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1. Einleitung

Die Organtransplantation stellt fiir Patienten mit terminalem Organversagen haufig die
einzige lebensrettende MaBinahme dar. Sie gehért zu den groBen Herausforderungen der
modernen Medizin, da die Transplantationstechnik und besonders die Integration des
Spenderorgans in den Wirt mit sehr komplexen Problemen verbunden sind. Hauptgrund fiir
viele Misserfolge sind die immunologischen Prozesse, die Transplantat-AbstoBungen und

mit thnen auch den Verlust des neuen Organs verursachen konnen.

Die Allotransplantation, die Organibertragung innerhalb einer Spezies, z. B. von Mensch
auf Mensch, bietet dabei heutzutage aufgrund der immunologischen Zuordnung durch die
Gewebetypisierung, moderner, kompetenter Immunsuppressiva und der Weiterentwicklung
chirurgischer Techniken eine heilende Therapie — vielfach sogar Routinetherapie. Der ins-
gesamt ansteigende Organbedarf — mit zunehmenden Erfolgen verkniipfen Patienten, die
der Organtransplantation bislang eher skeptisch gegeniiber standen, ebenfalls groe Hoff-
nungen — fithrt jedoch zu einem relativen Mangel an verfiigbaren Organen. Hinzu kommt
eine geringe gesellschaftliche Akzeptanz fiir die Organspende. Die Deutsche Stiftung Or-
gantransplantation (DSO) registrierte 2005 ca. 11.500 Patienten auf der Warteliste, 10.000
von ihnen warteten auf eine Nierentransplantation. Diese Zahl steigt kontinuierlich an; die
Folge ist, dass viele Patienten erst nach jahrelangen Wartezeiten transplantiert werden o-

der, besonders bei Herz- und Leberversagen, noch auf der Warteliste versterben.

Ein Ausweg aus diesem Dilemma ist die Xenotransplantation. Darunter versteht man die
Ubertragung von lebenden Zellen, Geweben und Organen zwischen zwei Individuen unter-
schiedlicher Spezies [1-3]. Sofern man unterschiedliche Spezieskombinationen fiir eine
Xenotransplantation in Betracht zieht, existieren komplexe Unterschiede in der Pathohisto-
logie und der Kinetik der immunologischen AbstoBungsreaktionen; deswegen werden neue
Klassifikationen diskutiert. Bisher werden nach Calne [4] entsprechend der Heftigkeit der
Abstossung zwei Modelle unterschieden:

Zum einen die konkordante Xenotransplantation, bei der es ahnlich wie bei der Al-
lotransplantation zu zellvermittelten AbstoBungsreaktionen kommt, die innerhalb von Ta-

gen bis Wochen das Spenderorgan schidigen. Dies ist bei der Kombination phylogenetisch



nahe verwandter Spezies der Fall, z. B. zwischen Menschen (Empfénger) und Menschenaf-
fen (Spender). In dieser Konstellation sind in der Vergangenheit, d. h. in der Anfangszeit
der klinischen Xenotransplantation, und durchaus mit einigem Erfolg, Organiibertragungen
durchgefithrt worden [5-7]. In dieser Konstellation scheinen die AbstoBungsreaktionen
durchaus beherrschbar zu sein. Hat man in der Anfangsphase der Xenotransplantation
Menschenaffen als Organspender ernsthaft in Betracht gezogen, so wurde diese Intention
schnell wieder verworfen: Es gibt groBe ethische Vorbehalte in der Bevolkerung gegen die
Verwendung von Menschenaffen als Organspender: Das betrifft ihre Ahnlichkeit mit den
Menschen; sie haben lange Generationszeiten; die in Betracht kommenden Arten sind
iberwiegend vom Aussterben bedroht; die Kosten fiir ihre Zucht und Haltung sind hoch,
und besonders gefiirchtet ist die Gefahr der Ubertragung viraler Infektionen. Hatte man sie
zunichst noch fiir die Transplantation in besonders komplizierten Fallen vorgesehen, so ist

man heute ganz von Menschenaffen als Organspendern abgeriickt.

Zum zweiten die diskordante Xenotransplantation; hierbei handelt es sich um Empfén-
ger/Spender Kombinationen mit phylogenetisch gréBerer Distanz, z. B. vom Schwein auf
den Menschen. Hier ist die erste Hiirde die Hyperakute AbstoBung; sie erfolgt innerhalb
von Minuten bis Stunden, ausgelost durch die Bindung natiirlicher xenoreaktiver Antikor-
per des Empfangers an die Endothelzellen der Blutgefile im Spenderorgan (Herz, Niere
oder Leber). Diese Bindung fithrt zuf Komplementaktivierung, sodann zu pathophysiologi-
schen Veranderungen in den GefiBen des Spenderorgans und letztlich zum Verlust der
GefaBintegritat, mit dem Bild der Hémorrhagie, mikro- und makrovaskularer Thrombose,
Koagulation und Ischdmie. Als wichtigster diskordanter Organspender wird weltweit zur
Zeit das Schwein favorisiert; andere Arten, wie noch in der Anfangsphase der klinischen
Xenotransplantation, werden hingegen kaum erwogen. Das Schwein ist ein Nutztier, die
ethischen Bedenken sind bei dieser Spezies sehr viel geringer. Es kann in groen Zahlen zu
vertretbaren Kosten geziichtet und gehalten werden und die Organgréfien stimmen mit
jenen des Menschen weitgehend iiberein. Sehr viele Faktoren sprechen also fiir das

Schwein als Organspender.

Natiirliche xenoreaktive Antikérper (NXA) gehoren, wie auch ABO-Isohdamagglutinine zu
den natiirlichen Antikérpern. Sie kénnen ohne den Nachweis einer Sensibilisierung vor-

handen sein. Ihr Ursprung ist weitgehend unklar, er kann einerseits genetisch be-



dingt/gesteuert sein (germ line dependent); er kann aber auch auf frithe mikrobielle Kon-
takte in der Darmschleimwand zuriickgehen, weshalb ihre immunologische Funktion ein
frither Abwehrmechanismus von Bakterien sein soll (first line defense mechanism), an de-
ren Zelloberflichen-Saccharide sie binden [8]. Das Vorkommen der NXA ist in unter-
schiedlichen Individuen sehr variabel [9, 10]. Uberwiegend bestehen die NXA aus Kom-
plement-aktivierenden IgM, seltener aus IgG. Die NXA-Klone sind sich selbst erneuernde
Populationen von T-Zellunabhingigen B-Zellen des Typs B-1 [11]. Hauptstimuli fiir die
NXA Produktion scheinen Umgebungsantigene und Nahrungsmittel zu sein. Hauptséchli-
che Zielstruktur der NXA ist das Kohlenhydrat-Epitop Galactose-a-1,3-Galactose
(Gala1,3Gal) [12]. Dieses wird vor allem und kréftig auf den Endothelzellen der GefiBe,

sehr viel schwicher bzw. gar nicht auf den somatischen Zellen exprimiert [13].

Verschiedene Methoden zur Eliminierung der NXA wurden untersucht. Durch Plasmaphe-
rese, spezifischer noch durch Immunoabsorption, kann man sie fir einige Stunden aus der
Zirkulation entfernen, danach kommt es allerdings zu einem so genannten rebound Effekt.
Erst durch Einsatz einer Kombination hochpotenter Immunsuppressiva, wie Antilympho-
zytenglobulin (ALG), Azathioprin, Prednison und Cyclosporin A (CyA) konnte in Tierver-
suchen der NXA rebound verhindert werden; allerdings ist eine langfristige, nebenwir-
kungsreiche Gabe von Immunsuppressiva nicht die Losung des Problems. Die noch genau-
ere Charakterisierung der NXA Zielepitope konnte in Zukunft eine spezifische Eliminie-
rung ermoéglichen und die hyperakute AbstoBung verhindern. Ein weiterer vielverspre-
chender Ansatz liegt im Einsatz gentechnisch modifizierter al,3-Galactosyltransferase
knock-out Schweine als Spender; auf ihren Epithelzellen fehlt das Zielepitop, das Ga-
lal,3Gal, an das die NXA binden [14].

Solange man nicht zumindest zeitweise die NXA aus der Blutzirkulation des Empfingers
entfernt und so die Hyperakute Abstoung abwehrt, ist die Xenotransplantation von vasku-

larisierten Organen nicht moglich [9].

Gelingt dies, miissen wir als zweite Hiirde die Akute (oder Verzogerte) Abstossung iiber-
winden, die durch Xenotransplantat-induzierte xenoreaktive Antikorper (XA), vornehmlich
IgG, verursacht wird, und die eine T-zellabhingige B-Zellaktivierung erfordert (4bb. 1).



Die XA gehoren vorwiegend dem IgG, seltener dem IgM Isotyp an und erscheinen unmit-
telbar nach einer Transplantation im Empfingerserum. Auch sie sind — wie die NXA —

gegen das Kohlenhydrat-Epitop Galactose-a-1,3-Galactose gerichtet.

Hyperakute Akute Akute Chronische
AbstoBung vaskulédre zelluldre Abstofung
(humorale) AbstoBung
AbstoBung
Stunden Tage Tage Monate
Tage Wochen Wochen Jahre

1 2 3 4

Abb. I: Mindestens vier Hiirden miissen auf dem Weg zur erfolgreichen Xenotransplantation
vaskularisierter Organe (z. B. Niere, Herz, Leber) genommen werden. Die 1 und 2 verursachenden
xenoreaktiven Antikorper sind Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Bei der Transplantation nicht-
vaskularisierter Organe (z. B. Langerhans-Inseln, Nebenschilddriisengewebe) entfillt die Hyperaku-
te AbstoBung, da diese in der Regel keine intakten Endothelzellen mehr enthalten.

Wesentliche Ansitze zur Uberwindung der immunologischen Barrieren zur Xenotransplan-
tation sind somit:

(1) die Eliminierung der natiirlich vorhandenen xenoreaktiven Antikorper,

(2) die Pravention Xenotransplantat-induzierter xenoreaktiver Antikorper,

(3) die Induktion von Toleranz gegen das Xenotransplantat und

(4) die Pravention der zellvermittelten Xenoreaktivitit.

In unserer Arbeitsgruppe hat in einer vorangegangenen Arbeit Breitkreuz [15] im diskordan-
ten Model Rarte-anti-Mensch mittels einer zeitlich korrelierten Kombinationsbehandlung,
bestehend aus Cyclophosphamid (Cy) und Xenoantigen (XAg) ein effektives Konzept zur
Manipulation von NXA und XA entwickelt. Das Prinzip dieser Behandlung stiitzte sich auf
Arbeiten von Herrlinger und Miiller-Ruchholtz in den 70er Jahren [16, 17]. Die Behandlung
mit Cy alleine ergab bei Breitkreuz bereits einen reversiblen suppressiven Effekt auf die
NXA tiber ca. 20 Tage; ihn kann man mit der direkten cytotoxischen Wirkung von Cy erkla-
ren. Die Kombinationsbehandlung, bestehend aus einer einmaligen i. p. Gabe des XAg und

der 6tagigen Cy Medikation, fithrte zu einer signifikanten Reduktion der NXA und vor



allem der XA. Nach dem ,,Booster mit XAg reagierte das spezifisch sensibilisierte humora-
le Immunsystem mit einer spezifisch verminderten Antwort.
Aufbauend auf diesen Ergebnissen galt es, (1) mit einer modifizierten Kombinationsbe-
handlung eine ausgepragte und langerfristige Reduktion der NXA zu erzielen, womit die
Hyperakute AbstoBung iiberwunden werden sollte. (2) Es galt, eine ausreichende down-

regulation der XA zu erzielen, um so die Akute humorale AbstoBung zu verhindern.

Ein wesentlicher Ansatz zur Erlangung dieser Ziele lag in einer anderen Form der Prasen-
tation des xenogenen Antigens. Im Gegensatz zu der von Breitkreuz [15] favorisierten i. p.
Applikation des Xenoantigens, wollten wir mit der i. v. Applikation eine effektivere Penet-
ration und Prasenz in den lymphoiden Geweben und somit eine stirkere Stimulation reak-
tiver B-Zellklone induzieren. Diese proliferierenden Klone sind fiir die unmittelbar folgen-
de, zeitlich begrenzte Cy Behandlung essentiell, weil besonders vulnerabel, was ihre effek-
tive und schnelle Deletion unterstiitzen wiirde (4bb. 2). Anzustreben war dies fiir beide
Arten von Klonen, die NXA und vor allem die XA produzierenden B-Zellklone.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, mittels persistierender Gaben eines Tolerogens im
Rahmen der oben vorgestellten Kombinationsbehandlung spezifische Reaktionslosigkeit
(Toleranz) der B-Zellen zu induzieren. Nach entsprechender Vorbehandlung sollte der
Empfénger ein xenogenes Organ niéht mehr als ,,fremd” erkennen und abstofen, sondern
als ,,selbst” akzeptieren, ohne Abwehrreaktionen auszuldsen. Als Mechanismus dieser To-
leranzinduktion wurde die klonale Elimination aktivierter B-Zellklone mit Cy angestrebt,
mit anschlieBender Prigung undeterminierter Vorlduferzellen durch die Anwesenheit hu-
maner Leukozyten (XAg) als Tolerogen. Speziell Cy wird eine Toleranz-induzierende
Wirksamkeit zugeschrieben. Als Immunsuppressivum aus der Gruppe der Alkylantien
kann es sowohl Antikorper-produzierende B-Zellen eliminieren, als auch T-Zellen beein-
flussen. T-Suppressorzellen bleiben dabei offenbar funktionell unbeschadet und koénnen
zumindest in allogenen Modellen eine Toleranz unterstiitzen [18, 19]. Im xenogenen Mo-

dell ist diese Toleranz-induzierende Wirkung allerdings noch nicht bestitigt worden.
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Abb. 2: Antigenselektion, klonale Selektion, Reifung und Proliferation von B-Lymphozyten. Die
Antikorper-produzierenden Plasmazellen sind sensitiv (valnerabel) fiir Cyclophosphamid und wer-
den zerstort (angedeutet durch zwei sich tiberkreuzende Linien). Die B-Memory-Zellen ruhen und
werden erst durch wiederholten Kontakt mit dem gleichen Antigen zur Proliferation angeregt (mo-
difiziert nach Roitt et al. [20].

Es darf inzwischen als gesichert gelten, dass Xenotransplantate nur dann im Menschen
iiberleben, wenn der menschliche Organismus gegen die xenogenen Antigene tolerant ist.
Die Kombinationsbehandlung, bestehend aus Antigen plus Pharmakon, soll die entspre-
chende humorale Reaktionslosigkeit hervorrufen, als optimale Voraussetzung fiir eine spé-
tere Organtransplantation. B-Zelltoleranz gegeniiber den Spenderantigenen wire ein erster
Schritt, damit das fremde Organ integriert wird und seine ihm eigene Funktion aufnimmt —
all das ohne schwere immunologische Abwehrmechanismen bei maximaler Schonung des

Patienten.



Offene Fragen

Birgt die intravengse Sensibilisierung mit Xenoantigen einen Vorteil gegeniiber der
intraperitonealen Sensibilisierung im Modell Ratte-anti-Mensch? Mit anderen Wor-
ten, sind hohere Antikorpertiter zu erreichen, wenn das Xenoantigen i. v. appliziert
wird?

Kann man mit einer zeitlich korrelierten Kombinationsbehandlung, bestehend aus
intravends appliziertem Xenoantigen und Cyclophosphamid, die humorale Immun-
antwort, d. h. die Antikorpertiter, wirkungsvoll senken?

Falls eine Hemmung erreicht wird, ist diese reversibel oder kann mit Hilfe der
Kombinationsbehandlung lange anhaltende humorale Reaktionslosigkeit, eventuell
sogar Toleranz erzielt werden?

Wiirde eine zweite Kombinationsbehandlung die Hemmung, falls diese nach der
ersten Kombinationsbehandlung unvollstindig bleibt, verstirken?

Sollte auch die zweite Kombinationsbehandlung keine vollstindige Hemmung her-
vorrufen, wiirde sich die Frage nach dem Effekt eines mehrmaligen ,,Boosters* mit
Xenoantigen und erneuter Kombinationsbehandlung (Prinzip: Stimulati-
on/Deletion) stellen?

Sollten alle oben genannten Mafnahmen nicht zu der erhofften vollstindigen
Hemmung fiihren, wire zu untersuchen, ob die ldngerfristige Applikation des Xe-
noantigens einen Zustand der Toleranz im Empfénger herbeifiihrt.

Falls der erhoffte Erfolg nicht eintritt, sollte die langerfristige Antigen-Applikation
(siehe Punkt 6) nach vorheriger Kombinationsbehandlung durchgefiihrt werden.
Falls (6) und (7) nicht den erhofften Erfolg bringen, sollte die Antigenmenge deut-
lich erhoht und in kiirzeren Zeitintervallen appliziert werden.

Hier stellte sich die Frage, ob der Ansatz in (8) nach vorheriger Kombinationsbe-
handlung den erhofften Hemmungserfolg im Sinne einer ,.klonalen Erschépfung*

zeigt.



3. Material und Methoden

3.1. Versuchstiere

Versuchstiere waren 180-210g schwere, 2-3 Monate alte weibliche Lewis(LEW)-
Inzuchtratten (Haupthistokompatibilitatskomplex RTl'). Die Tiere stammten aus der spezi-
fisch-pathogen-freien Tierhaltung des Instituts flir Versuchstierzucht Hannover. Sie wurden
in der Tierhaltung des Instituts fiir Inmunologie in Kiel wie folgt gehalten: Maximal 3 Rat-
ten befanden sich in einem Makrolon-Kifig auf Sigemehl und erhielten Altromin®-
Pressfutter und Wasser ad libitum. Alle Versuche waren Bestandteil von genehmigten

Tierversuchsvorhaben der Universitit Kiel.

3.2. Xenoantigen

Als Xenoantigen (XAg) wurden humane periphere Blutleukozyten (hPBL) verwendet, so-
wohl fiir die intravendse (i. v.) Applikation in vivo als auch als Ausgangszellen fiir die Bin-
dung der Serumantikdrper und ihren Nachweis mittels indirekter Inmunfluoreszenz in der
Durchflusszytometrie in vitro. Die Ergebnisse der i. p. Applikation des XAg stammen alle
aus der Dissertation von Dr. A. Breitkreuz [15] und diirfen hier mit seiner freundlichen

Genehmigung zwecks Vergleich mit den eigenen Daten abgebildet werden.

3.2.1. Gewinnung humaner peripherer Blutleukozyten

hPBL wurden aus dem heparinisierten Vollblut eines gesunden Spenders (A. S., ménnlich,
26 Jahre alt) oder aus buffycoats mittels Ficoll-Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert.
Dazu wurden Blut und phosphate-buffered saline (PBS) im Verhiltnis 1:2 gemischt, iiber
Lymphoflot (Dichte 1,077 g/ml) geschichtet und bei 800 xg/20 min zentrifugiert. Der so
entstandene Leukozytenring wurde abgehoben, in RPMI-komplett gewaschen (RPMI-1640,
Gibco, Berlin, mit: 36,8 M Hepes, 10° IU/L Penicillin, 10° pg/l Streptomycin, 2 mM L-
Glutamin, 10% FCS; 330 xg/10 min), das Pellet ein zweites mal gewaschen (nun 240
xg/7min) und die Zellzahl im Pellet sodann in der Thoma-Zahlkammer bestimmt und wie
folgt eingestellt: fiir die in vivo Behandlung auf 5x10° bzw. auf 5x10° Zellen/ml RPMI-
1640 und fiir die in vitro Messung im DurchfluBzytometer auf 10° Zellen/ml RPMI-1640.
Die LEW Ratten erhielten in einer kurzen Atherrauschnarkose 5x10° bzw. 5x10° hPBL als

XAg intravends (i. v.) in die Schwanzvene injiziert, maximal in 1 ml RPMI-1640. Fiir die



Gruppe 7 und Gruppe 8 (siche 3.4.2.) wurden hPBL aus Vollblut des oben genannten
Spenders isoliert und in Portionen zu 10 Zellen eingefroren. An den Injektionstagen wurde
jeweils eine Portion aufgetaut, und verwendet. Fiir die Gruppe 9 und Gruppe 10 (siche
3.4.2.) wurden hPBL aus frischen bufficoats (Transfusionsmedizinisches Institut der Uni-
versitit Kiel) entsprechend dem Vollblut isoliert und in Portionen zu 2x10” Zellen einge-
froren. An den Injektionstagen wurden jeweils 3 Portionen unterschiedlicher bufficoats

aufgetaut, gepoolt und dann verwendet.

3.2.2. Einfrieren und Auftauen von Blutleukozyten

Die aus Frischblut und aus bufficoats isolierten hPBL wurden nach der Methode von Groth
und Steinmann [21] eingefroren. In 1,8 ml Einfriermedium, bestehend aus 90% Gelifundol
(Biotest, Dreieich) und 10% DMSO (Dimethylsulfoxide, Merck, Darmstadt) wurden je
2x107 Zellen in Nunc-Rohrchen portioniert, umgehend in -80°C eingefroren und bis zur
Verwendung gelagert. An den Injektionstagen wurden die Proben 1 min im 37°C warmen
Wasserbad aufgetaut, danach mit 10 ml komplettem RPMI-1640 verdiinnt und bei 300
xg/7 min zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde 1x wiederholt, anschlieend wurden
die hPBL mittels einer Thoma-Zighlkammer gezéhlt und auf die benétigte Zellkonzentrati-

on eingestellt.

3.3. Cyclophosphamid

Das Zytostatikum Cyclophosphamid (Cy) gehdrt zu den Stickstoff-Lost-Derivaten. Als
Prodrug wird es erst durch Hydroxilierung in der Leber zu aktiven Metaboliten umgewan-
delt. Von diesen geht der alkylierende Effekt aus, der durch eine Stérung der Nukleinséu-
ren-Reduplikation die Zellteilung beeintrdchtigt. In der Ratte wird der alkylierende Effekt
bereits 30 min nach Injektion gemessen. Nach 4 h ist er nicht mehr nachweisbar [22]. Fiir
die experimentellen Injektionen wurden jeweils 100 mg lyophiliertes Cy (Endoxan, ASTA
Pharma AG, Frankfurt) frisch in 5 ml Aqua dest. gelgst. Cy wurde in einer Dosis von 20
mg/kg Korpergewicht in 1 ml 0,9 %iger NaCl-Losung innerhalb von 30 min nach Herstel-
lung in einer kurzen Atherrauschnarkose intraperitoneal (i. p.) injiziert. Die Injektionen
erfolgten tiglich tiber einen Zeitraum von 6 Tagen. Die Gesamtdosis von 120 mg/kg Kor-

pergewicht entspricht ca. 65 % der LDs, flir LEW Ratten [23].



3.4. Versuchsablauf

3.4.1. In vivo Behandlung

Fiir die in vivo Versuche wurde LEW Ratten an den jeweiligen Behandlungstagen Cy durch
die Bauchhaut i. p. und/oder Xenoantigen durch i. v. Injektion in eine Schwanzvene verab-
reicht. Samtliche Eingriffe wurden in kurzzeitiger Atherrauschnarkose durchgefiihrt. Zur
Dokumentation der Toxizitét der Behandlung wurden die Tiere unmittelbar vor und nach

den Eingriffen gewogen und téglich inspiziert.

3.4.2. Versuchsanordnung

Die Behandlungs-Protokolle sind in Tabelle 1 noch einmal iibersichtlich dargestellt. Zu-
sammengefasst wurden die Tiere wie folgt behandelt: Gruppe 1 wurde nur mit Ag (5x10¢
hPBL) am Tag 0 behandelt. Die Langzeitbeobachtung erfolgte bei dieser und den nachfol-
genden Gruppen bis zum Tag +200. Gruppe 2 bekam eine zusétzliche Gabe XAg am Tag
+40. Gruppe 3 wurde kombiniert mit XAg am Tag 0 und Cy von Tag 0 bis Tag+5 (je 20
mg/kg) behandelt. Gruppe 4 erhielt zusétzlich zur Kombinationsbehandlung noch einen
,Booster“ mit XAg am Tag +40. Gruppe 5 wurde zweifach ab Tag 0 und ab Tag +40
kombiniert behandelt. Gruppe 6 erhielt nach einer Kombinationsbehandlung einen zwei-
maligen ,,Booster mit XAg an den Tagen +180 und +187 und eine erneute Kombinations-
behandlung mit XAg (5x10¢ hPBL) am Tag +194, sowie Cy von Tag +194 bis +199.
Gruppe 7 wurde langfristig niedrig dosiert mit XAg behandelt. Injektionen erfolgten am
Tag 0 mit 5x106 hPBL und an den Tagen +3, +6, +10, +13, +16, +20, +23, +26, +30 mit
der niedrigeren Dosis von 5x105 hPBL. Die Beobachtung erfolgte bei dieser und den fol-
genden Gruppen iiber 90 Tage. Gruppe 8 erhielt kombiniert Cy von Tag 0 bis Tag +5 (je
20 mg/kg) und die langfristig niedrig dosierte Behandlung mit XAg wie Gruppe 7. Gruppe
9 erhielt eine langfristig hoch dosierte Behandlung mit XAg (je 5x106 hPBL) von Tag 0 bis
Tag +6 taglich, anschlieend von Tag +8 bis +30 in zweitéigigen Abstinden. Gruppe 10
wurde kombiniert mit Cy von Tag 0 bis Tag +5 (mit je 20 mg/kg) und dem langfristig hoch
dosierten XAg (wie in Gruppe 9) behandelt.
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Tab. 1. Zusammenstellung aller Versuchsgruppen und Behandlungen mit Xenoantigen
und Cyclophosphamid (siehe auch den zugehérigen Text).

Grppe ] T
n=3 0 10 20 30 40 50 180 190 200 Tage
Gruppe 2 T l | | T ! W— | |
n=3 0 10 20 30 40 50 180 190 200 Tage
o
UARAR
Gruppe 3 I | ] ! \\—...—|
n=3 0 10 20 30 40 50 180 190 200 Tage
o A
LN
Gruppe4 | | | | ! N
n=3 0 10 20 30 40 50 180 190 200 Tage
~ "~
LWL AR
Gruppe 5 | | | | | ! \— | l
n=3 0 10 20 30 40 50 180 190 200 Tage
[ "~ ] 1
LWL AR
Gruppe 6 | | | e | | | | |
n=3 0 10 20 30 180 187 194 204 254 Tage
[ T N Y E I SN L S +
Gruppe 7 | | | | [—\— |
n=4 0 10 20 30 40 90 Tage
Lididl
[ N Y E R S LI S )
Gruppe 8 | | I | [—\—]
n=4 0 10 20 30 40 90 Tage

b ok s e b o S I T N S A A A L\

Gruppe 9 | | | | |——|

n=3 0 10 20 30 40 90  Tage
il
bl T 1 o S ST B I T T T N Y I I )

Gruppe 10 | | | | [ A |

n=4 0 10 20 30 40 90  Tage

A\ = 5x10° hPBL, & = 5x10° hPBL, 44! = Cy (je 20 mg/kg KG)
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3.5. Serumgewinnung aus der Ratte

Den Versuchstieren wurde in 10tigigen Intervallen 1,5 ml Schwanzvenenblut in einer
kurzzeitigen Atherrauschnarkose entnommen. Nach der Gerinnung wurden die Blutproben
bei 1.700 xg/10 min zentrifugiert, das Serum abgenommen und bei -80°C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

3.6. Durchflufizytometrische Analyse der natiirlichen und der induzierten xeno-
reaktiven Antikorper
Nach dem Auftauen der Seren wurden diese zur Zerstérung des Komplements bei 56°C fiir
30 min Hitze-inaktiviert und anschlieBend mit PBS verdiinnt (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 etc.).
100 pl hPBL (10° Zellen/ml RPMI-1640) wurden fiir 45 min mit je 100 pl verdiinntem
Rattenserum (s. 0.) bei Raumtemperatur inkubiert, alle 15 min geschiittelt, anschlieBend
bei 500 xg/5 min zentrifugiert und sodann der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden 3x
mit 750 pl PBS gewaschen und jeweils bei 500 xg/5 min zentrifugiert. In einem zweiten
Inkubationsschritt wurden die Zellen mit 30 pl eines Sekundérantikorpers (1:40 mit PBS
verdiinnt) fiir 45 min inkubiert und alle 15 min geschiittelt. Als Sekundérantikdrper wurden
verwendet: (a) Fluorescein (DTAF)-gekoppelter AffinePure Ziege-anti-Ratte IgG, Fc-
Fragment spezifisch (#12-015-071, Dianova, Hamburg), (b) Fluorescein (DTAF-
gekoppelter AffinePure F(ab)2 Fragment Ziege-anti-Ratte IgM, My Kette spezifisch (#112-
016-075, Dianova). Nach 3x Waschen mit 750 pl PBS bei 500 xg/5 min wurden die Zellen
mit 250 pl Sheathfluid (#95-2003, FACS-Flow, Becton Dickinson, Heidelberg) resuspen-
diert. Die Bindung der IgM und IgG Antikérper wurde mit einem FACScan (Becton Di-
ckinson) untersucht (4bb. 3). Von jeder Probe wurden die Daten (GréBe, Granularitit, Flu-
oreszenz) von jeweils 10.000 Zellen aufgenommen und auf einem Hewlett-Packard Com-
puter (HP-310) unter Verwendung der FACScan-Software (Becton Dickinson) analysiert.
GroBe und Granularitit dienten zur Abgrenzung der humanen Lymphozyten von mitisolier-
ten Granulozyten und Monozyten. Die Auswertung der Antikérperbindung beschriinkte
sich auf die Zellpopulation der Lymphozyten. Um die Reproduzierbarkeit der Testergeb-
nisse zu gewihrleisten, wurde die Funktion des Photo-Multipliers des Floureszenz-1 Ka-
nals mit Kalibrierungskdrperchen (#95-0002, Becton Dickinson) regelméflig kontrolliert.

Ein LEW Rattenserum mit IgG und/oder IgM wurde als positiv gewertet, wenn >90% der
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Fluoreszenzsignale iiber der Fluoreszenz der Negativkontrolle (nur Sekundérantikorper)

gemessen wurden.

Negative Kontrolle . NXA/XA-positives Serum

Titration von NXA/XA

1814 12

Ri=humane periph. Blutlymphozyten

Abb. 3. Titerbestimmung natiirlicher xenoreaktiver (NXA) und induzierter xenoreaktiver (XA)
Antikérper im Serum kombiniert behandelter LEW Ratten in der DurchfluBzytometrie (FACS-
can). Links oben: Negativkontrolle .(nur Sekundirantikorper); rechts oben: Beispiel eines
NXA/XA-positiven Rattenserums; links unten: Titration eines NXA/XA-positiven Rattenserums
(Verdiinnungen 1:8, 1:4, 1:2 und konzentriert = unverdiinnt); rechts unten: die Zielzellpopulation
ist R1; dabei handelt es sich um humane periphere Blutlymphozyten, gewonnen aus humanen
peripheren Blutleukozyten (hPBL).

3.7. Dokumentation der Ergebnisse

Die Ergebnisse sind als Saulendiagramme mit dem Mittelwert und den Standardabwei-
chungen dargestellt. Pro Versuchsgruppe und Testzeitpunkt wird das Serum von mindes-
tens drei gleichartig behandelten LEW Ratten getestet (siche auch Tab. 1 fir die genaue
Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe).
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4.  Ergebnisse

4.1. Induktion xenoreaktiver Antikérper durch intravends appliziertes Antigen

Es stellte sich die Frage, ob die Stirke der humoralen Immunantwort in Ratten nach i. v.
Applikation von humanem XAg jener nach i. p. Applikation gleicht. Zu Beginn der hiesi-
gen Untersuchungen existierten bereits die Ergebnisse von Breitkreuz [15] zur i. p. Appli-
kation des XAg im Modell Ratte-anti-Mensch unter ansonsten identischen Versuchsbedin-
gungen. Dazu erhielten LEW Ratten einmalig 5x10° hPBL i. v. am Tag 0 als XAg (Gruppe
1). Uber einen Zeitraum von 200 Tagen wurde den Ratten Schwanzvenenblut entnommen
und das Serum auf veridnderte Antikorpertiter in der indirekten Immunfluoreszenz mit
hPBL (hier nur die Lymphozytenfraktion) im Durchfluzytometer bestimmt. Abbildung 4
stellt das Ergebnis fiir die xenoreaktiven IgG (XA-IgG) und IgM (XA-IgM) dar, im direk-
ten Vergleich zu den von Breitkreuz erarbeiteten Daten nach i. p. Applikation der hPBL.
Die wichtigsten Befunde lauten zusammengefasst: (1) Die IgM am Tag 0 entsprechen den
vor Sensibilisierung stets vorhandenen natiirlichen xenoreaktiven Antikérpern (NXA, wo-
bei IgM >> IgG). (2) Der i. v. Sensibilisierung mit hPBL am Tag 0 folgt erwartungsgemaf
ein kraftiger Anstieg neu gebildeter XA-IgG und XA-IgM; der Titer der XA-IgG ist nun
sehr viel hoher als jener der XA-IgM, es kommt zum Isotypenwechsel. (3) Die XA-IgG
und XA-IgM Titer fallen bis zum Tag +200 nur geringfiigig ab. (4) Insgesamt ist die Stirke
der i. v. Sensibilisierung jener nach i. p. Sensibilisierung vergleichbar. Somit kann man
auch mit der i. v. Sensibilisierung in Ratten eine lange anhaltende, kriftige humorale Im-

munantwort gegen humane Antigene erzeugen.

Fraglich war, ob die Sensibilisierungseffekte durch eine zweite Antigengabe (,,Booster™)
am Tag +40 noch verstarkt werden konnen. Dazu erhielt eine zweite Gruppe LEW Ratten
nach Sensibilisierung am Tag O eine weitere Sensibilisierung mit hPBL am Tag +40
(Gruppe 2). Abbildung 5 stellt das Ergebnis fir beide Sensibilisierungen dar: Der
.Booster mit hPBL 40 Tage nach der ersten Sensibilisierung resultiert in deutlich erhoh-
ten Titern: Uber die folgenden 160 Tage sind es naherungsweise 3 Titerstufen fir XA-IgG
und ndherungsweise 2 Titerstufen fiir XA-IgM.
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Antikdrper-Titerstufen

BN igM i.v.

E=igGiv.

—lgGip.* —IgMi.p.*

0

XAg

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
Tage

Abb. 4. Induktion xenoreaktiver Antikorper (XA-IgG, XA-IgM) in LEW Ratten durch einmalige i.
v. Applikation von humanem XAg (5x10° hPBL) am Tag 0. Der Vergleichsgruppe wurde XAg i. p.
appliziert; diese Daten wurden freundlicherweise von Dr. A. Breitkreuz [15] zur Verfiigung gestellt.
Den Ratten wurde dann iiber 200 Tage Schwanzvenenblut entnommen; die Titer der gegen hPBL
(hier die Lymphozytenfraktion) gerichteten IgG und IgM Antikérper wurden durchfluBzytometrisch
bestimmt (Minimum der Versuche n=3 pro Siule; bei Siulen ohne Standardabweichung sind die
gemessenen Titer in allen 3 Tieren identisch).

Antikdrper-Titerstufen

| 319G nach XAg u. Booster Tag +40 0 (gM nach XAg u. Booster Tag +40

17

T ~——IgG nach XAg. ——1gM nach XAg.
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XAg

/
|
|
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0
t
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30 40

1
XAg

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140
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10 20

Abb. 5. Effekte einer zweiten Sensibilisierung mit XAg (hPBL, i. v.) am Tag +40 (,,Booster”). Die
hellblauen und hellroten Siulen sind die relevanten Kontrollwerte bis Tag +40 und wurden aus Abb.
4 iibertragen.
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Diese Versuche bildeten die Grundlage fiir die nachfolgenden Manipulationen der XA-IgG
und XA-IgM mit der Kombinationsbehandlung, bestehend aus der zeitlich eng korrelierten
Gabe von XAg (i. v.) und Cy (i. p.).

Fazit: Die einmalige i. v. Applikation von XAg (hPBL) in LEW Ratten bewirkt einen
starken Titeranstieg der XA-IgG und XA-IgM mit Isotypenwechsel von NXA-IgM zu
Xenotransplantat-induzierten XA-IgG/XA-IgM. Dieser Anstieg gleicht jenem nach i. p.
Applikation. Ein ,,Booster” mit XAg am Tag +40 erhoht die Titer von XA-IgG und XA-
IgM um 3 bzw. 2 Stufen; diese bleiben bis Tag +160 nahezu konstant.

4.2. Effekte einer Kombinationsbehandlung aus i. v. appliziertem Xenoantigen und

Cyclophosphamid auf die Produktion der xenoreaktiven Antikérper
Nach Etablierung der xenogen sensibilisierten Kontrollgruppe (Gruppe 1) stellte sich die
Frage, ob die zeitlich korrelierte Kombinationsbehandlung aus der einmaligen i. v. Gabe
des XAg und einer 6tigigen i. p. Applikation von Cy die Neubildung der XA im Sinne
einer down regulation hemmt. Das XAg steht in unserem Modell stellvertretend fiir ein
xenogenes Transplantat. Fraglich war zudem, ob die Kombinationsbehandlung auch die
nattrlichen NXA hemmen wiirde. Breitkreuz [15] hatte eine 20tigige Suppression der XA
nach alleiniger Cy Applikation und eine 60tigige Suppression nach kombinierter Behand-
lung erzielt. Fiir die i. v. Applikation des XAg in Kombination mit Cy gab es bislang keine
Daten. Dazu erhielten LEW Ratten éinmalig am Tag 0 XAg i. v. appliziert und Cy taglich
von Tag 0 bis Tag +5 i. p. (Gruppe 3). Serumgewinnung und Antikérperbestimmungen
erfolgten gemiB 4.1. Abbildung 6 dokumentiert das Ergebnis: (1) Die kombinierte Be-
handlung mit XAg + Cy fiihrt zu einer signifikanten down regulation der XA-IgG und XA-
IgM iiber den gesamten Beobachtungszeitraum von 200 Tagen (4bb. 6a): Die XA-IgG
werden tiber den gesamten Zeitraum vollstindig gehemmt, fiirr die XA-IgM werden zwi-
schen 0 und 2 Titerstufen gemessen. (2) Die komplette Hemmung an den Tagen +10 und
+20 (gemaB Definition: <90% Antikorper-bindende Zellen: siche Material und Methoden)
koénnte auf die direkte Wirkung des Cy zuriickzufiihren sein. (3) Die komplette Hemmung
von Tag +160 bis Tag +200 diirfte ein Spateffekt der Kombinationsbehandlung sein. (5)
Die Kombinationsbehandlung mit XAg i. v. ist jener mit XAg i. p. (Breitkreuz [15] ) im
Sinne einer Effektverstirkung (Hemmung) iiberlegen (4bb. 6b).
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Abb. 6a. Manipulation (down regulation) der xenoreaktiven Antikorper mit einer Kombinationsbe-
handlung aus XAg + Cy in LEW Ratten: XAg am Tag 0 i. v. und Cy téglich von Tag 0 bis Tag +5 i.
p.; als Vergleich dienten Ratten, die nur XAg i. v. am Tag 0 erhalten hatten (siche Abb. 4).
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Abb. 6b. Vergleichende Manipulation (down regulation) der xenoreaktiven Antikorper nach i. v.
und i. p. Applikation des XAg. Die Ergebnisse der i. p. Applikation wurden uns freundlicherweise
von Dr. A. Breitkreuz [15] zur Verfigung gestellt.
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Fazit: Die Kombinationsbehandlung aus XAg i. v. und Cy i. p. hemmt die Neubildung
der XA-IgG vollstindig tiber 200 Tage, die der XA-IgM jedoch nur unvollstindig. Die
Neubildung der NXA wird nicht gehemmt. Die i. v. Sensibilisierung ist der i. p. Sensibi-
lisierung im Sinne der Effektverstirkung (Hemmung) iiberlegen.

4.3. ,Booster” mit Xenoantigen nach erfolgter Kombinationshehandlung

Nach den Ergebnissen in 4.2 stellte sich die Frage nach der verbleibenden humoralen Im-
munreaktivitdt in den kombiniert behandelten LEW Ratten. Wiirden die Ratten auf eine
erneute XAg Gabe am Tag +40 mit einem Anstieg der humoralen Reaktivitit oder Reakti-
onslosigkeit reagieren? Dazu wurden 3 von 6 Tieren der Gruppe 3 am Tag +40 mit hPBL
geboostert und die Antikorpertiter wie zuvor gemessen (Gruppe 4). Abbildung 7 doku-
mentiert das Ergebnis: (1) Im Vergleich zu Gruppe 2 steigen die XA Titer nach dem
~Booster” kriftig an, eine Hemmung der XA/NXA findet nicht statt. (2) Die XA Titer in
Gruppe 4 erreichen jedoch nicht das Niveau der ,,geboosterten™ unbehandelten Kontroll-
gruppe: Der , Boostereffekt™ fir XA-IgG wihrt fiir ca. 40 Tage (bis Tag +80) und betrigt
2-5 Titerstufen Unterschied zur unbehandelten Kontrolle, jener fiir XA-I[gM wihrt fiir ca.
30 Tage (bis Tag +70) und betragt 0-3 Titerstufen. Die erhoffte Reaktionslosigkeit wurde
nach dem ,,Booster mit XAg jedoch nicht erzielt.

17 [EigG nach XAg + Cy und "Booster” mit XAg am Tag +40 B IgM nach XAg + Cy und "Booster” mit XAg am Tag +40

16 4+ =—=|gG nach XAg und ‘Booster’ mit XAg am Tag +40 ~=I1gM nach XAg und ‘Booster’ mit XAg am Tag +40
N
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14 / T

13 /__1/
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74 1 | |
54 -0 -1 - | | | | |
44 § . | | -
[ R - — B | 1 | | WESENEN N SE——  —
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t t
Tage

Antikdrper-Titerstufen

XAg + Cy XAg

Abb. 7. Wiederkehr der humoralen Reaktivitit durch erneute i. v. Applikation von XAg am Tag +40
(,Booster*) nach Kombinationsbehandlung mit XAg (Tag 0) + Cy (6x von Tag 0 bis Tag +5).
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Fazit: Mit einem ,,Booster” von XAg am Tag +40 kann die Neubildung der XA/NXA
nicht gehemmt werden. Die humorale Reaktivitit (XA-IgG; XA-IgM) kehrt auf annd-
hernd normale Werte zuriick, nachdem sie zuvor mit der Kombinationsbehandlung er-
Jfolgreich gehemmt wurde.

4.4. Wiederholung der Kombinationsbehandlung zu einem spiiteren Zeitpunkt

Breitkreuz [15] erzielte eine Effektverstarkung im Sinne einer starkeren down regulation
der XA, wenn er die Kombinationsbehandlung zu gegebener Zeit wiederholte. So stellte
sich auch hier die Frage, ob die in 4.2 beobachtete Restreaktivitit durch Wiederholen der
Kombinationsbehandlung — einziger Unterschied ist die Art der Antigen-Applikation —
weiter gesenkt wiirde. Dazu erhielten die LEW Ratten am Tag +40 emeut XAgi. v. und 6x
Cy von Tag +40 bis Tag +45 i. p. (Gruppe 5). Serumgewinnung und Antikérperbestim-
mungen erfolgten wie zuvor. Das Ergebnis dokumentiert 4bb. 8: (1) Die Wiederholung der
Kombinationsbehandlung am Tag +40 stabilisiert die vorherige starke Hemmung der hu-
moralen Reaktivitdt durch die erste Kombinationsbehandlung. (2) Sie hemmt jedoch die
Restreaktivitat, vermutlich NXA-IgM, nicht komplett. Deren leichter Titerabfall von Tag
+50 bis Tag +70 konnte noch die Folge der direkten Cy Cytotoxizitit sein. (3) Der Tite-
ranstieg durch den ,.Booster” mit XAg am Tag +40 (vergleiche dazu Abb. 7) wird jedoch

durch die anschlieBende 6tagige Gabe von Cy verhindert.
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Abb. 8. Mit einer zweiten Kombinationsbehandlung, beginnend am Tag +40 wird der hemmende
Effekt der ersten Kombinationsbehandlung stabilisiert.
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Fazit: Eine zweite Kombinationsbehandlung, beginnend am Tag +40 stabilisiert die starke
Hemmung nach der ersten Kombinationsbehandlung. Die Nachbildung der NXA kann jedoch
nicht verhindert werden.

4.5. Wiederholung der Kombinationsbehandlung nach ,,Booster* mit Xenoantigen
Die bisherigen Daten lassen erkennen, dass die XA-IgG mit der kombinierten Behandlung
(XAg + Cy) wirkungsvoll down reguliert werden konnen, Non-Reaktivitat der XA-IgM
und NXA-IgM Klone wird jedoch nicht erreicht. Es stellte sich die Frage, ob eine starke
Gabe von XAg vor einer zweiten Kombinationsbehandlung nun auch die XA-IgM/NXA-
IgM Klone komplett eliminieren wiirde. Dazu wurden LEW Ratten zunichst am Tag 0
kombiniert behandelt, erhielten am Tag +180 und am Tag +187 jeweils XAgi. v., um dann
ab Tag +194 erneut kombiniert behandelt zu werden (Gruppe 6). Serumgewinnung und
die durchfluzytometrische Antikorperbestimmung erfolgten wie oben. Abbildung 9 do-
kumentiert das Ergebnis: (1) Ahnlich den in Abb. 7 beschriebenen Effekten, reagieren
kombiniert behandelte LEW Ratten auf erneute Antigenreize am Tag +180 und am Tag
+187 mit einem starken Titeranstieg von XA-IgG und XA-IgM. (2) Die 7 Tage spiter ein-
setzende zweite Kombinationsbehandlung hemmt die Produktion der XA-IgG und XA-IgM
nur unwesentlich iiber den verbleibenden Messzeitraum von 60 Tagen (Tag +194 bis Tag
+254).

Fazit: Die verbleibenden XA-IgM/NXA-IgM Titer lassen sich auch durch Wiederholen
der Kombinationsbehandlung, der ein zweimaliges ,,Boostern“ mit XAg vorausgeht,
nicht senken. Die doppelte Antigen-Applikation hebt die erfolgreiche Hemmung der
wiederholten Kombinationsbehandlung auf.
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Abb. 9. Wiederholung der Kombinationsbehandlung nach zweimaligem ,.Booster” mit XAg kann
die kriftige Nachproduktion von XA-IgG und XA-IgM nicht verhindern. LEW Ratten wurden am
Tag 0 kombiniert behandelt, erhielten am Tag +180 und am Tag +187 jeweils XAg i. v. und dann
ab Tag +194 die zweite Kombinationsbehandlung.

4.6. Langfristige Applikation von niedrig dosiertem Xenoantigen

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass Kombinationsbehandlungen mit einer einzelnen
Kenoantigen-Applikation gentigen, um die beabsichtigte verminderte Reaktionsfihigkeit
des humoralen Immunsystems zu erzielen. Ungeklart war die Frage, ob eine langfristige
Gabe von niedrig dosiertem Xenoantigen als Bestandteil der Kombinationsbehandlung die
vollstandige Reaktionslosigkeit (der XA-IgM/NXA-1gM Klone) bewirken wiirde. Im Mit-
telpunkt der Uberlegungen stand, ob das Xenoantigen in der etwas verdnderten Versuchs-
anordnung auch ein tolerogenes Potential entwickeln wiirde, nachdem sein immunogenes

Potential ja bereits nachgewiesen war.

Zunachst musste eine relevante Kontrollgruppe gebildet werden. Dazu erhielten LEW Rat-
ten am Tag 0 XAg i. v. (5x10° hPBL) und dann reduziert auf 5x10° hPBL an den Tagen +3,
+6, +10, +13, +16, +20, +23, +26 und +30 (Gruppe 7). Da hierzu keine experimentellen

Daten verfiigbar waren, orientierten wir uns beziiglich der Dosierung des XAg an einer fir
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LEW Ratten fiktiven Belastbarkeitsgrenze. Abbildung 10 dokumentiert die durchfluzy-
tometrisch gemessenen NXA und XA Titer, und das Ergebnis l4sst sich wie folgt zusam-
menfassen: (1) Den Sensibilisierungen von Tag 0 bis Tag +9 folgt der erwartete sehr kraf-
tige Anstieg neu gebildeter XA beider Isotypen, IgG und IgM. (2) Die dann bis Tag +30
folgenden Antigen-Applikationen bewirken keinen weiteren Titeranstieg (IgG), sondern
sogar einen Titerabfall (IgM). Im Vergleich zur einmaligen Sensibilisierung (Gruppe 1)
fallen die IgM um 1 Titerstufe und die IgG um 2 Titerstufen hoher aus. (3) XA-IgM sinken
insgesamt um 4 Titerstufen und bleiben dann auf konstantem Niveau, wihrend die XA-IgG

ihr anfinglich hohes Niveau bis zum Versuchsende am Tag +90 beibehalten.
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Abb. 10. Induktion xenoreaktiver Antikorper in LEW Ratten nach langfristiger, niedrig dosierter i.
v. Applikation von XAg: 5x10° hPBL am Tag 0; danach folgen ,,Booster* mit jeweils 5x10° hPBL
an den Tagen +3, +6, +10, +13, +16, +20, 423, +26 und +30.

Fazit: Die langfristige Applikation von niedrig dosiertem XAg iiber einen Zeitraum von
30 Tagen induziert sehr hohe XA-Titer; IgM und IgG erreichen ihre hochsten Titer
lange vor dem Behandlungsende am Tag +90.
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4.7.  Einfluss einer langfristigen Applikation von niedrig dosiertem Xenoantigen auf
die Kombinationsbehandlung
Nach der Etablierung der Kontrollgruppe wurde der Effekt des Cy auf die Produktion der
xenoreaktiven Antikorper — besonders natiirlich der XA-IgM/NXA-IgM — untersucht.
Hierzu erhielten LEW Ratten XAg (i. v.) wie in 4.6. beschrieben und zuséatzlich 6x Cy (i
p.) von Tag 0 bis Tag +5 (Gruppe 8). Abbildung 11 dokumentiert das Ergebnis und die
Titerverlaufe: (1) Am Tag O liegen nur sehr geringe IgM Titer vor; die Profile entsprechen
den natiirlichen xenoreaktiven Antikérpern. Am Tag +10 sinkt der IgM Titer voriiberge-
hend gegen 0. (2) Am Tag +20 steigt er jedoch wieder an, erreicht am Tag +30 ein Maxi-
mum, fallt danach geringfiigig ab und bleibt dann bis zum Tag +90 stabil. (3) Der IgG Ti-
ter sinkt zunichst gegen 0 (Tag +10), steigt bis zum Tag +30 wieder an und verharrt ab

dann auf einem 4-6 Stufen hoheren Niveau bis zum Tag +90.
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Abb. 11. Einfluss einer langfristigen Applikation von niedrig dosiertem XAg auf die Kombinati-
onsbehandlung. Behandlung wie in Abb. 10, nun jedoch mit Cy i. p. von Tag 0 bis Tag +3.

Fazit: Die Kombinationsbehandlung, bestehend aus wiederholten niedrigen Antigenga-
ben bis zum Tag +30 und einer 6tigigen Cy Behandlung (Tag 0 bis Tag +35) senkt die
XA-IgM und XA-IgG voriibergehend auf 0. Die nachfolgenden Antigen-Applikationen
induzieren keinen Antikorper-senkenden Effekt oder gar Reaktionslosigkeit, sondern die
bekannten hohen und lange anhaltenden Titer.
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4.8. Langfristige Applikation von hoch dosiertem Xenoantigen

Anhand der Ergebnisse der Gruppe 7 (siche Abb. 10) mit niedrig dosiertem XAg, stelite
sich nun die Frage, ob humorale Reaktionslosigkeit mittels hoher dosiertem Xenoantigen,
erzielbar sein; vor allem dann, wenn es in noch kiirzeren Intervallen appliziert wiirde. So
sollte kontinuierliche Priasenz des Antigens erreicht werden und ggf. sogar eine , klonale
Erschopfung”. Voraussetzung war, dass die Ratten die héhere Dosierung gut vertrugen —
verglichen mit der vorherigen 10x geringeren Antigenmenge. In dieser spezifischen Kon-
trollgruppe (Gruppe 9) erhiclten die LEW Ratten zunichst tiglich von Tag 0 bis Tag +6
und dann in 2tdgigen Abstinden von Tag +8 bis Tag +30 das 10x hoher dosierte XAg
(5x10° KPBL) i. v. in die Schwanzvene appliziert. Die Titerverlaufe in Abb. 12 zeigen eine
iiberaus starke XA-IgG und XA-IgM Produktion am Tag +10 mit dem schon bekannten
Isotypenwechsel von IgG zu IgM und Titern, die im Vergleich zur Gruppe 7 fir beide, [gG
und IgM, 2 bis 3 Stufen hoher ausfallen und bis zum Tag +90 unterschiedlich stark absin-
ken (IgG um 2 Stufen, von Stufe 15 bis 13; IgM um 6 Stufen, von Stufe 12 bis 6).
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Abb. 12. Induktion xenoreaktiver Antikorper in LEW Ratten durch langfristige hoch dosierte i. v.
Applikation von XAg: 5x10° hPBL tiglich von Tag 0 bis Tag +5; dann in 2tigigem Abstand in
gleicher Dosierung von Tag +6 bis Tag +30.

Fazit: Die langfristige Applikation von hoch dosiertem XAg tiber einen Zeitraum von 30
Tagen und in kiirzeren Zeitintervallen verstirkt die humorale Immunantwort noch ein-
mal gegeniiber der Vergleichsgruppe mit der niedrigeren Dosierung.
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4.9. Einfluss einer langfristigen Applikation von hoch dosiertem Xenoantigen auf
die Kombinationsbehandlung
Nach Etablierung der relevanten Kontrollgruppe sollte dieses Behandlungsschema (siche
4.8.) mit Cy kombiniert werden. Cyclophosphamid wurde von Tag 0 bis Tag +5 i. p. verab-
reicht (Gruppe 10). Das Ergebnis ist in Abb. 13 dargestellt. Danach lassen sich folgende
Feststellungen treffen: (1) Wie schon in Gruppe 8 (siche Abb. 11) werden die IgM kurz-
fristig (am Tag +10) down reguliert. (2) Am Tag +20 resultiert die Applikation von hohen
XAg Dosen in einem kréftigen Anstieg der XA-IgM. (3) Am Tag +30 ist der bekannte Iso-
typenwechsel von IgG nach IgM vollzogen. (4) Ab Tag +30 verharren die XA-IgG auf
gleich bleibendem Niveau (bis Tag +90); sie sind jedoch gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle um mehrere Titerstufen reduziert: 3-5 Stufen zwischen Tag +30 und Tag +60, ab
dann 1,5-3 Stufen bis Tag +90. (5) Die XA-IgM werden durch diese Art der Kombinati-
onsbehandlung nicht beeintriachtigt, bzw. gesenkt; sie scheinen zwischen dem 30. und 50.
Tag sogar leicht erhoht zu sein, um danach auf das Niveau der unbehandelten Kontrolle

abzufallen.
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Abb. 13. Einfluss einer langfristigen Applikation von hoch dosiertem XAg auf die Kombinations-
behandlung. Behandlung wie in Abb. 7 dokumentiert, plus Cy i. p. von Tag 0 bis Tag +5.
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Fazit: Die Kombinationsbehandlung, bestehend aus wiederholten hohen Antigengaben
bis zum Tag +30 und einer 6tigigen Cy-Behandlung (Tag 0 bis Tag +5) senkt zwar XA-
IgM und XA-IgG voriibergehend auf 0, langfristig und sehr begrenzt jedoch nur die XA-
IgG. Allerdings ist diese Hemmung etwas stirker als nach Kombinationsbehandlung
und niedrig dosiertem XAg. Dauerhafte humorale Reaktionslosigkeit wird auch mit die-
sem Protokoll nicht erreicht.
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5. Diskussion

Vorbetrachtung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Behandlungsprotokoll im xenogenen Modell
Ratte-anti-Mensch zu entwickeln, mit dessen Hilfe die durch das Xenotransplantat indu-
zierten neuen Antikorper (XA-IgG, XA-IgM) — ggf. aber auch die natiirlichen xenoreakti-
ven Antikérper (vorwiegend NXA-IgM) — im Empfinger wirkungsvoll gehemmt werden
kénnen. Die in anderen in vivo und in vitro Modellen erfolgreichen Kombinationsbehand-
lungen, aus einer zeitlich eng korrelierten Behandlung von Xenoantigen (hPBL) und Cyc-
lophosphamid (Cy) [15-17] waren die konzeptionelle Grundlage fiir die hiesigen Untersu-
chungen. Sie beruht auf dem Prinzip der Stimulation/Deletion Cy-sensitiver B-Zellklone
(Abb. 2). In dieser Arbeit — im Gegensatz zu der von Breitkreuz [15] — sollte das Xenoanti-
gen (XAg) nun nicht i. p. sondern i. v. appliziert werden, um seine schnellere und direktere
Verfligbarkeit im Empfanger zu gewdhrleisten [24]. Das XAg war die Variable bei allen

Manipulationsversuchen, Cy hingegen blieb stets konstant.

Die hierbei verwendeten Methoden, z. B. Gewinnung, Aufbereitung und Injektion des
XAg (hPBL), Serumgewinnung aus Ratten, Antikdperbindungstests und die durchflufzy-
tometrische Analyse waren etabliert; die Messung der Antikérperbindung im Durchfluzy-
tometer war zwar sehr zeit- und kostenaufwendig, daflir aber sehr viel praziser als die Be-
stimmung der Fluoreszenzintensitit im Mikroskop durch das menschliche Auge, wie es in

Vorversuchen erprobt und dann wegen des grofieren Ablesefehlers verworfen wurde.

Der hiesigen Arbeit liegt zwar eine immunbiologische Frage zu Grunde (die Manipulation
von Xenoantikdrpern), ihr Schwerpunkt sollte aber die Etablierung einer wirkungsvollen
Therapie zur Hemmung der B-Zellklone auf dem Prinzip Stimulation/Deletion im Ratten-
modell sein; die zell- und molekularbiologische Analytik der B-Zellklone mit modernen
Labormethoden, wie sie heute zu fordern ist, stand damals nicht im Vordergrund. Das hitte
auch den Rahmen dieser (stirker [mikro]chirurgisch geprégten) Arbeit gesprengt. Diese
Ausgangslage gilt es zu berticksichtigen, wenn Fragen nach den spezifischen Charakteris-
tika der Cy-sensitiven und -insensitiven B-Zellklone am Ende der Diskussion nicht beant-
wortet werden kénnen. Als diese Arbeit entstand, wurden beide Strategien, die Etablierung

von Therapiemodellen in vivo und die in vitro Analytik der humoralen Xenoreaktivitit
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weltweit intensiv und parallel verfolgt [1, 11, 25]. Erstaunlich ist, dass es auch nach vielen
Jahren intensiver Forschung immer noch keine erfolgreichen immunsuppressiven Protokol-
le fiir die Transplantation vaskularisierter xenogener Organe (Herz, Niere) gibt; dieser Um-
stand ist u. a. verantwortlich fiir den gegenwirtigen Stillstand der xenogenen Transplanta-
tion im Groftiermodell und somit bleibt der hier entwickelte Ansatz der Kombinationsbe-
handlung unverédndert ein sehr attraktives Konzept. Sehr viel schwieriger als die T-
Zellreaktivitit ist die B-Zellreaktivitit auszuschalten, und das ,altbekannte Cyc-
lophosphamid ist unverdndert das Pharmakon mit der gréssten Wirkung auf die B-

Lymphozyten [26, 27].

Im Modell Ratte-anti-Mensch gleicht die intravendése Sensibilisierung mit Xenoantigen
der intraperitonealen Sensibilisierung

Zentraler Punkt der Kombinationsbehandlung war die intravendse Applikation des XAg
(im Gegensatz zu der zuvor von Breitkreuz [15] verwendeten intraperitonealen Applikati-
on); so sollte spdter eine noch stirkerer B-Zellaktivierung und sicherere Zerstérung der
aktivierten B-Zellklone mit Cy erzielt werden. Dies ist nicht der Fall wie Abb. 5 dokumen-
tiert; die Antikorpertiter sind in beiden Fillen identisch — denkbar ist auch, dass die B-
Zellklone maximal aktiviert sind und maximale Titer produzieren. So gesehen ist die i. v.
Applikation kein geeignetes Instrument, um noch hohere Titer herbeizufiihren. Als Folge
der direkteren Présentation des XAg iiber das Geféflsystem hitte man dies durchaus erwar-
ten kénnen. Erwartungsgemaf kémmt es nach der ersten XAg Applikation zum Isotypen-
wechsel von XA-IgM zu XA-IgG, was beweist, dass es sich bei den hohen Titern um eine
klassische Antikorper-Sekundarreaktion handelt. Breitkreuz brach seine Versuche am Tag
+100 ab, wir konnen zeigen, dass XA-IgG und XA-IgM unverandert bis zum Tag +200 auf
ihrem urspriinglichen Niveau verharren. Ob dieses Niveau auch mit der i. p. Applikation
hitte aufrechterhalten werden konnen, ist nicht bekannt und hier von untergeordneter Be-
deutung. Ein ,,Booster* mit XAg am Tag +40 (i. v.) verstirkt die Antikdrpertiter wie er-
wartet um 2-3 Stufen. Diese Erhohung signalisiert das Vorhandensein von B-
Gedichtniszellen. Offenbar folgt die i. v. Sensibilisierung mit dem XAg, das ja aus einer
Vielzahl unbekannter Antigene/Epitope besteht, (die mit den hPBL injiziert werden), den
bekannten Regeln der B-Zellaktivierung, verglichen mit den bislang viel besser erforschten
Alloantigenen. Weitere vergleichende Untersuchungen zur intravendsen versus intraperito-

nealen Antigen Applikation liegen in der Literatur nicht vor.
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Eine zeitlich eng korrelierte Kombinationsbehandlung aus Xenoantigen und Cye-
lophosphamid senkt die humorale Immunantwort wirkungsvoll

Kombiniert man die Sensibilisierung mit dem XAg zeitlich eng mit einer Cyclophospha-
mid Behandlung, dann wird die resultierende starke humorale Reaktivitdt iber 200 Tage
wirkungsvoll auf nahezu 0 gesenkt; diese unerwartet starke Hemmung (down regulation)
gilt besonders fiir die XA-IgG und den gesamten Beobachtungszeitraum; flir die XA-IgM
gilt sie sicher erst ab dem Tag +160. Fraglich ist ob die NXA-IgM Klone eliminiert wur-
den, die verbleibenden schwachen Antikérpertiter kénnten NXA-IgM sein, wohingegen
die XA-IgM Klone — wie schon die XA-IgG Klone — ebenfalls zerstort wurden. Hier miiss-
ten differenzierte zellbiologische Analysen das vorhandene B-Zellrepertoire charakterisie-
ren — wie gesagt, das stand nicht im Vordergrund dieser Arbeit. Die vollstindige Hem-
mung der XA-IgM zwischen dem 10. und 20. Tag konnte jedoch noch die Folge des direk-
ten cytotoxischen/deletierenden Effektes von Cy sein, der dann allmahlich abklingt. Cy
schidigt als Alkylans die Funktion der B-Lymphozyten und es resultiert eine Reduktion
der Antikorpertiter. [28]. Die Titer der verbleibenden IgM zwischen dem 30. und 150. Tag
sprichen dafiir, dass es sich bei ihnen um NXA handelt; sie entsprechen in etwa jenen fiir
NXA in unbehandelten LEW Ratten am Tag 0. Wire dies der Fall, dann hiefle es, dass die
NXA Klone nicht auf die Kombinationsbehandlung ansprechen — also Cy-insensitiv sind.
Bestitigt wird dieses durch Ashton-Chess [29], welcher mit Hilfe von Cy wie auch mit
Hilfe von Mitoxantron im Modell Schwein-auf-Menschenaffe keine Verminderung der
zirkulierenden NXA beobachtete.‘ Die fehlende Produktion von NXA/XA-IgM ab dem Tag

+160 kann derzeit nicht erkldrt werden — hier bedarf es weiterfiihrender Untersuchungen.

Bereits dieses erste Ergebnis entspricht damit der hohen Erwartung, die wir in diese Kom-
binationsbehandlung gem#B dem Stimulations/Deletions-Prinzip gesetzt hatten. Die Uber-
legenheit der i. v. Applikation des XAg gegeniiber seiner i. p. Applikation wird erst er-
kennbar, wenn das Cy in der Kombinationsbehandlung wirkt (4bb. 6b). Die i. p. Applika-
tion induziert also einen weit geringeren ,,hemmenden Einfluss“ auf die Sensibilisierungs-
abhingige Antikorper Produktion; daraus darf man schliefen, dass beide Sensibilisie-
rungswege einen unterschiedlich starken impact auf die Neubildung der Antikérper aus-
iiben. Aus Abb. 4 war das nicht erkennbar gewesen. In wie weit beide Applikationswege
auch unterschiedliche B-Zellklone aktivieren, ist nicht bekannt. Lediglich fiir die i. v. Ap-
plikation des Antigens liegen Untersuchungen an Méausen vor, wonach die Antigene an

verschiedene Subtypen von dendritischen Zellen in der Milz gebunden werden. Von den
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Subtypen ist dann die Form und Effizienz der Prasentation an CD4" und CD8" T-Zellen
abhingig [24]. Untersuchungen beziiglich der i. p. Injektion des Antigens liegen nicht vor.

Der hemmende Effekt wird durch erneute Applikation von Xenoantigen aufgehoben

Die spannende Frage war, ob der hemmende Effekt der Kombinationsbehandlung in eine
dauerhafte Reaktionslosigkeit miindet. Wiirden also LEW Ratten auf einen erneuten Anti-
genreiz mit unverminderter humoraler Reaktivitit, Reaktionsminderung oder weiterhin mit
Reaktionslosigkeit (sieche XA-IgG) reagieren? Betrachtet man Abb. 8, dann wird klar, dass
nicht alle B-Zellklone durch die Kombinationsbehandlung eliminiert werden. Nach erneu-
ter i. v. Applikation von XAg kommt es fiir beide, XA-IgG und XA-IgM, zu vergleichs-
weise hohen Titern. Das wiirde bedeuten, dass die hier praktizierte Art der Kombinations-
behandlung als Toleranz-induzierende Maflnahme vor einer spiteren xenogenen Organ-

Transplantation nicht geeignet ist.

Die Wiederholung der Kombinationsbehandlung stabilisiert die Hemmung

Die zweite Kombinationsbehandlung stabilisiert den Effekt der ersten und hebt ihn nicht
gar auf — auch das konnte passieren, z. B. wenn nach der zweiten XAg Gabe Cy-insensitive
Klone aktiviert werden. Damit ist gezeigt, dass die zweite XAg Gabe, der ,,Booster” am
Tag +40 (4bb. 7) Cy-sensitive B-Zellklone aktiviert hat. Da die Neubildung der XA-IgG
nach der ersten Kombinationsbehandlung bereits wirkungsvoll gehemmt war und auch die
2. Behandlung diese hoch efﬁiient unterdriickte, blieb die Frage offen, ob die NXA-
produzierenden Klone durch die zweite Kombinationsbehandlung nun komplett eliminiert
werden kénnten — mit der ersten kombinierten Behandlung war dies ja nicht gelungen. 4b-
bildung 8 dokumentiert, dass dies nicht geschieht, der erhoffte Erfolg bleibt aus — die
verbleibende humorale Reaktivitét (wahrscheinlich wie schon zuvor NXA) gleicht in der
Art und Titerhéhe unveréndert jener in Abb. 6a. Eine Hemmung der NXA-Klone scheint
also mit diesem Behandlungskonzept und hier besonders unter Verwendung von Cy nicht
moglich zu sein — eigentlich hitte man dieses Ergebnis bereits nach der ersten Behandlung
erwarten kénnen, bzw. erwarten miissen; insofern war die zweite Behandlungsrunde einer
Erkenntniserweiterung nicht unbedingt dienlich. Mit Spezies-spezifischen Zelloberfla-
chenmarkern — die vor allem fiir die Ratten in den vergangenen Jahren vermehrt entwickelt
wurden — kénnte man heute die NXA-produzierenden B-Zellklone durchflulzytometrisch
viel genauer charakterisieren. So scheinen die NXA von B-Zellen der CD5" Untergruppe

produziert zu werden [30], welche Darm-assoziiert bestehen und durch die Darmflora sti-
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muliert werden [31, 32]. Der Aufbau der NXA-IgM resultiert vornehmlich aus schweren
Ketten der VH3-Familie, wihrend die weniger vorhandenen NXA-IgG und nach Sensibili-
sierung auch xenoreaktive anti-Galal,3Gal IgM und -IgG schwere Ketten der Familie
VHI1, VH3 und VH4 aufweisen. Der switch im Aufbau der IgM legt nahe, dass nach Sen-
sibilisierung andere B-Zell-Klone an der Produktion beteiligt sind [33, 34]. Mit einem so
erweiterten Wissen wire es mdglich, aus den schon vorhandenen Pharmaka jene zu selek-
tieren, bzw. Kombinationsstrategien zu entwickeln, auf die diese speziellen Klone emp-
findlich reagieren. Die NXA sind durch konventionelle Inmunsuppressiva wie Cyclospo-
rin A, Tacrolimus, Azathioprin, Mycophenolat Mofetil und Steroide nicht zu eliminieren
[35]. Durch Plasmapherese gelingt zwar die Entfernung der NXA aus der Zirkulation, es
resultiert jedoch ein rebound. Absorptionsstrategien, welche die NXA aus dem Blut ent-
fernen, nicht aber die Klone eliminieren, sind kein ausreichendes Mittel, um hier Reakti-
onslosigkeit herbeizufiihren. Sowohl Immunaffinitéts-Saulen wie auch Immunabsorptions-
Techniken erreichen nur eine temporire Elimination der zirkulierenden NXA [36]. Ebenso
wird mit Cobravenomfaktor, kombiniert mit Cyclosporin A, eine NXA-Reduktion erreicht,
durch zusitzliche Plasmapherese auch die Hyperakute Abstossung verhindert; dennoch
traten die NXA-Titer erneut auf, und eine Verzogerte Abstossung konnte nicht verhindert
werden [37]. Warum Breitkreuz [15] mit der zweiten Kombinationsbehandlung die IgM
eliminieren kann — er hatte das Xenoantigen i. p. appliziert — kann zum jetzigen Zeitpunkt
nicht beantwortet werden. Da in beiden Fallen Cy auf die gleiche Art und Weise appliziert
wurde und das sonstige methodische Procedere komplett identisch war, muss der Unter-

schied in der Applikation des XAg, i. v. versus i. p. zu suchen sein.

Macht ein ,,Booster* vor der zweiten Kombinationsbehandlung die NXA-Klone fiir
Cyclophosphamid sensitiver?

Die Antwort ist eindeutig ,,nein* — auch die Applikation von XAg 14 und 7 Tage vor er-
neuter Kombinationsbehandlung resultiert in keinem ,,besseren* Ergebnis — die Antikér-
pertiter schiefen erneut in die Héhe (4bb. 9). So jedenfalls ist keine Hemmungsverstér-
kung erzielbar; andererseits zeigt dieser Versuch, dass das ,,System“ zu diesem spdten
Zeitpunkt (Tag +180) unverdndert reaktiv ist, d. h. auf den ,,Booster reagieren kann. Die-
ser Versuch ist zudem ein gutes Beispiel dafiir, dass nur die enge zeitliche Kombinati-
on/Korrelation von XAg und Cy die erhoffte starke Hemmung erzielt; sowie die XAg Ga-
be das Zeitfenster verldsst, d. h. die Proliferation zeitlich vorgezogen wird, kann Cy sein

cytotoxisches Potential nicht entwickeln..
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Die lingerfristige Applikation von niedrig dosiertem Xenoantigen hat keinen tolero-
genen Effekt

Die Wiederkehr der humoralen Reaktivitét nach der ersten Kombinationsbehandlung und
erneuter Antigenapplikation am Tag +40 (4bb. 7), veranlasste uns, das XAg langfristig in
niedrigen Dosen zu verabreichen. Es war beabsichtigt, mittels persistierenden Antigenga-
ben nach der ersten Kombinationsbehandlung einen Zustand der Toleranz zu induzieren,
der vor allem jene Klone betreffen sollte, die unverdndert NXA produzierten. Der Empfan-
ger sollte allmihlich an die fremden Antigene gewdhnt werden. Dazu war jedoch in einem
ersten Schritt die relevante Kontrollgruppe zu etablieren — sie existierte bisher noch nicht.
Gewahlt wurde die halbe Antigenmenge, um den Empfingerorganismus an das vermeintli-
che Tolerogen zu gewdhnen. Abbildung 10 dokumentiert, dass die Ratten die insgesamt 10
Applikationen des XAg sehr gut vertrugen — kein Tier litt oder starb als Folge der wieder-
holten Injektionen, was zunéchst befiirchtet wurde; auch darum war die Antigendosis hal-
biert worden; die Antikorpertiter erreichen Werte, die jenen hohen in Abb. 5 entsprechen —
das System ist offenbar maximal aktiviert (vergleiche Abb. 10 mit Abb. 5). Festzuhalten
bleibt, dass die langerfristige Anwendung der halben Konzentration des XAg keinen tole-

rogenen Effekt auf die B-Zellreaktivitat austibt.

Kombinationsbehandlung und lingerfristige Antigen-Applikation fiihren nicht zur
klonalen Erschépfung

Die Kombinationsbehandlung fuhrt zundchst — wie erwartet — zur klonalen Reaktionslosig-
keit, allerdings nur fiir eine sehr kurze Zeitspanne, von Tag +6 (Ende der Cy Gabe bis Tag
+10 als Messpunkt); dies kénnte wieder ein Spiteffekt der Cy-bedingten Cytotoxizitét sein.
Spitestens aber ab Tag +40 ist jeglicher hemmende Effekt der Kombinationsbehandlung
verschwunden, wie die Antikdrpertiter der behandelten und unbehandelten LEW Ratten
zeigen. Somit gelingt es nicht, durch eine langerfristige Applikation des ,,halben Antigens*
den Empfénger in einen wie auch immer gearteten Zustand der Toleranz zu iiberfiihren. Es
gibt unverdndert Cy-insensitive Klone, die diesem Behandlungsprotokoll funktionell wi-

derstehen und die unveréndert sehr hohe Antikérpermengen produzieren.

Fiihren hohere Antigen-Konzentrationen zur ,klonalen Erschopfung® der B-Zell-
Klone?
Diese Frage muss klar mit ,,nein“ beantwortet werden. Die Erhohung der Antikérpermenge

um den Faktor 10 einschliesslich der Verkiirzung der Applikations-Intervalle iiber 30 Tage
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— ohne und mit Kombinationsbehandlung — fithren nicht zur ,klonalen Erschépfung* resi-
dualer B-Zell-Klone. Mit diesem Konzept ist die B-Zellreaktivitit nach xenogener Stimu-
lation nicht zu inhibieren — wobei die langerfristige Gabe des Xenoantigens wiederum die
Anwesenheit eines xenogenen Organs im Empfanger, z. B. die Leber, die kontinuierlich
groBBe Mengen loslicher Antigene in den Empféingerorganismus abgibt, widerspiegeln diirf-

te.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass das hier angewandte Konzept der Kombina-
tionsbehandlung nach dem Prinzip der Stimulation/Deletion sehr wohl geeignet ist, die
gegen die xenogenen Antigene/Epitope gerichteten XA-IgG und XA-IgM auszul6schen,
nicht aber die natiirlichen xenoreaktiven NXA-IgM (die NXA-IgG spielen nur eine unter-
geordnete Rolle). Eine zweite Kombinationsbehandlung verstirkt den Hemmeffekt zwar
nicht, stabilisiert ihn aber. Die erfolgreiche Hemmung héngt vor allem von der engen zeit-
lichen Beziehung zwischen dem XAg und Cy ab, die gewihrleisten muss, dass das Cy die
proliferierenden B-Zellklone in ihrer verwundbarsten Zellzyklusphase trifft. Toleranz ge-
gen die xenoreaktiven Antikérper im Empfénger kann man mit den hier gewahlten Ansit-
zen nicht induzieren, ebenso wenig erzielt man eine ,,klonale Erschépfung®. Die unbefrie-
digenden Ergebnisse im Zusammenhang mit der Elimination der NXA-Klone — hierbei
handelt es sich vorzugsweise um IgM — legen den Schluss nahe, dass zu ihrer Ausschal-
tung vollig andere Strategien entwickelt werden miissen. Die Reduktion der NXA durch
Immunabsorption (ocGal-Séiulen)'reicht nicht aus, um die die Hyperakute Abstofung zu
iiberwinden, da nur 85-95% der NXA gegen das aGal Epitop gerichtet sind; es gibt also
noch andere, bisher nicht identifizierte NXA [38]. Erfolgversprechende Ansitze zur Uber-
windung der Hyperakuten Abstofung liegen in der genetischen Modifikation der Spender-
schweine. Bei den seit kurzem verfiigbaren 1,3Galactosyl-Transferase knockout (Gal T-
KO) Schweinen werden die Zielepitope fiir die NXA auf den Endothelzellen nicht mehr
exprimiert [14]. Daher findet keine Antikérperbindung statt. Im Transplantationsmodell
Gal T-KO-Schwein-auf-Menschenaffe gibt es erste Erfolge beziiglich der Verlidngerung der
Uberlebenszeit; allerdings steigen die zirkulierenden xenoreaktiven Antikérper auch nach
Uberwindung der Hyperakuten AbstoBung an, woraus eine Verzogerte AbstoBung resul-
tiert [39]. Bessere Ergebnisse erhdlt man, wenn die Empfinger durch Thymus-
Transplantation zur Induktion einer T-Zelltoleranz und durch eine Co-Stimulator-Blockade
mit CD154 spezifischen monoklonalen Antikorpern vorbehandelt wurden [40]. Des Weite-

ren werden seit Beginn der 90er Jahre transgene Spenderschweine generiert, welche das
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human complement regulating protein (hCRP), das human membrane cofactor protein
(MCP), den human decay accelerating factor (hDAF) und das humane #CD59 auf ihren
Endothelzellen exprimieren. Wurden Herzen und Nieren dieser transgenen Schweine in
nicht-humanen Primaten transplantiert, wurde die Komplement-Aktivierung (mit und ohne
Antik6rperbindung) unterbunden und die Hyperakute Abstoung in Menschenaffen tiber-
wunden [41-44]. Das immunosuppressive Potential der ,.klassischen® Immunsuppressiva,
Cyclopsorin A, Azathioprin, FK 506, Mykofenolat Mofetil, um nur einige zu nennen, ge-
niigt bislang nicht, um die Akuten Abstossungen nach der Transplantation einer xenogenen
Schweineniere oder eines xenogenen Schweineherzens in nicht-humane Primaten zu ver-
hindern. Die Kombinationsbehandlung, bestehend aus dem XAg und Cy wiirde — nach
allem, was wir aus den hiesigen Experimenten gelernt haben — ebenfalls keine langfristige
Transplantat-Akzeptanz herbeifithren. Sie bleibt aber, wie auch die o. g. Immunsuppressi-

va, eine interessante Option in Verbindung mit anderen Toleranz-induzierenden Strategien.
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6. Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Behandlungsprotokoll im xenogenen Modell Ratz-
te-anti-Mensch zu entwickeln, mit dessen Hilfe die durch das Xenotransplantat induzierten
Antikorper (XA-IgG, XA-IgM) — ggf. auch die natiirlichen xenoreaktiven Antikdrper
(vorwiegend NXA-IgM) — im Empfianger wirkungsvoll gehemmt werden. Die in anderen
in vivo Modellen erfolgreiche Kombinationsbehandlung, aus einer zeitlich korrelierten
Injektion von Xenoantigen (XAg; hPBL) und Cyclophosphamid (Cy), bildete die Grundla-
ge der hiesigen Untersuchungen. Sie beruht auf dem Prinzip der Stimulation/Deletion Cy-
sensitiver B-Zellklone. Allerdings wurde das XAg nicht i. p. sondern i. v. appliziert, um
seine schnellere und direktere Verfiigbarkeit im Empféinger zu gewahrleisten. Dazu erhiel-
ten LEW Ratten im Grundversuch 5x10° hPBL i. v. am Tag 0 und Cy 6x von Tag 0 bis
Tag +5 i. p. Zu unterschiedlichen Zeiten vor und nach Behandlung wurde den Ratten Blut
zur Serumgewinnung entnommen. Die Antikérpertiter wurden durch Bindung an ihre Ziel-
zellen (hPBL; Lymphozytenfraktion), getrennt nach IgG und IgM, durchflulzytometrisch

bestimmt. Folgende Ergebnisse wurden erzielt:

1. Die einmalige i. v. Applikation von XAg in LEW Ratten bewirkt einen starken Ti-
ter-Anstieg der XA-IgG und XA-IgM mit Isotypenwechsel von NXA-IgM zu Xe-
notransplantat-induzierten XA-IgG/XA-IgM. Dieser Anstieg gleicht jenem nach i.
p. Applikation. Ein ,,Booster mit XAg am Tag +40 erhoht die Titer von XA-IgG
und XA-IgM um 3 bzw. 2 Stufen; diese bleiben bis Tag +160 nahezu konstant.

2. Die Kombinationsbehandlung aus XAg i. v. und Cy i. p. hemmt die Neubildung der
XA-IgG vollstandig tiber 200 Tage, die der XA-IgM jedoch nur unvollstindig. Die
Neubildung der NXA wird nicht gehemmt. Die i. v. Sensibilisierung ist der i. p.
Sensibilisierung im Sinne der Effektverstirkung (Hemmung) iiberlegen.

3. Ein ,,Booster” mit XAg am Tag +40 kann die Neubildung der XA/NXA nicht hem-
men. Insgesamt kehrt die humorale Reaktivitit (XA-IgG; XA-IgM) auf normale
Werte zuriick, nachdem sie zuvor mit der Kombinationsbehandlung erfolgreich un-

terdriickt wurde.
4. Die Wiederholung der Kombinationsbehandlung am Tag +40 stabilisiert die starke

Hemmung nach der ersten Kombinationsbehandlung. Die Nachbildung der NXA

kann aber nicht verhindert werden.
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. Die verbleibenden XA-IgM/NXA-IgM Titer lassen sich auch durch Wiederholen
der Kombinationsbehandlung, wenn ihr ein zweimaliger ,,Booster mit XAg vo-
rausgeht, nicht senken. Die doppelte Antigen-Applikation hebt die erfolgreiche

Hemmung in (4) wieder auf.

. Die langfristige Applikation von niedrig dosiertem XAg iiber 30 Tage induziert
sehr hohe XA-Titer und zeigt keine tolerogenen Eigenschaften. IgM und IgG errei-
chen ihre hochsten Titer lange vor dem Behandlungsende.

. Die Kombinationsbehandlung, bestehend aus wiederholten niedrigen Antigengaben
bis zum Tag +30 und einer 6tdgigen Cy Behandlung (Tag 0 bis Tag +5) senkt die
XA-IgM und XA-IgG voriibergehend auf 0. Die vielfachen Antigen-Applikationen
haben jedoch keinen Antikorper-senkenden Effekt oder Reaktionslosigkeit zur Fol-

ge sondern induzieren die bekannten hohen und lange anhaltenden Titer.

. Die langfristige Applikation von hoch dosiertem XAg tiber 30 Tage und in kiirze-
ren Zeitintervallen verstérkt die humorale Immunantwort noch einmal gegeniiber

der Vergleichsgruppe mit der niedrigeren Dosierung (6).

. Die Kombinationsbehandlung, bestehend aus wiederholten hohen Antigengaben bis
zum Tag +30 und einer 6tigigen Cy Behandlung (Tag 0 bis Tag +5) senkt zwar
XA-IgM und XA-IgG voriibergehend auf 0, langfristig und begrenzt jedoch nur die
XA-IgG. Allerdings ist die Hemmung etwas stérker als nach Kombinationsbehand-
lung mit dem niedrig dosierten XAg. Dauerhafte humorale Reaktionslosigkeit wird
auch mit diesem Protokoll nicht erreicht.

Das hier etablierte Behandlungspotokoll zur Hemmung der humoralen Immunantwort nach

xenogener Organtransplantation ist in Teilansitzen sehr attraktiv. Allerdings hat sich in-

zwischen gezeigt, dass auch Cy, in Kombination mit anderen modernen Immunsuppressi-

va, offenbar nicht in der Lage ist, die akute Humorale Abstossung eines xenogenen (z.B.

vom Schwein) stammenden vaskularisierten Organs in nicht-humanen Primaten langfristig

zu verhindern. Um die xenogene Organtransplantation in die Klinik zu iiberfiihren, sind

v6llig neue B- (und T-)Zelltoleranz-induzierende Konzepte erforderlich.
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siulenchirurgie, Kinderorthopéddie, Geféfichirurgie, Rheumatolo-
gie und Andsthesiologie

Approbation als Arzt

Assistenzarzt in Weiterbildung zum Facharzt fiir Orthopidie an
der Lubinus-Klinik, Kiel (Arztlicher Direktor: Dr. P. Lubinus)

Facharzt fiir Orthopddie an der Lubinus-Klinik, Kiel, Abteilung
fiir Unfallchirurgie, Arthroskopische und Rekonstruktive
Chirurgie, (Chefarzt: Dr. H. Laprell, Arztlicher Direktor: Dr. P.
Lubinus)

Fachkunde Strahlenschutz
Fachkunde Rettungsdienst
Zusatzbezeichnung Chirotherapie
Fortbildungszertifikat
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