blockade von LFA-1 und ICAM-
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1 fuhrte in diesem Modell zu keiner verbesserten Uberlebensrate verglichen mit der
Verwendung von Anti-LFA-1 Antikorper aleine. Eine Phase-1l Studie bei Kindern mit
ALL (Akute lymphatische Leukamie) nach partiel HLA-inkompatibler KMT
untersuchte eine Strategie, nach der Knochenmark vor Transplantation T-Zell depletiert
wurde und die Kinder Anti-LFA-1 sowie Anti-CD2 (LFA-2) Antikorper erhielten
(CavazzanaCavo e d., 1996). Diese Methode konnte GvHD und
Transplantatabstol3ung  unterdriicken, fihrte jedoch zu einer persistierenden
Immunschwéche mit einer erhdhten Rate an letalen Infektionen und Rezidiven. In LAD
(Leukocyte adhesion deficiency), einer vererbten Immunschwéche als Folge einer
Mutation im Gen der b,-Kette (LFA-1=a_b,-Integrin), ist die Antwort auf Bakterien
aufgrund der Stérung der Neutrophilen- und Makrophagenfunktion schwer reduziert.
Uberraschenderweise kann die T-Zellantwort in diesen Patienten norma sein, da
wahrscheinlich andere Adh&sionsmolekile wie CD2 oder b;-Integrine exprimiert
werden, womit sie das Fehlen von LFA-1 kompensieren (Anderson and Springer, 1987).
Dies ist ein weiterer Hinweis, dal3 durch LFA-1 Blockade alleine in der GvHD kein
zufriedenstellender Erfolg erzielt werden konnte, und eine Kombination verschiedener

Strategien zur Unterdriickung der Uberschief3enden Immunreaktion sinnvoll ist.

510 Expression von B7-1und B7-2in den Zielorganen der GvHD

Wichtige kostimulatorische Signale werden durch B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86) auf
Antigen-présentierenden Zellen, d.h. dendritischen Zellen, B-Zellen und Monozyten,
vermittelt. Das murine B7-1 wurde 1991 kloniert und ist ein homodimeres Mitglied der
Immunglobulin Superfamilie (Freeman et al., 1991). B7-2 wurde 1993 von derselben
Arbeitsgruppe entdeckt (Freeman et a., 1993). Funktionelle Unterschiede der beiden
Molektle sind bis heute nicht klar beschrieben. Auffallend ist jedoch, dal3 B7-2 mRNA
konstitutiv auch auf unstimulierten B-Zellen exprimiert wird, wahrend B7-1 nur in
aktivierten B-Zellen vorkommt (Freeman et al., 1993; Lenschow et a., 1993).

Der korrespondierende Rezeptor fur B7-Molekile auf der T-Zelle ist CD28, durch ihre
Interaktion werden T-Zellen zur Proliferation angeregt. Auf naiven T-Zellen ist CD28
der einzige Rezeptor fur B7-Molekile. Sobald T-Zellen jedoch aktiviert vorliegen
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exprimieren sie zusétzlich CTLA-4, welches in stdrkerem Mal3e B7-Molekile bindet als
CD28 und welches ein negatives Signal an die T-Zelle weitergibt. Die Bindung von
CTLA-4 an B7-Molekile wirkt der Proliferation entgegen und &3t die T-Zellen weniger
sensibel auf Antigenstimulation reagieren (Liu and Janeway, 1992; Rudd, 1996). Die
antigenspezifische klonale Expansion naiver T-Zellen bendtigt die Bindung des T-Zell-
Rezeptors an Peptid-MHC-Komplex und ein kostimulatorisches Signal auf derselben
Antigen- prasentierenden Zelle. Eine Behinderung beispielsweise des B7-2 Signal fuhrte
zur Hemmung der T-Zelproliferation und der Zytokinproduktion (Hathcock et al.,
1994). Fur die vorliegende Studie stellte sich die Frage, ob durch immunhistochemische
Methoden eine Rolle von B7-Molekilen in der GvHD nachgewiesen werden kann.
Betrachtet man die B7-Molekile gemeinsam, so fdlt das widersprichliche
Expressionsverhalten nach Bestrahlung auf. Die B7-1 Expression sank im lleum an Tag
3 nach Transplantation sowohl in der allogenen der autologen Gruppe als auch der
Strahlenkontrolle nach der Konditionierung ab, wéhrend in den anderen Organen kein
Effekt beobachtet werden konnte. Die B7-2 Expression dagegen stieg in Ileum und
Colon nach der Bestrahlung an Tag 3 in allen Gruppen an, in der Haut und in der Leber
erfolgte kaum eine Veranderung der Expressionsstarke. Im Unterschied zu B7-1, kann
B7-2 relativ schnell und in gréferem Ausmal? durch Lipopolysaccharide hochreguliert
werden (Lenschow et al., 1993). Es wére deshalb denkbar, daf’ durch Schadigung des
Darmepithels dessen Durchl&ssigkeit verandert worden sein kdnnte, und so vermehrt
Antigen in die Lamina propria des Darmes gelangt sein kdnnte. Untersuchungen an
dendritischen Zellen aus humaner Haut weisen darauf hin, dal3 B7-2 und nicht B7-1
durch das Zytokin GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
induziert werden kann (Mitra et al., 1995). GM-CSF ist einer der Faktoren, die die
Funktion von dendritischen Zellen verstarken (wie z.B. IL-1, TNF-a) und von T-
Lymphozyten, Endothelzellen und Fibroblasten eventuell nach Bestrahlung
ausgeschittet werden kénnen

Im lleum der allogen transplantierten Méuse stieg B7-1 an Tag 9 auf das Niveau, und
erst ab Tag 22 lber das Niveau der autologen Expressionsstérke an. Im Gegensatz zu
B7-1 wurde B7-2 bereits nach der initialen Induktion durch die Konditionierung zu
einem frihen Zeitpunkt verstarkt exprimiert (Tag 3) und verblieb in der alogenen

Gruppe auf einem erhéhten Niveau, wahrend die Expression von B7-2 in der autologen
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Gruppe ab Tag 9 wieder auf das Ausgangsniveau abfiel. Somit spielen beide Molekile,
maoglicherweli se zu unterschiedlichen Zeitabschnitten, in der Pathogenese der GvHD des
[leum eine Rolle. Da B7-2 schon vor der Infiltration von T-Zellen im Gewebe
hochreguliert vorliegt, konnte B7-2 zusammen mit VCAM-1 und ICAM-1 fir en
kostimulatorisches Signal in der friihen Phase der GvHD verantwortlich sein.

Im Colon scheint B7-1 weder auf die Bestrahlung noch auf Einfliisse durch die KMT zu
reagieren und blieb in allen Gruppen schwach in der Lamina propria, der Submucosa
und den Peyerschen Plagues exprimiert. Nach dem initialen Anstieg von B7-2 an Tag 3,
kam es bereits ab Tag 9 in der autolog transplantierten Gruppe zur Rickbildung der
Expression. In der alogenen Gruppe verblieb die Expression auf einem erhohten
Niveau. Im Colon scheint B7-1 keinen EinfluB auf die GvHD assoziierte
Gewebeschadigung zu haben. Dagegen wird B7-2 schon in den frihen Phasen der
GVvHD verstérkt exprimiert und kann die T-Zellreaktivitét dadurch unterstiitzen.

In der Haut kommt es in der allogen transplantierten Gruppe jeweils zu einem Anstieg
von B7-1 und B7-2 an Tag 9 nach KMT. B7-1 sank an Tag 28 nach Transplantation
bereits wieder ab, wahrend B7-2 weiter verstérkt exprimiert wurde. Immunreaktive
Zellen waren in der Dermis sowie ab Tag 9 in der allogenen Gruppe auch in der
Epidermis zu finden. Das verstdrkte Vorkommen B7-positiver Zellen spiegelt
wahrscheinlich eine erhthte Zahl mononukledrer Zellen wieder, die fur die kutane
GVHD charakteristisch sind (Norton and Sloane, 1994). Untersuchungen von humanen
Hautbiopsien zeigten eine vermehrte Expression von B7-2 in Psoriasis, einer T-Zell
vermittelten Erkrankung. In vitro exprimierten dendritische Zellen aus der Haut mehr
B7-2 as B7-1. Diese Hierarchie der T-Zellstimulation bestdtigte sich in
Blockiertungsstudien der Interaktion von dendritischen Zellen und T-Zellen durch anti-
B7-1-Antikorper bzw. anti-B7-2-Antikorper, bei der B7-2 (CD86) Uber B7-1 (CD80)
steht (Mitraet al., 1995).

In der Leber wurde B7-1 in unbehandelten Mausen nur vereinzelt exprimiert, was sich
weder durch die Bestrahlung noch die Art der Transplantation beeinflussen lief3. B7-1
scheint fur die hepatische GVHD keine Rolle zu spielen. Auch fur B7-2 zeichnet sich
keine klare Anderung des Expressionsmusters nach Transplantation ab. Ein leichter
Anstieg der B7-2 Expression war moglicherweise in der allogen transplantierten Gruppe

an Tag 22 zu beobachten, wahrend die Expression an Tag 9 und 22 in der autologen
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Gruppe teilweise ganz verschwand. Im Vergleich zur autologen Gruppe wurde B7-2
somit in der Leber der allogenen Tiere vermehrt exprimiert. B7-2 wurde im Rahmen der
GVvHD nur wenig hochgeregelt und spielt fur die Schadigungen durch GvHD in der

L eber eine eher untergeordnete Rolle.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 B7-1 als kostimulatorisches Molekil in der
GVHD in Ileum und Haut hochreguliert wird. Fir Zeichen der GvHD in Colon und
Leber jedoch mussen andere Molekile eine Rolle spielen. B7-2 wurde ebenfalls in
Ileum und Haut im Rahmen der GvHD deutlich vermehrt exprimiert. In Colon und
L eber hingegen, war die Hochregulation schwéacher ausgeprégt und spielt fur die GvHD

in diesen letztgenannten Organen vermutlich nur eine geringe Rolle.

In der Vergangenheit wurden B7:CD28 vermittelte Signalwege oft durch CTLA-4-
Immunglobulin blockiert, da dies die B7-1 (CD80) und die B7-2 (CD86) Bindung an
CD28 verhindert. Eine in vivo Gabe von Fusionsprotein hCTLA-4-1g tUber 4 Wochen
nach alogener KMT im murinen Modell (Mausstdmme: C57BL/6® B10.BR) fuhrte zu
einer Reduktion der GvHD assoziierten Letalitat von 100% auf bis zu 37%, wobei der
Effekt der Blockade in verschiedenen Versuchen variierte und die Mause nicht frel von
GvHD waren (Blazar et al., 1994). Aus diesem Grund fuhrte Blazar in weiteren
Versuchen eine Koblockade der LFA-1:lcam und CD28/CTLA-.4:B7 Signalwege im
murinen Modell der GvHD durch. Durch den kombinierten Ansatz wurde eine
Reduktion der Sterblichkeitrate auf 12% erreicht, doch auch hier konnte das Auftreten
von GvHD nicht vollstandig verhindert werden (Blazar et a., 1995). Eine Blockade
durch monoklonale Antikorper gegen B7-1 und B7-2 jewells alleine oder miteinander
kombiniert im murinen GvHD Modell bewies, dal? beide Molekile fur die Ausprégung
der GvHD verantwortlich sind (Blazar et al., 1996). Aulerdem wurde in diesem
Zusammenhang gezeigt, dal3 die Expression von B7-1 auf CD4 positiven Spender-T-
Zellen wichtig fur die Ausldsung der GvHD ist.

Eine Schwierigkeit fur die langfristige Blockade von B7-Molekilen nach allogener
Transplantation ergibt sich aus der Beobachtung, dald die Expression dieser
kostimulatorischen Molekile eine zentrale Rolle fur den GVL Effekt (Graft-versus-
Leukemia Effekt, Transplantat gegen Leukdmie Effekt) spielt (Blazar et a., 1997).
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Weiterhin wurde vor kurzem gezeigt, dal3 auch eine spezifische Immunantwort gegen
Tumorgewebe in nicht transplantierten Mausen einer Kostimulation durch B7-1
und/oder B7-2 bedarf (Maric and Liu, 1999).

Eine frihe Blockade der CD28:B7-Interaktion mit Erhalt der CTLA-4:B7 Signale wéare
sehr sinnvoll, wahrend in spéteren Phasen nach alogener Transplantation eine Blockade
der CTLA-4:B7-Interaktion den GVL-Effekt evtl. nach spéterer Infusion von Spender-
T-Lymphozyten verstarken konnte (Blazar et al., 1999).

511 Expression von E-Selektin in den Zielorganen der GvHD

Die Akkumulation von Leukozyten an Orten der Entzindung bedarf einer lokaen
Adhéasion von Leukozyten an die Endothelien von Blutgeféa3en. Bereits 1987 wurde E-
Selektin (Elam-1, CD62E) ein durch IL-1, TNF-a und LPS induzierbares endotheliales
Leukozyten-Adhésionsmolekil, identifiziert (Bevilacqua et a., 1987). E-Selektin
erscheint einige Stunden nach Exposition von beispielsweise TNF-a auf
Endothel zelloberflachen, wo es Epitope wie Sialyl-Lewis Strukturen auf Leukozyten
erkennt (Lowe et a., 1990; Phillips et a., 1990). Die Interaktion von E-Selektin mit
diesen Glykoproteinen fuhrt zu einer reversiblen Adhérenz von mononukledren Zellen
an die Geféddwand, auf der diese nun langsam entlang rollen und die sie auf Antigene
sowie Zytokine/Chemokine absuchen.

E-Selektin vermittelt den ersten Schritt der Kaskade von Interaktionen zu Migration von
Leukozyten ins Gewebe. Es stellte sich daher die Frage, ob in der frihen Phase der
GvHD ein Anstieg dieses Molekils zu beobachten ist.

In unbehandelten M&usen wurde in keinem der untersuchten Organe E-Selektin
nachgewiesen. Ein Effekt aufgrund der Bestrahlung war ebenfalls in keinem der Organe
zu beobachten.

Im Illeum konnten an Tag 9 nach alogener Transplantation einzelne Zellen in der
Lamina propria angefarbt werden. Im Colon erfolgte ein leichter Anstieg von E-Selektin
an Tag 9 und Tag 22 nach alogener Transplantation, wobel auch an Tag 22 der
autologen Gruppe ein Anstieg zu verzeichnen war. Somit kann die erhdhte Expression

im Colon nicht allein auf allogene Stimuli zurtickgefuhrt werden. E-Selektin scheint fir
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die GvHD im Darm eine untergeordnete Rolle zu spielen. Im Gegensatz dazu zeigt
Norton et al. an humanen Rektumbiopsien einen Anstieg E-Selektin positiven Endothels
bei Patienten mit GvHD (Norton et al., 1992).

In der Haut ist eine neu auftretende Expression von E-Selektin positiven Zellen in der
Dermis der allogenen Gruppe an Tag 3 bis Tag 22 nach Transplantation nachzuwel sen.
Es handelt sich dabei um einzelne Zellen, die nicht mit den massiven Verénderungen in
der murinen GvHD korrelieren. Untersuchungen von Hautbiopsien an GvHD erkrankter
Patienten zeigen eine Erhdhung von E-Selektin bei histologisch voll ausgeprégter
GvHD (Norton et al., 1991).

In der Leber wurde E-Selektin nicht oder nur auf vereinzelten Zellen in Gefa3wanden

exprimiert. Die Transplantation hatte keinen Einfluf3 auf das Expressionsmuster.

Ein Einflud von E-Selektin auf die murine GvHD konnte durch die vorliegende
Untersuchung nicht sicher nachgewiesen werden. Eine Mdglichkeit bestiinde darin, dal3
eine erste Untersuchung der Organe an Tag 3 nach Transplantation zu spét sein kénnte,
um eine Hochregulation von E-Selektin nachweisen zu kdnnen. Untersuchungen an
bestrahlten Endothelzellen in vitro zeigten eine vermehrte Expression von E-Selektin
nach 2 Stunden, die bereits nach 20 Stunden wieder auf den Ausgangswert
zurtickgefallen war. Im Gegensatz dazu begann die Expression von ICAM-1 erst 16
Stunden nach Bestrahlung und blieb tber Tag erhoht (Hallahan et al., 1996).

Die Bedeutung von E-Selektin muf3 kritisch diskutiert werden. So wurde vor kurzem
bekannt, dal3 unter physiologischen Bedingungen vor allem L-Selektin und b7-Integrin
fur die voriibergehende Adhésion von Lymphozyten in Peyersche Plagues im Darm
zustandig sind, wobei P-Selektin vielmehr fur die Rekrutierung von Lymphozyten in die
Schleimhaut verantwortlich ist (Kunkel et al., 1998). Der Bedeutung von E-Selektin
wird weiter in Untersuchungen an "knock-out" Mé&usen nachgegangen, bel denen Fehlen
von E-Selektin zu milden Stérungen in der Rekrutierung von Entziindungszellen fihrte,
ein Fehlen von P-Selektin dagegen zu moderaten Storungen fuhrte (Jung and Ley,
1999). E-Selektin aleine ist fur die Verlangsamung von Leukozyten im Blutfluld
verantwortlich, sein Fehlen kann jedoch von anderen Selektinen kompensiert werden.

Kubes et a. erklarte, dal3 90% des "Rollings’ blockiert werden mufte, um einen
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therapeutischen Effekt der verminderten Lymphozytenaggregation in Entziindungen zu
erzielen (Kubes et al., 1995). Daher scheint E-Selektin fir zukinftige

Blockierungsstudien kein aussichtsreicher Kandidat zu sein.

512 Expression von PECAM-1in den Zielorganen der GvHD

PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion molecule 1, CD31) ist ein wichtiges
Signal fur die Migration von Leukozyten durch die GeféRwand (Muller et al., 1993). Es
wurde bereits 1990 kloniert und der Immunglobulin Gen-Superfamilie zugeordnet
(Newman et al., 1990), wobei PECAM-1 von Thrombozyten, Monozyten, Neutrophilen
Granulozyten und aktivierten T-Zellen exprimiert wird (Ohto et al., 1985). Aul3erdem
wurde beschrieben, dal3 endotheliales PECAM-1 in grof3er Menge im Interzellularspalt
exprimiert wird und nur ca. 15% davon auf der Endothel oberflache (Muller et al., 1989),
wodurch ein apikal-basaler Gradient von PECAM-1 an den Gefél3wanden aufgebaut
werden kann. Dieses Adhasionsmolekil kann homophile Interaktionen (PECAM-
1/PECAM-1) (Tanaka et al., 1992) oder heterophile Interaktionen (PECAM-1/Lybs-
Integrin) (Piali et al., 1995) eingehen. Die Emigration der Leukozyten aus dem
Blutgeférdbett erfolgt in verschiedenen Stadien: Erstens Kontakt und Rollen, zweitens
der festen Adhadsion und im dritten Schritt die Transendotheliale Migration. Im
vorliegenden Versuch sollte untersucht werden, ob die Expression von PECAM-1 durch

die murine GvHD beainfluf3t wird.

In lleum, Haut und Leber wurde PECAM-1 konstitutiv exprimiert. Weder die
Konditionierung noch die Art der Transplantation beeinflul3ten die Expression in diesen
Organen. Dieses Ergebnis war Uberraschend. Durch die Einwanderung aktivierter T-
Zellen in die Zielorgane der GvHD, bzw. die Proliferation von T-Zellen, wére ein
Anstieg von PECAM-1 positiven Zellen im lleum zu erwarten gewesen. Auch in der
Haut wére durch den Anstieg mononukledrer Zellen im Rahmen der GvHD vielmehr ein
Anstieg der PECAM-1 Expression zu verstehen. In der Leber exprimierten ein Grol3teil
der Blutgefal3e sowie Sinusoide bereits PECAM-1 in den unbehandelten Tieren, so dal3

ein weitere vergleichsweise geringer Anstieg durch die nachgewiesene Einwanderung
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von T-Zellen wéhrend der GvHD eventuell durch die angewendete Methode schwer
abzugrenzenist.

Einzig im Colon stieg die Expression von PECAM-1 ab Tag 9 nach allogener KMT an,
und spiegelt damit einen Effekt der GvHD wieder.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dal3 die PECAM-1 Expression durch die GvHD nur
wenig beeinflufd wird, oder mit der angewendeten immunhistochemischen Methode

nicht a's regulierte Grof3e identifiziert werden konnte.

Dal’ abweichend von den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung CD31 dennoch
eine Rolle fur die Induktion der GvHD zukommt, konnte durch Gabe von CD31-
Peptiden im selben murinen GvHD-Modell (Mausstamme: B10D2® BALB.c) gezeigt
werden. Dabei wurde der Beginn der GvHD verzogert, die Ausprégung abgemildert und
die GvHD assoziierte Letaitét von 100% auf 86% 100 Tag nach allogener
Transplantation gesenkt (Chen et a., 1997). Weiterhin belegen Blockierungsstudien von
CD31 in vitro, dessen Rolle fuor die Emigration von Monozyten und Neutophile
Granulozyten durch eine Schicht von Endothelzellen (Muller et a., 1993).
Interessanterweise ist CD31 als mHLA (Minorhistokompatibilitatsantigen) identifiziert
worden. Der Polymorphismus dieses Adhésionsmolekls korrelierte signifikant mit dem
Auftreten akuter GVHD in Menschen nach allogener KMT (Behar et a., 1996; Maruya
et al., 1998), obwohl Arbeiten einer anderen Arbeitsgruppe diesen Unterschied nicht
bestétigen konnten (Nichols et al., 1880). Es liegen derzeit keine Daten vor, ob dieser
Polymorphismus auch in der Maus existiert.

PECAM-1 wird konstitutiv auf Endothel, Thrombozyten und den meisten Leukozyten
exprimiert. In der GvHD ist die Adhasion durch die bereits beschriebenen vermehrte
Expression von beispielsweise VCAM-1, ICAM-1 und verschiedenen Integrinen wie
LFA-1 oder a4-Integrine erhht, so dal3 allein dadurch mehr Zellen die Gelegenheit
haben, ins Gewebe zu wandern. Wird CD31 blockiert, so wird die Emigration aus den
Gefélien verhindert, wobei Adhasion weiter stattfindet und PECAM-1 vor der Blockade
fur diesen Effekt nicht hochreguliert sein mul3. Demgegentiber steht, dal3 PECAM-1 nur
auf wenigen isolierten Lymphozyten aus gesunden Spendern exprimiert wird (Muller et
al., 1993), wohingegen Ohto et al. PECAM-1 auf aktivierten T-Zellen vorfindet (Ohto et
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al., 1985), was in der vorliegenden Untersuchung nicht nachvollzogen werden konnte.
Aktivierte, nicht ruhende, CD4+ T-Zellen kdnnen wahrend der Migration endotheliale
Faktoren wie CD54, CD62E und CD31, durch Ektozytose der Endothelzellmembran,
aufnehmen (Brezinschek et al., 1999). Weiterhin ist die Expression von CD31 auf
Lymphozyten assoziiert mit naiven CD8+ CD45RA+ Zellen (Elias et a., 1998).
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6 Zusammenfassung

Die GvHD delt eine lebensbedrohliche Komplikation nach allogener
Stammzelltransplantation dar. Sowohl die akute als auch die chronische GvHD ist eine
T-Zell vermittelte Reaktion gegen Zielgewebe des Empféangers. Eine Kaskade adhésiver
und kostimulatorischer Signale regulieren die T-Zellaktivierung. Die Expression
ausgewahlter Adhasionsmolekile wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht. GvHD
wurde in einem murinen Modell durch Transplantation von Knochenmarkstammzellen
und Milzzellen eines MiHA (Nebenhistokompatibilitdtsantigen) inkompatiblen
Mausestamms ausgelost (Modell: B10.D2® Balb.c). Autolog transplantierte Méause
dienten as Kontrollgruppe (Balb.c® Balb.c). Die Gewebsexpression selektierter
Adhéasionsmolekile wurde zum Zeitpunkt der Aplasie (Tag 3 nach KMT), des
Anwachsens des Transplantats (Tag 9 nach KMT), des Auftretens erster klinischer
Zeichen der GvHD in der alogen transplantierten Gruppe (Tag 22 nach KMT) und im
Stadium fortgeschrittener GvHD (Tag 28 nach KMT) in den typischen Zielorganen der
GVHD untersucht. Es wurden histol ogische Préparate aus Ileum, Colon, Leber und Haut
gewonnen, und Gefrierschnitte mit der ABC Immunperoxidase Technik geféarbt. Die
Expresson GvHD assoziierter Moleklle wurde in den Schnitten semiquantitativ
bewertet.

Im lleum wurden VCAM-1, ICAM-1 und B7-2 ab Tag 3 nach alogener
Stammezelltransplantation verstarkt exprimiert, wahrend ein Anstieg von a4-Integrin,
LFA-1, B7-1 sowie CD4- und CD8-positiver T-Zellen erst ab Tag 9 bzw. Tag 22 nach
Transplantation beobachtet wurde. Im Colon fanden sich bis auf ICAM-1, das erst ab
Tag 9 nach allogener Stammzelltransplantation tUber das Niveau der autologen Kontrolle
anstieg, dieselben Ergebnisse wie sie bereits im Ileum zu sehen waren. In der Haut
stiegen VCAM-1, ICAM-1, ICAM-2, a4-Integrin, LFA-1, B7-1 und B7-2 jeweils ab
Tag 9 nach alogener Transplantation, parallel zum vermehrten Auftreten von CD4, bzw
CD8 positiven T-Zellen an. In der Leber wurde ein Anstieg von VCAM-1, ICAM-1, a4-
Integrin, LFA-1 und CD4 positiven Zellen ab Tag 9 deutlich, wobei keines der anderen

untersuchten Molekile sich in seiner Expression von der Kontrollgruppe unterschied.
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Die Untersuchung von ICAM-2 ergab ausschliefdlich in der Haut ab Tag 9 einen GvHD
assoziierten Anstieg. Fur PECAM-1, E-Selektin und MAdCAM-1 konnte in keinem der
untersuchten Organe eine GvHD assoziierte Veranderung im Expressionsmuster
nachgewiesen werden.

Die in dieser Arbeit festgestellten organspezifischen sowie zeitlichen Unterschiede in
der Expression selektierter Adhasionsmolekiile leisten einen wesentlichen Beitrag zum
Versténdnis der Pathophysiologie muriner GvHD. Dartiber hinaus ist hiermit die

Grundlage fir therapeutische Blockierungsstudien zur GvHD-Prophylaxe geschaffen.
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7 Abkirzungsver zeichnis

APC " Antigen presenting cells’

CD "clusters of differentiation”

CLA ” cutaneous lymphocyte antigen”

CMV " Cytomegalovirus’

GM-CSF " Granul ocyte-macrophage colony-stimulating factor”
GvHD " Graft-versus-Host Disease”

GVL " Graft-versus-Leukemia’

FACS Fluoreszenz-aktivierter Cell Sorter

HEV "High endothelial venules’

HLA "Human leukozyte antigen”

IBMTR "International Bone Marrow Transplant Registry”
ICAM-1 "Intercellular adhesion molecule-1”

ICAM-2 " Intercellular adhesion molecule-2”

IL-1 Interleukin-1

KMT Knochenmarktransplantation

LAD " Leukocyte adhesion deficiency”

LFA-1 " Lymphocyte function-associated antigen-1"

LPS Lipopolysaccharid

MAdCAM-1 "Mucosa vascular addressin cell adhesion molecule-1”
MHC Haupthi stokompatibilitétsantigen, " Major histocompatibility complex”,
MiHA Nebenhistokompatibilitétsantigen, ”Minor histocompatibility antigen”
m-RNA "messenger RNA”

Mtv "Mouse mammary tumor virus’

NF-kB "Nuclear factor-kB”

NK-Zdlen  "Natura killer cells”
PECAM-1  "Platelet endothelia cell adhesion molecule-1"

e Sialyl Lewis® Strukturen

SLef Sialyl Lewis"® Strukturen

TNF-a Tumor Nekrose Faktor-a

VLA-4 "Very late activation molecule-1”

VCAM-1 "V ascular cell adhesion molecule-1"
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