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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Lunge der Saugetiere

Beim Menschen beginnen die oberen Atemwege mit der Nase und dem daran
anschlielenden Nasopharynx. Danach gelangt die eingeatmete Luft in die unteren
Atemwege, die mit dem Larynx und der von Knorpelringen gestutzten Trachea
beginnen [27]. Zunachst zweigt sie sich in die zwei ebenfalls von Knorpel gestiutzten
Hauptbronchen (Bronchi principales) auf, die jeweils in einen Lungenflugel fuhren
[145]. Der rechte Bronchus principalis ist weitlumiger und karzer als der linke.
Trachea und Bronchen besitzen dreischichtige Wande, die aus der Tunica mucosa,
der Tunica fibromusculocartilaginea und der Tunica adventitia bestehen [145]. Die
Tunica mucosa teilt sich auf in die Lamina epithelialis mit respiratorischem Epithel
und die drusenhaltige Lamina propria, die aus einer Kkollagenfaserigen
Bindegewebsschicht mit elastischen Fasern bestent [145]. Die Tunica
fibromusculocartilaginea setzt sich aus Knorpelplatten sowie aus elastischen,
kollagenen Strukturen und glatten Muskelzellen zwischen den Knorpelplatten
zusammen [145]. Durch die Tunica adventitia, die aus lockerem Bindegewebe
besteht, kann die Trachea beim Schlucken oder Husten verschoben werden [145].
Das Zusammenwirken dieser Schichten sichert, dass die Atemwege offen bleiben,
angefeuchtet sind und gereinigt werden, die Atemluft angewarmt wird und insgesamt
sowohl Festigkeit, als auch Dehnbarkeit und Flexibilitat gewahrleistet sind [145].

Aus den Hauptbronchen flhren die Bronchi lobares jeweils in die pulmonalen Lappen
(Lobi pulmonis), die in der menschlichen Lunge aus drei Lappen im rechten
Lungenfligel und zwei Lappen im linken Lungenfligel bestehen, die von den
Fissurae interlobares getrennt werden [145]. In diesen Lungenlappen verzweigen
sich die Bronchi lobares der Anzahl der Lungensegmente entsprechend weiter in die
Bronchi segmentales [145]. Die Wandstruktur ahnelt bis hierhin der der
Hauptbronchen, jedoch nimmt der Knorpelanteil immer weiter ab und wird durch eine
ringférmige Schicht glatter Muskulatur ersetzt [145]. Durch eine dichotome Teilung
aus den vorhergehenden Bronchen entstehen die Bronchioli, die weder Knorpel noch
Drusen in ihren Wanden enthalten [145]. Mit jeder Verzweigung werden sie immer
kleiner und auch das respiratorische Epithel wird niedriger [145]. In den Bronchioli
terminales findet man ein einschichtiges respiratorisches Epithel mit eingestreuten

sezernierenden Clara-Zellen [129]. Darauf folgen die respiratorischen Abschnitte mit
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den Bronchioli respiratorii, den Ductus alveolares und den Alveolen, in denen der
Atemgaswechsel stattfindet [145]. In den Bronchioli respiratorii nimmt die Anzahl der
Zilien nach distal ab, der restliche Aufbau der Wande entspricht dem der Bronchioli
terminales [145]. Ab hier kommen zunachst einzelne Alveolen vor, deren Anzahl
zunimmt. Aus den Bronchioli respiratorii gehen mehrere Alveolargange ab, die
Ductus alveolares [145]. Sie beginnen dort, wo mehrere Alveolen so nebeneinander
liegen, dass nur noch Eingange in Alveolen oder zu den Sacculi alveolares (Vorhofe
zu Alveolengruppen) bleiben, die schlie3lich in den Alveolen blind enden [188].

Die Alveoli werden durch Septa interalveolaria voneinander getrennt. Die innere
Oberflache der Lunge wird durch die Alveolen auf etwa 140 m? vergroRert [145]. In
den Septa interalveolaria, die von zahlreichen Kapillaren durchzogen werden, finden
sich neben einem elastischen Netzwerk aus kollagenen und retikularen
Bindegewebsfasern zudem Fibroblasten und fur die Abwehr verantwortliche
Leukozyten wie Makrophagen und Mastzellen [145].

Das Epithel der Alveolen enthalt Alveolarepithelzellen vom Typ | und Il. Die Typ I-
Zellen sind flach und bilden eine kontinuierliche Zellschicht mit Einsenkungen, die
der Mikropinozytose dienen [145]. Typ ll-Zellen sind annahernd kubisch und treten
einzeln oder in kleineren Gruppen auf. Sie teilen sich stetig und ersetzen Typ |-Zellen
[145]. Die Typ llI-Zellen sezernieren das ,Surfactant®, einen Protein-Phospholipid-
Flussigkeitsfilm, der die Alveolaroberflache uUberzieht [31, 55]. Dieser Flussigkeitsfilm
wird von Typ I-Zellen und Makrophagen resorbiert und muss deshalb standig von
Typ lI-Zellen und Clara-Zellen ersetzt werden [145].

An den Stellen, wo die Basalmembranen von Alveolarepithel und
Kapillarendothelzelle verschmelzen, befindet sich die Blut-Luft-Schranke. Hier ist die
Diffusionsstrecke fur den Gasaustausch am geringsten (0,5 um) [145]. Neben den
verschmolzenen Basalmembranen von Alveolarepithel und Kapillarendothelzelle,
sind das Zytoplasma der Endothelzellen und der Typ I-Zellen, sowie das ,Surfactant*
Bestandteile der Blut-Luft-Schranke [145]. Wenn Schwebeteilchen bis in die Alveolen
gelangen, wandern Alveolarmakrophagen aus den Lungenkapillaren ein, um diese
Fremdpartikel zu phagozytieren [145]. Danach wandern sie in die mit
respiratorischem Epithel ausgestatteten Atemwege und konnen dort mit der
Schleimschicht abtransportiert werden [102]. Alternativ wird eingeatmeter Staub in
das Bindegewebe der Alveolarwande und von da vor allem ins interlobulare

Bindegewebe transportiert, wo er von Makrophagen phagozytiert und abgelagert wird
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(graue Verfarbung der Lunge) [145]. Uber Lymphgefale kdnnen Feinstoffe ebenfalls
abtransportiert werden und sich in den regionaren Lymphknoten ablagern, was mit
der Zeit auch hier zu einer schwarzen Verfarbung fuhrt [145].

Andere Saugetierlungen funktionieren nach dem gleichen Prinzip wie oben
beschrieben. Ein anatomischer Unterschied zwischen menschlicher Lunge und der
der Ratte (Rattus norvegicus) liegt in der Aufteilung der Lungenfligel. Der linke
Lungenflliigel besteht aus nur einem Lappen, wahrend der rechte sich in finf Lappen
teilt [157].

Die oben beschriebenen Abwehrmechanismen bieten der Lunge einen effektiven
Schutz gegen Fremdkorper, Bakterien und Viren aus der Atemluft. Durch
verschiedene Krankheiten kann jedoch die Feinstruktur der Lunge und letztendlich
das gesamte Organ zerstdrt werden, so dass eine Lungentransplantation oft die

einzige lebensverlangernde MalRnahme ist.

1.2 Lungentransplantation

1963 wurde von James Hardy das erste Mal eine Lunge (Herz-Lungen-
Transplantation) von einem Menschen auf einen anderen Ubertragen [65]. Jedoch
blieb das Verfahren bis in die 1980er Jahre experimentell und die meisten Patienten
verstarben nach wenigen Wochen. Die bis dahin eingesetzten Immunsuppressiva
(Azathioprin, Prednisolon) fuhrten zu unzureichenden Ergebnissen [62]. Erst mit der
Einfuhrung des Immunsuppressivums Ciclosporin 1981, das die Abstol3ung des
fremden Organs verhinderte, anderte sich dieser Zustand in den folgenden Jahren
rasant. 1983 konnte von Cooper in Toronto der erste Lungenflliigel transplantiert
werden, der auch im Langzeitverlauf stabil war [32, 35]. Weltweit werden laut der
International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) pro Jahr momentan
etwa 2.000 Lungen transplantiert [30]. Die grofiten Limitierungen liegen in der
geringen Anzahl von geeigneten Spenderorganen und in der relativ schlechten
Prognose nach einer Lungentransplantation. Deshalb kommen nur Patienten mit
sehr schwerwiegenden Krankheitsbildern im Endstadium fir eine Transplantation in
Frage. Dazu gehoren einerseits akute (z.B. nach einer Influenza) oder chronische
Krankheitsverlaufe wie obstruktive pulmonale Dysfunktion (COPD),
Lungenemphysem, cystische Fibrose (CF), idiopathische Lungenfibrose (IPF), a1-
Antitrypsin-Mangel (AAT), pulmonale Hypertonie (PH), Sarkoidose und Bronchiolitis
obliterans (BO) [30]. Nach der Transplantation sind die regelmaliige Einnahme von
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Immunsuppressiva und lebenslange Kontrolluntersuchungen ausschlaggebend fir
das Langzeituberleben der Patienten.

Trotz einiger Forschungserfolge in Bezug auf Therapieansatze nach einer
Lungentransplantation ist das Uberleben der Patienten im Langzeitverlauf weiterhin
stark limitiert. Funf Jahre nach einer Lungentransplantation sind ca. 50% der
transplantierten Organe nicht mehr funktionsfahig (ISHLT). Zehn Jahre nach der
Transplantation liegt dieser Wert schon bei 70% (siehe Abb. 1) [30].

100

75 -

50 -

Uberleben (%)

25 -

Bilateral/Doppellungen (N=19,566)
—— Einzellungen (N=13,276)

Alle Lungen (N=32,842)
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Jahre

Abb. 1: Uberleben nach Lungentransplantation (1994-2010). Fir Doppellungen-(blau) und

Einzellungentransplantation (rot) bzw. fiir alle Lungentransplantationen (griin), verandert nach ISHLT
2012 [301].

Bei einem Transplantatversagen ware eine erneute Transplantation notig, um das
Uberleben der Patienten zu sichern. Aufgrund des Organmangels und des
Zustandes der Patienten wird dieser Schritt jedoch nur in den wenigsten Fallen
gegangen. Zu Kontraindikationen fur die erneute Transplantation nach einer
Lungentransplantation zahlen z.B. Nierenschaden (durch die jahrelange Einnahme
von Immunsuppressiva), kardiovaskulare, metabolische (Diabetes mellitus,
Adipositas), hamatologische oder onkologische Probleme [39].

Auf der Liste des ISHLT der fir den Tod von Lungentransplantatempfangern
verantwortlichen Ursachen, treten vor allem im ersten Jahr nach der Transplantation
akute AbstoBung, Transplantatversagen und technische Probleme in den
Vordergrund (siehe Tab. 1). Im Langzeitverlauf, gehort vor allem das Bronchiolitis
obliterans Syndrom (BOS) zu den fur den Tod und das Versagen des Organs

verantwortlichen Ursachen. BOS wird in wenigen Fallen bereits ein Jahr nach der

4
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Transplantation diagnostiziert, nimmt aber in den folgenden Jahren massiv an

Bedeutung zu (siehe Tab. 1).

Tab. 1: Griinde fur den Tod nach einer Lungentransplantation im Verlauf von zehn Jahren
(Verandert nach einer Studie der ISHLT in den Jahren 1992-2008) [30].

0 Tage — 1 Jahr 1 -3 Jahre 3 -5 Jahre 5-10 Jahre
Todesursache (n=4.731) (n=2.776) (n =1.593) (n=1.797)
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Bronchiolitis
149 702 460 444
obliterans
Akute AbstoBung 126 45 11 14
Bosartiger Tumor 171 234 161 220
cmv 92 27 5 3
Infektionen

nicht CMV 1.424 640 303 322
Transplantatversagen 1.014 524 301 340
Kardiovaskular 313 102 74 89
Technisch 196 18 6 12
Andere 1.246 484 272 353

Grau hinterlegt: alle Daten flir Bronchiolitis obliterans (BO), Zahlen in fett: Hochste Anzahl von
Todesfallen einer Todesursache im Zeitverlauf. CMV = Cytomegalovirus, BO = Bronchiolitis
obliterans, ISHLT = International Society of Heart and Lung Transplantation.

1.3 BOS

BO steht fur das histopathologisch diagnostizierbare Bild bei BOS. Hier kommt es zu
fibrotischen Obliterationen der kleinen Atemwege in dem transplantierten Organ, die
bis zu einem partiellen oder kompletten Verschluss des Lumens fihren kdnnen [10,
30, 156]. Zusatzlich sind in den Transplantaten perivaskulare und interstitielle
Infiltrate mononuklearer Zellen, sowie Vaskulopathien zu beobachten [10, 46, 156].
Die Biopsien, die bei Patienten nach einer Lungentransplantation regelmaRig
durchgefuhrt werden, sind meist zu klein, um eine Diagnose zu ermdglichen. Das
Vorhandensein von BO kann oft erst nach dem Tod oder nach einer Re-
Transplantation pathologisch geklart werden.

Aus klinischer Sicht wird BOS nach der Transplantation uber die Lungenfunktionen
(FEV+1 und FEF) des Transplantatempfangers definiert (siehe Tab. 2). Zum einen wird
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es durch eine Uberprifung des FEVi-Wertes bestimmt, der das ausgeatmete
Atemvolumen in einer s, im Vergleich zum Ausgangswert (Mittelwert der zwei besten
FEVi-Werte nach Transplantation, im Abstand von mindestens drei Wochen
gemessen) angibt. Sinkt dieser Wert unter 80%, sind die Kriterien fur die Diagnose
BOS erflllt. Zum anderen wird seit 2001 als weiteres Kriterium fur die Diagnose von
BOS in sehr fruhen Stadien der FEF25.75 hinzugezogen [46]. Dieser Wert steht fur die
mittlere expiratorische Flussrate (Atemflusskurve, mid-expiratory flow rate), der bei
BOS 75% unterschreitet (Tab. 2) [46].

Tab. 2: Klassifizierung des Bronchiolitis obliterans Syndrom (BOS) (Verandert nach Estenne et
al. (2002) [46]).

Stadium FEV, (ausgeatmetes Atemvolumen in 1 s),
FEF (mittlere expiratorische Flussrate, Atemflusskurve)
BOS 0 FEV; > 90% des Ausgangswertes und FEF > 75% des Ausgangswertes
BOS Op FEV, 81 bis 90% des Ausgangswertes und/oder FEF < 75%
BOS 1 FEV, 66 bis 80% des Ausgangswertes
BOS 2 FEV, 51 bis 65% des Ausgangswertes
BOS 3 FEV, < 50% des Ausgangswertes

Um ein besseres Uberleben der Patienten zu ermdglichen, ist es unerlasslich, mehr
uber die Pathogenese von BOS zu erfahren und damit neue Behandlungs- und
PraventionsmalRnahmen ergreifen zu konnen. In unserem experimentellen Modell
soll die Pathogenese von BOS genauer betrachtet werden.

Uber die Pathogenese von BOS ist erst sehr wenig bekannt. Man geht davon aus,
dass BOS chronische AbstoRung ist, die durch verschiedene Risikofaktoren
getriggert oder verstarkt wird: Dazu gehoren alloantigenabhangige Risikofaktoren,
HLA-mismatch und akute Abstollungsepisoden, sowie alloantigenunabhangige
Faktoren wie Ischamie-/Reperfusions-Schaden (I/R-Schaden), Saureaspiration durch
gastrooesophagealen Reflux, Rauchen, Luftverschmutzung oder respiratorische
Infektionen durch Viren, Bakterien und Pilze [10, 50, 149].
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1.4 Histopathologische Definition der AbstoRung

allogener Lungentransplantate

Um die histologische Diagnose von BOS und die Beschreibung einer Abstof3ung
pulmonaler allogener Transplantate zu vereinheitlichen, wurde zuerst 1990 von einer
Gruppe innerhalb des ISHLT eine Klassifizierung herausgegeben, die 1996 [199] und
2007 udberarbeitet wurde [156]. Das Ausmald der AbstoRung wird Uber drei
Kategorien definiert: Akute AbstoBung (A0-4), Entzindung der Atemwege (B0-X),
chronische AtemwegsabstoRung BO (CO0-1) und die chronische vaskulare AbstoRung
(D) [46, 156]. In der Tab. 3 sind die einzelnen Punkte aufgelistet.

Bei der akuten Abstof3ung (A) sind funf Grade moglich, von 0 (keine AbstoRung) Uber
1 (minimal), 2 (mild), 3 (moderat) bis zu 4 (stark). Diese Definitionen beziehen sich
nur auf das Vorhandensein von mononuklearen Infiltraten im perivaskularen und
interstitiellen Raum der untersuchten Lunge [46, 156]. In der starksten Form der
akuten AbstoRung treten neben den erwahnten Infiltraten zudem Endothelialitis
(subendotheliale Infiltration) und nekrotische Bereiche auf [156].

Die Definition der Atemwegsentzindung (B) bezieht sich ausschlief3lich auf die
kleinen Atemwege, die Bronchiolen. Sie kann nur dann angewendet werden, wenn
keine Infektion besteht. Der Grad BO wird als keine Entzindung beschrieben, B1R
zeigt eine schwache Entzundung, bei der vermehrt mononukleare Zellen und/oder
eosinophile Granulozyten in der Submucosa von Bronchiolen zu finden sind. In
diesem Entzindungsgrad sind noch keine Epithelschaden und keine intraepithelialen
Infiltrate von Lymphozyten zu beobachten. Dies ist jedoch im Grad B2R zu finden,
mit partiellen Epithelnekrosen und einer deutlicheren Infiltration der Submucosa, die
hier zusatzlich neutrophile Granulozyten enthalten kann. Beim Grad BX sind die
Veranderungen des Gewebes so stark (Artefakte, Probleme bei der Probennahme,
Infektionen usw.), dass eine Klassifizierung nicht mehr maoglich ist.

Chronische Absto3ung wird Uber Anwesenheit (C1) oder Abwesenheit (CO) von BO
definiert. Als BO werden Bereiche der Submucosa beschrieben, die so stark durch
hyaline fibrotische Schichten verdichtet sind, dass es zu einem partiellen oder
kompletten Verschluss des Atemwegslumens kommt [46, 156]. Das Auftreten einer
chronischen vaskularen AbstoRung (D) bezieht sich auf fibrotische Verdickungen der

Intima von Arterien und Venen im Transplantat.
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Tab. 3: Klassifizierung der pulmonalen allogenen TransplantatabstoBung (verandert nach der
Formulierung des ISHLT (2007) [30]).

A: Akute AbstoRung Grad 0 — keine

Grad 1 — minimal

Grad 2 — mild

Grad 3 — moderat

Grad 4 — stark

B: Atemwegsentziindung Grad 0 — keine

Grad 1R — niedriger Grad

Grad 2R — hoher Grad

Grad X — nicht einzustufen

C: Chronische AtemwegsabstoBung - | 0—abwesend

Obliterative Bronchiolitis 1 — nachweisbar

D: Chronische vaskuldre AbstoBung — beschleunigte vaskulare Transplantatsklerose

1.5 Experimentelle Modelle der chronischen AbstoRBung

von Lungentransplantaten

Bis heute haben sich verschiedene Arbeitsgruppen bemuht, ein geeignetes
tierexperimentelles Modell zur Untersuchung von BOS zu etablieren [78, 142]. Das
Ziel ist, einen besseren Einblick in die Pathogenese von BOS zu erhalten und so
mdgliche Therapieansatze zur Pravention und Heilung von BOS im Menschen zu
finden.

Die technisch einfachsten Modelle, sind die der heterotopen, orthotopen oder
semiorthotopen Tracheatransplantation [43, 49, 67, 142]. Die Aussagekraft von
Tracheatransplantaten als Modelle des BOS ist jedoch limitiert: Tracheen kleiner
Nager ahneln bestenfalls kleinen Bronchen der menschlichen Lunge, jedoch nicht
den Bronchiolen, die bei BOS obliterieren. Die heterotope Transplantation einer
Trachea kann sowohl subcutan [67] oder in das Omentum eines Empfangers
durchgefuhrt werden, aullerdem gibt es die Variante der intrapulmonalen
Tracheatransplantation [43]. Selbstverstandlich ermdglichen diese Modelle keine
Aussagen Uber Veranderungen im Lungenparenchym und den Blutgefal3en. Da die
Tracheen zunachst nicht vaskularisiert sind, sondern erst nach der Transplantation
an kleine Blutgefalle des Empfangers angeschlossen werden, kann auch das mit
BOS einhergehende GefalRremodeling in diesen Modellen nicht untersucht werden
[78, 142]. Abgesehen von der kritisch zu betrachtenden Aussagekraft dieser

experimentellen Modelle in Bezug auf BOS, sind sie gut reproduzierbar und bieten
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Moglichkeiten zur Untersuchung von allospezifischen Reaktionen, der Schadigung
oder Regeneration des Epithels, der Angiogenese und des Geweberemodelings [78,
142].

Nach einer allogenen intrapulmonalen Tracheatransplantation wie im
experimentellen Modell von Sato et al. [2008] beschrieben, kdonnen BO-artige
Lasionen beobachtet werden [140]. Diese entstehen durch eine Infiltration von
Lymphozyten und Apoptose des regenerierenden Atemwegsepithels, gefolgt von
Migration und Proliferation von Fibroblasten/Myofibroblasten, die grol’e Mengen
extrazellularer Matrix produzieren und so zu einer kompletten Obliteration des
Atemwegslumens fuhren [140, 142]. In isogenen Transplantaten ist nach einem
durch I/R-Schaden erzeugten vorlaufigen Verlust des Epithels eine anschlieRende
Regeneration bei Erhaltung des Lumens zu sehen [140, 142].

Eine weitere Variante ist die orthotope oder semiorthotope Tracheatransplantation
nach der das Transplantat von Luft durchstromt ist [73, 74, 110]. In diesen
experimentellen Modellen werden die Epithelzellen des allogenen Spenders zerstort
und das Epithel wird durch in die Trachea wandernde Epithelzellen des Empfangers
ersetzt. Im Verlauf entsteht eine leichte subepitheliale Fibrose wahrend das
Atemwegslumen offen bleibt [142]. Die beschriebenen Modelle wurden zunachst in
der Ratte etabliert und werden mittlerweile auch in der Maus verwendet. Der Einsatz
transgener und gendefizienter Mause ist in allen Modellen zur
Tracheatransplantation problemlos anwendbar. Damit bietet sich die Madglichkeit
grundsatzliche molekulare Mechanismen zu analysieren, die fur die Pathogenese
von BO relevant sein kdnnen [85, 110, 128].

Andere  experimentelle  Modelle verwenden die orthotope einseitige
Lungentransplantation, die technisch einer menschlichen Transplantation ahnelt.
Eines der vielversprechendsten experimentellen Modelle ist hier das von Matsumura
et al. [1995] beschriebene, in dem linke orthotope Lungentransplantationen von
Fischer 344 (F344) auf Wistar Kyoto (WKY) ohne anschlielende Behandlung mit
Immunsuppressiva durchgeflhrt werden [104]. Diese beiden Stamme unterscheiden
sich im Lokus RT1C des major histocompatibility complex (MHC) class I. Zu diesem
experimentellen Modell gibt es jedoch sehr unterschiedliche Ergebnisse aus
verschiedenen Arbeitsgruppen [69, 78, 142, 184].

Unsere Arbeitsgruppe zeigt, dass nach einer Lungentransplantation in der oben

genannten Stammkombination in etwa 50% der Transplantatempfanger zwei




1. Einleitung

Wochen nach der Transplantation eine akute AbstoBung des Transplantats auftritt.
Diese Lungen sind jedoch bis zum d 98 beluftet und zeigen kein BO. In der zweiten
Gruppe von Transplantatempfangern tritt ebenfalls eine akute AbstoRung auf, hier
werden die Lungen innerhalb von zwei Wochen nach der Transplantation
atelektatisch und werden bis zum Endpunkt der Untersuchung nicht mehr beluftet. In
dieser Gruppe konnen am d 98 BO-artige Lasionen gefunden werden [69]. Aus
diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass Transplantationen in der
beschriebenen Stammkombination nicht als experimentelles Modell zur
Untersuchung von BOS geeignet sind.

Ein weiteres experimentelles Modell in der Ratte beschreibt BO-ahnliche Lasionen
nach linker, orthotoper Lungentransplantation von Brown Norway- (BN) auf Lewis
(LEW) bzw. von F1-Hybriden BN/LEW auf LEW. BN- und LEW-Ratten unterscheiden
sich komplett in ihrem MHC und stellen so eine voll allogene Transplantation,
vergleichbar mit einer humanen Transplantation zweier nicht verwandter Personen
dar [77]. Um die Zerstdrung der Lungen durch akute Abstof3ung zu verhindern, wird
ein sehr komplexes Behandlungsschema mit verschiedenen Immunsuppressiva
durchgefuhrt. AuRerdem wird vor der eigentlichen Lungentransplantation eine
Hauttransplantation durchgefuhrt, um die Empfanger zu sensibilisieren [77].
Mittlerweile gibt es mehrere Mausmodelle der akuten und chronischen Abstof3ung
von Lungentransplantaten [38, 48, 76, 119]. Die hohe Anzahl verschiedener
transgener und gendefizienter Mause, bietet hier die Moglichkeit, die Funktion
einzelner Gene und ihre Bedeutung in der Pathogenese von BOS zu untersuchen.
Die Limitierung dieser experimentellen Modelle liegt jedoch in der technischen
Schwierigkeit der Transplantation in einem so kleinen Organismus. Aulderdem ist das
Material (Gewebe, Blut usw.) aus Mausen stark limitiert, so dass eine hohe Anzahl
an Transplantationen notwendig ware, um umfassende Untersuchungen
durchzufihren. In dem experimentellen Modell von De Vleeschauwer et al. [2012]
werden Mause mit groRem Unterschied in den MHC-Klassen zur Transplantation
verwendet [38]. Hier entwickelt nur ein Drittel der Transplantatempfanger unter
multipler Immunsuppression BO-Lasionen. Die fur BOS beschriebene Veranderung
der Lungenfunktion, sowie zellulare Veranderungen der Bronchoalveolaren Lavage
(BAL) kénnen in diesem Modell nicht untersucht werden [38]. In einem weiteren
experimentellen Modell der Lungentransplantation in der Maus kann nur in 44% der

allogenen Transplantatempfanger BO nachgewiesen werden [48].
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Mit der Einfuhrung von Inzucht-Mini-Schweinen ergibt sich die Moglichkeit, in einem
grolReren Organismus einheitliche Untersuchungsergebnisse zu erlangen, wie es bei
Inzuchtstammen von Nagern schon lange moglich ist [2]. Nach der
Lungentransplantation finden sich hier BO-ahnliche Lasionen [2, 151]. Deshalb ware
dieses experimentelle Modell ideal fur praklinische Studien, zur Etablierung neuer
Therapieansatze und dem experimentellen Einsatz von neuen Medikamenten.
Aufgrund des flr die Haltung und Versorgung bendtigten Platzes und Aufwandes,
stellen Modelle in kleinen Nagern zur Grundlagenforschung jedoch weiterhin eine

bessere Losung dar.

1.6 Ein neues experimentelles Modell zur Untersuchung
von BOS

Die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen dienen der Charakterisierung
eines neuen experimentellen Modells fur BOS, das in unserer Arbeitsgruppe etabliert
wurde [6]. In diesem Modell werden linke Rattenlungen in der F344- auf LEW-
Stammkombination orthotop transplantiert [111]. Diese beiden Stamme haben einen
geringen Unterschied in ihrem MHC-I. Die Tiere erhalten flir zehn Tage eine
Immunsuppression  mit  Ciclosporin.  Als  Kontrollen  werden isogene
Lungentransplantationen in LEW-Ratten durchgefuhrt, die einen Einblick in den
perioperativen Schaden der Transplantation erlauben. Am d 28 nach der
Transplantation wird die Transplantatmorphologie per flat panel volume computed
tomography (fpVCT) Uberpruft. Es werden nur solche Tiere fur die anschliel3ende
Behandlung mit Lipopolysaccharid (LPS) verwendet, deren Hauptbronchus offen ist
und die transplantiete Lunge demnach  beluftet wird [6]. Den
Transplantatempfangern wird Uber die Trachea LPS, was einen bakteriellen Infekt
imitieren soll, oder zur Kontrolle phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) in die Lungen
instilliert. Die Transplantatempfanger werden zu verschiedenen Zeitpunkten (d 28, d
29, d 33, d 40, d 90) nach der Transplantation getotet, um einen Uberblick des
Verlaufs der chronischen Transplantatabsto3ung zu bekommen [6].

Nach der LPS-Instillation wird in allogenen Transplantatempfangern am d 29 ein
starkes leukozytares Infiltrat nachgewiesen, das perivaskular und peribronchiolar aus
mononukledren Leukozyten besteht. Im Alveolarraum ist ein starkes Infiltrat von
Leukozyten zu sehen, unter denen viele neutrophile Granulozyten sind. Manche

Arterien und Venen zeigen aullerdem eine subendotheliale Infiltration mit
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mononuklearen Zellen. In allogenen Transplantaten am d 33 sind die perivaskularen
Ringe infiltrierender Zellen dicker, aber die Dichte an Zellen nimmt etwas ab. Dieser
Ruckgang von infiltrierenden Zellen ist auch im intraalveolaren Raum zu beobachten.
Am d 33 weisen allogene Transplantate erste Zeichen eines Gefalliremodelings auf,
fibrotische Veranderungen des Transplantats treten zuerst am d 40 auf. Bis zum
Endpunkt der Untersuchung am d 90 entwickeln allogene, LPS-behandelte
Transplantatempfanger histologisch nachweisbar BO [6]. Dabei zeigen alle LPS-
behandelten allogenen Transplantatempfanger die beschriebenen Zeichen fur BOS,
mit fibrotischer Vernarbung des Gewebes rings um Bronchiolen und Gefalde,
Intimahyperplasie und Infiltrationen mononuklearer Zellen [6]. In PBS-behandelten
allogenen Transplantatempfangern sind in einem von funf Tieren alle diese
beschriebenen pathologischen Zeichen eines BOS nachweisbar [6].

In  isogenen Transplantatempfangern und rechten Lungen allogener
Transplantatempfanger sind nach der Instillation von LPS ebenfalls leukozytare
Infiltrate vorhanden, jedoch weniger stark [6]. Aullerdem nehmen diese Infiltrate zu
spateren Untersuchungszeitpunkten (d 33 und d 40) ab, so dass isogene
Transplantatempfanger und rechte Lungen allogener Transplantatempfanger am d
90 ein histologisch ahnliches Bild wie isogene Transplantatempfanger am d 28 liefern
[6].

In der vorliegenden Arbeit wird hauptsachlich die Situation in isogenen und allogenen

Transplantaten vor der LPS-Instillation am d 28 untersucht.

1.7 Toll-like Rezeptoren (TLR)

TLR wurden zuerst bei Drosophila als Gene zur Festlegung der dorso-ventral Achse
aber auch als Rezeptoren zur Erkennung von Pilzen und Bakterien und der damit
verbundenen Aktivierung von Signalkaskaden zur Abwehr dieser Pathogene
beschrieben [96]. Nach der Entdeckung der TLR in Drosophila konnten auch in
hoheren Organismen eine Reihe von TLR nachgewiesen werden. Aufgrund der
Ahnlichkeit in der zytosolischen Region zwischen dem Typ | Interleukin (IL)-1-
Rezeptor (IL-1R1) und dem Drosophila-Protein Toll werden die TLR der IL-1R/TLR-
Superfamilie zugeordnet. Der homologe Bereich im Zytosol wird als Toll/IL-1R (TIR)
Domaéne beschrieben [24]. Aufgrund der Ahnlichkeit der extrazellularen Domane mit
dem IL-1R1 oder mit dem Toll-Rezeptor, teilt sich diese Superfamilie in zwei
Untergruppen auf. TLR sind pattern recognition receptors (PRR) [106, 176], die der
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Erkennung von danger associated molecular patterns (DAMPs) [16, 173, 200] und
pathogen associated molecular patterns (PAMPs) dienen [16, 106, 107].

Zu den DAMPs gehoren z.B. High mobility group box 1 (HMGB1), heat shock
proteins (HSP), Harnsaure oder Komponenten der extrazellularen Matrix (z.B.
Fibrinogen, Fibronectin, Heparansulfat) [16, 173, 200]. Diese Faktoren stammen aus
dem Organismus selbst und werden in Folge von Entzindungen oder Verletzungen
freigesetzt. Sie sind einerseits ein ,Frihwarnsystem® fur das angeborene und das
erworbene Immunsystem [92, 200], andererseits scheinen sie auch eine Rolle in
Autoimmunerkrankungen und chronischen Entzindungen wie Typ | Diabetes,
Atherosklerose oder chronischer Arthritis zu spielen [173]. Endogene Liganden
aktivieren  auRerdem  Rezeptor-exprimierende Zellen des angeborenen
Immunsystems, z.B. Dendritische Zellen und tragen so direkt oder indirekt zur
Reparatur des verletzten Gewebes bei [16, 92, 200]. In Tab. 4 sind TLR mit ihren
entsprechenden endogenen Liganden aufgefuhrt.

Tab. 4: TLR mit ihren entsprechenden endogenen Liganden (verandert nach Yu et al., 2010 [200])

TLR endogene Liganden

TLR2 | Biglycan, Endoplasmin, HMGB1, HSP60, HSP70, humanes Herzmuskelmyosin, Hyaluronsaure
und Harnsaurekristalle

TLR3 | mRNA

TLR4 | Biglycan, CD138, a-Kristallin A-Kette, B-Defensin 2, Endoplasmin, Fibrinogen, Fibronectin,
Heparansulfat, HMGB1, HSP22, HSP60, HSP70, HSP72, Hyaluronsaure, Harnsaurekristalle,
OxPAPC, Resistin, S100 Proteine, Surfactant Protein A und Tenascin-C

TLR7 | RNA

TLR8 | humanes Herzmuskelmyosin

TLR9 | DNA und HMGB1

TLR = Toll-like Rezeptor, HMGB = high mobility group box, HSP = heat shock protein, RNA
Ribonukleinsdaure, mMRNA = messenger RNA, CD = cluster of differentiation, DNA
Desoxyribonukleinsaure

TLR sind Transmembranrezeptoren, die intrazellular oder auf der Zelloberflache zu
finden sind. Nach der Aktivierung der Rezeptoren und Dimerisierung zu Homo- oder
Heterodimeren (TLR1/TLR2, TLR6/TLR2) verlauft die Signalkaskade ahnlich wie
bereits bei Drosophila beschrieben [84, 176]. Fast alle TLR leiten das Signal Uber
das Adaptermolekil myeloid differentiation primary response (MyD88) weiter. Nur
TLR3 benutzt den Signalweg Uber den Adapter ring finger protein 138 (TRIF) [196,
197]. TLR4 kann den MyD88-abhangigen oder -unabhangigen Weg wahlen [196,
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197]. Die Aktivierung verlauft weiter Uber die pelle-ahnliche Kinase interleukin-1
receptor-associated kinase-1 (IRAK) und endet mit der Dissoziation des nuclear
factor kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells/inhibitor of kappa B (NF-kB/I-
kB)-Komplexes, der ein Homolog zum Drosophila dorsal/cactus Komplex bildet [131].
Durch eine Freisetzung von NF-kB und eine Translokation in den Nukleus, wird die
Expression bestimmter Zielgene reguliert. Zu diesen Genen gehoren verschiedene
Chemokine und Zytokine, die Entzindungen auslosen, z.B. IL-6, IL-12 und monocyte
chemotactic protein-1 (MCP-1) [84, 176]. TLR werden auf verschiedensten Zelltypen
exprimiert, dazu gehoéren Monozyten, Makrophagen, Dendritische Zellen, naturliche
Killerzellen (NK-Zellen), B-Zellen, T-Zellen, Endothel- und Epithelzellen [75].

triacyl
lipopeptide diacyl
lipopeptide

flagellin

endosome

antiviral
compounds,

Abb. 2: Schema der in dieser Arbeit untersuchten Teile des Toll-like Rezeptor (TLR)-Systems
mit den dazugehorigen Liganden. TLR2 bildet Heterodimere mit TLR1 und TLR®, alle anderen TLR
bilden Homodimere. Der Signalweg aller TLR verlduft Uber das Adaptermolekil MyD88, die
Ausnahme bilden TLR3 und TLR4, hier ist das Adaptermolekul TRIF fir die Signaltransduktion
verantwortlich, TLR4 kann jedoch alternativ. auch MyD88 benutzen. Zur Bindung von
Lipopolysaccharid (LPS) an TLR4 sind die LPS-Bindemolekiile CD14 und MD2 notwendig. TLR1/2
bindet Triacyllipopeptide, TLR2/6 bindet Diacyllipopeptide, TLR3 bindet doppelstrangige RNA
(dsRNA), TLR4 bindet LPS, TLR5 bindet Flagellin, TLR7 und TLR8 binden antivirale Komponenten
und einzelstrangige RNA (ssRNA), TLR9 bindet (CpG), tUber TLR10 ist noch nichts bekannt.

TLR = Toll-like Rezeptor, TRIF = ring finger protein 138, MyD88 = myeloid differentiation primary
response, LPS = Lipopolysaccharid, dsRNA = doppelstrangige RNA, ssRNA = einzelstrangige RNA,
CpG = Dinukleotid, das Cytosin-Phosphat-Guanin enthalt.

Die in Abschnitt 1.3 genannten Risikofaktoren fir die Entstehung von BOS legen

nahe, dass Signaltransduktion Uber TLR an der Pathogenese von BOS beteiligt ist
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[4, 5, 83, 92, 98, 100, 101, 122]. Speziell TLR2 und TLR4 als Rezeptoren zur
Erkennung von gram-positiven und gram-negativen Bakterien sind fur diese
Untersuchung von Interesse, da Infektionen durch Bakterien wahrscheinlich zur
Pathogenese von BOS beitragen [190]. Aus Studien ist bekannt, dass heterozygote
Trager der Mutationen Asp299Gly oder Thr399lle im TLR4-Lokus nach einer
Lungentransplantation, zum einen eine geringere Wahrscheinlichkeit fur frihe, akute
AbstoRungsepisoden haben (im ersten Jahr nach der Transplantation) [58, 121].
Zum anderen zeigen Patienten mit diesen Mutationen im Langzeitverlauf Gber drei
Jahre eine geringere Haufigkeit von akuten Abstol3ungsepisoden und einen Trend zu
einer geringeren Haufigkeit von BOS [58, 83, 121]. Auch fir TLR2 und TLR9 ist
bekannt, dass Polymorphismen in diesen Genen die Wahrscheinlichkeit der
Entwicklung von BOS beeinflussen. Patienten, die homozygote Trager bestimmter
Polymorphismen sind, haben eine hohere Wahrscheinlichkeit BOS zu entwickeln,
wahrend heterozygote Trager weniger haufig erkranken [83]. Aulderdem zeigt eine
Studie, dass die mRNA-Expression von TLR2 und TLR4 in einem Modell der akuten

AbstoRung von intestinalen Transplantaten signifikant erhoht ist [88].

1.8 Nestin / regeneratives Potential

Nestin steht fur neuroepithelial stem cell protein und gehort zur Familie der
Intermediarfilamente. Es ist aufgrund seiner einzigartigen Struktur einziges Mitglied
der Klasse VI Intermediarfilamente und gilt als Marker von bestimmten Progenitor-
und Stammzellen [97, 109]. Es wurde 1985 Uber den Antikérper 401 entdeckt und die
starkste Expression findet sich in Stammzellen des Zentralnervensystems innerhalb
des Neuralrohrs [53, 70]. Im Embryo wird Nestin, in sich teilenden Zellen exprimiert,
wobei mit der Differenzierung dieser Zellen die Expression endet und von anderen
Intermediarfilamenten tUbernommen wird [28, 191]. Im adulten Organismus wird
Nestin in den neuronalen Vorlauferzellen nachgewiesen, sowie aulderhalb des
Nervensystems in Endothelzellen des Pankreas [87], des Corpus luteum und der
Plazenta [112], sowie in Haarfollikelzellen [3, 99], Skelettmuskelzellen [18],
vaskularen glatten Muskelzellen und Perizyten [36], Progenitorzellen des Herzens
[26], der Haut [172] und der Retina [105]. Im adulten Organismus treten Nestin-
exprimierende Zellen vor allem in Bereichen auf, in denen Regeneration stattfindet.
Diese Zellen sind moglicherweise Stamm- oder Progenitorzellen, die in der Lage

sind, zu proliferieren und sich zu differenzieren [123].
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Nestin wird z.B. von vielen Autoren als Marker zur Identifizierung proliferierender und
migrierender Zellen, sowie von Endothelzellen in der Tumorforschung eingesetzt [1,
112, 165]. Durch die Entdeckung von Nestin ist die Unterscheidung von
differenzierten und undifferenzierten Zellen moglich geworden [112].

In der Lunge wird Nestin in BlutgefalRen exprimiert, hauptsachlich in Arterien, aber
auch in Venen und Kapillaren [13]. In der Dissertation von Claudia Berndt werden
diese Nestin-positiven Zellen in Blutgefalden als vaskulare Glattmuskelzellen und
Perizyten identifiziert.

Nach einer Verletzung sind vermutlich verschiedenste multipotente Stamm- und
Progenitorzellen in der Lunge fur die Reparatur, die Regeneration und das
remodeling des verletzten Gewebes verantwortlich [9]. Diese Zellen kdnnen
entweder als zirkulierende oder in der GeféalBwand sitzende endotheliale oder
Glattmuskel Progenitorzellen auftreten. Die Vorlauferzellen der glatten Muskelzellen
sitzen in der GefalRwand, und kdnnen hier aus der Tunica intima durch endotheliale-
mesenchymale Transdifferenzierung bestimmter, reifer Endothelzellen entstehen
[54]. Es gibt jedoch noch weitere Mechanismen, die am remodeling beteiligt sind,
dazu gehort z.B. auch die epitheliale-mesenchymale Transdifferenzierung [23]. Das
beschriebene remodeling, das in allogenen Lungentransplantaten bei der
chronischen AbstoRung zu beobachten ist, lasst auf eine Beteiligung solcher Nestin-
positiver Progenitor- oder Stammzellen schlielen. Das Gleiche gilt fur die Situation in
isogenen Transplantaten, die im Langzeitverlauf eine scheinbar komplette
Regeneration des perioperativen Schadens zeigen. Aufgrund dieser Tatsachen ist es
von groRem Interesse, zu untersuchen, wie die Verteilung von Nestin in isogenen

und allogenen Transplantaten am d 28 aussieht, bevor LPS instilliert wird.

1.9 Immunreaktion gegen Alloantigene

Durch eine Infektion oder Verletzung des Gewebes wird eine Reihe von
Abwehrmechanismen des Immunsystems in Gang gesetzt. Dabei beginnt das
angeborene Immunsystem durch die Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen
entsprechende Pathogene zu phagozytieren und durch die Freisetzung von
Zytokinen und Chemokinen neutrophile Granulozyten und Monozyten aus dem Blut
zu rekrutieren [60, 118]. Wenn diese Mechanismen zur vollstandigen Abwehr der
Pathogene nicht ausreichen, setzt das adaptive Immunsystem ein, das mit flexibleren

Abwehrmechanismen reagieren kann. Daran sind verschiedene Antigen-
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prasentierende Zellen (APC) beteiligt, vor allem Dendritische Zellen, die als unreife
Zellen ein entsprechendes Pathogen aufnehmen, aktiviert werden und es den naiven
T-Lymphozyten in den regionalen Lymphknoten prasentieren [8, 155, 166]. Als
Mechanismus zur Verhinderung einer Autoimmunreaktion werden unreife T-
Lymphozyten, die auf korpereigene Antigene reagieren, im Thymus durch klonale
Deletion entfernt [51, 81, 154]. Zur Aktivierung von T-Lymphozyten ist neben dem
Antigen (Peptid gebunden an MHC) immer eine Kostimulation (z.B. CD40 oder
CD80) notwendig [57, 72, 127]. Ohne die entsprechende Kostimulation des
Rezeptors CD28 kommt es zu einer T-Zellanergie oder zur Zerstorung reifer T-Zellen
[57, 127, 148]. In diesem Zustand kann keine Produktion von IL-2 stattfinden, womit
auch keine klonale Expansion der T-Zellen mdglich ist [167].

Erkennt ein T-Lymphozyt jedoch sein Antigen, wird er zur Differenzierung und
Vermehrung bzw. zur Bildung von Effektorzellen angeregt. Dabei differenzieren CD4"
T-Zellen abhangig von Zytokinen und Kostimulatoren entweder zu T-Helferzellen
(Th)1- oder zu Tp2-Zellen [103, 113, 116]. Ty1-Zellen aktivieren neben CD8"
zytotoxischen T-Zellen auch Makrophagen, zusatzlich werden Ty1-abhangige
zytotoxische Antikorper induziert und die Produktion von Immunglobulin (Ig) E
gehemmt [113, 202]. Ty2-Zellen fuhren durch die Aktivierung von B-Zellen zu
antikdrpervermittelten humoralen Immunreaktionen [21, 113, 202]. Eine CD8" T-Zelle
kann unter anderem zytotoxische T-Effektorzellen bilden, die bei entsprechenden
Zielzellen Apoptose auslosen [12, 79]. Wenn kein Antigen mehr vorhanden ist,
sterben die meisten Effektorzellen durch Apoptose, nur wenige uberleben und
bleiben als Gedachtniszellen erhalten [15]. Zusatzlich gibt es regulatorische T-Zellen
(Treg), die zur Limitierung der Immunantwort gegentber Fremdantigenen dienen und
an der Erhaltung einer Toleranz gegenuber Selbst-Antigenen beteiligt sind [138, 139,
162, 171]. Treg sind CD4"CD25" und zeichnen sich zudem durch die Expression von
Foxp3 aus [71, 160, 164]. Sie konnen als naturliche vorkommende Treg (nTreg) aus
dem Thymus stammen oder in der Peripherie induziert werden (iTreg) [33, 126].
Nach einer Organtransplantation kénnen verschiedene Abwehrmechanismen des
Empfangers zur Absto3ung des Transplantats fuhren. An der Transplantatabsto3ung
sind alloantigenabhangige Faktoren wie das MHC-System sowie alloantigen-
unabhangige Faktoren wie |/R-Schaden beteiligt, die zu einer Freisetzung von
DAMPs fihren [10, 11, 45, 115].
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Die Erkennung der Alloantigene erfolgt Uuber einen direkten oder einen indirekten
Weg [7, 95, 132]:

Bei der direkten Alloantigenerkennung erkennen Empfanger-T-Zellen MHC-Molekile
des Spenders. Dabei handelt es sich um MHC-II-Molekule auf “passenger
leukocytes® aus dem Transplantat, die klassischerweise in sekundaren
lymphatischen Organen des Empfangers CD4" T-Zellen aktivieren [11, 93]. Bereits
voraktivierte CD8" T-Zellen kénnen zusatzlich mit MHC-I-Molekiilen interagieren und
Apoptose ausldsen [25]. Die Expression von MHC-I-Molekulen ist dabei auf nahezu
jeder Zelle des Transplantats zu finden.

Wie oben bereits fur die Immunreaktion infolge einer Infektion beschrieben, ist auch
im Zusammenhang mit der TransplantatabstoBung eine Kostimulation der T-Zellen
notwendig, um sie vollstandig zu aktivieren [20, 175]. In Tierexperimenten wird durch
die Blockierung der Kostimulation eine Verlangerung des Transplantatiberlebens
erzielt [64, 86, 94, 144]. Die vollstandige Aktivierung der T-Zellen flhrt zur Produktion
von Zytokinen und Chemokinen, die die TransplantatabstoRung induzieren [34, 124].
Die TransplantatabstoBung kann durch verschiedene Effektormechanismen
vermittelt werden, wie sie auch bei einer Pathogenabwehr erfolgen. Auch hier
handelt es sich um Ty1-vermittelte Effektormechanismen: Aktivierung von CD8"
zytotoxischen T-Zellen, Freisetzung von zytotoxischen IgG, Aktivierung von
Makrophagen [113, 202]. CD8" T-Zellen kénnen durch die Freisetzung von Perforin
oder granzyme zur Apoptose von Zellen des Transplantats fuhren [63, 174].
Makrophagen konnen durch die Freisetzung grof3er Mengen von Stickstoffmonoxid
(NO), reaktiver Sauerstoffspezies oder Tumornekrosefaktor (TNF)-a ebenfalls das
Transplantat schadigen [45, 118, 194].

Durch die 1953 verdffentlichten Ergebnisse von Billingham, Brent und des spateren
Nobelpreistragers Sir Peter Medawar, konnte erstmalig belegt werden, dass es
moglich ist, eine Toleranz in Transplantatempfangern aktiv zu induzieren [17]. In
Experimenten mit Mausen wurden Foten Uber Injektionen mit allogenen Zellen
behandelt und waren spater in der Lage allogene Hauttransplantate zu tolerieren.

Um Abstollungsprozesse zu verhindern, werden bei Patienten verschiedene
Immunsuppressiva eingesetzt. Diese schwachen die Abwehrmechanismen des
Empfangers, meist durch eine Hemmung der T-Zellen, und wirken damit einer
AbstoBung entgegen [159]. Mit der Verwendung des Immunsuppressivums

Ciclosporin wird im Menschen eine Verbesserung des Transplantatuberlebens erzielt
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[22, 80]. Im Tiermodell werden Transplantate durch die Verabreichung von
Ciclosporin nach einer Transplantation toleriert [120, 133]. Die dauerhafte Toleranz
des Transplantats kann beim Menschen dadurch nicht induziert werden.

Eine nach der Transplantation etablierte Toleranz kann jederzeit auch wieder
gebrochen werden. Daflur ist jedoch eine erneute Aktivierung des angeborenen
Immunsystems uber freigesetzte DAMPs oder PAMPs notwendig, was zu einer
Aktivierung von T-Zellen fuhrt. Es gibt Belege, dass zuvor tolerierte Transplantate
nach einer bakteriellen Infektion abgestollen werden [187, 198]. In der
Veroffentlichung von Wang et al. [2010] ist die AbstoBung T-Zell-abhangig, aber
unabhangig von Alloantikorpern. Auf3erdem sind sowohl IL-6 als auch Interferon
(IFN) -B am AbstoRungsprozess beteiligt [184].

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der oben geschilderten Probleme in den bereits verdffentlichten
tierexperimentellen Modellen des BOS, ist es von groRem Interesse ein relevantes
experimentelles Modell fur BOS zu etablieren. Damit konnten sich neue
Maoglichkeiten bieten, Therapieansatze zu finden, die das Langzeituberleben von
Patienten verlangern. In dem oben beschriebenen neuen Modell zur chronischen
AbstoRung experimenteller Lungentransplantate in der Ratte (F344 - LEW) soll eine
grolRere Vergleichbarkeit mit der humanen Situation geschaffen werden. Zum einen
wird eine orthotope linksseitige Lungentransplantation durchgefuhrt, auf die eine
zehntagige Behandlung mit dem Immunsupressivum Ciclosporin folgt. Aul3erdem
wird nach vier Wochen ein bakterieller Stimulus in Form von einer Instillation von
LPS in die Trachea gegeben. Mit diesem Vortauschen einer bakteriellen Infektion
wird das Immunsystem erneut aktiviert und im Langzeitverlauf entwickeln allogene
Transplantate BOS, wahrend isogene Transplantate nur leichte histologische
Veranderungen zeigen.

Far die vorliegende Arbeit ist die Situation von isogenen und allogenen
Transplantaten am d 28 vor der LPS-Instillation von Hauptinteresse. Es sollten die
Unterschiede genauer untersucht werden, die in allogenen Transplantaten nach
LPS-Instillation zur Entwicklung von BOS flhren, wahrend dies in isogenen
Transplantaten nicht der Fall ist. In dieser Arbeit werden folgende Hypothesen
Uberprift:
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1) Allogene Lungentransplantate reagieren empfindlicher auf die LPS-Behandlung,
da sie
a) ein starkeres leukozytares Infiltrat aufweisen als isogene Transplantate,
b) Komponenten des TLR-Systems im Vergleich zu isogenen Transplantaten
Uberexprimieren und/oder

c) ein anderes regeneratives Potential besitzen als isogene Transplantate.

2) Allogene Lungentransplantate entwickeln nach der Transplantation eine Toleranz,

die durch die LPS-Applikation gebrochen wird.

Zur Uberpriifung dieser Hypothesen wurden histologische Studien durchgefiihrt, um
die Histopathologie der Transplantate, sowie die Zellzusammensetzung der Infiltrate
genauer zu untersuchen. Die mRNA-Expression verschiedener Molekule des TLR-
Systems wurde mittels quantitativer Reverse  Transkriptase-Polymerase
Kettenreaktion (qRT-PCR) bestimmt. Fir die Analyse von Unterschieden des
regenerativen Potentials der Transplantate, wurde die Protein- und mMRNA-
Expression von Nestin analysiert. Mit der Durchfuhrung einer mixed lymphocyte
reaction (MLR) sollte Uberprift werden, ob allogene Transplantatempfanger im
Verlauf nach der Transplantation eine Toleranz entwickeln, die durch die Instillation

von LPS gebrochen wird.
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2. Material und Methoden

2.1

Gerate und Verbrauchsmaterial

96-well Platten, Flachboden

Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

10 ml R6hrchen

Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

50 ml Réhrchen

Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Abzug

Kottermann Labortechnik,
Uetzel/Hanigsen, Deutschland

Analysenwaage, AE 100

Mettler/Toledo, Giel3en, Deutschland

Brutschrank/\Warmeschrank

Heraeus Instruments/Thermo
Scientific, Karlsruhe, Deutschland

Cryogefalde, 363401

NUNC, Roskilde, Danemark

Dampfkochtopf

Silit, Riedlingen, Deutschland

Deckglaser, 24 x 50 mm, Automat Star

Engelbrecht Medizin und
Labortechnik, Ederminde,
Deutschland

Digitales Geldokumentationssystem

Biozym, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Digitalkamera, CC12

Soft imaging system, Minster,
Deutschland

Einbettautomat, Tissue-Tek TEC

Sakura Finetek, Torrance, CA, USA

Einbettungskassetten, Tissue-Tek

Sakura Finetek, Torrance, CA, USA

Eksikator

KNF Lab Laboport/Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland

Ethilon 9-0, Nahtmaterial Ethicon

Johnson & Johnson Medical,
Norderstedt, Deutschland

Gelkammer

Keutz Labortechnik, Reiskirchen,
Deutschland

Gewebemiuhle, MM301

Retsch, Haan, Deutschland

Heizblock, S81B25034

Peglab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Inkubator, HERA Cell 240i, CO2 Incubator

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe,
Deutschland

Katheter, 16 G Abbocath

SantaCruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA

Magnetruhrer,  Variomag Elektronikrihrer
Mag-H + Heizplatte
RH basic 2 (RHB2) IKA + Heizplatte

Mini M IKA

Biosystem 1, Nunningen, Schweiz
Gerhardt, Koénigswinter, Deutschland
Janke und Kunkel, Staufen,
Deutschland

Membran (Immobilon-P, poresize 0,45 uym),
IPVHO00010

Millipore, Billerica, MA, USA

Microplate reader, FLUOstar OPTIMA

BMG Labtechnologies, Zurich,
Schweiz

HM560
cool-cut HM355S

Mikrotom,

Microm, Walldorf, Deutschland
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BX511F
Labovert

Mikroskop,

Olympus, Tokyo, Japan
Leitz, Wetzlar, Deutschland

Mikrowelle, intellowave

LG Electronics, Seoul, Stidkorea

Mini-Brutschrank

VWR Incu-Line, Darmstadt,
Deutschland

NanoDrop 1000

Thermo Fisher Scientific, Karlsruhe,
Deutschland

Consort E835
300V-500mA
Consort EV231

Netzgerate,

Keutz Labortechnik, Reiskirchen,
Deutschland

Objekttrager, RL R. 76 x 26 mm/3 x 1 inch
Mattrand

Langenbrinck, Emmendingen,
Deutschland

Paraffinstrecktisch, HI 1220

Leica, Wetzlar, Deutschland

pH-Meter, Ultra Basic UB-10

Denver Instruments, Gottingen,
Deutschland

Pipette, Reference 100-1000 | Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Reference 10-100
Reference 0,5-10
Research 0,5-10
Pipetman 10-100 | Gilson, Middleton, WI, USA
Pipetus Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,

Deutschland

Quantitative RT-PCR Cycler, StepOne Plus
(Messung der mRNA-Expression)

Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA

Roéntgenfilm Amersham Hyperfilm ECL (5 x
7,50), 28906835

GE Healthcare Limited,
Buckinghamshire, UK

Sicherheitsschrank

Kottermann, Uetzel/Hanigsen,
Deutschland

Sicherheitswerkbank

Nuaire, Plymouth, MN, USA

Thermal Cycler G-Storm (cDNA-Synthese),
GS482

AlphaMetrix Biotech, Rédermark,
Deutschland

Beatmungsgerat, Harvard Rodent

South Natick, MA, USA

Vortex Mixer, SA8

Stuart, Staffordshire, UK

Waage, WL100826

Kern und Sohn, Balingen,
Deutschland

Wasserbad Koéttermann Labortechnik,
Uetzel/Hanigsen, Deutschland
Wippe, ST5 Kobe, Marburg, Deutschland
Zentrifuge, Mikro 200 R | Hettich, Tuttlingen, Deutschland
Rotina 420 R
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2.2

Reagenzien

2-Mercaptoethanol 99% p.a., 4227.3

Roth, Darmstadt, Deutschland

3-Aminopropyltriethoxysilan, 101152840

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
(DAB) Tabletten, D5905

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Aceton 99,7%, Ph. Eur., reinst, CP40.1

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Acrylamidlésung, Rotiphorese Gel 30

(37,5:1), 3029.2

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agarose, 15510-019

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Agar-Agar Pulver, 3G-003

Waldeck, Munster, Deutschland

Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat
(Alaun) p.a., 1.01047

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumperoxodisulfat = 98% p.a., | Roth, Karlsruhe, Deutschland

9592.3

Ampicillin Ratiopharm, Ulm, Deutschland
Anilinblau, 415049 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Anilin 99,5%, 242284 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Antisedan (Atipamezol Hydrochlorid), | Pfizer, Karlsruhe, Deutschland
PZN7575554

Aqua dest., 11123718002 | B. Braun, Melsungen, Deutschland

100 ml 3450317/6874361

Azokarmin G, A109-1

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

BSA (Rinderserumalbumin Fraction V,
pH 7,0 lyophilisiert), 11930

Serva, Heidelberg, Deutschland

Cell Proliferation ELISA,
(colorimetric), 11647229001

BrdU

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Chloralhydrat EMPROVE, 1.02425

Merck, Darmstadt, Deutschland

Chrom(lll)-Kaliumsulfat-Dodecahydrat
p.a., 1.01036

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ciclosporin Sandimmune (50 mg/ml)

Novartis Pharma, Niurnberg, Deutschland

Citronensaure-Monohydrat EMSURE,
1.00244

Merck, Darmstadt, Deutschland

Coomassie Blue (Brilliant Blue G) 1368

Merck, Darmstadt, Deutschland

Dimethylformamid, N, N-, 1.03034

Merck, Darmstadt, Deutschland

Di-Natrium-Hydrogenphosphat-Dihydrat
p.a. EMSURE, 1.06580

Merck, Darmstadt, Deutschland

Domitor (Medetamidin Hydrochlorid),
PZN7575896

Pfizer, Karlsruhe, Deutschland

Entwicklerkonzentrat, X-Ray, 00009

Adefo-Chemie, Dietzenbach, Deutschland

Eosin G (gelblich) fur die Mikroskopie,
1.15935

Merck, Darmstadt, Deutschland

Essigsaure 96% p.a., 33206

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ethanol absolut = 99,8%, 32205,

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA
Dinatrium), 112800

Serva, Heidelberg, Deutschland

Fast Blue BB (Zinkchlorid), F3378
00316EH

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

FCS (fetal calf serum) Gold, A15-151

PAA, Colbe, Deutschland

Fixiererkonzentrat, X-Ray, 00062

Adefo-Chemie, Dietzenbach, Deutschland
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Gelatine weil3, gemahlen

Ruf, Quakenbrick, Deutschland

Gelred

Biotium, Hayward, CA, USA

Glycergel, mounting medium, C0563

Dako, Hamburg, Deutschland

Glycerin 99%, G2025

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Glycin Pufferan 99% p.a., 3908.2

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hamatoxylin-Monohydrat fir die
Mikroskopie, 1.15938

Merck, Darmstadt, Deutschland

Heparin (25 000 IE/5 ml)

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Isofluran, HDG9623

Baxter, Unterschleilheim, Deutschland

Isopropanol (2-Propanol) = 99,8% p.a,
33539-R

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Kaliumchlorid p.a., 1.04936

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kaliumhydrogenphosphat p.a., 1.04873

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ketavet (100 mg/ml), PZN3151811

Pfizer, Karlsruhe, Deutschland

Levamisol, L-975

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

L-Glutaminlésung (2 mM), M11-004

PAA, Colbe, Deutschland

Lipopolysaccharide (LPS) Escherichia
coli, 026:B6, L2654

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Gene ruler, 100 bp plus DNA ladder

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Loading dye solution (6 X)

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Lumi-Light Western Blotting Substrat,
12015200001

Roche Diagnostics, Mannheim

Methanol, 32213

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Micro BCA Protein Assay Kit, 23235

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Milchpulver, blotting grade, T145.3

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Mitomycin C, 10107409001

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

M-MLV RT RNase H(-) Point Mutant,
M368B 23031114

Promega, Madison, WI, USA

M-MLV RT buffer (5 x), M531A
23713924

Promega, Madison, WI, USA

Molekulargewicht-Marker, dual color,
161-0374

Bio Rad, Hercules, CA, USA

Naphtol-AS-MX-Phosphat, N4875

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumazid reinst, 1.06688

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid p.a., 31434-R

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
EMPROVE, 1.06345

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydroxidlésung (Natronlauge)
TitiPUR 1 N, 1.09137

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhypochloritldsung 12%, 9062.3

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumiodat p.a., 1.06525

Merck, Darmstadt, Deutschland

Normal Mouse Serum (NMS), M5905

Sigma, Saint Louis, MI, USA

Normal Rat Serum (NRS)

Harlan, Borchen, Deutschland

Orange G, 03756

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Orcein, 07380

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Paraffin (Gewebeeinbettmittel), VO-5-
1001

Vogel, Giel3en, Deutschland

Paraformaldehyd 95%, 1001050091

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

PBS (1 x), Dulbeccos mit Ca + Mg, steril,

PAA, Colbe, Deutschland
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H15-002

PCR Nucleotide Mix (dNTP), C114G
27917909

Promega, Madison, WI, USA

PCR PFurification Kit, MinElute, 28004

Qiagen, Hilden, Deutschland

Penicillin-/Streptomycinlésung (100 x),
P11-010

PAA, Colbe, Deutschland

Percoll, 17089101

GE Healthcare Ltd., Buckinghamshire, UK

Pertex-Eindeckmedium, 41-401200

Medite, Burgdorf, Deutschland

Phosphorwolframsaure = 95%, P4006

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Phytohemagglutinin-L (PHA-L),
11249738001

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-
UDG, 11733-038

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

primer (fur quantitative Reverse
Transkriptase-PCR)

Eurofins MWG Operon, Ebersberg,
Deutschland

primer (random hexamer), C118A
26891012

Promega, Madison, WI, USA

Proteaseinhibitortabletten, Complete
Mini, 11836153001

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Protease Typ XIV: Bacterial,
Streptomyces griseus, 066K1538

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

RNase-freies Wasser, 1017979

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit, 74104

Qiagen, Hilden, Deutschland

Roti-Block 10 x Konzentrat, A151.1

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roti-Histol fUr die Histologie, 6640.1

Roth, Karlsruhe, Deutschland

RPMI-Medium ohne L-Glutamin, E15-
039

PAA, Colbe, Deutschland

rRNasin, RNase-Inhibitor, N251A
27838805

Promega, Madison, WI, USA

Saccharose (D(+)) 99,5% p.a., 4621.1

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure 25% ROTIPURAN p.a. ISO,
6331.1

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Salzsaure TitriPUR 1 N, 1.09057

Merck, Darmstadt, Deutschland

Schwefelsaure-Losung, X873.1

Roth, Karlsruhe, Deutschland

SDS ultra pure 99%, Elektrophorese,
2326.2

Roth, Karlsruhe, Deutschland

SuperSignal West Dura Extended
Duration Substrate, 34075

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

TEMED 99% p.a. Elektrophorese,
2367.3

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris Base Pufferan 99,8% p.a., 48552

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypan-Blaulésung, 0,4%, T8154

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Tween 20, 8.22184

Merck, Darmstadt, Deutschland

Verstarkungssystem, CSA I/ Biotin-free
Tyramide Signal Amplification System,
1497

Dako, Carpinteria, CA, USA

Wasserstoffperoxid 30% EMSURE ISO
p.a., 1.07209

Merck, Darmstadt, Deutschland

Xylol AnalaR p.a., 28975.325

VWR, Darmstadt, Deutschland

Zenon Mouse IgG, Labeling Kit, Z25054

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
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2.3 Verwendete Software

AlphaEase FC Software 3.3.0 Alpha Innotech Corporation, San
Leandro, USA

analySIS Olympus, Tokyo, Japan

IBM-SPSS Statistikprogramm Munchen, Deutschland

Excel Microsoft Office

Bei den oben aufgefuhrten Produkten handelt es sich teilweise um registrierte und

geschutzte Markennamen der jeweiligen Hersteller.

2.4 Losungen und Puffer

Alkalische-Phosphatase-Substratlosung
1 mg Fast Blue BB wird in 1 ml Naphtol AS-MX-Phosphat-Puffer mit 1 mM Levamisol
geldst und abzentrifugiert.

Ammoniumperoxodisulfatiosung (20%)

2 g Ammoniumperoxodisulfat werden in 8 ml sterilem Wasser gelost.

Anilinalkohol
200 ml 90%iges Ethanol wird mit Aqua dest. angesetzt und 0,2 ml Anilin
dazugegeben.

Anilinblau-Orange G-Lésung
Folgende Stoffe werden in 200 ml Aqua dest. aufgekocht:
1 g Anilinblau
4 g Orange G
Nach dem Abkuhlen wird die Losung filtriert und es werden 16 ml Essigsaure

hinzugegeben.
Azokarmin-Losung

0,2 g Azokarmin G werden in 200 ml Aqua dest. aufgekocht. Nach dem Abkuhlen

wird die Losung filtriert und 2 ml Essigsaure zugegeben.
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BSA-Stammlésung (Proteinstandard)
50 mg BSA werden in 1 ml Probenpuffer | (2 x) gelost, fur 5 min auf 95°C erhitzt und
fur 5 min mit 18.626 g zentrifugiert. Anschlieiend werden Aliquots abgefullt und bei
-20°C gelagert.

Citratpuffer (10 mM)
8,4 g Citronensaure-Monohydrat werden in 3,9 | Aqua dest. gelost. Es werden 100 mli

Natriumhydroxidlésung 1 N hinzugegeben und damit der pH-Wert auf 6,0 eingestellt.

Coomassie Blue-Entfarber
Die folgenden Reagenzien werden gemischt:
e 350 ml Methanol
e 24,5 ml Essigsaure
e 325,5 ml Aqua dest.

Coomassie Blue-Farbeldosung
Folgende Substanzen werden gemischt:
e 200 ml Coomassie Blue-Entfarber (siehe oben)

¢ 50 mg Coomassie Blue (Brilliant Blue G)

Eosin
1 g Eosin G wird in 100 ml Aqua dest. geldst und filtriert. Direkt vor Gebrauch wird
die Losung noch einmal filtriert und ein Tropfen Essigsaure/100 ml zugesetzt.

Essigsaurer Alkohol

200 ml 96%igem Ethanol werden 2 ml Essigsaure hinzugeflugt.

Hamalaun-Farbelosung (Mayers)
1 g Hamatoxylin, 0,2 g Natriumiodat und 50 g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat
(Alaun) werden in 1 | Aqua dest. gelost und fur 24 h stehengelassen. Anschliel3end
werden 50 g Chloralhydrat und 1 g Citronensaure-Monohydrat dazugegeben. Die
Losung wird fur 5 min gekocht und danach filtriert. Zur Verwendung flr

immunhistologische Farbungen wird diese Losung 1:10 mit Aqua dest. verdinnt.
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Laufpuffer
Die folgenden Reagenzien werden in 900 ml Aqua dest. gelost:
e 6,08 g Tris Base (50 mM)
e 28,84 g Glycin (0,38 M)
e 10 ml 10% SDS-L6sung
Die Losung wird mit Aqua dest. auf 1 | aufgefullt.

Naphtol-AS-MX-Phosphat mit 1 mM Levamisol
2 mg Naphtol-AS-MX-Phosphat werden in 200 pl Dimethylformamid gelost. 9,8 ml
0,1 M Tris/HCI-Puffer pH 8,2 werden dazugegeben und 4,8 mg Levamisol darin

gelost.

Natriumchloridlésung 0,9%
4,38 g Natriumchlorid werden in 50 ml Aqua dest. gelost.

Orcein-Farbelésung
1 g Orcein wird in 100 ml 70% Ethanol gel6st. Danach wird der Loésung 1 ml 25%
Salzsaure zugesetzt und frisch angesetzt fur die Farbung benutzt.

PFA-L6sung (Paraformaldehydlosung) 4%
4 g PFA werden in 50 ml Aqua dest. erhitzt. 75 pyl Natriumhydroxidlésung 1 N werden
zugesetzt und die Losung wird weiter geruhrt, bis sie klar ist. Anschliel3end wird die

abgekuhlte Loésung mit 50 ml Sgrensen-Puffer (2 x) aufgefullt.

PBS (phosphatgepufferte Salzlosung) 10 x (Stammlosung)

Folgende Substanzen werden in 900 ml Aqua dest. gelost:

e 80 g Natriumchlorid (1,37 M)

e 2 g Kaliumchlorid (27 mM)

e 14,24 g Di-Natrium-Hydrogenphosphat-Dihydrat (80 mM)

e 2 g Kaliumhydrogenphosphat (15 mM)
Der pH-Wert wird mit Salzsaure 1 N auf 7,2 eingestellt und die Losung wird mit Aqua
dest. auf 1 | aufgefullt.
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PBS 1 x
Die Stammlosung (10 x PBS) wird 1:10 mit Aqua dest. verdunnt. Der pH-Wert wird

mit Salzsaure 1 N auf 7,2 eingestellt.

PBS/BSA/Azid
In 20 ml 1 x PBS wird Folgendes gelost:
e 0,2gBSA
e 0,02 g Natriumazid (15 mM)
Der pH-Wert (7,2) wird mit Indikatorstreifen Gberpruft.

Peroxidasesubstratiosung
Eine Tablette 3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) wird in 20 ml TBS gelost.
1 ml Aliquots dieser Stammldsung werden abgefullt und bei —20°C gelagert. Kurz vor
der Benutzung werden der Substratlosung zur Aktivierung 10 pl 1,2% H20;
zugesetzt. Die Substratlosung hat damit eine H,O2-Endkonzentration von 0,012%.

Phosphorwolframsaure 5%

10 g Phosphorwolframsaure werden in 200 ml Aqua dest. geldst.

Probenpuffer | (2 x)
Die folgenden Komponenten werden gemischt:
e 1,25 ml Tris/HCI-Puffer (1 M)
e 4,6 ml10% SDS-L6sung
e 14,5 ml Aqua dest.

e 1 Proteaseinhibitortablette

Probenpuffer Il (2 x)
Folgende Komponenten werden gemischt:
e 1,25 ml Tris/HCI-Puffer (1 M)
e 4,6 ml10% SDS-L6sung
e 1,6 ml 2-Mercaptoethanol
e 4 ml Glycerin
o 4,275 ml Aqua dest.

1 Proteaseinhibitortablette
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Proteaselosung
Die Losung wird direkt vor der Benutzung frisch angesetzt. Dazu wird 1 mg Protease
Typ XIV in 2 ml TBS-Puffer (1 x) gelost.

Sammelgelpuffer
6,06 g Tris Base (0,5 M) werden in 70 ml Aqua dest. gelost und der pH-Wert wird mit
6 ml Salzsdure 1 N auf 6,8 eingestellt. 4 ml 10% SDS-L6sung werden zugesetzt und

mit Aqua dest. auf das Endvolumen von 100 ml aufgefullt.

SDS-Stammldsung (10%)
10 g SDS (0,35 M) werden in 100 ml Aqua dest. gelost.

Sorensen-Phosphatpuffer (2 x)
Folgende Substanzen werden in 500 ml Aqua dest. gelost:
e 3,08 g Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (0,04 M)
e 14,3 g Di-Natrium-Hydrogenphosphat-Dihydrat (0,16 M)

TAE (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 50 x (Stammlosung)
Die folgenden Reagenzien werden in 900 ml Aqua dest. gelost:
o 242 g Tris Base (2 M)
e 57,1 ml 96%ige Essigsaure (1 M)
e 18,6 g EDTA (0,06 M)
Die Losung wird mit Aqua dest. auf das Endvolumen von 1 | aufgefullt und hat einen
pH-Wert von 8,0.

TAE 1 x

Die Stammlosung wird 1:50 mit Aqua dest. verdunnt.

TBS (Tris-gepufferte Salzlosung) 10 x (Stammldsung)
Folgende Komponenten werden in 900 ml Aqua dest. gelost:
e 60,59 Tris Base (0,5 M)
e 90 g Natriumchlorid (1,5 M)
e 50 ml 25%ige Salzsaure
Die Losung wird mit Aqua dest. auf das Endvolumen von 1 | aufgefullt.
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TBS 1 x
Die Stammlosung wird 1:10 mit Aqua dest. verdunnt. Anschlieend wird der pH-Wert

mit Salzsaure 1 N auf 7,6 eingestellt.

Transferpuffer
Folgende Substanzen werden gemischt:
e 1,61 Aqua dest.
e 6 g Tris-Base (20 mM)
e 28,67 g Glycin (200 mM)
e 10 ml10% SDS-L6sung
e 400 ml Methanol

Trenngelpuffer
18,16 g Tris Base (1,5 M) werden in 70 ml Aqua dest. gelost und der pH-Wert wird
mit Salzsaure 1 N auf 8,8 eingestellt. 4 ml 10% SDS-Losung werden zugesetzt und

der Puffer wird mit Aqua dest. auf das Endvolumen von 100 ml aufgefullt.

Tris/HCI-Puffer (0,1 M)
12,1 g Tris Base werden in 800 ml Aqua dest. gelost. Der pH-Wert wird mit
Salzsaure 1 N auf 8,2 eingestellt. Die Losung wird mit Aqua dest. auf das

Endvolumen von 1 | aufgefullt.

2.5 Methoden

2.51 Tiere

Alle Tierexperimente wurden von Prof. Dr. V. Grau und K. Petri durchgefthrt.

Mannliche LEW- sowie F344- und DA- Ratten aus spezifiziert pathogenfreier Haltung
werden von Elevage Janvier (Le Genest St. Isle, Frankreich) oder Charles River
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen und unter konventionellen Bedingungen gehalten.
Fir die Lungentransplantationen werden LEW-Ratten als Empfanger mit einem
Gewicht von 200-220 g verwendet, F344-Ratten dienen als allogene Lungenspender.
Die Tierhaltung und die Tierexperimente erfolgen nach der gegenwartigen Version

des Deutschen Tierschutzgesetzes und der NIH “Prinzipien der Labortierhaltung®.
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Das zur Kontrolle verwendete Gewebe aus TLR27/TLR47-Mausen sowie von
C57/BL6 Wildtypmausen, stammt aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Markus
Schnare aus dem Institut fur Immunologie der Universitat Marburg, unter der Leitung

von Prof. Dr. Stefan Bauer.

2.5.2 Lungentransplantationen

Die Tiere werden durch kurze Inhalation mit Isofluran und durch anschlieBende
Injektionsnarkose (Domitor: 0,1 mg/kg Korpergewicht, Ketavet: 90 mg/kg
Korpergewicht) betaubt. Nach orotrachealer Intubation werden die Lungen
mechanisch Uber ein Beatmungsgerat mit Raumluft beatmet (2,5 ml Volumen; 100
Atemzlge pro min; positiver end-expiratorischer Druck von 5 cm H,O). Die ortothope
linksseitige Lungentransplantation wird mit einer cuff-Technik fur die vaskularen
Anastomosen durchgefuhrt und die bronchiale Anastomose erfolgt in
Einzelknotentechnik [111]. Die cuffs werden aus Kathetern (16 G Abbocath)
geschnitzt. Fur die bronchiale Anastomose wird Ethilon 9-0 Nahtmaterial benutzt.
Nach der Transplantation wird die Anasthesie mit 0,5 mg/kg Antisedan antagonisiert
und die Ratten erhalten eine prophylaktische Dosis von 150 mg Ampicillin
intraperetoneal, sowie die erste Injektion des Immunsuppressivums Ciclosporin von 5

mg/kg subkutan.

2.5.3 Experimentelles Modell fur die chronische

AbstoRung von Lungentransplantaten

Allogene Lungentransplantationen werden in der Stammkombination F344 auf LEW
durchgefuhrt. Isogene Transplantate (LEW auf LEW) und unbehandelte Organe von
LEW-Ratten dienen als Kontrollen. Eine suboptimale Immunsuppression mit
Ciclosporin (5 mg/kg Korpergewicht) wird fur 10 d nach der Transplantation
durchgefuhrt, um eine frlhe, akute und destruktive Abstol3ung zu verhindern (Abb.
3). In diesem Modell werden allogene Transplantatempfanger am d 28 nach der
Transplantation mit LPS (0,5 mg/kg in 0,6 ml PBS (1 x, steril)), als bakteriellem
Stimulus, Uber die Trachea instilliert, um damit die chronische AbstoRung zu
induzieren. Eine Kontrollgruppe erhalt statt LPS eine intratracheale Instillation von
PBS (1 x, steril).

In dieser Arbeit liegt der Hauptfokus in der Charakterisierung isogener und allogener
Transplantatempfanger vier Wochen nach der Transplantation (d 28) und vor der
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Instillation von LPS oder PBS (Abb. 3). Zur weiteren Untersuchung des Modells
werden die Transplantatempfanger zu verschiedenen Zeitpunkten (d 29, d 33, d 40,

d 90) nach der Instillation von LPS oder PBS getdtet und charakterisiert.

Intratracheale Instillation

] von LPS (0,5 mg/kg) bzw.
Experimentelles PBS (1 x, steril)
Modell: \

Transplantation der
linken Lunge
F344—LEW (allo)

Chronische
Abstofiung

do d10 d28 d33 d 90

— Ciclosporin
Kontrollen: 5 mafkg

Lungentransplantation

Intratracheale —
LEWLEW (iso) —* | Instillation von LPS \
Nur schwache
Verinderungen
Lungentransplantation
F344-LEW (allo)—— Intratracheale

A
Instillation von PBS

Abb. 3: Experimentelles Modell zur chronischen AbstoBung von allogenen (allo)
Lungentransplantaten in der Ratte mit zehntagiger Immunsuppression und intratrachealer
Instillation von LPS.

Im experimentellen Modell werden linke allo Lungen von F344 in LEW-Empfanger transplantiert. Zur
isogenen (iso) Transplantation werden LEW-Ratten benutzt. Die Tiere erhalten fir 10 d eine
suboptimale Immunsuppression mit Ciclosporin (5 mg/kg) und werden am d 28 intratracheal mit LPS
(0,5 mg/kq) instilliert. Fur die mixed lymphocyte reaction (MLR) werden allo transplantierte Tiere am d
28 intratracheal mit LPS oder phosphatgepufferter Salzlésung (PBS 1 x, steril) instilliert und am d 33
getdtet. Am d 90 nach der Transplantation sind in allo transplantierten Lungen mit Instillation von LPS
Zeichen chronischer AbstoBung =zu finden, in iso transplantierten Tieren sowie allo
Transplantatempfangern nach Instillation von PBS finden sich nur schwache histologische
Veranderungen. LEW = Lewis, F344 = Fischer-344, LPS = Lipopolysaccharid, PBS =
phosphatgepufferte Salzlésung, MLR = mixed lymphocyte reaction, iso = isogen, allo = allogen.

254 Homogenisieren von Lungengewebe

Fir die Gewinnung von nativem Lungengewebe werden die Lungen entnommen,
voneinander getrennt und in ca. 3 mm transversale Scheiben geschnitten. Rechte
und linke Lunge werden separat in flussigem Stickstoff schockgefroren und in
Cryogefalle Uberfuhrt. Zusatzlich wird die Milz entnommen, in mehrere Stlcke
geteilt, schockgefroren und in Cryogefalle Uberfuhrt. Bis zur Verwendung wird alles
bei -80°C gelagert. Die gefrorenen, nativen Lungenstiicke werden in einem gekuhlten
Morser pulverisiert und dadurch homogenisiert. Bis zur RNA- oder Proteinextraktion

lagern die Proben bei -80°C.
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255 Organentnahme und Organfixierung

Am d 28 nach der Transplantation werden die Lungen fur histologische
Untersuchungen Uber die Trachea mit einer 4%igen PFA-Losung instilliert und im
Block zusammen mit dem Herzen entnommen. Sie werden in ein mit PFA-LOsung
geflulltes Gefal® Uberfihrt und Uber Nacht (G.N.) im Kuhlschrank gelagert. Am
nachsten d werden die linke und die rechte Lunge einzeln frei prapariert und in
2%iger Agar-Agar-Losung eingebettet. Nach zweistindigem Abkuhlen, werden sie
mit einem Teppichmesser in ca. 3 mm transversale Scheiben geschnitten. Die
Scheiben werden von der apikalen Seite beginnend durchnummeriert. Teile mit
ungeraden Nummern werden flir die Einbettung in Paraffin in Einbettungskassetten
uberfihrt und in 1 x Sarensen-Puffer gelegt. Die Scheiben mit geraden Nummern
werden zur Herstellung von Gefrierschnitten in 18%ige Saccharose in Sgrensen-
Puffer (1 x) Gberfuhrt. Alle Lungensticke mussen anschlieRend fur 2-3 h im Eksikator
entgast werden. Danach werden sie U.N. im Kuhlschrank gelagert. Fur die
Einbettung in Paraffin werden die Einbettungskassetten am d 3 zuerst in 50%
Isopropanol fur 30 min Uberfihrt und dann bis zur Einbettung in 70% Isopropanol
gelagert. Die Gewebestucke zur Herstellung von Gefrierschnitten werden aus der
Saccharoselésung genommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Nach dem

Uberfiihren in geeignete CryogeféaRe werden sie bei -80°C gelagert.

2.5.6 Einbettung von Organen in Paraffin

Nach der Organfixierung werden die Gewebesticke in den entsprechenden
Einbettungskassetten jeweils fur 1 h bei Raumtemperatur (RT) durch folgende
Flussigkeiten gefuhrt:

96% lsopropanol

100% lIsopropanol

100% Isopropanol

25% Rotihistol + 75% Isopropanol

50% Rotihistol + 50% Isopropanol

75% Rotihistol + 25% Isopropanol

100% Rotihistol

Die Gewebestucke werden anschlielend samt Einbettungskassetten in flussiges

Paraffin bei 60°C gelegt. Nach 2 h werden sie in ein zweites Paraffinbad Uberfihrt
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und Uber Nacht inkubiert. Am nachsten d kann das Gewebe mit einem

Einbettautomat in Paraffinblockchen eingebettet werden und ausharten.

2.5.7 Vorbereitung von Objekttragern und
histologischen Schnitten

2.5.71 Beschichtung von Objekttragern mit Gelatine

Ein Packchen Gelatine (10 g) wird in 1 | Aqua dest. unter Rihren und zusatzlichem
Erwarmen geldst. Wenn die Gelatine komplett gelost ist, werden 0,5 g Chrom(lll)-
Kaliumsulfat-Dodecahydrat (Chromalaun) zugegeben und die Temperatur der
Heizplatte erhoht. Bei 60°C wird die Losung noch weitere 5 min gertuhrt und dann
zweimal gefiltert. Zur Beschichtung der Objekttrager wird die Lésung in eine Klvette
gegeben und ein mit Objekttragern bestiuckter Metallstdnder dreimal eingetaucht.
Nach kurzem Abtropfen werden die beschichteten Objekttrager zum Trocknen U.N.

bei 60°C in den Brutschrank/Warmeschrank gestellt.

25.7.2 Beschichtung von Objekttragern mit

3-Aminopropyltriethoxysilan
Die Beschichtung erfolgt nach dem unten stehenden Protokoll:
e Inkubation in 5% Salzsaure in Aqua dest. G.N.
e Waschen in Aqua dest. fir 5 min
e |sopropanol fur 5 min
e Trocknen bei RT fur 1 h
e in 2% 3-Aminopropyltriethoxysilan in Aceton fur 5 min
e in 2% 3-Aminopropyltriethoxysilan in Aqua dest. flir 5 min
e in 2% 3-Aminopropyltriethoxysilan in Aqua dest. flr 5 min
e Waschen in Aqua dest. flr 5 min
e Trocknen bei 60°C u.N.

25.7.3 Paraffinschnitte

Vom eingebetteten Gewebe werden 3-5 pym dinne Schnitte gemacht, von denen
immer zwei auf einen silanisierten Objekttrager Uberfuhrt werden. Die Schnitte
werden fur 30 min zum Trocknen auf einen Paraffinstrecktisch bei 38°C gelegt und
dann zur besseren Haftung U.N. bei 60°C im Brutschrank/Warmeschrank getrocknet.
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2574 Gefrierschnitte

Von dem nativen oder fixierten, gefrorenen Gewebe werden im Mikrotom (bei -10 bis
-12°C) 5-10 ym dunne Schnitte angefertigt, auf Gelatine- oder Silan-beschichtete
Objekttrager Uberfuhrt und far 10 min in eiskaltem 100%igem Isopropanol inkubiert.
Die Schnitte werden anschlie®end bei RT fur 1 h getrocknet, bei -20°C eingefroren

und flr einige d gelagert oder direkt fur Farbungen benutzt.

2.5.8 Histologische Standardfarbungen

Die histologischen Farbungen mit Hamalaun & Eosin (H&E), Orcein und Azan

werden nach Standardprotokollen durchgefuhrt [114].

259 Immunhistochemische Farbungen

2.5.91 Vorbehandlung von Paraffinschnitten
Die Objekttrager werden zunachst vom Paraffin befreit und anschlielfend durch eine
absteigende Alkoholreihe geflhrt:

e 100% Xylol je 3 x 10 min

e 100% Isopropanol 3 min

e 100% lIsopropanol 3 min

e 90% Isopropanol 3 min

e 80% Isopropanol 3 min

e 70% Isopropanol 3 min

e 50% Isopropanol 3 min
Je nachdem wie die Schnitte im Verlauf der Farbung vorbehandelt werden, werden
sie im Anschluss an die Alkoholreihe in PBS oder TBS uberfuhrt. Die Wahl der
Vorbehandlung richtet sich nach entsprechenden Vorversuchen mit den jeweiligen
Antikorpern:
1) Keine Vorbehandlung,
2) Dampfkochtopfvorbehandlung: 30 min kochen in Citratpuffer pH 6,0, bei 120°C
und 1,1 bar,
3) Protease Typ XIV Vorbehandlung (1 mg in 2 ml TBS (1 x)): 15 min bei RT.
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259.2 Immunhistochemische Einzelfarbung

Entparaffiniete und gegebenenfalls vorbehandelte Paraffinschnitte  oder
Gefrierschnitte werden in PBS (1 x) dreimal fur 2 min gewaschen. Zur Blockierung
der endogenen Peroxidaseaktivitat werden die Schnitte fur 30 min in einer Kuvette
mit 3% H20, in PBS inkubiert (Gefrierschnitte ca. 4°C, Paraffinschnitte ca. 20°C).
Darauf folgt ein erneuter Waschschritt dreimal fir 2 min in PBS (1 x). Durch
anschlielRende Blockierung mit PBS/BSA/Azid (pH 7,3) fir 30 min werden
unspezifische  Proteinbindungsstellen  abgesattigt. Nach  Abschitteln  der
Blockierungslosung wird der jeweilige Primarantikorper (siehe Tab. 5) in
entsprechender Verdinnung in PBS/BSA/Azid auf die Schnitte pipettiert und U.N. bei
4°C inkubiert. Bei Gefrierschnitten erfolgt die Inkubation mit dem Primarantikorper fur
1 h bei RT. Der Primarantikorper wird mit PBS (1 x) abgespult, die entsprechende
Sekundarantikorperverdinnung bzw. das entsprechende Nachweissystem (siehe
Tab. 6) wird aufpipettiert und die Schnitte fir 30-60 min inkubiert. Die Losung wird
mit TBS abgespult und fir 10 min mit Peroxidasesubstratidsung inkubiert. Zur
Entsorgung wird die Substratiosung mit PBS (1 x) von den Schnitten in
Natriumhypochloritldsung gespult und die Objekttrager zum Waschen in eine Kivette
mit PBS (1 x) Uberflhrt. Anschlielend werden die Schnitte mit 1:10 verdinnter
Hamalaun-Farbeldsung fur 1,5 min gegengefarbt, kurz in Aqua dest. ausgewaschen
und fur 5 min mit Leitungswasser geblaut. Die Entwasserung der Schnitte erfolgt in
einer aufsteigenden Alkoholreihe fur jeweils 3 min:

e 50% Isopropanol

e 70% Isopropanol

e 80% Isopropanol

e 90% Isopropanol

e 100% lIsopropanol

e 100% lIsopropanol

e 100% Xylol

e 100% Xylol

Die Objekttrager werden mit Pertex eingedeckt.

37




2. Material und Methoden

2593 Immunhistochemische Doppelfarbung mit Antikdrpern
gegen das proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
und den o/ T-Zellrezeptor (R73)

Far die Doppelfarbungen werden Gefrierschnitte von nativen Milzen angefertigt. Aus
dem Gefrierschrank werden die Objekttrager direkt in eiskalte 4%ige PFA-Losung fur
8 min Uberfuhrt. Danach werden sie in eiskaltes 96%iges Ethanol fur 2 min gestellt.
Die nachsten Schritte verlaufen wie unter 2.4.9.2 beschrieben, jeweils bei RT. Die
erste Primarantikdrperlosung gegen PCNA (siehe Tab. 5) wird nach 60 min
Inkubation und anschlieRender Inkubation mit Sekundarantikérperverdinnung (anti-
mouse IgG/HRP, siehe Tab. 6) mit Peroxidasesubstrat in braun nachgewiesen. Die
Verdlinnung des zweiten Primarantikorpers gegen den a/p T-Zellrezeptor (R73, siehe
Tab.1) wird fur 60 min auf die Schnitte gegeben und zunachst mit anti-mouse IgG
und mit APAAP (siehe Tab. 6) inkubiert. Der Antikorper wird in blau mit Alkalischer-
Phosphatase-Substratlosung nachgewiesen. Nach 20 min Inkubation im Dunkeln
wird die Lésung mit PBS (1 x) abgesplult und die Objekttrager werden mit Glycergel
eingedeckt. Unter dem Mikroskop werden mit dem 20 x Objektiv alle doppeltpositiven
Zellen im Bereich der T-Zellzonen (20 Felder pro Tier, ein Feld: 200 ym x 200 pm)
verblindet ausgezahlt. Danach wird der prozentuale Anteil doppeltpositiver Zellen in
Bezug auf die Gesamtanzahl T-Zellen pro Feld berechnet.

Die oben beschriebene Doppelfarbung wird mit den gleichen Antikérpern auf
Paraffinschnitten von Lungengewebe durchgefuhrt. Das Protokoll wird hier wie im
Folgenden beschrieben verandert. Die Objekttrager werden entparaffiniert und 10
min mit Protease XIV vorbehandelt. Nach einem Waschschritt in PBS (1 x) dreimal
fur 2 min folgt zur Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitat eine Inkubation der
Schnitte in einer Kuvette mit 3% H>O» in PBS inkubiert. Darauf folgt ein erneuter
Waschschritt dreimal fur 2 min in PBS (1 x). Durch anschlieRende Blockierung mit
PBS/BSA/Azid (pH 7,3) mit Zusatz von 10% Normalrattenserum fur 30 min werden
unspezifische Proteinbindungsstellen abgesattigt. Die Schnitte werden mit der ersten
Primarantikorperlosung gegen den a/f T-Zellrezeptor (R73, 1:25.000 verdunnt in 2 x
PBS mit Zusatz von 10% Normalrattenserum) U.N. bei 4 °C inkubiert. Am nachsten
Tag erfolgt eine Inkubation mit anti-mouse IgG/HRP mit Zusatz von 10 %
Normalrattenserum. Zur Verstarkung des Signals werden die Schnitte fir 15 min mit
dem CSAIl Biotin-free Tyramide Signal Amplification System (siehe unten, 1:2

verdunnt) inkubiert. Nach einer Inkubation flr 15 min mit anti-Fluorescein-HRP (aus
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dem Dako Verstarkungssystem) mit Zusatz von 10% Normalrattenserum wird der
Antikorper mit DAB nachgewiesen. Zum Nachweis des zweiten Antikdrpers gegen
PCNA werden die Paraffinschnitte anschlielend fur 15 min im Dampfkochtopf
vorbehandelt. Nach einem Blockierungsschritt mit PBS/BSA/Azid werden die
Schnitte U.N. bei 4 °C mit dem Antikorper gegen PCNA (siehe Tab. 5) inkubiert. Es
folgt die Inkubation mit dem Sekundarantikérper anti-mouse IgG/AP, dann wird der
Antikoérper in blau mit Alkalischer-Phosphatase-Substratidsung nachgewiesen. Unter
dem Mikroskop werden mit dem 40 x Obijektiv alle doppeltpositiven Zellen im Bereich
des Hauptbronchus, im Alveolarraum und rings um kleine Gefalle (Durchmesser <
100 um) verblindet ausgezahlt (jeweils 10 Felder pro Tier und pro Bereich, ein Feld
100 ym x 100 pm). Danach wird der prozentuale Anteil doppeltpositiver Zellen in
Bezug auf die Gesamtanzahl gefarbter T-Zellen pro Feld berechnet.

Die beschriebene Farbung des Lungengewebes wurde freundlicherweise von
Gabriele Fuchs-Moll durchgefuhrt. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch die

Doktorandin.

2594 Immunhistochemische Farbung mit dem Dako
Verstarkungssystem (CSAIl Biotin-free Tyramide Signal
Amplification System)

Fur die Farbung mit dem Verstarkungssystem werden die histologischen Schnitte

genau so behandelt, wie unter 2.4.9.2 beschrieben. Nach der Inkubation mit dem

entsprechenden Primarantikorper (siehe Tab. 5) werden die ab Step 4 im Protokoll
des Herstellers beschriebenen Schritte mit den mitgelieferten Substanzen
durchgefuhrt. Dem unter Step 4 verwendeten anti-mouse IgG/HRP werden bei

Farbungen auf Rattengewebe 10% Normalrattenserum zugesetzt. Zum Nachweis

wird Peroxidasesubstratldsung (s.0.) benutzt.

2.5.9.5 HRP-Markierung von monoklonalen Mausantikorpern mit
dem Invitrogen Zenon Mouse IgG; Labeling Kit (HRP-

Markierungssystem)

Um unmarkierte monoklonale Mausantikorper in immunhistochemischen Farbungen

zu verwenden, werden diese mit dem HRP-Markierungssystem nach dem Protokoll
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des Herstellers markiert

nachgewiesen werden.

und konnen dann

mit

Peroxidasesubstratlosung

Tab. 5: Verwendete Primarantikorper in immunhistochemischen Farbungen (IHC) und western

blots (WB).
Antigen/Antikorper/Wirt Hersteller/ Verwendung | VB (IHC) | Verdiinnung
Bestellnr./Ort, Land
a/B T-Zellrezeptor/R73/M Serotec/MCA453EL/ | IHC Protease | Milz (nativ): 1:500
Raleigh, USA Lunge (Paraffin):
1:25.000
CD68-artiges Antigen/ED1/M Serotec/MCA341R/ IHC Protease | 1:500
Raleigh, USA
CD163/ED2/M Serotec/MCA342R/ IHC Protease | 1:200
Raleigh, USA
Glattmuskelaktin (aSMA)/1A4/M Sigma-Aldrich/A5228/ | IHC DKT 1:3000
St. Louis, USA
Lamin A/C/H-110/K Santa Cruz/sc-20681/ | WB 1:5.000
Dallas, USA
Nestin/rat-401/M Millipore/MAB353/ IHC, WB DKT 1:100, 1:1.000
Billerica, USA
proliferating cell nuclear antigen Dako/M0879/ IHC - 1:1.000
(PCNA)/PC10/M Glostrup, Danemark DKT
Toll-like Rezeptor 2/T2.5/M ebioscience/14-9024/ | IHC, WB Protease | 1:100-1:250,
San Diego, USA 1:1.000-1:10.000
Toll-like Rezeptor 4/UT41/M ebioscience/14-9041/ | IHC, WB Protease | 1:100-1:250,
San Diego, USA 1:1.000-1:10.000
Toll-like Rezeptor 2/EPNCIR133/K | Epitomics/3268-1/ IHC, WB Protease | 1:100-1:250,
Burlingame, USA 1:1.000-1:10.000
Toll-like Rezeptor 4 Imgenex/IMG-5031C/ | IHC DKT 1:200

FITC/76B357.1/M

San Diego, USA

M = Maus, K = Kaninchen, VB = Vorbehandlung, DKT= Dampfkochtopf

40




2. Material und Methoden

Tab. 6: Verwendete Nachweisreagenzien in immunhistochemischen Farbungen (IHC) und
western blots (WB).

Nachweisreagenzien/Wirt Hersteller/Bestellnr./Ort, Land Verdiinnung | Substrat
(IHC, WB)

PAP/M Rockland/P0850/Gilbertsville, USA | 1:1.000 DAB

APAAPIM Dako/D0651/Glostrup, Danemark 1:25 Fast Blue

anti-mouse EnVision + System | Dako/K4001/Glostrup, Danemark - DAB

HRP Labelled Polymer

anti-rabbit EnVision + System | Dako/K4003/Glostrup, Danemark - DAB

HRP Labelled Polymer

anti-mouse IgG/HRP/K Dako/P0161/Glostrup, Danemark 1:70, 1:5.000 | DAB

anti-mouse IgG/K Dako/Z20259/Glostrup, Danemark 1:25 -

anti-mouse IgG/APIK Dako/D0314/Glostrup, Danemark 1:30 Fast Blue

anti-rabbit IgG/HRP/Z Dako/P0448/Glostrup, Danemark 1:70, 1:5.000 | DAB

M = Maus, K = Kaninchen, Z = Ziege, IgG = Immunglobuline, HRP = Meerrettichperoxidase, AP =
Alkalische Phosphatase, PAP = Peroxidase Anti-Peroxidase, APAAP = Alkalische Phosphatase anti-
Alkalische Phosphatase, DAB = Peroxidasesubstratldsung, Fast Blue = Alkalische-Phosphatase-
Substratlésung.

2.5.10 Proteinbiochemie

2.5.10.1  Proteingehaltsbestimmung und Probenherstellung

Zur Proteingehaltsbestimmung werden das gemorserte Lungengewebe und das
Lysat von THP-1 Zellen (DSMZ Nr.: ACC16, zur Verfigung gestellt von Sigrid Wilker)
in Probenpuffer | gelést. Das enthaltene SDS zerstdort die nicht-kovalenten
Bindungen der Proteine. Danach werden die Proben fur 5 min in den Heizblock bei
95°C gestellt und anschliefend fur 5 min bei 18.626 g zentrifugiert. Von dieser
Losung werden 10 pl benutzt, um den Proteingehalt mit dem Micro BCA Protein
Assay Kit zu bestimmen. Zur Kalibrierung wird eine Proteinstandardkurve mit
verdinnter BSA-Stammldsung hergestellt. Nach der Messung des Proteingehalts
werden die Proben mit einer entsprechenden Menge Probenpuffer Il verdinnt und so
die gewunschte Proteinkonzentration eingestellt (20-40 pg/ul). Die Proben werden

anschlie3end bei -20°C gelagert.

2.5.10.2 SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese)

Zur Auftrennung der Proteine werden 8% Acrylamid-Trenngele (Toll-like Rezeptoren,
90-100 kDa) oder 6% Acrylamid-Trenngele (Nestin, 120-260 kDa) benutzt, die wie
folgt angesetzt werden:
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8% Acrylamid-Trenngel

6% Acrylamid-Trenngel

2,13 ml Aqua dest.

1,076 ml Trenngelpuffer

1,166 ml Acrylamidlésung

7,7 yl Ammoniumperoxodisulfatidsung
3 yl TEMED

2,43 ml Aqua dest.

1,076 ml Trenngelpuffer

0,87 ml Acrylamidlésung

7,7 yl Ammoniumperoxodisulfatiésung
3 yl TEMED

Das Trenngel wird in einer entsprechenden Apparatur zwischen zwei Glasplatten
pipettiert und mit Aqua dest. Uberschichtet. Das Auspolymerisieren des Gels erfolgt
U.N. in einer feuchten Kammer bei 4°C im Kuhlschrank. Am nachsten d wird das
Wasser abgegossen und mit einem Filterpapier abgesaugt. Anschlielend wird das
Sammelgel Uber das Trenngel pipettiert.
Sammelgel:

e 1,35 ml Aqua dest.

o 790 pl Sammelgelpuffer

e 652 pl Acrylamidlésung

e 5,6 yl Ammoniumperoxodisulfatiésung

e 2,25 ul TEMED
Direkt nach dem Giel3en des Sammelgels wird ein Kdmmchen zur Ausbildung der
Geltaschen zwischen die zwei Glasplatten geschoben. Nach 30-60 min ist das
Sammelgel polymerisiert und das Kdmmchen wird entfernt. Die Taschen werden mit
Laufpuffer gespult und die Gelapparatur wird in eine Elektrophoresekammer
uberfuhrt. Diese wird so weit mit Laufpuffer geflllt, bis das Gel komplett mit dem
Puffer Uberschichtet ist. Direkt vor dem Auftragen der Proben werden diese fur 10
min bei 70°C erhitzt. Danach erfolgt eine Zentrifugation der Proben fur 5 min bei
18.626 g. Das Gel wird mit je 9,5 pl der Proben beladen und zur Bestimmung des
Molekulargewichts werden 9,5 pl eines Molekulargewicht-Markers aufgetragen. Die
Elektrophorese wird in einer Elektrophoresekammer bis zur entsprechenden
Auftrennung der Proben durchgefuihrt. Dazu werden die Proteine zunachst fur 10 min
im Sammelgel bei 80 V konzentriert und anschlielend fur 70 min bei 120 V im

Trenngel aufgetrennt.
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2.5.10.3 Transfer

Nach der Auftrennung der Proteine im Gel, werden diese auf eine Polyvinyliden-
Difluorid-PVDF Membran Ubertragen. Das Gel wird vor dem Transfer fur 15 min in
Transferpuffer equilibriert. Die Membran wird auf die GroRe des Gels zugeschnitten,
dann fir 2 min in Methanol und far 5 min in Transferpuffer gelegt. Gel und Membran
werden mit Filterpapier, Vlies und einer geldcherten Plastikplatte auf beiden Seiten
bedeckt und dann in eine Kammer mit Transferpuffer eingespannt. Der Transfer wird
fur 90 min bei 90 mA durchgefuhrt. Danach wird die Membran entnommen und bei
RT getrocknet. Zur Uberpriifung der Effektivitdit des Transfers wird das Gel mit

Coomassie Blue G gefarbt.

2.5.10.4 Detektion von Antigenen

Die getrocknete Membran wird flr 2 min in Methanol benetzt und dann flr 10 min in
PBS gewaschen. Durch Inkubation mit entsprechender Blockierungslosung (5%
Milchpulver in PBS, 2,5% BSA in PBS oder Roti-Block 1:10 in PBS) fur eine h bei
RT, werden unspezifische Proteinbindungsstellen abgesattigt. Die Membran wird
danach mit dem Primarantikbrper in der entsprechenden Verdlinnung in
Blockierungslosung U.N. bei 4°C inkubiert.

Am nachsten d wird die Membran viermal far 7 min in PBS (1 x)/0,1% Tween 20
gewaschen, um ungebundene Primarantikdrper auszuwaschen. Darauf folgt fir 90
min die Inkubation mit dem entsprechend verdinnten HRP-markierten
Sekundarantikorper (in  2,5% Milchpulver in PBS/Tween 20). Um den
Sekundarantikdrper abzuspulen, wird die Membran dreimal mit PBS/Tween 20 fur 10
min gewaschen, gefolgt von weiteren 10 min Waschen mit PBS (1 x). Fur die
Chemolumineszenzreaktion wird die Membran mit Lumi-Light Western Blotting
Substrat oder SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Dura), 5 min

inkubiert und das Signal wird mit einem Rontgenfilm in der Dunkelkammer detektiert.

2.5.11 Extraktion von RNA aus Gewebe

Die Isolierung von RNA aus Lungengewebe, zur Analyse der mRNA Expression
verschiedener Gene, erfolgt mit dem RNeasy Mini Kit im Wesentlichen nach dem
Protokoll des Herstellers.

Das gemorserte Lungengewebe (30-45 mg) wird in 600 pl RLT-Puffer in der
Gewebemuhle (2 x 5 min) gelost. Zur besseren Aufarbeitung wird der RLT-Puffer
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geteilt und nach Zentrifugation erfolgt eine zweite Bearbeitung in der Gewebemduhle.
Die RNA wird am Ende in 40 yl RNase-freiem Wasser von der Saulenmembran
geldst und die RNA-Konzentration im NanoDrop bestimmt. Die RNA wird dann direkt
zur Herstellung von komplementarer DNA (cDNA) benutzt oder bei - 80°C gelagert

werden.

2.5.12 Synthese von cDNA und Bestimmung der
MRNA-Expression
2.5.12.1 Herstellung von cDNA

Zur Analyse von mRNA in einer Polymerasekettenreaktion (PCR), ist es nétig, diese
in cDNA umzuschreiben. Dafur wird das Enzym reverse transcriptase verwendet.
0,5-1 uyg RNA werden mit einer Mischung von primern (random hexamer) mit der
Konzentration von 1 ug/1 pg RNA zusammen pipettiert. Die Mischung (Komponenten
1 und 2, siehe unten) wird mit Aqua dest. auf ein Volumen von 10 ul aufgefullt und fur
5 min bei 70°C und 5 min bei 4°C im Thermal Cycler inkubiert. Die vorinkubierte RNA
(Komponenten 1-3, siehe unten) wird anschlielend mit einem mastermix
(Komponenten 4-8, siehe unten) gemischt, der das Enzym enthalt. Das Endvolumen
von 25 ul je Probe wird noch mal im Thermal Cycler fir 10 min bei 25°C, fur 1 h bei
40°C und zum Schluss fur 15 min bei 70°C inkubiert. Die fertige cDNA wird direkt
benutzt oder bei -20°C gelagert.

Komponenten Konzentration | Menge Endkonzentration
1 | RNA X ul [1 pg/ul]
2 | primer (random hexamer) | [0,5 pg/ul] 2 ul [0,04 pg/ul]
3 | Aqua dest. auf 10 pl auffillen
4 | PCR Nucleotide  Mix | [je 10 mM] 1,5 ul [ie 0,6 mM]
(dNTP)
M-MLV RT buffer [5x] 5 ul [1x]
M-MLV Reverse | [200 U/ul] 0,5 pl [4 U/l
Transcriptase
7 | rRNasin [40 U/l 0,5 ul [0,8 U/ul]
8 | Aqua dest. auf 25 pul auffillen
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2.5.12.2 Quantitative Reverse Transkriptase-PCR (qRT-PCR)
Zur Untersuchung der mRNA-Expression verschiedener Gene wird eine qRT-PCR in
einem Quantitative RT-PCR Cycler durchgefuhrt und die Ergebnisse mit der

mitgelieferten Software analysiert. Zur Herstellung eines mastermix wird Folgendes

pipettiert:
Komponenten Konzentration Menge Endkonzentration
primerg [10 pmol/ul] 0,5 ul [0,2 pmol/pl]
primerg [10 pmol/ul] 0,5 ul [0,2 pmol/pl]
MgCl, [50 mM] 1yl [2 mM]
Platinum SYBR  Green qPCR 13 ul
SuperMix-UDG
Aqua dest. auf 23 pul auffillen
+ 2 ul cDNA

primerg (primer forward), primerg (primer reverse)

Die im Platinum SYBR Green qPCR SuperMix enthaltene Taq (Thermus aquaticus)
DNA-Polymerase wird bei 50°C fur 2 min aktiviert und bei 95°C flr 5 min wird die
DNA denaturiert. Darauf folgen 45 Amplifizierungszyklen der Proben: 95°C fur 5 s,
60°C fur 5 s, 72°C fur 30 s. Nach Abschluss der Amplifizierung wird eine
Schmelzkurve mit folgenden Parametern erstellt: 15 s bei 95°C, 1 min bei 60°C und
danach langsames Erhitzen (0,5°C/s) auf 95°C. Die Proben werden dann auf 4°C
gekuhilt.

Die in Tab. 7 aufgefuhrten primer werden mit der Internet-Freeware “primer3*
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3)  konstruiert, es handelt sich um Intron
uberspannende, sequenzspezifische Oligonukleotid-primer. Die Herstellung der
primer erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon mit einer Konzentration von
100 pmol/pl. Fur die gRT-PCR werden forward und reverse primer 1:10 mit sterilem
Wasser verdunnt (Endkonzentration: 10 pmol/ul) und pro Ansatz jeweils 0,5 pl von
jedem primer pipettiert. In jedem experimentellen Ansatz werden ein Zielgen und ein
Referenzgen (Hydroxymethylbilan-Synthase (Synonym: Porphobilinogendeaminase
(PBGD)) zur internen Kontrolle gemessen. Die Differenz in den cycle threshold (Ct)-
Werten, dieser beiden Gene wird in Excel mit der ACt-Methode berechnet und der 2
ACt Wert graphisch dargestellt. Der Ct-Wert beschreibt das exponentielle Wachstum
einer Kurve bzw. den Teil der Kurve, in dem die Fluoreszenz erstmals exponentiell
uber den Hintergrundwert ansteigt [91].
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Tab. 7: Sequenzen der verwendeten primer in der qRT-PCR

primer Sequenz (5’-3’) Genbank-ID Produktlange (bp)
PBGD F GGCGCAGCTACAGAGAAAGT NM_013168 115
PBGD R AGCCAGGATAATGGCACTGA

TLR1F CCTAGAGAAAGATGACATTCGGG NM_001172120 | 253
TLR1R ATTGGTAGGGATGGAGTACTGTG

TLR2 F AGATGGCCACAGGACTCAAG NM_198769 100
TLR2 R TCACAGCCATCAAGATCCAG

TLR3 F AAGCAACCCTTTCAAAAACCA NM_198791 111
TLR3R AGCTCTTGGAGGTTCTCCAGTT

TLR4 F CATGGCATTGTTCCTTTCCT NM_019178 116
TLR4 R TGTCATGAGGGATTTTGCTG

TLR5 F CCACTGGGCTACCTCACCAG NM_001145828 | 111
TLR5R CTTCTTGTTGGCGGACTTGG

TLR6 F CTGGCGTCCGAGATATCTTG NM_207604 149
TLR6 R CTTCCGACTATTAAGGCCAGG

TLR7 F GCTCTGTTCTCCTCCACCAAA NM_001097582 | 141
TLR7 R CCATCGAAACCCAAGGACTC

TLR8 F TTGCCAAAATCTGCTCTCTGC NM_001101009 | 133
TLR8 R AATCCACGACTGAGGGGACA

TLRO F GCTGCCCAGTTTGTCAGAGG NM_198131 150
TLR9 R GTAGGAAGGCAGGCAGGGTA

TLR10F ACTGACCTCCCTGGGTGTGA NM_001146035 | 105
TLR10R CTCCTGGCAGCTCTGGAAAA

Myd88 F GCCTTGTTAGACCGTGAGGA NM_198130 145
Myd88 R TTGTCTGTGGGACACTGCTC

TRIF F GGTAGCTGCAGATGCTGTTCA NM_053588 109
TRIF R TTGGAATGACAGAAGAGACACCA

MD-2 F GAGGCTGTCAACACAGCAATA NM_001024279 | 94
MD-2 R TATCCCCAGCAATGGCTTCT

CD14 F CAGAATCTACCGACCATGAAGC NM_021744 143
CD14 R GGATCTGAGAAGTTGCAGTAGC

TRAM1 F AGTTGGCGTATTGGCTCCAT NM_001007701 113
TRAM1 R CCCAGCAATGTGGAAGAGGT

TIRAP F GCCTCCTCCACTCAGTCCAA XM_001055833 140
TIRAP R CCATCCTGTGTGGCTGTCTG

Nestin F GATCGCTCAGATCCTGGAAG NM_012987.1 118
Nestin R AGGTGTCTGCAACCGAGAGT

gRT-PCR = quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion, F (forward), R (reverse),
ID (Identification), bp (Basenpaare)
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2.5.12.3 Agarosegelelektrophorese

Um die PCR-Produkte nach ihrer GroRe aufzutrennen und sichtbar zu machen,
werden Agarosegele verwendet, die mit Gelred gefarbt werden.

Fur ein 1,5%iges Gel werden 1,5 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer (1 x) durch
dreimaliges Aufkochen in der Mikrowelle geldst. Der klaren Losung werden nach
kurzem Abkuhlen 8-10 yl Gelred zur Farbung der Nukleinsauren zugesetzt und
danach wird die flissige Agaroselésung in eine Gelkammer gegossen. Durch
Platzieren eines Kdmmchens im Gel bilden sich Probentaschen. Nach 30 min ist das
Gel fest, wird in eine Laufkammer mit TAE-Puffer (1 x) uberfuhrt und dort mit Proben
beladen. Das PCR-Produkt wird 10:1 mit loading dye solution gemischt und es
werden jeweils 10 pl in die Probentaschen pipettiert. Zur Bestimmung der
Fragmentgrolie werden zusatzlich 6 ul eines gene ruler GroRenstandards pipettiert.
Bei 100-120 V werden die Nukleinsauren in 20-30 min der Grof3e nach aufgetrennt.
Die  Produktgrofle des Fragmentes wird dann mit einem digitalen
Geldokumentationssystem uberprift und mit der AlphaEase FC Software 3.3.0
ausgewertet. Fur die Experimente wurden nur primer verwendet, die in der

Gelelektrophorese eine einzelne Bande der erwarteten Grole liefern.

2.5.12.4 Sequenzierung

Zur Uberpriifung der PCR-Produkte wird eine Sequenzierung bei der Firma GATC
(Konstanz, Germany) oder Seqlab (Gottingen, Germany) durchgefuhrt. Dazu werden
die PCR-Produkte mit einem PCR Purification Kit Uber eine Saule gereinigt und nach
Messen der DNA-Konzentration im NanoDrop auf 20-40 ng/ul in RNAse-freiem

Wasser fur die Sequenzierung eingestellt.

2513 Aufarbeitung von Blut und Kultivierung von Zellen
in einer Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)
2.5.13.1  Aufarbeitung von Blutproben

Das verwendete Blut wird Transplantatempfangern (Responder) und unbehandelten
Ratten (Stimulator), nach vorheriger Heparininjektion (1.000 IE), Gber die Vena cava
entnommen. Es wird in 10 ml Réhrchen Uberfuhrt und bis zur Weiterverarbeitung auf
Eis gelagert. 2-3 ml Blut werden mit sterilem PBS (1 x) mit Zusatz von 1% BSA
(PBS/BSA) aufgefullt. Zur Aufreinigung mononuklearer Leukozyten aus dem Blut,

47




2. Material und Methoden

werden jeweils 25 ml des verdunnten Blutes Uber einen Percoll-Dichtegradienten
geschichtet und dann fur 30 min bei 1.563 g zentrifugiert. Der isopyknische Gradient
setzt sich folgendermal3en zusammen:

e 8,2 ml Percoll

e 4.4 ml Aqua dest.

e 1,4 ml Natriumchloridlésung (0,9%)

e 30 ul Salzsaure 1 N
Wahrend der Zentrifugation bilden sich im Gradienten verschiedene Schichten aus.
FUr diese Experimente ist der in der Interphase zu findende weille Ring mit
mononukledaren Leukozyten von Interesse, der in ein frisches 50 ml Réhrchen
uberfuhrt wird. Durch erneutes Auffullen mit PBS/BSA auf 50 ml und Abzentrifugieren
bei 1.563 g fur 10 min werden die Zellen zunachst gewaschen und gleichzeitig bildet
sich am Boden des Rohrchens ein pellet aus Erythrozyten und Granulozyten. Der
Uberstand wird komplett dekantiert, dann werden die Zellen in 1 oder 2 ml sterilen
RPMI-Mediums (Zusatze siehe unten) aufgenommen und anschlieRend die Zellzahl
bestimmt. Dafur werden 90 ul Zellsuspension mit 10 pl Trypan-Blaulésung gemischt
und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Daraufhin wird die gewlnschte
Zellzahl durch Zugabe entsprechender Menge sterilen RPMI-Mediums eingestelit.
Dem sterilen RPMI-Medium werden zusatzlich folgende Stoffe zugesetzt:

e 10% FCS Gold

e 2 mM L-Glutaminlésung

e Penicillin-/Streptomycinlésung (100 x)

2.5.13.2 Mixed Lymphocyte Reaction (MLR)

Zur Durchfilhrung der MLR wird die Zellzahl auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt. Die
Zellen werden wie in Tab. 8 beschrieben pipettiert. Neben einem Kontrollansatz
(RPMI-Medium) und zwei Positivkontrollen (Stimulation von Responderzellen mit
Phytohemagglutinin-L (PHA-L) in zwei unterschiedlichen Konzentrationen) werden
fur das eigentliche Experiment Responder- und Stimulatorzellen in einem Ansatz
zusammen gegeben. Alle Ansatze werden mindestens in Vierfachbestimmungen in
96-well-Platten pipettiert (sieche Tab. 8). Die Stimulatorzellen werden vorher mit
Mitomycin C (25 pg/ml) behandelt und fir 30 min im Wasserbad bei 37°C unter
Schutteln inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit frischem RPMI-Medium und

Zentrifugation bei 1.563 g fur 10 min, werden die Zellen nach erneuter Bestimmung
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und Einstellung der Zellzahl fir den Versuch benutzt. Zusatzlich wird in einem
weiteren Experiment (Experiment + PHA-L, siehe Tab. 8) Uberpruft, ob eventuelle
Mitomycin  C-Kontaminationen der Stimulatorzellen, die PHA-L-induzierte
Proliferation der Responderzellen beeinflussen. Zur weiteren Kontrolle werden die
Extinktionen von Responder- und Stimulatorzellen jeweils einzeln gemessen, um die

spontane Proliferation der Zellen zu bestimmen.

Tab. 8: Pipettierschema der mixed lymphocyte reaction (MLR)

Negativkontrolle RPMI Medium (200 ul)

Stimulatorzellen 100 ul Stimulatorzellen + 100 yl Medium

Responderzellen 100 ul Responderzellen + 100 uyl Medium

Experiment 100 ul Responderzellen + 100 ul Stimulatorzellen

Positivkontrolle 1 100 ul Responderzellen + 90 ul Medium + 10 ul PHA-L (5 pg/ml)
Positivkontrolle 2 100 ul Responderzellen + 95 yl Medium + 5 ul PHA-L (2,5 pg/ml)
Experiment + PHA-L | 95 ul Responderzellen + 95 ul Stimulatorzellen + 10 pyl PHA-L (5 pg/ml)

Grau hinterlegte Felder: 4-6 Mal pro Versuchstier (n = 4-5) pipettiert; weill hinterlegte Felder: 4 Mal
pro Platte pipettiert (Referenz fir alle Ansatze)

Die Platten werden in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO»-Begasung inkubiert.
Am d 3 werden 100 ul des Mediums entfernt und durch frisches ersetzt. Die Zellen
werden am d 4 mit BrdU-Markierungslosung versetzt und ein Einbau in die DNA der
Zellen flr 24 h zugelassen. Der d 5 ist der Endpunkt des Versuchs, an dem der
BrdU-Einbau gestoppt wird. Eingebautes BrdU wird im Cell Proliferation ELISA nach
dem Protokoll des Herstellers gemessen. Der relative, spezifische BrdU-Einbau wird
mit den berechneten Mittelwerten der gemessenen optischen Dichte (OD) und der
folgenden Formel berechnet:
ODkgxp - ODstim - ODResp

Relativer, spezifischer BrdU-Einbau
ODPos1 - ODResp

Exp = Experiment, Stim = Stimulator, Resp = Responder, Pos1 = Positivkontrolle 1
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2.5.14 Statistik und Datenauswertung

Statistische Auswertungen werden mit dem IBM-SPSS Statistikprogramm erstellt.
Zuerst wird der Kruskal-Wallis-Test durchgefuhrt, um auszuschlielen, dass es sich
um eine zufallige Verteilung der Daten handelt. Ist der p-Wert hier kleiner oder gleich
0,05, kann fir den Vergleich zweier Gruppen anschliel3end der nichtparametrische
Mann-Whitney-U-Test angewendet werden. Bei einem p-Wert kleiner oder gleich
0,05 wird der Unterschied zwischen den Gruppen als signifikant beschrieben.

Die Auswertungen der gqRT-PCR stellen zum einen die Unterschiede der mRNA-
Expressionen verschiedener Gene von Lungen unbehandelter LEW-Ratten im
Vergleich zu untransplantierten rechten Lungen isogener Transplantatempfanger und
linken isogen transplantierten Lungen dar, andererseits werden die mRNA-
Expressionen zwischen rechten und linken Lungen isogener Transplantatempfanger
mit untransplantierten rechten Lungen allogener Transplantatempfanger und linken
allogen transplantierten Lungen verglichen. Die aufgetragenen Werte sind die 2h¢t
Berechnungen, die wie oben beschrieben (siehe 2.4.11.2) durchgefuhrt werden. Vor
der Berechnung dieser Werte, werden die threshold-Werte am Gerat manuell auf
einen einheitlichen Wert angepasst worden, so dass auf allen untersuchten Platten
der gleiche threshold-Wert fur das Referenzgen (PBGD) und fur das jeweilige
Zielgen festgelegt ist. Diese manuelle Festlegung des Wertes ist notwendig, da die
automatische Festlegung durch das Gerat selbst zu einer Verschiebung der Daten
fuhren kann.

Teilweise werden die Daten als arbitrary units (AU) angegeben. In der analysierten
Kontrollgruppe (LEW) werden die berechneten Werte dabei auf 1 unit normalisiert.
Die statistische Auswertung erfolgt wie oben beschrieben als Vergleich zwischen
zwei unabhangigen Gruppen und wird als signifikant beschrieben, wenn der p-Wert <
0,05 ist. Bei signifikanten Unterschieden ist der exakte Wert als ,p“ angegeben. Die
untersuchten rechten Lungen dienen als interne Kontrollen. Die Anzahl der

verwendeten Tiere ist als ,n“ angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Histologische Veranderungen des Lungengewebes
amd 28
In der histologischen Standardfarbung mit H&E (Abb. 4, A 1-A 3) zeigt sich in linken

allogen transplantierten Lungen im peribronchiolaren und perivaskularen Raum eine
starke Infiltration mit mononuklearen Zellen (Pfeile in Abb. 4, A 3). Am d 28 nach
Transplantation lassen sich transplantierte und gesunde Lungen histologisch nur
durch die Starke der Infiltration mononuklearer Zellen voneinander unterscheiden,
die in allogenen Lungentransplantaten am starksten ist. In rechten und linken Lungen
isogener Transplantatempfanger sind nur wenige infiltrierende Zellen zu sehen. In
isogenen Lungentransplantaten finden sich sporadisch kleine peribronchiolare
Infiltrate (Pfeil in Abb. 4, A 2), wahrend in rechten Lungen isogener
Transplantatempfanger nur einzelne infiltrierende Zellen zu sehen sind (Pfeil in Abb.
4, A 1). Zur Darstellung elastischer Membranen wird eine Orceinfarbung
durchgefuhrt, um die Struktur der Blutgefalle zu analysieren. Am d 28 ist in keiner
der untersuchten Lungen ein GefalRumbau zu erkennen (Abb. 4, B 1-B 3). Die
Azanfarbung stellt Bereiche mit viel Extrazellularsubstanz (z.B. Kollagen) blau
gefarbt dar. Sowohl in den nativen Lungen als auch in Transplantaten am d 28 sind
keine fibrotisch veranderten Bereiche sichtbar (Abb. 4, C 1-C 3).

Nach der Klassifizierung der ISHLT gelten die in allogenen Transplantaten
auftretenden histologischen Veranderungen des Lungengewebes als Zeichen einer
milden bis moderaten akuten AbstoRung, entsprechend Grad A2/B1R-A3/B1R [46,
156]. In isogenen Transplantaten findet keine akute AbstolRung statt, wirde man
jedoch die gleiche Klassifizierung wie in allogenen Transplantaten verwenden, hatte
man in isogenen Transplantaten einen Grad A1/BO (minimale histologische
Veranderungen) und in rechten Lungen isogener Transplantate einen Grad A0/BO

(keine histologischen Veranderungen) [156].
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Py o

Paraffinschnitten von Lungengewebe isogener Transplantatempfanger (iso R, iso L) sowie
allogener Lungentransplantate (allo L) am d 28 nach linksseitiger Lungentransplantation. In allo
L fallen Infiltrate von mononukledren Zellen auf (Pfeile in A 3), wahrend in iso R und iso L (Pfeile in A
1, 2) kaum histologische Veranderungen zu sehen sind. In keiner der untersuchten Lungen gibt es
Gefallumbau (B 1-3) oder fibrotische Veranderungen (C 1-3). iso R = untransplantierte rechte Lunge
isogener Transplantatempfanger, iso L = linke isogen transplantierte Lunge, allo L = linke allogen
transplantierte Lunge, jeweils n = 4.

3.2 Verteilung von Glattmuskelaktin (aSMA)

in Transplantaten am d 28
Zur Untersuchung von Veranderungen der glatten Muskulatur um GefalRe und
Atemwege sowie zum Nachweis von Myofibroblasten in transplantierten und nativen
Lungen werden immunhistochemische Farbungen mit Antikorpern gegen aSMA
durchgefuhrt. Zur Kontrolle werden Schnitte mitgeflihrt, bei denen auf die Inkubation
mit Primarantikorper verzichtet wird, hier gibt es keine Farbung. In allen
transplantierten Lungen am d 28 ist eine deutliche Farbung der glatten Muskulatur
sowohl im Bereich der Atemwege und Blutgefalie, als auch in einzelnen Zellen in
den Ductus alveolares bzw. den Sacculi alveolares zu finden. Es zeigen sich jedoch

keine Unterschiede in der Verteilung von aSMA zwischen transplantierten Lungen
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am d 28 (Abb. 5 B und C) und nativen rechten Lungen von Empfangern isogener
Transplantate (Abb. 5 A).

iso R iso L allo L

A 200 ym B ‘ C

Abb. 5: Immunhistochemische Farbung in braun mit monoklonalen Antikérpern gegen
Glattmuskelaktin (aSMA) auf  Paraffinschnitten von Lungengewebe isogener
Transplantatempfanger (iso R, (A); iso L (B)) und allogener Lungentransplantate (allo L (C)) am
d 28 nach linksseitiger Lungentransplantation. Das untersuchte Gewebe von iso R, iso L, sowie
von allo L zeigt eine &hnliche Intensitat und Verteilung der aSMA-positiven Bereiche rings um
BlutgefalRe und Bronchiolen. Es gibt keine Unterschiede zwischen iso und allo Transplantaten bzw.
untransplantierten iso R. iso R = untransplantierte rechte Lunge isogener Transplantatempfanger, iso
L = linke isogen transplantierte Lunge, allo L = linke allogen transplantierte Lunge, jeweils n = 4;
leichte Gegenfarbung mit Hamalaun.

3.3 Verteilung von ED1- und ED2-positiven Zellen

in Transplantaten am d 28
Zur ldentifizierung von Makrophagen in nativen Lungen und Transplantaten am d 28
werden Farbungen mit Antikorpern gegen ein CDG68-artiges Antigen (ED1) und
gegen CD163 (ED2) durchgeflhrt [40]. Zur Kontrolle werden Schnitte ohne
Inkubation mit Primarantikérper mitgefuhrt, hier zeigt sich keine Farbung. In
allogenen Lungentransplantaten (Abb. 6 C) sind groRere perivaskulare und
peribronchiolare Infiltrate ED1-positiver Zellen zu finden. Im Alveolarraum lassen sich
einzelne  gefarbte Zellen erkennen, die aufgrund ihrer GrolRe als
Alveolarmakrophagen identifiziert werden kénnen (siehe Pfeilkopf in Abb. 6 C). In der
isogenen sind im Vergleich zur allogenen Situation deutlich weniger gefarbte Zellen
vorhanden, wobei hier in isogenen Lungentransplantaten mehr ED1-positive Zellen
zu sehen sind als in untransplantierten rechten Lungen isogener
Transplantatempfanger. Mit Antikérpern gegen CD163 (ED2) werden in der
gesunden Lunge interstitielle Makrophagen nachgewiesen und er ist ein bekannter
Marker fur M2-Makrophagen [19, 146]. In isogenen Transplantaten zeigt sich
scheinbar eine leicht erhdhte Anzahl gefarbter Zellen im interstitiellen Raum und

rings um Bronchiolen (Pfeil in Abb. 6 E) als in allogenen Transplantaten (Abb. 6 F). In
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rechten Lungen isogener Transplantatempfanger (Abb. 6 D) sind nur wenige ED2-
positive Zellen zu finden. Im peribronchiolaren Infiltrat sind vereinzelt auch ED2-
positive Zellen zu sehen (Abb. 6 F). Insgesamt werden in allen untersuchten

Geweben nur wenige ED2-positive Zellen nachgewiesen.

iso R iso L alloL
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Abb. 6: Immunhistochemische Farbung in braun mit monoklonalen Antikorpern gegen ein
CD68-artiges Antigen (ED1; A-C) und mit monoklonalen Antikérpern gegen CD163 (ED2; D-F)
auf Gefrierschnitten von Lungen isogener Transplantatempfanger (iso R, iso L) und allogenen
Lungentransplantaten (allo L) am d 28 nach linksseitiger Lungentransplantation. In allo L (C)
befindet sich ein Ring aus ED1-positiven Zellen rings um einen Bronchiolus, im Alveolarraum sind
weitere ED1-positive Zellen (Pfeile in C), vermutlich Alveolarmakrophagen (Pfeilkopf in C). Iniso R (A)
und iso L (B) sind deutlich weniger ED1-positive Zellen vorhanden. Dafir findet sich in Farbungen mit
ED2 in der iso (D, E) im Gegensatz zur allo Situation (F) eine leicht erhéhte Anzahl von ED2-positiven
Zellen im interstitiellen Raum und rings um Bronchiolen (Pfeil in E). iso R = untransplantierte rechte
Lunge isogener Transplantatempfanger, iso L = linke isogen transplantierte Lunge und allo L = linke
allogen transplantierte Lunge, jeweils n = 4; leichte Gegenfarbung mit Hdmalaun.
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3.4 Expression von Genen des TLR-Systems am d 28

nach der Transplantation
Die Analyse der Expressionen verschiedener Gene des TLR-Systems wird in Lungen
unbehandelter LEW-Ratten, sowie in Lungen isogener und allogener
Transplantatempfanger am d 28 durchgefihrt. Auf jeder Platte werden
Negativkontrollen ohne cDNA pipettiert, hier gibt es keine Amplifizierung und im
Agarosegel findet sich kein Produkt. Die Produktgrof3e von allen anderen Proben
wird ebenfalls im Agarosegel Uberprift (siehe Abb. 7) und stimmt mit der in Tab. 7
beschriebenen Uberein. Mit der Sequenzierung der Produkte kann zusatzlich die

Spezifitat des Nachweises bestatigt werden.

TLR1 TLR2 TLR3 TLR4 TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 TLR10 TRAM MD2 TIRAP MyD88CD14 TRIF
sk (253) (100) (111) (116) (111) (149) (141) (133) (150) (105) (113) (94) (140) (145) (143) (109)

300 bp
200 bp
100 bp — s

Abb. 7: Die PCR-Produkte aller verwendeten primer-Paare (Tab. 7) aus einer qRT-PCR mit
cDNA von linken Lungen unbehandelter LEW-Ratten. Die Produkte wurden jeweils aus
Lungenhomogenat einer unbehandelten LEW-Ratte bestimmt. Alle primer-Paare liefern einzelne,
spezifische Banden mit der angegebenen Basenpaarlange (in Klammern). * = GroRe des Amplikons
(bp), bp = Basenpaare, cDNA = komplementare Desoxyribonukleinsdure, LEW = Lewis TLR = Toll-like
Rezeptor, qRT-PCR = quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion.

Zunachst wird die mRNA-Expression der einzelnen Gene zwischen LEW-Ratten und
isogenen Transplantatempfangern (Abb. 8, A1-O1, linke Seite) verglichen,
anschlielend zwischen isogenen und allogenen Transplantatempfangern (Abb. 8,
A2-02, rechte Seite). TLR6 kann nur in einzelnen Proben detektiert werden, deshalb
sind fur dieses Gen keine Daten dargestellt.

Im  Vergleich der Lungen unbehandelter LEW-Ratten und isogener
Transplantatempfanger zeigen sich nur geringfligige Unterschiede in der mRNA-
Expression der verschiedenen Gene (Abb. 8, A1-O1, linke Seite). Der statistische
Vergleich der linken Lungen zeigt nur fur TLR3, TLR4 und TLR7 eine signifikante
Hochregulierung der mRNA-Expression nach isogener Transplantation. Fir CD14 ist
die mRNA-Expression in unbehandelten linken Lungen von LEW-Ratten signifikant
hdher als in isogen transplantierten Lungen (Abb. 8, J 1). Insgesamt ist die mMRNA-

Expression der untersuchten Gene relativ schwach (22" unter 10), nur TLR4 (22,
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5-25), TLR7 (2° 5-25) und TRAM (22 50-90) zeigen eine relativ starke
Expression.

In Abb. 8 A2-O2 (rechte Seite) sind die berechneten 22! derselben Gene im
Vergleich flr isogene und allogene Transplantatempfanger aufgefiuihrt. Der

statistische Vergleich der 2%

-Werte zeigt eine signifikante Hochregulierung der
MRNA-Expression in allogen transplantierten Lungen fur die folgenden Gene: TLR1,
2,3,5,7,9,10, MD2 und CD14 (Abb. 8, A-C 2, E 2, F 2, H-K 2). Bei diesen Genen
liegen die rechte und linke Lunge isogener Transplantatempfanger und rechte
Lungen allogener Transplantatempfanger in einem ahnlichen Bereich. Bei den
meisten liegt dieser Wert unter 10. Fur TLR7 und TLR9 ist er zwischen 10-20 und
verdoppelt sich in linken allogen transplantierten Lungen (Abb. 8, F 2 und H 2). TLR4
und TRAM (Abb. 8, D 2 und N 2) zeigen eine ahnlich starke mRNA-Expression. Hier
liegen rechte und linke Lungen isogener und allogener Transplantatempfanger
jedoch alle auf einem &hnlichen Expressionsniveau (TLR4 22, 10-15; TRAM 24,
40-60) und zeigen keine grofRen Unterschiede. Dies gilt auch fir TLR8, MyD88,
TIRAP und TRIF (Abb. 8, G 2, L 2, M 2, O 2), hier liegt in allen untersuchten Proben

2 -ACt

eine relativ schwache mRNA-Expression ( unter 10) vor.

56




3. Ergebnisse

TLR1 TLR1
161 3 *
*
*
*
1.29
I =
& 08+ i ¢ .
* 1
* . *
041 *
'3, :E . % * T
¢ 3 TS o ¢
0.0 0
A1 LEWR LEWL isoR isoL A2 isoR isoL alloR alloL
TLR2 TLR2
*
0.03 0.003+
*
) %
0.02 0.002+ .
= = * *
% * 2- *
N N
= % o = L ‘E *
0.01- 0.0011
*
:5’ ﬁ o e 4 . *
0.00 0.000
LEWR LEWL isoR isoL isoR iso L alloR alloL
B1 B2
TLR3 TLR3
3 * 7 *
- . 67 .
2 * ®]
*
g $ ‘}:0 ‘% g—l 41
o, ¢ .L ¢ ﬁ 3 . ¢
Te . +
1 . *
2 'J; 'fo .
14 *
0 0
o LEWR LEWL isoR isoL cC2 isoR isoL alloR alloL
TLR4 TLR4
40 * 25 -
¢ 20
30 1 ¢
* * *
— = 15| . .
g g i
& 2 .. i & 'I‘ o I ;i-
v_‘lf . 10 o* .
* /S
10 . *
0 0
D1 LEWR LEWL isoR iso L D2 isoR isoL alloR alloL

Abb. 8.1: Darstellung der mRNA-Expression verschiedener Gene des TLR-Systems in Lungen
unbehandelter LEW-Ratten (LEW R, LEW L) und in rechten und linken Lungen isogener (iso R,
iso L) und allogener (allo R, allo L) Transplantatempfanger am d 28. Beschreibung siehe 8.4
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Abb. 8.2: Darstellung der mRNA-Expression verschiedener Gene des TLR-Systems in Lungen
unbehandelter LEW-Ratten (LEW R, LEW L) und in rechten und linken Lungen isogener (iso R,
iso L) und allogener (allo R, allo L) Transplantatempfénger am d 28. Beschreibung siehe 8.4

58




3. Ergebnisse

TLR9 TLR9
9 50 *
84 .
7] 40 *
' 1
6 —
= * S 30
9 5 <
&, g : w° % &, .
. . 20
34
2] . . T
10 he= ! o
14 * *
0 0
H1 LEWR LEWL isoR isoL H2 isoR iso L alloR alloL
TLR10 TLR10
0.84 0.251 *
*
0.6 1 S . 020 {
T . — 0.157 o
Q
&04 . l &
0.104
0.2 . - 0.054 ¢ .
. ¢ &: . .ﬁ
e 3
0.0 0.00
11 LEWR LEWL isoR iso L 12 isoR iso L alloR alloL
cD14 cD14
6 . * 7 *
6 4
5 1 . * .
4 %]
‘.“._. 31 . ﬁ ®
. _l . 34 .
24 * o" h/
. 2] ‘i‘ o= f’
1 1]
0 0
J1 LEWR LEWL isoR isoL J2 isoR isoL alloR alloL
MD2 MD2
3, 12 *
10 4 .
2 4 S
21 . i 81 }
N
- e - = . P o
1 Ol . * 44 .%. '?' "P
2 4
0 0
K1 LEWR LEWL isoR isoL K2 isoR iso L alloR alloL

Abb. 8.3: Darstellung der mRNA-Expression verschiedener Gene des TLR-Systems in Lungen
unbehandelter LEW-Ratten (LEW R, LEW L) und in rechten und linken Lungen isogener (iso R,
iso L) und allogener (allo R, allo L) Transplantatempfénger am d 28. Beschreibung siehe 8.4
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Abb. 8.4: Darstellung der mRNA-Expression verschiedener Gene des TLR-Systems in Lungen
unbehandelter LEW-Ratten (LEW R, LEW L) und in rechten und linken Lungen isogener (iso R,
iso L) und allogener (allo R, allo L) Transplantatempfanger am d 28. Die berechneten 22 Werte
sind dargestellt. Der statistische Vergleich erfolgt jeweils zwischen den linken Lungen mit dem Mann-
Whitney-U Test. Auf der linken Seite der Abbildung ist der Vergleich von LEW und iso dargestellt, auf
der rechten Seite der von iso und allo. Der Vergleich von LEW L und iso L zeigt nur vereinzelt
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statistisch signifikante Unterschiede. TLR3, TLR4, TLR7 und CD14 zeigen signifikante Unterschiede
in der mRNA-Expression. Die anderen untersuchten Gene weisen keine Unterschiede der mRNA-
Expression zwischen LEW und iso auf. Im Vergleich von iso L und allo L kénnen fir TLR1, TLR2,
TLR3, TLR5, TLR7, TLR9, TLR10, MD2 und CD14 signifikante Unterschiede der mRNA-Expression
gefunden werden. Dargestellt sind die Einzelpunkte in blau, der Median als breiter roter Querstrich,
sowie die Perzentile 25 und 75 als schmale rote Querstriche. * = signifikant (p < 0,05), TLR = Toll-like
Rezeptor, LEW = Lewis, LEW R = rechte Lunge unbehandelter LEW-Ratten, LEW L = linke Lunge
unbehandelter LEW-Ratten, iso R = untransplantierte rechte Lunge isogener Transplantatempfanger,
iso L = linke isogen transplantierte Lunge, jeweils n = 6; allo R = untransplantierte rechte Lunge
allogener Transplantatempfanger, allo L = linke allogen transplantierte Lunge, n =4-5.

Ein Vergleich aller gemessenen Ct-Werte von PBGD (jeweils alle Mittelwerte der
Duplikate) zeigt in allen untersuchten Gruppen und auf allen analysierten Platten
keine Unterschiede (Abb. 9, Ct-Werte zwischen 22-27). Der Median aller

untersuchten Gruppen liegt bei einem Wert von 24.
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Abb. 9: Darstellung aller cycle threshold (Ct)-Werte des housekeeping-Gens (PBGD) in der
qRT-PCR in rechten und linken Lungen unbehandelter LEW-Ratten (LEW R, LEW L), isogener
(iso R, iso L) und allogener (allo R, allo L) Transplantatempfianger. Die Werte zeigen keine
gro3en Schwankungen zwischen den Gruppen und liegen alle im Bereich von 22-27. Da die Gruppe
der iso Transplantatempfanger auf zwei Platten analysiert wird, liegt hier die doppelte Anzahl an
Werten vor. Der Median liegt in allen Gruppen bei einem Wert von 24. Dargestellt sind die
Einzelpunkte in blau, der Median als breiter roter Querstrich, sowie die Perzentile 25 und 75 als
schmale rote Querstriche. gqRT-PCR = quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion,
PBGD = Hydroxymethylbilan-Synthase (Synonym: Porphobilinogendeaminase), Ct = cycle threshold,
LEW = Lewis, LEW R = rechte Lunge unbehandelter LEW-Ratten, LEW L = linke Lunge
unbehandelter LEW-Ratten, iso R = untransplantierte rechte Lunge isogener Transplantatempfanger,
iso L = linke isogen transplantierte Lunge, allo R = untransplantierte rechte Lunge allogener
Transplantatempféanger, allo L = linke allogen transplantierte Lunge.
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3.5 Erfolglose Immunhistochemie und WB mit verschiedenen

monoklonalen Antikdorpern gegen TLR2 und TLR4

TLR2

Zur weiteren Uberpriifung der Expression von TLR, werden Farbungen mit
monoklonalen Antikorpern gegen TLR2 (ebioscience) aus der Maus auf
Lungengewebe von Ratten (DA > LEW, d 4 nach linksseitiger
Lungentransplantation, Modell zur akuten TransplantatabstoBung), WT-Mausen
(C57/BL6) sowie TLR27/TLR4"-Mausen durchgefiihrt. Das Datenblatt des
Herstellers beschreibt diesen Antikorper als kreuzreaktiv mit Mensch und Maus und
fur die Immunhistochemie geeignet.

Zur Kontrolle der Farbung werden Schnitte mitgefihrt, die nicht mit Primarantikorper
inkubiert werden, hier zeigt sich keine Farbung. Im Lungengewebe der Ratten kann
eine punktformige Farbung in Alveolarmakrophagen fur TLR2 gefunden werden
(Pfeile in Abb. 10 A). Es handelt sich hier, sowie in den folgenden Abschnitten um
Vorversuche zur Uberprifung der Spezifitat des jeweiligen Antikérpers. Hierfiir ist
das Lungengewebe aus dem Modell DA - LEW zur akuten TransplantatabstoRung
besonders geeignet (d 4 nach der Transplantation), da wegen der akuten
AbstoRungsreaktion in diesem Modell eine verstarkte TLR-Expression erwartet wird.
Um eine Farbung auf Mausgewebe durchfihren zu kdnnen, werden die Antikérper
mit einem HRP-Markierungssystem markiert und direkt fir immunhistochemische
Farbungen eingesetzt. Hier ist nach Inkubation mit Antikdrpern gegen TLR2 nur eine
schwache Farbung zu sehen (Abb. 10 B), deshalb wird eine weitere Farbung mit
HRP-markierten Antikorpern unter zusatzlicher Verwendung des
Verstarkungssystems durchgefihrt (Abb. 10 C wund D). Die Farbung des
Lungengewebes ist danach starker (Abb. 10 C), jedoch zeigt auch das zur Kontrolle

verwendete Lungengewebe von TLR2"/TLR4"-Mausen eine Farbung (Abb. 10 D).
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Abb. 10: Immunhistochemische Farbungen in braun mit monoklonalen Antikérpern gegen
TLR2 auf Paraffinschnitten von Lungentransplantaten von Ratten (DA > LEW), Wildtyp- (WT)
und TLR27/TLR4"-M3usen. In Lungentransplantaten (DA > LEW, d 4 nach Transplantation, Modell
der akuten TransplantatabstoBung) ist nach Inkubation mit TLR2 und zuséatzlicher Verwendung des
Verstarkungssystems eine punktformige Farbung vor allem in Alveolarmakrophagen vorhanden (Pfeile
in A). Nach HRP-Markierung des Antikorpers ist eine schwache Farbung auf Lungengewebe von WT-
Mausen sichtbar (B). Nach HRP-Markierung und zusatzlicher Verwendung des Verstarkungssystems
ist die Farbung auf Lungengewebe von WT-Mausen starker (C), jedoch ist diese auch in
Lungengewebe von TLR2"/TLR4™-Mausen vorhanden (D). DA = Dark Agouti, LEW = Lewis, WT =
Wildtyp, TLR = Toll-like-Rezeptor, HRP = Meerrettichperoxidase.

Ein weiterer monoklonaler Antikorper gegen TLR2 (Epitomics) aus dem Kaninchen
wird in immunhistochemischen Farbungen und WB eingesetzt. Im Datenblatt des
Herstellers ist dieser Antikorper als kreuzreaktiv mit Mensch, Maus und Ratte
beschrieben. Laut Hersteller funktioniert der Antikérper im WB, aber nicht in der
Immunhistochemie. Zur Kontrolle der Farbung werden Schnitte mitgefihrt, die nicht
mit Primarantikdrper inkubiert werden. Hier ist keine Farbung sichtbar. Auf dem
Lungengewebe findet sich erneut eine punktférmige Farbung vor allem innerhalb der
Alveolarmakrophagen (Pfeile, Abb. 11 A und B). Auch hier wird Lungengewebe von
WT- und TLR27/TLR4"-Mausen verwendet, um die Spezifitit des Antikorpers zu
bestatigen. Im Lungengewebe von TLR27/TLR4"-Mausen ist jedoch eine sehr

ahnliche Farbung zu sehen wie in WT-Mausen.
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TLR2 : : TLR2
WT TLR2"/TLR4™
"
"
Y
\ : +
A ~ _ 100 ym B

Abb. 11: Immunhistochemische Farbung (A, B) in braun mit monoklonalen Antlkorpern gegen
TLR2 auf Parafflnschnltten von Lungengewebe von Wildtyp- (WT) und TLR2'/TLR4"-M3usen
(TLR2 ITLR4) In den |mmunh|stochem|schen Farbungen mit Antikérpern gegen TLR2 auf
Lungengewebe von WT- und TLR2" "ITLR4"-Mausen, kann kein Unterschied in der Intensitat der
Farbung festgestellt werden (Pfeile in A und B). TLR = Toll-like Rezeptor, WT = Wildtyp.

allo L iso L allo L

d28 LEW THP1 d28 d28 THP-1 WT KO LEW
100 kDa

— 100 kDa B 75 kDa
I 75 kDa

| 50 kDa

- - 50 kDa |

A B | ' e
TLR2 TLR2 (Epitomics)

(ebioscience)

Abb. 12: Proteindetektion im western blot (WB) mit monoklonalen Antikorpern gegen TLR2 in
Lungenhomogenaten von isogenen und allogenen Lungentransplantaten (iso L, allo L) am d 28
nach der Transplantatlon und |n THP-1-Zellen (Positivkontrolle), sowie in Nierengewebe von
Wildtyp- (WT) und TLR2"/TLR4"-Miusen (KO) sowie Lungenhomogenat von unbehandelten
LEW-Ratten. Im WB kénnen nach Inkubation mit Antikbrpern gegen TLR2 (ebioscience) fur allo L d
28 und LEW-Lungen nur zwei unspezifische Banden zwischen 50-75 kDa detektiert werden. In der
Positivkontrolle (THP-1) kann keine Bande detektiert werden (A). Fir den zweiten Antikdrper gegen
TLR2 (Epitomics) zeigt sich in transplantierten Lungen (iso L und allo L d 28) eine einzelne Bande mit
dem erwarteten Molekulargewicht (B links). Auch in der Positivkontrolle (THP-1) werden starke
Banden nachgewiesen. Bei der Verwendung von WT- und KO-Gewebe aus der Maus, wird diese
Bande in gleicher Intensitat in beiden Geweben detektiert und ist auch in Lungengewebe von LEW-
Ratten vorhanden (B rechts) TLR = Toll-like-Rezeptor, iso L = linke isogen transplatierte Lunge, allo L
= linke allogen transplantierte Lunge, THP 1= humane Zelllinie einer akuten monozytaren Leuk@mie,
LEW = Lewis, WT = Wildtyp, KO = TLR2" "ITLR4™-Maus, kDa = Kilodalton.

Die in den Farbungen verwendeten Antikorper werden auch fur die Detektion im WB
benutzt. Hier werden nach Inkubation mit Antikorpern gegen TLR2 (ebioscience)
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zwei stark positive Banden zwischen 50 — 75 kDa detektiert. Auf der Hohe von etwa
90 — 100 kDa, wo man die TLR erwarten wurde, findet sich keine entsprechende
Bande (Abb. 12 A), obwohl diverse Variationen des Protokolls versucht wurden. In
der Positivkontrolle (THP-1-Zellen) wird keine Bande detektiert (Abb. 12 A).

FUr den zweiten Antikorper gegen TLR2 (Epitomics) kann bei der Detektion im WB
nach einer Optimierung der Versuchsbedingungen (Blockierung, Nachweis) eine
einzelne Bande mit dem erwarteten Molekulargewicht in linken Lungen isogener und
allogener Transplantatempfanger am d 28 nach der Transplantation nachgewiesen
werden (Abb. 12 B links). Bei der anschlielienden Verwendung von Nierengewebe
aus WT und TLR2/TLR4"-Mausen (KO) und Lungenhomogenat aus LEW-Ratten,
findet sich die gleiche Bande wie zuvor in allen drei Geweben (Abb. 12 B rechts). Alle
verwendeten Membranen werden nach dem Nachweis des jeweiligen Antikorpers zur
Kontrolle mit Coomassie Blue-Farbeldsung gefarbt. Dabei zeigt sich eine adaquate
Proteinbeladung der WB.

TLR4

Es werden immunhistochemische Farbungen mit einem monoklonalen Antikorper
gegen TLR4 (ebioscience) aus der Maus durchgefuhrt. Nach Angaben des
Herstellers reagiert dieser Antikorper nur mit TLR4 der Maus und soll nur fur die
Analyse in der Durchflusszytometrie geeignet sein. Zur Kontrolle der folgenden
immunhistochemischen Farbungen werden jeweils Schnitte mitgefuhrt, die nicht mit
Primarantikorper inkubiert werden. Hier zeigt sich keine Farbung.

Unter Verwendung eines hochsensitiven Verstarkungssystems ist auf Schnitten von
Lungentransplantaten (DA - LEW, d 4 nach Transplantation, Modell zur akuten
TransplantatabstoRung)  eine punktférmige Farbung, vor  allem in
Alveolarmakrophagen zu sehen (Pfeile in Abb. 13 A). Der gleiche Antikorper wird
anschlielend zur Farbung von Lungengewebe einer WT-Maus verwendet. Dazu wird
eine  HRP-Markierung des Antikdrpers durchgefiihrt und zusatzlich wird das
Verstarkungssystem verwendet. Es kann nur eine sehr schwache Farbung des
Gewebes beobachtet werden (Abb. 13 B) und deswegen keine Farbung von TLR2™
ITLR4"-Lungen durchgefihrt.

Ein weiterer monoklonaler Antikérper gegen TLR4 mit FITC-Markierung aus der
Maus (Imgenex) wird fur immunhistochemische Farbungen verwendet. Das

Datenblatt des Herstellers beschreibt diesen monoklonalen Antikorper als
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kreuzreaktiv mit Mensch, Maus und Ratte. Aufgrund der FITC-Markierung wird dieser
Antikorper nur fur den Einsatz in der Durchflusszytometrie beschrieben. Der gleiche
Antikorper kann auch unmarkiert erworben werden und soll im WB und in der
Immunhistochemie funktionieren (Imgenex, Bestellnr. IMG-5031A). Durch die FITC-
Markierung des Antikorpers ist es moglich, das Verstarkungssystem (anti-FITC-
Antikérper) direkt zu benutzen. Es wird ermeut WT- und TLR2'/TLR4™-
Lungengewebe von Mausen verwendet. Auf beiden Geweben ist eine Farbung zu
sehen, jedoch gibt es keinen Unterschied in der Intensitat der Farbung zwischen WT-
und TLR27/TLR4"-Mausen (Abb. 13 C, D).

TLR4 TLR4
DA > LEW WT
o

\ LN A
A : 100 pm B
TLR4 (FITC) TLR4 (FITC)
wWT TLR2"/TLR4™
C 100 ym D

Abb. 13: Immunhistochemische Farbung in braun mit monoklonalen Antikorpern gegen TLR4
auf Paraffinschnitten transplantierter Lungen von Ratten (DA -> LEW) und auf
Lungengewebeschnitten von Wildtyp- (WT) und TLR2"/TLR4™-M3usen. Auf transplantierten
Lungen der Ratte (DA > LEW, d 4 nach Transplantation, Modell der akuten Transplantatabsto3ung)
ist nach Inkubation mit Antikérpern gegen TLR4 (ebioscience) und zusatzlicher Verwendung des
Verstarkungssystems eine deutliche punktférmige Farbung, vor allem in Alveolarmakrophagen zu
erkennen (Pfeile in A). Auf Lungengewebe aus WT-Mausen ist nach HRP-Markierung des gleichen
Antikdrpers und Verwendung des Verstarkungssystems eine schwache Farbung sichtbar. Die
Inkubation mit dem zweiten Antikdrper gegen TLR4 (FITC-markiert, Imgenex) und zusatzlicher
Verwendung des Verstarkungssystems auf Lungengewebe von WT- (C) und TLR2/TLR4"-Mausen
(D) zeigt auf beiden Geweben eine deutliche Farbung. TLR = Toll-like Rezeptor, WT = Wildtyp, LEW =
Lewis, DA = Dark Agouti.

Der in immunhistochemischen Farbungen verwendete Antikorper gegen TLR4
(ebioscience) wird auch im WB verwendet. Hier kann ein dhnliches Bild beobachtet
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werden, wie bereits oben fur TLR2 beschrieben. Im Bereich zwischen 50-75 kDa des
Molekulargewichtsmarkers werden zwei unspezifische Banden detektiert (Abb. 20).
Die Positivkontrolle (THP-1-Zellen) zeigt eine schwache, unspezifische Bande im
unteren Bereich der Membran (Abb. 14). Die verwendete Membran wird nach dem
Nachweis des Antikorpers zur Kontrolle mit Coomassie Blue-Farbeldosung gefarbt. Es
zeigt sich eine adaquate Proteinbeladung des WB.

alloL
d 28 LEW THP-1
L 100 kDa
L 75 kDa
- 50 kDa
TLR4

Abb. 14: Proteindetektion im western blot (WB) mit Antikérpern gegen TLR4 in
Lungenhomogenaten von allogenen Lungentransplantaten am d 28 nach der Transplantation
(allo L d 28), von unbehandelten LEW-Ratten und von THP-1-Zellen (Positivkontrolle). Im WB
werden nach Inkubation mit Antikérpern gegen TLR4 (ebioscience) fiir allo L d 28 und LEW-Ratten
nur zwei unspezifische Banden zwischen 50-75 kDa detektiert. In der Positivkontrolle (THP-1) wird
nichts detektiert. TLR = Toll-like-Rezeptor, allo L = linke allogen transplantierte Lunge, THP-1 =
humane Zelllinie einer akuten monozytaren Leukdmie, LEW = Lewis, kDa = Kilodalton.
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3.6 Verteilung von Nestin in Transplantaten am d 28

In transplantierten Lungen werden am d 28 immunhistochemische Farbungen mit
monoklonalen Antikorpern gegen Nestin durchgefuhrt. Als Kontrolle der Farbung
werden Schnitte mitgefuhrt, die nicht mit dem Primarantikorper inkubiert werden und
keine Farbung zeigen. In rechten Lungen isogener Transplantatempfanger (Abb. 15
A) und linken Lungen allogener Transplantatempfanger (Abb. 15 C) zeigt sich eine
ahnliche Verteilung von vereinzelten Nestin-positiven Zellen. In allogenen
Lungentransplantaten (Abb. 15 C) liegen diese hauptsachlich im Bereich der
mononuklearen Infiltrate rings um Bronchiolen und Gefalle, wo sie durch ihre lang
gestreckte und schmale Form auffallen (siehe Pfeile in Abb. 15 C). In isogenen
Lungentransplantaten (Abb. 15 B) sind mehr Nestin-positive Zellen zu finden als in
rechten  Lungen isogener Transplantatempfanger und in  allogenen
Lungentransplantaten (siehe Abb. 15 A und 15 C). Die Nestin-positiven Zellen treten
in den Wanden der Alveolen (siehe Pfeil in Abb. 15 B) auf, wobei es sich vermutlich
um Perizyten handelt [13, 135]. Im perivaskularen und peribronchiolaren Raum
konnen aulRerdem Nestin-positive Zellen mit einer irregularen Form und unbekannten
Ursprungs gefunden werden (siehe Pfeilkopfe in Abb. 15 B). Der Proteingehalt von
Nestin in transplantierten und unbehandelten Lungen wird im WB mit dem gleichen
monoklonalen Antikorper detektiert, der auch in den immunhistochemischen
Farbungen verwendet wird. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der
immunhistochemischen Farbungen kann im WB kein Unterschied zwischen isogenen
und allogenen Transplantaten gefunden werden. Deshalb sind nur die Ergebnisse
untransplantierter LEW-Ratten dargestellt, um die Spezifitdt des verwendeten
Antikorpers zu belegen (Abb. 15 D). In allen untersuchten Proben konnen mehrere
Banden detektiert werden, die zwischen 120-260 kDa liegen (Abb. 15 D). Die zwei
starksten Banden befinden sich bei etwa 150 und 200 kDa. Zur Kontrolle der
Beladung des WB wird die gleiche Membran zusatzlich mit Antikdrpern gegen Lamin
A/C inkubiert (Abb. 15 D).

Die  mRNA Expression von Nestin wird in der gRT-PCR untersucht. In
Ubereinstimmung mit den immunhistochemischen Daten ist die Expression von
Nestin in isogenen Lungentransplantaten am Starksten und zeigt im Vergleich zu
linken Lungen unbehandelter LEW-Ratten und allogenen Lungentransplantaten eine
signifikante Erhohung (p = 0,021). Zur Kontrolle werden Negativkontrollen ohne

cDNA auf jeder Platte pipettiert, hier gibt es keine Amplifizierung und im Agarosegel
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wird kein Produkt nachgewiesen. Die Produktgrofde von allen analysierten Proben
wird ebenfalls im Agarosegel Uberpruft und stimmt mit der in Tab. 7 beschriebenen
Uberein. Die Sequenzierung des Produkts bestatigt zusatzlich die Spezifitat des
Nachweises. Die verwendeten primer wurden bereits von Skwirba et al. [2014]

eingesetzt und ihre Spezifitat konnte hier bereits belegt werden [153].
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Abb. 15: Immunhistochemische Farbung in braun (A-C) auf Paraffinschnitten und
Proteindetektion im western blot (WB, D) mit monoklonalen Antikérpern gegen Nestin, sowie
die mRNA-Expression (E) von Nestin in Lungen unbehandelter LEW-Ratten, sowie isogenen
und allogenen Lungentransplantaten (iso L, allo L) am d 28 nach Transplantation. In isogenen
Lungentransplantaten (A, iso L) sind die meisten Nestin-positiven Zellen zu finden, wahrend in rechten
Lungen isogener Transplantatempfanger (iso R) und allogenen Lungentransplantaten (allo L) nur
wenige gefarbte Zellen vorhanden sind (B und C). Im WB finden sich nach Inkubation mit anti-Nestin-
Antikdrpern verschiedene Banden in unbehandelten linken Lungen von LEW-Ratten (D oben). Die
zwei deutlichsten Banden liegen bei 150 und etwa 200 kDa. Zur Kontrolle wird der gleiche WB mit
Antikdrpern gegen Lamin A/C inkubiert (D unten). In allen untersuchten Proben werden zwei Banden
mit einer molekularen Masse von 69 kDa (Lamin A) und 62 kDa (Lamin C) nachgewiesen. Die mRNA
Expression ist am d 28 in iso L ebenfalls am Starksten (E) und im Vergleich zu LEW L und allo L
signifikant erhéht (p = 0,021). In der qRT-PCR werden die Werte unbehandelter LEW L auf 1
normalisiert. Dargestellt sind, der Median als breiter schwarzer Querstrich in den Boxplots, sowie die
Perzentile 25 und 75 als schmale schwarze Querstriche. LEW = Lewis, LEW L = linke Lunge
unbehandelter LEW, iso R = rechte Lunge isogener Transplantatempfanger, iso L = linke isogen
transplantierte Lunge, allo L = linke allogen transplantierte Lunge, jeweils n = 4, kDa = Kilodalton, AU
= arbitrary units.
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3.7 T-Zellproliferation in Milzen von Transplantatempfangern

Um den Anteil doppeltpositiver Zellen in den T-Zellzonen isogener und allogener
Transplantatempfanger zu bestimmen, werden immunhistochemische Doppel-
farbungen mit den monoklonalen Antikorpern gegen PCNA und den a/f T-
Zellrezeptor (R73) auf Gefrierschnitten von Milzen durchgeflhrt. Dazu werden Milzen
von Transplantatempfangern zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transplantation
bzw. vor und nach LPS-Behandlung sowie von unbehandelte LEW-Ratten
verwendet. Zur Kontrolle werden Schnitte ohne Inkubation mit den beiden
Primarantikorpern mitgefuhrt, auf denen keine Farbung zu sehen ist. AuRerdem
werden jeweils Schnitte mit einem der beiden Antikdrper inkubiert, um eventuelle
Umfarbungen und Veranderungen der ersten Farbung durch die zweite Farbung zu
kontrollieren. Hierbei konnen keine Umfarbungen oder Veranderungen beobachtet
werden, PCNA-positive Zellen sind braun, R73-positive Zellen sind blau. In den T-
Zellzonen dominieren die blau gefarbten T-Zellen (Abb. 16 A und B). In diesem
Experiment werden die doppeltpositiven Zellen (siehe Abb. 16 und Tab. 9-15 im

Anhang) im Bereich der T-Zellzonen ausgezahlt.

Abb. 16: Immunhistochemische Doppelfirbung mit monoklonalen Antikérpern gegen PCNA
(braun) und den o/f T-Zellrezeptor (R73, blau) auf Gefrierschnitten von nativen Milzen
unbehandelter LEW-Ratten und allogenen Transplantatempfingern am d 28 (allo d 28). In
Milzen von allo Transplantatempfangern (B) finden sich am d 28 mehr doppeltpositiv gefarbte Zellen
als in LEW-Ratten (A). PCNA = proliferating cell nuclear antigen, LEW = Lewis, allo = allogen, jeweils
n=4,

Die unbehandelten LEW-Milzen zeigen insgesamt den niedrigsten Anteil von
doppeltpositiven Zellen im Bereich der T-Zellzonen (5%, Abb. 17). Im Vergleich dazu
ist der Anteil doppeltpositiver Zellen in isogenen Transplantatempfangern am d 28
nach der Transplantation signifikant erhoht (p = 0,011, Abb. 17). Zwischen isogenen
und allogenen Transplantatempfangern am d 28 gibt es nur geringe Unterschiede im

Anteil doppeltpositiver Zellen. Das gilt auch fir isogene und allogene LPS-
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behandelte Transplantatempfanger am d 29 und d 33 nach der Transplantation (Abb.
17).
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Abb. 17: Prozentualer Anteil PCNA-exprimierender T-Zellen in Milzen von isogenen (iso) und
allogenen (allo) Lungentransplantatempfangern, zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach
LPS-Behandlung, sowie unbehandelten LEW-Ratten. Im Vergleich zu LEW ist der Anteil PCNA-
positiver T-Zellen zu allen Zeitpunkten, mit Ausnahme von iso d 33, signifikant erhoht (p < 0,05).
Dargestellt sind die Einzelpunkte in blau, der Median als breiter roter Querstrich, sowie die Perzentile
25 und 75 als schmale rote Querstriche. PCNA = proliferating cell nuclear antigen, LEW = Lewis, iso =
isogen, allo = allogen, LPS = Lipopolysaccharid, jeweils n = 4.

3.8 T-Zellproliferation in Lungen allogener

Transplantatempfanger
Um den Anteil doppeltpositiver Zellen in Lungen allogener Transplantatempfanger
vor und nach LPS- bzw. PBS-Behandlung zu bestimmen, werden immunhisto-
chemische Doppelfarbungen mit monoklonalen Antikorpern gegen PCNA und gegen
den o/ T-Zellrezeptor (R73) auf Lungengewebeschnitten durchgefihrt. Zur Kontrolle
werden Schnitte ohne Inkubation mit den beiden Primarantikdrpern mitgefuhrt, auf
denen keine Farbung zu sehen ist. AuRerdem werden jeweils Schnitte mit einem der
beiden Antikorper inkubiert, um eventuelle Umfarbungen oder Veranderungen der
ersten Farbung durch die zweite Farbung zu kontrollieren. Hierbei kdnnen keine
Umfarbungen beobachtet werden, R73-positive Zellen sind braun, PCNA-positive
Zellen sind blau. Als Referenz dienen Farbungen auf Lungengewebe von allogenen
Transplantatempfangern am d 28 nach der Transplantation. Im Bereich des
Hauptbronchus sowie rings um kleine Gefalde dominieren braune R73-positive Zellen
(Abb. 18 A und B), wahrend im Alveolarraum nur einzelne R73-positive Zellen zu

finden sind (Abb. 18 C). Im Bereich des Bindegewebes rings um Hauptbronchus und
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kleine Gefalde sind mehr doppeltpositive Zellen vorhanden als im Alveolarraum (Abb.
18).

e w0 SHAT e R73 R73
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Abb. 18: Exemplarische Darstellung immunhistochemischer Doppelfirbungen mit
monoklonalen Antikorpern gegen den a/f§ T-Zellrezeptor (R73, braun) und gegen PCNA (blau)
auf Paraffinschnitten von allogenen Lungentransplantaten am d 28 nach der Transplantation.
Fir die Auszahlung der doppeltpositiven Zellen (Pfeile in A-C) werden die drei dargestellten Bereiche
ausgewahlt, der Bindegewebsraum rings um den Hauptbronchus (A, reprasentativer Ausschnitt) und
kleine Gefalte (< 100) (B), sowie der Alveolarraum (C), jeweils n = 4. PCNA = proliferating cell nuclear
antigen.

Die Auswertung erfolgt wie unter Material & Methoden beschrieben. Dabei wird die
Anzahl doppeltpositiver Zellen, sowie der R73-einzelpositiven Zellen (braun)
bestimmt, so dass der prozentuale Anteil doppeltpositiver Zellen berechnet werden
kann (siehe Tab. 16-20 im Anhang). Der berechnete Wert darf jedoch nicht als
absolut quantifizierter Wert, sondern nur als eine Abschatzung betrachtet werden.
Die berechneten prozentualen Anteile doppeltpositiver Zellen werden einzeln far die
drei untersuchten Bereiche der Lunge dargestellt. Im Bereich des Hauptbronchus
und rings um kleine Gefalde gibt es keine Unterschiede in der Anzahl doppeltpositiver
Zellen zwischen den Transplantatempfangern vor und nach LPS- bzw. PBS-
Behandlung (Abb. 19 A und C). Im Alveolarraum st zwischen
Transplantatempfangern vom d 28 und vom d 40 eine statistisch signifikante
Verringerung des prozentualen Anteils doppeltpositiver Zellen zu finden (Abb. 19 B).
Dieser Unterschied im Alveolarraum kann aullerdem zwischen
Transplantatempfangern vom d 28 und PBS-behandelten Transplantatempfangern
vom d 33 beobachtet werden (Abb. 19 B).
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Abb. 19: Prozentualer Anteil PCNA-exprimierender T-Zellen in allogenen Lungentransplantaten,
zu verschiedenen Zeitpunkten vor (d 28) und nach LPS-Behandlung (d 29, d 33, d 40), sowie in
PBS-behandelten Transplantatempfangern am d 33. Der Anteil doppeltpositiver Zellen wird in drei
verschiedenen Bereichen der Lunge fir jedes Tier bestimmt, im Bereich des Hauptbronchus (A), im
Alveolarraum (B) und rings um kleine Gefafte (< 100 um, C). Die statistischen Vergleiche werden mit
dem Mann-Whitney-U Test durchgefiihrt. Dargestellt sind die Einzelpunkte in griin (Referenzgruppe)
bzw. blau, der Median als breiter roter Querstrich, sowie die Perzentile 25 und 75 als schmale rote
Querstriche. * = signifikant (p < 0,05), PCNA = proliferating cell nuclear antigen, LPS =
Lipopolysaccharid, PBS = phosphatgepufferte Salzlésung.
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3.9 Mixed lymphocyte reaction (MLR)

Um herauszufinden, wie die mononukledaren Blutleukozyten allogener
Transplantatempfanger nach Behandlung mit PBS oder LPS auf einen allogenen
Stimulus in Form von F344-Leukozyten (Stimulatorzellen) reagieren, wird eine MLR
durchgefuhrt. Die Zellen von Transplantatempfangern werden zusammen mit
Mitomycin C-behandelten F344-Leukozyten in Kultur genommen und anschliel3end
wird der BrdU-Einbau mit einem Cell Proliferation ELISA bestimmt (alle Originaldaten
und Berechnungen siehe Tab. 21-24 im Anhang).

Zur Kontrolle der Methode wird eine MLR mit Zellen aus unbehandelten LEW-Ratten
durchgefuhrt, die mit F344-Leukozyten stimuliert werden (Abb. 20, LEW + F344).
Dabei zeigt sich ein schwacher BrdU-Einbau der Zellen, der in einem &ahnlichen
Bereich liegt wie bei PBS- oder LPS- behandelten Transplantatempfangern am d 33
nach allogener Stimulation (siehe Abb. 20). Zur weiteren Kontrolle wird ein Versuch
mit einer Stammkombination durchgeflihrt, die im in vivo-Experiment zu einer fatalen
akuten AbstoRBung fuhrt und flir die MLR bereits mit einer starken Proliferation
beschrieben ist [192]. Dazu werden Zellen von unbehandelten LEW-Ratten mit
Zellen von DA-Ratten stimuliert (Abb. 20, LEW + DA). In der Auswertung zeigt sich
fur diese Kombination ein finfmal héherer BrdU-Einbau und damit ein signifikanter
Unterschied zur Kombination der Stamme LEW und F344 (p < 0,05; siehe Abb. 20).
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LEW + DA LEW + F344 PBS LPS

Abb. 20: Darstellung des relativen, spezifischen BrdU-Einbaus in mononukleére Blutleukozyten
von PBS- bzw. LPS-behandelten allogenen Transplantatempfangern nach Stimulation (mit
F344-Leukozyten) bzw. von unbehandelten LEW-Ratten nach Stimulation (mit F344- oder DA-
Leukozyten). Die aufgetragenen Werte stellen den berechneten BrdU-Einbau dar (Formel, siehe
2.4.13.2). Die statistischen Vergleiche werden mit dem Mann-Whitney-U Test durchgefihrt.
Dargestellt sind die Einzelpunkte in blau, der Median als breiter roter Querstrich, sowie die Perzentile
25 und 75 als schmale rote Querstriche. * = signifikant (p < 0,05), BrdU = 5-Bromo-2’-Deoxyuridin,
LEW = Lewis, F344 = Fischer-344, DA = Dark Agouti, LEW + F344 = Stimulation unbehandelter LEW-
mit F344-Zellen, LEW + DA = Stimulation unbehandelter LEW- mit DA-Zellen, PBS =
phosphatgepufferte Salzlésung, LPS = Lipopolysaccharid, n = 5.
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4. Diskussion

In dem verwendeten experimentellen Modell fur BOS (siehe Kapitel 1.6 und 2.5.3)
werden allogene Lungentransplantate bis zum 28. postoperativen Tag diversen
kummulativen Schadigungen ausgesetzt, die alle zur Pathogenese von BOS
beitragen kdnnten:

1) Beatmungs- und Narkoseschaden

2) I/R-Schaden

3) Schaden durch Alloimmunreaktionen

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Empfanger am d 28 nach der Transplantation
mit dem Ziel analysiert, die Relevanz dieser einzelnen Komponenten fur die
Pathogenese von BOS zu verstehen.

Vergleiche zwischen unbehandelten Kontrolllungen von LEW-Ratten und rechten
Lungen isogener Transplantatempfanger ermdglichen die Analyse des Beatmungs-
und Narkoseschadens (1). Die I/R-Schaden (2) lassen sich nach isogener
Transplantation durch den Vergleich von nativen rechten Lungen und
transplantierten linken Lungen ermitteln. Schaden durch Alloimmunreaktionen (3)

kénnen durch den Vergleich isogener und allogener Transplantate beurteilt werden.

4.1 Histopathologie

Isogene und allogene Transplantate am d 28 sollen histologisch auf mogliche
Unterschiede und Veranderungen des Gewebes hin untersucht werden, die
madglicherweise zur Pathogenese von BOS im Langzeitverlauf beitragen kdnnten.
Dazu werden histologische Standardfarbungen, sowie Immunhistochemie auf
Lungengewebeschnitten von isogenen und allogenen Transplantatempfangern und
unbehandelten LEW-Ratten durchgefuhrt.

Diskussion technischer Aspekte

Zur Charakterisierung des Absto3ungsprozesses in den Transplantaten werden
Farbungen mit H&E, Orcein und Azan, sowie mit Antikdrpern gegen Glattmuskelaktin
(aSMA), gegen ein CD68-artiges Antigen und gegen CD163 durchgefihrt. Als
Kontrollen bzw. Referenzen fur die Standardfarbungen dienen die rechten Lungen
der isogenen und allogenen Transplantatempfanger. Die rechten Lungen der
Transplantatempfanger werden jeweils im Korper belassen. Aullerdem werden
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Farbungen unbehandelter Lungen von LEW-Ratten als Referenz verwendet. Mit den
Standardfarbungen und der Immunhistochemie mit Antikorpern gegen aSMA konnen
Aussagen zu den fur BOS beschriebenen histologischen Charakteristika gemacht
werden.

aSMA wird zur Darstellung von glatten Muskelzellen sowie von Myofibroblasten
verwendet [201]. Farbungen mit Antikbrpern gegen ein CD68-artiges Antigen (ED1)
und gegen CD163 (ED2) dienen zur Identifizierung und Uberprifung der Verteilung
von Makrophagen/Alveolarmakrophagen und Monozyten (ED1) wund von
residenten/interstitiellen Makrophagen (ED2) in Transplantaten am d 28. Mit
Antikorpern gegen CD163 werden in der gesunden Lunge interstitielle Makrophagen
nachgewiesen, au3erdem ist er ein bekannter Marker fur M2-Makrophagen [19, 146].
Um sicher zu gehen, dass die beobachtete immunhistochemische Farbung nicht
durch unspezifische Bindungen des Nachweissystems entstand, werden in jeder
Farbung Kontrollen mitgefuhrt. Hier werden die Schnitte nicht mit
Primarantikorperlosung  inkubiert, jedoch mit allen Komponenten des
Nachweissystems und sind weitgehend ungefarbt. Damit bestatigt sich, dass der
verwendete Nachweis nicht zu einer unspezifischen Farbung fuhrt. Diese Prozedur
wird auch in allen beschriebenen immunhistochemischen Farbungen der folgenden
Kapitel durchgefuhrt. Zusatzlich werden alle Farbungen auf Schnitten linker Lungen
unbehandelter LEW-Ratten, sowie auf rechten Lungen der Transplantatempfanger
zur internen Kontrolle angefertigt.

Aufgrund der fehlenden Farbung in den mitgefuhrten Kontrollen, ist die Aussage
maoglich, dass durch das Nachweissystem keine unspezifische Farbung entsteht und
die gefundene Farbung auf dem spezifischen Nachweis des Primarantikérpers
beruht. FUr die beschriebenen Farbungen werden monoklonale Primarantikérper aus
der Maus verwendet. Diese konnen auf Rattengewebe zu Kreuzreaktionen mit den
IgG und damit zu einem unspezifischen Nachweis fuhren. Um das zu verhindern wird
dem verwendeten Sekundarantikérper Normalrattenserum zugesetzt, was zu einer
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen fuhrt. Damit ist davon auszugehen, dass
es sich bei den gefundenen Farbungen um einen spezifischen Nachweis des
jeweiligen Antikorpers handelt.

Far die immunhistochemischen Farbungen werden sehr gut etablierte Antikorper
gegen bekannte Marker eingesetzt [40, 77, 82, 147, 158].
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Diskussion der Ergebnisse

Am d 28 sind in allogenen Transplantaten Zeichen einer milden bis moderaten
akuten AbstoBung zu sehen (Grad A2/B1R, A3/B1R laut ISHLT) [46, 156], die in
isogenen Transplantaten nicht auftreten. In allogenen Transplantaten sind
perivaskulare und peribronchiolare Infiltrate mit mononuklearen Zellen zu finden, was
mit H&E-Farbungen sichtbar wird. Es ist bekannt, dass im Falle einer chronischen
Transplantatschadigung Intimahyperplasien in den Gefallen auftreten [136, 156,
199]. Am d 28 sind die Gefalke in Lungen isogener und allogener
Transplantatempfanger nicht umgebaut und sind histologisch nicht von Gefalken
unbehandelter LEW-Ratten zu unterscheiden. Auch die Extrazellularmatrix ist in
isogenen und allogenen Transplantatempfangern am d 28 unverandert.

Diese Befunde werden auch in immunhistochemischen Farbungen mit Antikérpern
gegen aSMA bestatigt. Im Gegensatz zu klassischen Fibroblasten exprimieren
Myofibroblasten aSMA. Mit der durchgefuhrten Farbung soll eine mogliche
Expansion von Myofibroblasten identifiziert werden, die durch die Synthese von
Extrazellularmatrix fir fibrotische Veranderungen verantwortlich sind [68, 195].
Farbungen mit Antikbrpern gegen aSMA ergeben keinen Hinweis auf eine
Vermehrung von Myofibroblasten. Am d 28 nach der Transplantation sind schmale
aSMA-positive Ringe glatter Muskulatur um Gefalde und Bronchiolen sichtbar, die
sich nicht von normalen Lungen unterscheiden [201].

In immunhistochemischen Farbungen mit Antikérpern gegen ein CDG68-artiges
Antigen (ED1) zeigt sich ein deutlicher Unterschied zwischen isogenen und
allogenen Transplantaten, der vor allem durch das Vorkommen ED1-positiver
Makrophagen in den peribronchiolaren und perivaskularen Infiltraten bestimmt wird.
In isogenen Transplantaten gibt es kleinere Infiltrate ED1-positiver Zellen, sowie
einzelne positive Alveolarmakrophagen. In allogenen Transplantaten sind sehr viele
Zellen innerhalb der grol3en perivaskularen und peribronchiolaren Infiltrate ED1-
positiv und es kdnnen erneut positive Alveolarmakrophagen identifiziert werden.
Unbehandelte LEW-Ratten und rechte Lungen von Transplantatempfangern weisen
nur wenige ED1-positive Zellen, zumeist Alveolarmakrophagen, auf.

ED1-positive Monozyten wandern in Folge einer Entzindung oder Verletzung zu den
entsprechenden Stellen im Korper und differenzieren dort zu ED1-positiven
Makrophagen [40]. Durch die Freisetzung verschiedener Zytokine und Chemokine

rekrutieren sie daraufhin weitere Monozyten aber auch Granulozyten oder T-Zellen
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zur Unterstutzung der Abwehrreaktion [61, 147]. Weiterhin kdnnen Makrophagen in
Transplantaten proliferieren [60, 118]. Diese Prozesse werden sichtbar anhand der
perivaskularen und peribronchiolaren Infiltrate [6, 77, 147]. Die in rechten Lungen
von Transplantatempfangern beobachteten kleinen Ansammlungen ED1-positiver
Zellen lassen sich durch die Beatmung der Lungen erklaren, die immer zu einer
Gewebeschadigung und der Freisetzung von DAMPs fuhrt [45]. Aul3erdem kann die
Entzindung der linken Lunge durch die Fernwirkung von inflammatorischen
Zytokinen Uber das Blut auch zu einer Entziindungsreaktion in der rechten Lunge
fuhren.

Im Gegensatz zu ED1-positiven Makrophagen tritt bei Farbungen mit Antikorpern
gegen CD163 (ED2) insgesamt eine geringere Anzahl ED2-positiver interstitieller
Makrophagen in Transplantaten auf. In allogenen Transplantaten scheint inre Zahl im
Vergleich zu isogenen Transplantaten leicht reduziert zu sein. In untransplantierten
Lungen von LEW-Ratten und in rechten Lungen von Transplantatempfangern
konnen nur vereinzelt positive Zellen beobachtet werden. Die geringere Anzahl ED2-
positiver Zellen und die erhdhte Anzahl ED1-positiver Zellen in allogenen
Transplantaten am d 28 spricht fir eine Dominanz pro-inflammatorischer M1-
Makrophagen [77, 146, 147].

Mit dem histologischen Vergleich isogener und allogener Transplantate am d 28
nach der Transplantation kann gezeigt werden, dass vor der LPS-Instillation in
allogenen Transplantaten Zeichen einer akuten TransplantatabstolRung zu finden
sind. Die Unterschiede zwischen isogenen und allogenen Transplantaten liefern
moglicherweise die Grundlage, die nach der LPS-Instillation in allogenen
Transplantaten im Langzeitverlauf zur Pathogenese von BOS fluhrt. Durch eine LPS-
induzierte Entzindung, werden leukozytare Infiltrate deutlich verstarkt [6, 177].
Isogene Transplantate zeigen nach LPS-Instillation ebenfalls eine Entzindung, die
jedoch im Gegensatz zu allogenen Transplantaten rasch zuruckgeht und nicht zu
chronischen Schadigungen flhrt [6].

Im Hinblick auf die oben genannten Aspekte der Transplantatschadigungen, die zur
Pathogenese von BOS beitragen konnten, ist histologisch folgendes festzuhalten:

Die Schaden durch Beatmung und Narkose fallen nur sehr gering aus, da zwischen
rechten Lungen isogener Transplantatempfanger und unbehandelten Kontrolllungen
histologisch kaum Unterschiede bestehen. In isogenen Transplantaten lasst sich im

Vergleich zu rechten Lungen isogener Transplantatempfanger eine leichte
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Vermehrung kleiner Infiltrate erkennen. Diese leichte Entziindung ist vermutlich durch
I/R-Schaden begrundet, die mit Gewebeschadigungen und der Freisetzung von
DAMPs einhergehen [45]. Der grofdte Unterschied besteht histologisch zwischen
isogenen und allogenen Transplantaten, so dass davon auszugehen ist, dass er
hauptsachlich auf Alloimmunreaktionen beruht und zu einem geringen Teil durch I/R-
Schaden getriggert wird. Allogene Transplantate sind deutlich starker mit
Makrophagen und T-Zellen infiltriert als isogene Transplantate [6, 147].

Die Zeichen einer chronischen TransplantatabstoRung - BO, Gefalkremodeling und
Fibrose - sind am d 28 nach allogener Transplantation histologisch nicht
nachweisbar. Alle diese Zeichen sind in dem hier beschriebenen experimentellen
Modell in allogen transplantierten Lungen erst im Langzeitverlauf nach LPS-
Instillation zu finden [6].

Kurz zusammengefasst zeigen allogene Transplantate am d 28 nach der
Transplantation histologische Zeichen akuter AbstoRung. Im Gegensatz dazu weisen
isogene Transplantate nur geringe histologische Veranderungen auf.

4.2 Expression von Genen des TLR-Systems

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, werden in dieser Arbeit Komponenten des
TLR-Systems untersucht, um mdgliche Unterschiede der Empfindlichkeit isogener
und allogener Transplantate gegenuber von LPS zu analysieren. Dazu werden auch
hier verschiedene Vergleiche zwischen Kontrolllungen, isogenen und allogenen
Transplantatempfangern durchgefuhrt (siehe 4.1, 1-3).

Diskussion technischer Aspekte

Mittels qRT-PCR wird die mRNA-Expression der wesentlichen Komponenten des
TLR-Systems in Lungen isogener und allogener Transplantatempfanger analysiert.
Zur Kontrolle der Methode werden Ansatze ohne cDNA pipettiert, um mdgliche
Kontaminationen mit DNA auszuschliel3en. Hier findet keine DNA-Amplifikation statt
und im Agarosegel wird kein PCR-Produkt nachgewiesen. Nach jeder durchgefuhrten
gRT-PCR kann mit dem Auftragen aller Proben in ein Agarosegel anhand der gleich
starken Banden des housekeeping-Gens PBGD gezeigt werden, dass RNA-
Aufreinigung und die reverse Transkription funktioniert haben. Die Uberpriifung der

AmplikongrofRe im Agarosegel und die zusatzliche Sequenzierung der PCR-Produkte
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bestatigt die Identitat der erwarteten Sequenzen. Auf Grund dieser Tatsachen
konnen die gezeigten Daten als valide betrachtet werden.

Durch eine automatische Einstellung der fir die Auswertung der Ergebnisse
verwendeten Software, ergeben sich teilweise gro3e Verschiebungen der ACt-Werte
fur eine Probe, die mehrfach auf unterschiedlichen Platten analysiert wird. Dieses
Problem fallt dadurch auf, dass die mRNA-Expression in Lungen isogener
Transplantatempfanger auf zwei unterschiedlichen Platten analysiert wird. Mit einer
manuellen Einstellung des threshold, kann dieses Problem groftenteils gelost
werden. Im Falle von TLR2 unterscheiden sich die Ergebnisse auf beiden Platten
jedoch um eine Zehnerpotenz. Das liegt vermutlich an der sehr niedrigen Expression
von TLR2, was in diesem Fall die exakte Quantifizierung erschwert. Fir alle anderen
untersuchten Gene kann mit der angewendeten Methode die starke Verschiebung
aufgehoben werden. Die Gruppe der isogenen Transplantatempfanger liegt nach der
Auswertung der zwei unabhangigen Platten im selben Bereich, womit davon
auszugehen ist, dass die manuelle Einstellung des threshold zu validen Ergebnissen
fuhrt. Zusatzlich bestatigt wird dies durch die Untersuchung der Ct-Werte des
housekeeping-Gens (PBGD) in allen analysierten Proben. Dabei wird deutlich, dass
fur PBGD fast immer ein identischer Ct-Wert gemessen wird und es sich damit als
Referenzgen eignet. Das zeigt, dass die manuelle Einstellung des threshold
notwendig ist, wenn Daten, die auf unterschiedlichen Platten analysiert werden,
miteinander verglichen werden sollen.

Die Starke der mRNA-Expression eines Zielgens wird immer im Verhaltnis zu einem
nicht regulierten housekeeping-Gen von der Software des Quantitative RT-PCR
Cyclers berechnet und nicht direkt bestimmt. Deshalb durfen die Ergebnisse
grundsatzlich nur als Abschatzung gewertet werden. Jedoch wird mit dem Einsatz
gleicher Mengen template (cDNA) und der Uberpriifung der primer-Effizienz im
Vorfeld eine einheitliche Bewertung der Expression moglich, weil die interne Kontrolle
gleiche Signale flur alle untersuchten Proben liefern sollte. Das kann in allen fir diese
Arbeit durchgefuhrten Analysen bestatigt werden. Die qRT-PCR wird mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green durchgefuhrt, der doppelstrangige DNA farbt. Die
verwendeten Substanzen werden bis zur Benutzung bei -20°C gelagert und die
Platten werden direkt nach dem Pipettieren von Mastermix und cDNA in das Gerat
Uberfahrt. Durch die strikte Einhaltung des vom Hersteller angegebenen Protokolls

und die einheitliche Durchfiihrung der Versuche wird gewahrleistet, dass es sich bei
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den gefundenen Expressionsunterschieden der einzelnen Gene um tatsachliche
Unterschiede handelt und diese nicht auf technischen Problemen beruhen. Das kann
zusatzlich immer anhand des Ct-Wertes des housekeeping-Gens Uberpruft werden,
der wie bereits erwahnt auf allen Platten und in allen untersuchten Proben sehr
ahnlich ist.

In Expressionsanalysen werden von anderen Autoren haufig mehrere housekeeping-
Gene in die Untersuchung einbezogen [47, 178]. Aufgrund der gro3en Anzahl der
analysierten Proben und der robusten Ergebnisse der PBGD-Expression wird im
Rahmen dieser Arbeit jedoch darauf verzichtet.

TLR6 mRNA ist mit den verwendeten primern in der Milz und der Lunge von LEW-
Ratten nachweisbar. Die Produkte entsprechen jeweils der erwarteten
Amplikongréfe und die Sequenzierung bestatigt die Identitat der amplifizierten DNA.
Daraus schliel3e ich, dass die Methode des TLR6 mRNA-Nachweises valide ist. In
Transplantatempfangern kann TLR6 mRNA nicht in allen Proben nachgewiesen
werden. Die Expression ist bestenfalls sehr schwach und wird in Zyklen zwischen 34-
35 detektiert. Daher wird die geringe bis fehlende TLR6 mRNA-Expression in dieser
Arbeit nicht grafisch dargestellt.

Diskussion der Ergebnisse

Fur die Beurteilung des Beatmungs- und Narkoseschadens (1) werden die Lungen
von LEW-Ratten mit rechten Lungen isogener Transplantatempfanger verglichen.
Dabei zeigen sich keine Unterschiede in der mRNA-Expression der untersuchten
Gene. Andere Autoren zeigen jedoch, dass z.B. TLR4 [179, 183] und TLR2 [179]
nach mechanischer Beatmung eine starkere mRNA-Expression in den Lungen von
Mausen aufweisen. In beiden genannten Modellen werden die Tiere 4 h mechanisch
beatmet. Bei Villar et al. [2010] werden 6 und 20 ml/kg Atemzugsvolumen fiur die
Induzierung des Lungenschadens verwendet, bei Vaneker et al. [2008] 8 ml/kg [179,
183]. Bei einem Volumen von 20 ml/kg ist ein grol3er mechanischer Schaden des
Lungengewebes zu erwarten. Im Vergleich dazu liegt das Volumen in dem hier
untersuchten Modell in der Ratte bei 10 ml/kg und die Tiere werden zudem nur
wahrend der Transplantation beatmet (~ 1 h). Dreyfuss et al. [1998] zeigen, dass
durch die mechanische Beatmung in experimentellen Modellen eine Freisetzung von
pro-inflammatorischen Zytokinen induziert wird [42]. Dieser induzierte Schaden zeigt

bei Mausen histologisch und auf der Ebene der induzierten Zytokine das gleiche Bild
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wie nach einer Verabreichung von LPS [66]. Es muss aulRerdem bericksichtigt
werden, dass die Daten aller erwahnten Untersuchungen in den ersten Stunden nach
der Beatmung erhoben werden, wahrend in dieser Arbeit die Lungen erst am d 28
nach der Beatmung untersucht werden. Zudem sind die Ergebnisse aus den
experimentellen Modellen aufgrund der Auswahl unterschiedlicher Spezies nicht
direkt miteinander zu vergleichen.

In einer Veroffentlichung aus unserer Arbeitsgruppe werden von Schmidt et al. [2007]
bereits isogene Lungentransplantate (LEW - LEW) in Tagesabstanden bis zum d 6
nach der Transplantation untersucht [147]. In den rechten Lungen isogener und
allogener Transplantatempfanger konnen hier keine histologischen Veranderungen
nach der Transplantation nachgewiesen werden. Aus diesen und aus den hier
gezeigten Ergebnissen kann geschlossen werden, dass die gewahlten Einstellungen
fur die Beatmung der Ratten wahrend der Transplantation nicht zu langerfristigen
Schadigungen fuhren und dementsprechend vermutlich auch keinen Einfluss auf die
TLR-Expression am d 28 nach der Transplantation haben.

Um die Effekte des I/R-Schadens (2) zu untersuchen, wird die mRNA-Expression der
einzelnen Zielgene von Kontrolllungen und isogenen Transplantaten verglichen.
Dabei konnen nur vereinzelt Unterschiede in der mRNA-Expression gefunden
werden. Rechte und linke Lungen von LEW-Ratten wund isogenen
Transplantatempfangern zeigen eine sehr ahnliche Expression fast aller
untersuchten Moleklle. Nur fur TLR3, TLR4 und TLR7 kann eine signifikante
Erhohung der mRNA-Expression in isogen transplantierten Lungen im Vergleich zu
linken unbehandelten Lungen festgestellt werden. Dabei ist die Expression von TLR4
und TLR7 im Vergleich zu allen anderen untersuchten Genen relativ stark.

Die leichte Infiltration der isogenen Transplantate mit Immunzellen, wie sie in den
histologischen Untersuchungen sichtbar wird, konnte eine Erklarung fuar die
verstarkte mRNA-Expression der genannten TLRs in isogenen Transplantaten sein,
da TLRs besonders von Leukozyten exprimiert werden [75].

Andere Autoren haben bereits eine Erhdhung der Expression von TLR-Komponenten
nach I/R-Schaden gezeigt. Wolfs et al. [2002] haben herausgefunden, dass die
MRNA-Expression von TLR2 und TLR4 nach I/R-Schaden in der Niere von Mausen
im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen signifikant erhoht ist [193]. In dieser Studie
finden die Untersuchungen jedoch bereits sehr schnell (24 h — d 3) nach der

Transplantation statt und kdénnen deshalb nicht mit den Ergebnissen in dem hier
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untersuchten Modell verglichen werden. Nach humaner Lungen- bzw.
Nierentransplantation haben Andrade et al. [2006] und Kruger et al. [2009] gezeigt,
dass eine erhohte Expression der jeweils untersuchten TLR nach I/R-Schaden
scheinbar von der inflammatorischen Antwort des Transplantats selbst abhangt [5,
90]. Der Fokus fast aller Untersuchungen zur TLR-Expression nach I/R-Schaden liegt
auf TLR2 und TLR4, so dass zu den Effekten des Schadens auf die Expression
anderer TLRs bis jetzt nichts bekannt ist.

Mit dem Vergleich der mRNA-Expression aller TLR-Komponenten in isogenen und
allogenen Transplantaten kann der Effekt der Alloimmunreaktion (3) untersucht
werden. Hier zeigt sich, dass die Expression fast aller analysierten Gene in allogen
transplantierten Lungen signifikant erhoht ist. Dies kann fur TLR1, TLR2, TLRS3,
TLR5, TLR7, TLR9, TLR10, CD14 und MD2 im Vergleich zur Expression in isogenen
Transplantaten gezeigt werden. Die Expression von TLR7 und TLR9 ist in Lungen
isogener und allogener Transplantatempfanger zudem besonders stark.

In allogenen Transplantaten konnte die starkere Infiltration mit Immunzellen zu einer
Erhéhung der TLR-mRNA flhren. Fur die Bewertung der erhéhten mRNA-Expression
verschiedener TLR in isogenen und allogenen Transplantaten missen aul3erdem
Infektionen der Transplantatempfanger und/oder der Spender im Vorfeld bedacht
werden. Alle fur den Versuch verwendeten Tiere werden bei den Handlern
pathogenfrei erworben. Infektionen sind zwar unwahrscheinlich, kébnnen trotz hoher
Hygienestandards in der Haltung jedoch nicht ausgeschlossen werden und missen
deshalb fur die Interpretation der Ergebnisse in Erwagung gezogen werden.
Besonders auffallig ist, dass die mRNA-Expression der Adaptermolekule TRIF,
TRAM, MyD88 und TIRAP in den Lungen aller Untersuchungsgruppen gleich stark
ist. Das lasst den Schluss zu, dass die mMRNA-Expression dieser Adaptermolekile
grundsatzlich und unabhangig von den hier untersuchten Schadigungen eine starke
Expression im Organismus aufweist. Moglicherweise ist das darauf zurtckzufuhren,
dass die Beteiligung dieser Molekile in jeder Immunreaktion des Organismus und
einer Aktivierung von TLR bendétigt wird und deshalb ein hohes Expressionsniveau
wichtig ist. Damit ware sichergestellt, dass nach einer Aktivierung der Rezeptoren ein
weiteres signaling moglich ist.

Die Adaptermolekile CD14 und MD2 werden beide flr ein signaling von TLR4
bendtigt. Die Expression von CD14 ist verhaltnismalig schwach, jedoch ist sie in

linken Kontrolllungen und in allogenen Transplantaten im Vergleich zu isogenen

83




4. Diskussion

Transplantaten signifikant erhdht. Mit steigender Schadigung des Transplantates
nimmt auch die Expression von MD2 zu und ist in allogenen Transplantaten
signifikant erhoht. Auch diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Alloimmunreaktion nach der Transplantation zu einer Erhéhung der Expression von
CD14 und MD2 fuhrt, was wiederum zu einer verstarkten Reaktion auf LPS fuhrt.
Eine Erhdhung der mRNA-Expression von Komponenten des TLR-Systems nach
allogener Transplantation wird bisher nur in wenigen Veroffentlichungen gezeigt. In
einer Studie von Dessing et al. [2010] wird die mRNA-Expression von TLRs in
humanen Biopsien von Nierentransplantaten nach akuter AbstoRung untersucht [37].
Im Vergleich zu Patienten ohne akute AbstoRung kann hier fur alle untersuchten
TLRs (TLR1-4, 7, 8 sowie CD14 und MD2) ein signifikant erhohtes mRNA-Level in
akut abgestoRenen Organen gefunden werden [37]. Fir alle untersuchten TLRs,
auller fur TLR3, kann zudem eine Korrelation mit der Leukozyteninfiltration der
Transplantate nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse stimmen mit der in dieser
Arbeit gefundenen verstarkten mMRNA-Expression von TLR-Komponenten in
allogenen Transplantaten am d 28 Uberein. Die histologischen Untersuchungen
machen auch in allogenen Transplantaten Zeichen akuter Absto3ung deutlich.

In einer weiteren Veroffentlichung von Krams et al. [2010] wird die mRNA-Expression
von TLR2 und TLR4 in isogenen und allogenen intestinalen Transplantaten von
Mausen verglichen [88]. In dem verwendeten Modell zur akuten AbstoRung der
intestinalen Transplantate kann eine verstarkte Expression beider Rezeptoren in
allogenen Transplantaten gefunden werden. Wahrend die Expression von TLR2 im
Vergleich zu untransplantierten Mausen nur um das 5-fache verstarkt ist, ist die von
TLR4 bis zu 200-fach starker. Isogene Transplantate zeigen nur eine geringe
Expressionsverstarkung im Vergleich zu unbehandeltem Darm von C57BIl/6 Mausen.
Wie bereits erwahnt konnen in der vorliegenden Arbeit keine Ergebnisse fur TLR6
dargestellt werden. Auch fur TLR2 zeigt sich in allen untersuchten Proben nur eine
sehr schwache Expression. Die Aktivierung von TLR6 erfolgt nach Dimer-Bildung mit
TLR2 [84, 176], deshalb kann man vermuten, dass diese Rezeptoren mdglicherweise
in dem untersuchten Zusammenhang keine entscheidende Rolle spielen.

Man kann spekulieren, dass die hier gefundene starke Expression verschiedener
TLRs auch nach einer Transplantation im Menschen auftritt. Das konnte eine
Erklarung dafir liefern, warum bestimmte Polymorphismen der TLRs im Menschen

bei der Pathogenese von BOS eine entscheidende Rolle spielen [58, 83, 121]. Die
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Beteiligung verschiedener TLR an chronischen Entzindungen der Lunge und
chronischer Transplantatschadigung ist bereits bekannt [41, 186]. In dem hier
untersuchten experimentellen Modell ist die verstarkte mRNA-Expression der TLR-
Komponenten am d 28 in allogenen Transplantaten eventuell eine entscheidende
Grundlage fur die Pathogenese von BOS im Langzeitverlauf.

Die hier erhobenen Daten lassen zusammenfassend den Schluss zu, dass am d 28
nach der Transplantation die mRNA-Expression fast aller untersuchten TLR-
Komponenten in allogenen Transplantaten im Vergleich zu isogenen Transplantaten

und rechten Lungen der Transplantatempfanger verstarkt ist.

Nachweis von TLR2 und TLR4 auf Proteinebene

Um die Expression der TLR auch immunhistochemisch darzustellen und so
madglicherweise zeigen zu kdnnen, welche Zellen fir die Expression verantwortlich
sind, werden Farbungen mit verschiedenen monoklonalen Antikdrpern gegen TLR2
und TLR4 durchgefuhrt. Diese zwei Rezeptoren sind am besten untersucht und
deshalb ist eine Reihe von Antikorpern verschiedener Hersteller auf dem Markt.

Die verwendeten Antikorper sind laut Hersteller far die Anwendung von
verschiedenen Techniken (Immunhistochemie, FACS, WB) und in verschiedenen
Organismen geeignet (Maus, Ratte, Kaninchen). Referenzen dafir sind jedoch nur
eingeschrankt vorhanden.

Fir alle durchgefuhrten Untersuchungen wird jeweils Material von
Transplantatempfangern und LEW-Ratten, sowie von WT- und TLR27/TLR4™-
Mausen verwendet. Um die Antigene in immunhistochemischen Farbungen
nachzuweisen, werden in allen Schritten der Farbeprozedur diverse Varianten
versucht. Dies reicht von verschiedenen Antigendemaskierungsmethoden uber
Modifikationen der Losungen, die zur Absattigung von Proteinbindungsstellen und
zum Verdunnen der Antikorper verwendet werden, bis hin zum Einsatz
unterschiedlich sensitiver Detektionssysteme. Auch fur die durchgefuhrten WB
werden, soweit vorhanden, Angaben des Herstellers berlcksichtigt und diverse
Protokolle ausprobiert.

Immunhistochemische Farbungen mit verschiedenen monoklonalen Antikorpern
gegen TLR2 und TLR4 liefern keine validen Ergebnisse, Gleiches gilt auch fur den
Einsatz derselben Antikdrper im WB: Gewebe von TLR27/TLR4"-Mausen zeigt mit

den selben Antikorpern sowohl die gleiche Farbung als auch die gleiche Bande im
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WB wie in WT-Mausen, unbehandelten LEW-Ratten und Transplantatempfangern.
Daraus kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die verwendeten
Antikorper fur die durchgefuhrten Methoden nicht geeignet sind, da sie keine
spezifische Bindung zeigen.

In verschiedenen Veroéffentlichungen werden die gleichen Antikorper eingesetzt und
z.B. Uberexprimierende humane und murine Makrophagen [108], sowie
Nierengewebe von Wildtyp und knock-out Mausen mit Antikdrpern gegen TLR2
gefarbt [150]. Von Meng et al. [2004] werden Fluoreszenz-markierte Antikdrper
verwendet, die zu einer deutlichen Farbung an der Zelloberflache der Makrophagen
fuhren [108]. Diese Farbung ahnelt den in dieser Arbeit dargestellten Farbungen. Die
eingestellte Fluoreszenz der Aufnahmen wirkt jedoch zu stark und konnte damit ein
Ubertriebenes Bild der eigentlichen Farbung oder mdglicher Artefakte darstellen. Die
Uberexpression in einzelnen Zellen I4sst sich zudem nicht mit der Farbung auf
Gewebeschnitten vergleichen. Die Farbungen auf Nierengewebe von Shigeoka et al.
[2007] werden ebenfalls mit Fluoreszenz-markierten Antikorpern durchgefuhrt [150].
Die abgebildeten mikroskopischen Aufnahmen sind hauptsachlich in schwarz/weif}
dargestellt und wirken teilweise Uberstrahlt [150]. Durch derartige Aufnahmen lassen
sich auch ganz geringe Farbungen und moglicherweise Artefakte deutlich
hervorheben. In beiden Arbeiten ist die Farbung des jeweiligen Materials von TLR2"-
Mausen negativ, was im Widerspruch zu den in dieser Arbeit gefundenen
Ergebnissen steht.

Mit anderen Antikorpern gegen TLR2 und TLR4 werden z.B. LPS-stimulierte Zellen
gefarbt [168], Farbungen mit Antikdrpern gegen TLR4 in Gewebeschnitten der Lunge
von COPD-Patienten durchgefuhrt [117] und ein Nachweis mit polyklonalen
Antikdrpern gegen TLR2 und TLR4 auf Rattengewebe durchgeflhrt [152]. Die
Qualitat der verwendeten Antikorper und die damit erzielten Ergebnisse sind jedoch
fragwurdig, da die Spezifitat dieser Farbungen meistens nicht Gberpruft wird.

Es ware von sehr grollem Interesse nachzuweisen, welche Zellen in der Lunge
hauptsachlich fur die starke TLR-mRNA-Expression verantwortlich sind. Mit einer
Klarung der Lokalisation kdnnten eventuell Therapien entwickelt werden, die speziell
gegen diese Zellen gerichtet sind. Aus den hier diskutierten Ergebnissen muss
jedoch geschlossen werden, dass der immunhistochemische Nachweis von TLR2

und TLR4 in der Lunge, sowie der Nachweis im WB nicht mdglich ist.
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4.3 Expression von Nestin

Nestin ist ein Marker fur eine Subpopulation von Progenitorzellen, die im adulten
Organismus in Organen zu finden ist, in denen Proliferation und Regeneration
stattfinden [97, 109]. Hier wird die Hypothese Uuberpruft, dass in allogenen
Lungentransplantaten vermehrt Nestin-positive Zellen vorkommen. Dafur werden

immunhistochemische Farbungen, WB und gRT-PCR durchgeflhrt.

Diskussion technischer Aspekte

Die Kontrollen der immunhistochemischen Farbungen werden auch hier wie unter 4.1
beschrieben durchgefiihrt und bestatigen, dass das Nachweissystem nicht zu
unspezifischen Farbungen fuhrt. Mit den immunhistochemischen Farbungen kénnen
bereits veroffentlichte Daten bestatigt werden, die die beschriebenen Nestin-positiven
Zellen als Perizyten identifiziert haben [13, 135]. Die Proteinbeladung im WB wird
durch die Inkubation der gleichen Membran mit Antikorpern gegen Lamin A/C
kontrolliert. Im Gegensatz zu Nestin hat Lamin A/C ein geringes Molekulargewicht
und interferiert nicht mit dem Nestinnachweis, so dass die einheitliche
Proteinbeladung des WB bestatigt werden kann. Die Spezifitat des fir
immunhistochemische Farbungen und WB verwendeten Antikorpers ist bereits aus
anderen Untersuchungen bekannt [13, 36, 53, 70, 135, 153]. Kontrollen fur die gRT-
PCR werden durchgefuhrt wie unter 4.2 beschrieben und zeigen, dass hier keine

unspezifische DNA-Amplifikation stattfindet.

Diskussion der Ergebnisse

Uberraschenderweise wird in immunhistochemischen Farbungen eine hohere Dichte
Nestin-positiver Zellen in isogenen Transplantaten am d 28 im Vergleich zu allen
anderen untersuchten Lungen einschlieRlich der allogenen Transplantate gefunden.
Dabei kdnnen einerseits einzelne Nestin-positive Zellen in den Wanden von Alveolen
gefunden werden, bei denen es sich vermutlich um Perizyten handelt [13, 195]. Um
genau zu belegen, dass es sich hier um Perizyten handelt, waren jedoch
ultrastrukturelle Analysen der Zellen notwendig. Bei weiteren Nestin-positiven Zellen
im peribronchiolaren und perivaskularen Raum der hier untersuchten Lungen kénnte
es sich um eingewanderte Zellen aus einem Bereich an der Grenze von Media und
Adventitia handeln. In dieser sogenannten vasculogenic zone, befindet sich ein

Reservoir von Stamm- bzw. Progenitorzellen [195]. Auch auf mRNA-Ebene in der
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gRT-PCR ist die Expression von Nestin in isogenen Transplantaten im Vergleich zu
den anderen untersuchten Lungen signifikant erhoht. Lediglich im WB ist kein
Unterschied zwischen den experimentellen Gruppen sichtbar, was eventuell an einer
geringeren Genauigkeit dieser Methode in der Nachweisbarkeit quantitativer
Unterschiede liegen kdnnte. Anhand der WB Daten von unbehandelten LEW-Ratten
konnen jedoch die Ergebnisse anderer Autoren fur den Proteinnachweis von Nestin
in der Ratte bestatigt werden [14, 137, 153, 161].

Die verstarkte Expression in isogenen Transplantaten scheint hauptsachlich durch
I/R-Schaden (2) begrindet zu sein und deutet auf ein besseres regeneratives
Potential hin. Die durch Beatmung und Narkose (1) induzierten Schaden haben
keinen Einfluss auf die Expression von Nestin. Auch die zusatzliche
Alloimmunreaktion (3) hat in Kombination mit den anderen genannten Schadigungen
keine verstarkte Nestin-Expression zur Folge, was vermutlich ein Zeichen fur das
schlechtere regenerative Potential dieser Transplantate ist.

In Veroffentlichungen wird gezeigt, dass die I/R-Schaden in isogenen Transplantaten
fur die histologisch sichtbaren Veranderungen hauptverantwortlich sind, aber in der
Regel durch einen regenerativen Prozess des verletzten Gewebes im Langzeitverlauf
ausgeglichen werden konnen [6, 38, 77, 142, 147].

Diese Ergebnisse stehen nicht nur im Widerspruch zur oben formulierten Hypothese,
sondern zu diversen Literaturdaten, die eine vermehrte Nestin-Expression wahrend
der Pathogenese des BOS vermuten lassen: Wahrend der akuten und chronischen
AbstoRung von Nierentransplantaten (F344 - LEW) wird eine mogliche Beteiligung
der Nestin-Expression an interstitieller Fibrose und chronischem Gefaliremodeling
gezeigt [153]. In dem untersuchten Nierengewebe ist eine starkere Nestin-
Expression in allogenen Transplantaten im Vergleich zu Normalnieren und isogenen
Transplantaten zu finden. Weiterhin wird von Saboor [2012] gezeigt, dass in
Lungengewebe von Ratten und Menschen mit PH, Nestin in vaskularen
Glattmuskelzellen exprimiert wird [135]. In experimentellen Modellen zur PH und
Fibrose in der Ratte und im Menschen kann aulierdem gezeigt werden, dass Nestin-
positive Zellen am remodeling beteiligt sind [135].

Bei der chronischen Abstolung von Lungentransplantaten tritt eine sehr ahnliche
Form des remodelings auf wie in den beiden genannten Krankheiten [10, 46, 140,
142, 143, 156, 185]. Bei der chronischen Absto3ung sind unter anderem fibrotische
Veranderungen des Gewebes und Gefalliremodeling zu finden, die z.B. einhergehen
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mit epithelialer-mesenchymaler Transdifferenzierung, der Beteiligung zirkulierender
oder residenter Progenitorzellen und zu einer Vermehrung von aSMA-positiven
Zellen bzw. zu einer Verdichtung von Gefallen und einer Vernarbung des Gewebes
fuhren [9, 23, 195].

Die Vermutung liegt nahe, dass die vermehrte Nestin-Expression in isogenen
Transplantaten die Regeneration der operativen Schaden widerspiegelt.
AbstoRungsprozesse in allogenen Transplantaten fuhren madglicherweise zu einer
gestorten Regeneration, die sich in der vergleichsweise geringen Nestin-Expression
manifestiert und die potentiell zur Pathogenese des BOS beitragt.

Das komplexe Bandenmuster im WB bedarf einer gesonderten Diskussion: Die
immunpositiven Banden erstrecken sich im Bereich von etwa 150-260 kDa und
enthalten damit diverse fur Nestin in der Ratte beschriebenen Varianten [14, 137,
153, 161]. Erklarungen fur die verschiedenen Banden liefern Veroffentlichungen [14,
137, 153, 161], in denen proteolytische Spaltung von Nestin wahrend der Apoptose
beschrieben wird, sowie eine Erhohung des Molekulargewichts durch
Phosphorylierung und Glykosilierung. Das vielfaltige Bandenmuster im Nestin-WB ist
jedenfalls ein bekanntes Phanomen [14, 137, 153, 161] und spricht in diesem Fall

eher fur als gegen die Spezifitat des verwendeten Antikorpers.

4.4 Proliferation von T-Zellen

Um die Beteiligung von T-Zellen an der chronischen Transplantatabstof3ung in dem
hier  beschriebenen experimentellen Modell zu untersuchen, werden
immunhistochemische Nachweise proliferierender T-Zellen in Milz und Lunge
durchgefuhrt, sowie eine MLR mit mononukledren Leukozyten von LPS- und PBS-
behandelten Transplantatempfangern. Mit diesen Versuchen soll geklart werden, ob
es in Transplantatempfangern nach der Instillation von LPS zu einer erhdhten
Proliferation von  T-Zellen kommt. Als Referenz  dienen allogene
Transplantatempfanger vom d 33, die statt LPS mit PBS behandelt werden, sowie

unbehandelte allogene Transplantatempfanger vom d 28.

Diskussion technischer Aspekte: Immunhistochemie

Es werden immunhistochemische Doppelfarbungen mit Antikdrpern gegen den a/f3 T-
Zellrezeptor (R73) und gegen PCNA in Milzen von isogenen und allogenen
Transplantatempfangern vom d 28, d 29 und d 33, sowie in unbehandelten LEW-
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Ratten durchgefliihrt. Zur Kontrolle der Farbungen wurden Gewebeschnitte mit nur
einem der beiden Primarantikorper, jedoch mit allen Komponenten der
Antikdrpernachweissysteme inkubiert, um eventuelle Umfarbungen identifizieren zu
kénnen. Es konnten keine Umfarbungen beobachtet werden. Die weiteren Kontrollen
der Farbung erfolgen wie unter 4.1 bereits beschrieben. Die verwendeten Antikdrper
sind gut charakterisiert und werden mit bereits etablierten Protokollen eingesetzt
[147].

Mit dem verwendeten Antikdrper kénnen nur Zellen identifiziert werden, die den a/p
T-Zellrezeptor exprimieren. T-Zellen, die den y/d T-Zellrezeptor exprimieren, kdnnen
deshalb nicht in die Auswertung einbezogen werden. PCNA st als
Proliferationsmarker bekannt, der in der G1-, S- und G2-Phase der Mitose exprimiert
wird [163]. In der frihen S-Phase ist er im Zytoplasma der Zellen verteilt, wahrend er
in der spaten S-Phase im Nucleus konzentriert ist. Durch die Doppelfarbung mit den
beiden Antikdrpern kdnnen proliferierende T-Zellen identifiziert werden.

Die in der Auswertung bestimmten Werte konnen nur als Abschatzung bewertet
werden. Eine genaue Quantifizierung ist mit der beschriebenen Methode nicht
maoglich. Hierfur waren sehr viel aufwandigere stereologische
Untersuchungsmethoden notwendig. Weiterhin limitieren verschiedene Faktoren die
Aussagekraft der Farbung: In der T-Zellzone der Milz liegen die T-Zellen so dicht,
dass nicht auszuschlie3en ist, dass dazwischen liegende a/B-T-Zellrezeptor-negative
Zellen mit T-Zellen verwechselt werden. Weiterhin kdnnen Anschnitte zweier einfach
positiver Zellen im Schnitt Ubereinander liegen und als doppelt markierte Zelle
gewertet werden. SchlieRlich hangt es von der Sensitivitat der Farbung ab, wie lange
vor und nach der S-Phase das PCNA nachweisbar ist.

Die oben beschriebenen Doppelfarbungen werden zusatzlich auf linken allogen
transplantierten Lungen vor (d 28) und nach LPS- (d 29, d 33, d 40) bzw. PBS-
Behandlung (d 33) durchgefuhrt. Die Qualitat der Farbungen wird auch hier mit den
oben beschriebenen Kontrollen Uberprift. Als Referenz fur die Auswertung der
ausgezahlten Zellen dienen allogene Transplantatempfanger ohne LPS-Behandlung
(d 28), sowie PBS-behandelte allogene Transplantatempfanger vom d 33. Um eine
Aussage uber die Verteilung der doppeltpositiven Zellen treffen zu konnen, werden
diese in drei unterschiedlichen Bereichen der Lunge ausgezahlt. Auch bei dieser
Auswertung handelt es sich aufgrund der oben beschriebenen Einschrankungen der

Farbung nicht um exakte Werte, sondern um eine Abschatzung.
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Diskussion technischer Aspekte: Mixed lymphocyte reaction

MLRs werden durchgefuhrt, um eine Alloimmunreaktion bzw. eine MHC-
Inkompatibilitat zwischen den Lymphozyten zweier Individuen zu uberprufen. Die
Proliferation der APC (Stimulator) wird durch Mitomycin C blockiert, die Responder-
T-Zellen proliferieren, wenn sie Antigen-MHC-Komplexe der APC erkennen.

Aus Vorversuchen zur Auswahl des geeigneten Gewebes zur Durchfuhrung der MLR
ist bekannt, dass die Verwendung von aufgereinigten mononuklearen Leukozyten
aus dem Blut im Gegensatz zu isolierten Milzzellen einheitlichere Ergebnisse beim
Vergleich des BrdU-Einbaus der Quadruplikate liefert. Aufgrund dieser Vorversuche
wird fur die Durchfihrung der MLRs Blut aus der Vena cava der Ratten verwendet.
Die Analyse der MLR erfolgt mit einem colorimetrischen BrdU-Proliferations-ELISA.
Damit wird der Einbau von BrdU in Zellen nachgewiesen, der als Mal} fur die
Proliferation der Zellen gewertet wird. Der Einbau von BrdU kann jedoch nicht
ausschlieBlich mit der Proliferation der Zellen gleichgesetzt werden, da auch bei
Reparaturprozessen von Zellen ein Einbau von BrdU an Bruchstellen der DNA
mdglich ist. BrdU ist ein Analogon von Thymidin, das von der Zelle aufgenommen
wird und wahrend der S-Phase des Zellzyklus in phosphorylierter Form anstelle des
Nukleotids Desoxythymidintriphosphat in die synthetisierte DNA eingebaut wird [44,
125]. Die Verwendung von BrdU soll eine vergleichbare Sensitivitat haben, wie der
radioaktive Einbau von 3H-Thymidin [125, 130].

Die fir die Stimulation verwendeten Zellen werden mit dem Zytostatikum Mitomycin
C behandelt, so dass ihre Proliferation gestoppt wird, ihre Zelloberflachenmolektle
jedoch aktiv bleiben [182]. In weiteren Vorversuchen zur Uberpriifung der Methode
wird geklart, dass das verwendete Mitomycin C nur die Stimulatorzellen in ihrer
Aktivitat hemmt. Es wird mit den durchgefuhrten Waschschritten so gut entfernt, dass
es keinen Einfluss auf die Aktivitdt der Responderzellen hat. Uberpriift wird dies
durch einen experimentellen Ansatz (siehe 2., Exp.+PHA-L), der zusatzlich mit PHA-
L versetzt wird. PHA-L ist ein bekannter Stimulator flr die Proliferation von
Lymphozyten, so dass ein verstarkter BrdU-Einbau in diesen Ansatzen im Vergleich
zu dem experimentellen Ansatz ohne Zusatz von PHA-L zu erwarten ist. Das konnte
durch den Nachweis des eingebauten BrdUs bestatigt werden, so dass die
gefundenen Ergebnisse als valide betrachtet werden kdnnen. Die Durchfihrung von
MLRs ist eine anerkannte Methode zur Analyse der Alloreaktivitat [141, 180, 192].
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Diskussion der Ergebnisse

In Milzen von Transplantatempfanger sind keine Unterschiede in der Anzahl
proliferierender T-Zellen zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten zu finden.
Milzen unbehandelter LEW-Ratten zeigen eine niedrigere Anzahl doppeltpositiver
Zellen im Vergleich zu Milzen isogener Transplantatempfanger. Weder die allogene
Transplantation, noch die LPS-Behandlung der Empfanger fuhrt zu Veranderungen
im Vergleich zu den entsprechenden isogenen Transplantatempfangern.

Mit immunhistochemischen Doppelfarbungen in Lungen von Transplantatempfangern
vom d 28 und LPS- bzw. PBS-behandelten Transplantatempfangern vom d 29, d 33
und d 40 konnen in allen untersuchten Bereichen der Lunge keine deutlichen
Unterschiede in der Anzahl doppeltpositiver Zellen gefunden werden. Nur im Bereich
des Alveolarraums werden in LPS-behandelten allogenen Transplantaten am d 40
weniger proliferierende T-Zellen gezahlt als in allogenen Transplantaten am d 28.
Festzuhalten ist jedoch, dass T-Zellen in allogenen Transplantaten proliferieren. Ein
Vergleich mit isogenen Transplantaten ist aufgrund der geringen T-Zellinfiltration
jedoch nicht méglich.

In der MLR kann nach der Stimulierung der mononuklearen Leukozyten von PBS-
oder LPS-behandelten allogenen Transplantatempfanger am d 33 mit allogenen
F344-Leukozyten, kein Unterschied im BrdU-Einbau nachgewiesen werden. Zur
Kontrolle werden Experimente durchgefihrt, in denen mononukleare Leukozyten aus
unbehandelten LEW-Ratten mit F344-Leukozyten oder mit DA-Leukozyten stimuliert
werden. Die Stimulation mit F344-Leukozyten zeigt einen ahnlichen BrdU-Einbau in
die Zellen wie bei den Transplantatempfangern, wahrend die Stimulation mit DA-
Leukozyten im Vergleich zu den anderen Versuchen einen deutlich verstarkten BrdU-
Einbau aufweist. MLRs fur die beiden Kontrollansatze werden bereits von Wilson et
al. [1967] beschrieben und konnen durch die Ergebnisse in dieser Arbeit bestatigt
werden [192]. Aus den geschilderten Daten lasst sich schlie3en, dass am d 28 nach
allogener Lungentransplantation keine verstarkte systemische Alloreaktivitat vorliegt.
Im Transplantat hingegen ist eine nennenswerte T-Zellreaktivitat nachweisbar. Die
Instillation von LPS flhrt weder systemisch noch lokal zu einer Verstarkung der
Alloreaktivitat.

Roussey-Kesler et al. [2006] zeigen, dass sich nach einer Organtransplantation eine
spontane operative Toleranz des Empfangers gegeniber dem Transplantat

entwickeln kann [134]. Andere Autoren zeigen, dass diese etablierte Toleranz z.B.
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von verschiedenen Krankheitserregern oder Reagenzien gebrochen werden kann
[187, 198]. Nach dem Brechen einer etablierten Toleranz ware mit einer erneuten
Alloimmunreaktion des Empfangers gegenuber dem Transplantat zu rechnen. Diese
Alloimmunreaktion ware mit einem verstarkten Einbau von BrdU in der MLR
verbunden, der durch eine erhdhte Proliferation von T-Zellen begrindet ist. Die hier
gezeigten Ergebnisse weisen jedoch weder auf die Induktion noch auf ein Brechen
von Toleranz hin.

In verschiedenen Veroéffentlichungen gibt es Hinweise, dass eine AbstoRung von
Lungentransplantaten unabhangig von sekundaren lymphatischen Organen erfolgen
kann [56, 89, 141]. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass im Gegensatz zu
unbehandelten LEW-Ratten eine erhohte Anzahl doppeltpositiver Zellen in Milzen
isogener Transplantatempfanger zu finden ist. Zwischen den isogenen und allogenen
Transplantatempfangern besteht jedoch zZu den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten und unabhangig von der LPS-Behandlung kein
Unterschied, was darauf hindeutet, dass auch hier die Alloimmunreaktion nicht in der
Milz ablauft.

In den oben genannten Veroéffentlichungen weisen die Autoren neben einer
schwacheren Proliferation in lymphatischen Organen eine starkere lokal beschrankte
Proliferation von T-Zellen im Transplantat nach [56, 89, 141]. In einem
experimentellen Modell in der Maus zu obliterativer Bronchiolitis nach
intrapulmonaler Tracheatransplantation wird gezeigt, dass residente CD8"
Effektorzellen in der Lunge fur die Abstolung und die allogene Reaktion
verantwortlich sind [189]. In diesem Modell sind auch CD8" Zellen aus Lymphknoten
und der Milz nach allogener Aktivierung an der Abstof3ung beteiligt. Nach einer
intrapulmonalen Tracheatransplantation gefolgt von einer  orthotopen
Lungentransplantation in der Ratte zeigen von Sato et al. [2009a], dass es eine
lokale Proliferation von CD8" T-Zellen in der Lunge gibt [141]. Dabei wird eine
signifikant erhdhte Anzahl dieser Zellen im Transplantat gefunden, wahrend rechte
Lungen, Lymphknoten und Milz eine deutlich niedrigere Anzahl aufweisen. In dieser
Studie finden sich auch in humanen Proben von BOS Patienten CD8" T-Zellen im
entzindeten Gewebe [141]. Gelman et al. [2009]. und Kreisel et al. [2011]. weisen
nach einer Lungentransplantation residente CD8" Gedéchtniszellen ausschlieRlich in
den Lungen und nicht in Lymphknoten und Milz nach [56, 89]. Gelman et al. [2009]

zeigen aullerdem, dass in einem transgenen Mausstamm ohne sekundare
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lymphatische Organe trotzdem eine Aktivierung alloreaktiver T-Zellen stattfindet und
die akute AbstoRung der transplantierten Lunge folgt [56]. Bei Kreisel et al. [2011]
wird ein transgenes System benutzt, bei dem CFSE-markierte CD8" T-Zellen in
Lungentransplantatempfanger transferiert werden [89]. Die Teilung dieser Zellen wird
anschliefend in den ersten vier Tagen nach der Transplantation im Transplantat
untersucht und zeigt, dass sich bis zum d 4 alle transferierten Zellen geteilt haben. In
mediastinalen Lymphknoten und der Milz kdnnen jedoch keine dieser transgenen
Zellen nachgewiesen werden.

Die beschriebenen Untersuchungen erfolgen in Modellen der akuten
TransplantatabstoRung, in denen Mause mit groReren Unterschieden in ihren MHC
verwendet werden und es werden deutlich frUhere Zeitpunkte nach der
Transplantation untersucht, als in dem in dieser Arbeit untersuchten Modell zur
chronischen AbstoRung. Das koénnten Grinde daflr sein, dass hier keine
Unterschiede in der Proliferation von T-Zellen zu den unterschiedlichen
Untersuchungszeitpunkten gefunden werden. Aullerdem ware es moglich, dass
solche Unterschiede zu einem friheren Zeitpunkt nach der Transplantation sichtbar
werden. Moglicherweise sind solche Ergebnisse eher in experimentellen Modellen zu
erwarten, in denen groRere Unterschiede in den MHC-Klassen der verwendeten
Spender und Empfanger bestehen. Hier ware die allogene Reaktion insgesamt
starker und kénnte mit einer deutlich héheren Zahl proliferierender T-Zellen und einer
anderen Verteilung im Organismus verbunden sein.

Eine Bestatigung der Ergebnisse aus Doppelfarbungen und MLR liefern zusatzliche
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zur mRNA-Expression verschiedener Marker
(PCNA, T-Zellmarker) in mediastinalen Lymphknoten, Milz und Lunge von
Transplantatempfangern [6]. Auch hier sind keine Unterschiede der Expression zu
den verschiedenen Zeitpunkten vor und nach LPS-Behandlung sichtbar.

Andere Autoren zeigen, dass Treg mallgeblich an der Etablierung einer Toleranz
gegenuber einem Transplantat beteiligt sind [52, 59, 115, 164, 181]. Man weil}
auRerdem, dass dies durch eine Hemmung der Proliferation von CD4" und CD8" T-
Zellen geschieht [138, 139, 162, 171, 181]. Damit liegt die Vermutung nahe, dass
solche Zellen eventuell auch in diesem Modell eine Rolle spielen konnten. Aus
weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ist bekannt, dass der Treg Marker
Foxp3 in mediastinalen Lymphknoten, Milz und Lunge der Transplantatempfanger

nur schwach exprimiert wird und au3erdem keine lokalen Veranderungen der mRNA-
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Expression in allogenen Transplantatempfangern zu verschiedenen Zeitpunkten
nach der Transplantation und unabhangig von der LPS-Behandlung zu finden sind
[6].

Die starke Expression verschiedener TLRs in allogenen Transplantaten kdnnte in
diesem Modell eine wichtige Rolle spielen. Chen et al. zeigen, dass nach einer
Transplantation die zusatzliche Stimulation mit TLR-Liganden (CpG) nach einer
Toleranz-induzierenden Behandlung mit anti-CD154 und einer Spender-spezifischen
Transfusion zur TransplantatabstoRung fuhrt [29]. Auch Thornley et al. zeigen, dass
sich mit einer zweistufigen Toleranzinduktion durch eine Spender-spezifische
Transfusion und die zusétzliche Behandlung mit anti-CD154 das Uberleben von
allogenen Hauttransplantaten in Mausen deutlich verlangert [169]. Die folgende
Behandlung mit verschiedenen TLR-Agonisten (LPS, Poly I:C) fihrt in diesem Modell
ahnlich wie bei Chen et al. [2006] zu einer schnellen Transplantatabstof3ung [29,
169]. Die gleiche Arbeitsgruppe zeigt in einem ahnlichen Modell, dass der Typ | IFN-
Signalweg scheinbar ein zentraler Mechanismus in der durch TLR-Agonisten
getriggerten TransplantatabstoRung ist [170].

Fur die Beschreibung der vorhandenen T-Zellpopulationen und der damit
verbundenen Immunantworten Uber den Verlauf des Untersuchungszeitraums hat
meine Kollegin Dr. Srebrena Atanasova verschiedene Transkriptionsfaktoren fur Ty1-
und Tu2-Zellen in der gqRT-PCR analysiert. Hier zeigt sich deutlich, dass die
Immunreaktion in den allogenen Transplantaten Uber den gesamten Verlauf der
Untersuchung Ty1-gepragt ist. Die untersuchten Transkriptionsfaktoren sind jeweils
in allogenen Lungentransplantaten vor und nach LPS-Gabe hochreguliert. Mit
Farbungen von Monozyten/Makrophagen- (ED1, ED2) und T-Zell-Markern (R73) zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Transplantation wird aul’erdem deutlich, dass
signifikante Unterschiede zwischen isogenen und allogenen Transplantaten in der
Infiltration mit den entsprechenden Zellen bestehen. Es gibt jedoch keine
Unterschiede in der Infiltration allogener Transplantate zu den verschiedenen
Untersuchungszeitpunkten vor und nach LPS-Behandlung [Atanasova, 2013, noch
nicht veroffentlicht].

Die hier erhobenen Daten erlauben die Schlussfolgerung, dass in dem hier
untersuchten  experimentellen Modell der chronischen Schadigung von
Lungentransplantaten die Applikation von LPS nicht zu einer Verstarkung der T-Zell-

vermittelten Alloreaktivitat fuhrt.
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4.5 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in dem untersuchten experimentellen
Modell zur chronischen Abstollung von Lungentransplantaten am d 28 auf
histologischer Ebene, in der Aktivitat des angeborenen Immunsystems und des
regenerativen Potentials deutliche Unterschiede zwischen isogenen und allogenen
Transplantaten bestehen. Allogene Transplantate weisen am d 28 Zeichen akuter
AbstoRung auf und zeigen eine verstarkte mRNA-Expression von verschiedenen
Komponenten des TLR-Systems. Beides konnte die Grundlage dafur liefern, dass die
folgende LPS-Behandlung zu einer Verstarkung der Transplantatschadigung und zu
chronischen Veranderungen in transplantierten Lungen fuhrt.

Isogene Transplantate zeigen nur leichte Veranderungen, die vermutlich durch I/R-
Schaden getriggert werden. Durch eine verstarkte Nestin-Expression in isogenen
Transplantaten kann auf ein besseres regeneratives Potential im Vergleich zu
allogenen Transplantaten geschlossen werden. Nach der LPS-Behandlung weisen
isogene Transplantate zunachst Zeichen einer Entzindung auf, die aber im Verlauf
des Untersuchungszeitraumes wieder verschwinden [6].

Die LPS-Behandlung fuhrt weder systemisch noch lokal im Transplantat zu einer
verstarkten T-Zell-Alloreaktivitat.
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5. Zusammenfassung

Das Langzeituberleben von Patienten nach einer Lungentransplantation wird stark
durch das Bronchiolitis  obliterans  Syndrom  (BOS) limitiert.  Akute
TransplantatabstoRungsepisoden und Infektionen der Atemwege sind wesentliche
Risikofaktoren fur die Entstehung des BOS. Die Etablierung eines neuen
experimentellen Modells in der Ratte sollte eine Grundlage fur die Untersuchung der
Pathogenese von BOS liefern. Nach einer allogenen (F344 - LEW), orthotopen,
linksseitigen Lungentransplantation und zehntagiger Immunsuppression mit
Ciclosporin, erhalten die Ratten eine intratracheale Instillation von Lipopolysaccharid
(LPS) am Tag 28. Das fuhrt zur Entwicklung histopathologischer Anzeichen von BOS
- Fibrose, Gefaliremodeling und BO - bis zum Endpunkt der Untersuchung (Tag 90).
Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung von Unterschieden zwischen
isogenen (LEW - LEW) und allogenen (F344 - LEW) Lungentransplantaten am
Tag 28 nach Lungentransplantation vor der Instillation von LPS. Dazu wurden die
Transplantate histologisch auf fir BOS beschriebene Veranderungen (Fibrose
(Azan), Gefaliremodelling (aSMA, Orcein)) untersucht und mit verschiedenen
Antikorpern gefarbt, um Immunzellen (ED1, ED2, R73) und Progenitorzellen
(Antikorper gegen Nestin) zu identifizieren. Bezuglich des angeborenen
Immunsystems wurde durch qRT-PCRs fur verschiedene Molekule des Toll-like
Rezeptor (TLR) -Systems in Lungen von Transplantatempfangern nachgewiesen.
Die mogliche Beteiligung von proliferierenden T-Zellen an der chronischen
AbstoRung von Lungentransplantaten wurde histologisch in Milzen und Lungen,
sowie in mixed lymphocyte reactions (MLR) mit isolierten Blutleukozyten aus
Transplantatempfangern nach Kontroll- (phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)) oder
LPS-Behandlung untersucht.

Im Vergleich zu isogenen Transplantaten zeigen allogene Transplantate am Tag 28
nach der Transplantation Zeichen einer akuten Abstof3ung. Gefaliremodeling und
fibrotische Veranderungen sind am Tag 28 nach der Transplantation nicht
vorhanden. Die peribronchiolaren Infiltrate in isogenen und allogenen
Lungentransplantaten enthalten zahlreiche ED1-positive Makrophagen. Die mRNA-
Expression fast aller untersuchten Komponenten des TLR Systems ist in allogenen
Lungentransplantaten hochreguliert. In isogenen Transplantaten wird am Tag 28

nach der Transplantation mehr Nestin exprimiert als in allogenen Transplantaten. Zu
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den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten (Tag 28, 29, 33, 40) konnten keine
Unterschiede im Vorhandensein von proliferierenden T-Zellen, unabhangig von der
LPS-Behandlung gefunden werden. Diese Ergebnisse werden von der MLR
bestatigt, wo ebenfalls keine Unterschiede im BrdU-Einbau zwischen PBS- oder
LPS-behandelten Transplantatempfangern auftreten.

Folgende Schlussfolgerungen konnen gezogen werden: Am Tag 28 nach der
Transplantation sind keine Zeichen einer chronischen AbstoRung vorhanden.
Isogene und allogene Transplantate unterscheiden sich jedoch zu diesem Zeitpunkt
in der Infiltration mit Immunzellen und in ihrem regenerativen Potential. AuRerdem ist
die Aktivitat des angeborenen Immunsystems, im Hinblick auf die untersuchten
Komponenten des TLR-Systems, in allogenen Transplantaten hochreguliert. Diese
Veranderungen konnten fir die erhdhte Empfindlichkeit der allogenen Transplantate

gegenuber TLR-Liganden verantwortlich sein.
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6. Summary

The long-term survival of patients after lung transplantation is limited by bronchiolitis
obliterans syndrome (BOS). Acute rejection episodes and infections of the pulmonary
system are major risk factors for the development of BOS. Our laboratory established
a new experimental model for BOS in the rat to study its pathogenesis. After
allogeneic (Fischer 344 - Lewis, F344 - LEW) orthotopic, left lung transplantation
and immunosuppression with ciclosporin for ten days, the rats obtained an
intratracheal instillation of lipopolysaccharide (LPS) on day 28. This lead to the
development of histopathological hallmarks of BOS — fibrosis, vascular remodeling
and BO — until the end of the study (day 90).

The focus of this work was the characterization of differences between isogeneic
(LEW = LEW) and allogeneic (F344 - LEW) lung transplants on day 28 after
transplantation before instillation of LPS. The histopathology of the transplants was
investigated regarding changes characteristic for BOS such as fibrosis (azan) and
remodelling (aSMA, orcein) and immunohistochemistry was performed with specific
antibodies to identify immune cells (ED1, ED2, R73) and progenitor cells (antibodies
to nestin). Regarding the innate immune system various molecules of the Toll-like
receptor (TLR) system were analyzed by qRT-PCR in lungs of transplant recipients.
A potential contribution of proliferating T cells to chronic rejection of lung transplants
was studied histologically in spleens and lungs, as well as in mixed lymphocyte
reactions (MLR) with isolated blood leukocytes of transplant recipients after vehicle
or LPS treatment.

In comparison to isogeneic transplants, allogeneic transplants on day 28 after
transplantation show signs of acute rejection. Remodelling and fibrotic changes are
not visible on day 28 after transplantation. Peribronchiolar infiltrates in isogeneic and
allogeneic lung transplants predominantly consist of ED1-positive macrophages. The
MRNA-expression of most analyzed components of the TLR system is upregulated in
allogeneic lung transplants. Isogeneic transplants show a higher expression of nestin
than allogeneic transplants on day 28 after transplantation. At different timepoints of
the study (days 28, 29, 33, 40) no differences are found in the presence of
proliferating T cells, independent of LPS treatment. These results are confirmed by
MLR, where no differences in BrdU-incorporation between vehicle- and LPS-treated

transplant recipients are seen.
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In conclusion, no signs of chronic rejection are detected on day 28 after
transplantation. Allografts, however, display signs of mild to moderate acute rejection
as well as a decreased regenerative potential. In addition the activity of the innate
immune system is up-regulated in allogeneic transplants compared to isografts.
These changes may be responsible for the increased susceptibility of allografts

towards TLR ligands.
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9. Anhang

Tab. 9: R73- und PCNA-positive Zellen in Milzen von LEW-Ratten

Tier (Nr.) [1832 1834 1836 1838
Zellzahl |E D E D E D E D
400 |14 800 |43 |200 [16 [600 |22
300 |26 |400 |23 |300 |14 |900 |34
800 |25 |800 |41 |200 |20 |200 |20
700 |18 |250 |19 [100 |11 |e00 |27
900 |36 |700 |34 200 |9 850 |34
300 [17 |700 |26 |600 |22 |s00 |32
850 |[35 |250 |13 |600 |25 |900 |44
800 |22 |800 |53 |700 |27 |450 |40
250 |16 |500 |35 |450 |26  [400 |21
600 |24 |e00 |42 |850 |32 |450 |36
Summe |5900 |233 |5800 [329 [4200 [202 [6150 [310
% 3,95 5,67 4,81 5,04

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell
nuclear antigen, LEW = Lewis

Tab. 10: R73- und PCNA-positive Zellen in Milzen von isogenen Lungentransplantatempfingern

amd 28
Tier (Nr.) 96 97 98 99 100 101
Zellzahl E D E D E D E D E D E D
100| 19] 450 43| 700| 46| 600| 32| 200| 39 600 23
100| 18] 500 56| 300| 42] 600| 27| 800| 66 800 29
300| 27| 500 58] 600| 49| 200| 11] 850| 44 600 26
700| 57| 200 41| 300| 37| 300 21| 300| 43 100 11
800| 61| 300 541 300| 35| 250| 27| 200| 28 500 26
200| 35| 100 18| 250| 22| 500| 28] 300| 26 900 56
300| 45| 600 63] 200 21] 200| 14] 600| 38 250 27
250| 53 50 9] 150| 16] 250| 18] 600| 39 800 53
800| 77| 100 19| 100| 14| 800| 56| 700| 49 100 21
700| 37| 200 43| 800| 73| 700| 58| 450| 37 900 61
450 29| 700 51 700 47| 450| 41 700 39
700| 26| 800 93 450| 43| 800| 63 300( 45
200 22 400| 17| 300| 41 200 26
600 59 250| 23| 450| 37 850 81
200 31 200 21 50| 16 800 68
450 43 200 24| 850| 59 700 42
100 29 200 20| 300| 22 200 26
400 42 850| 39| 300 27 250 23
50 13 500| 34| 300| 33 450 37
800| 66| 800| 59 600| 46
Summe 5400 | 484 6500| 787]3700| 355]8950 | 6269600 | 807]10600| 766
% 8,96 12,11 9,59 6,99 8,41 7,23

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell
nuclear antigen
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9. Anhang

Tab. 11: R73- und PCNA-positive Zellen in Milzen

Lungentransplantatempfiangern am d 28

Tier (Nr.) 106 107 108 109 110

Zellzahl E D E D E D E D |E D
250 27 200| 13| 850| 48| 400| 31 900( 45
250 24 400| 22| 400| 36| 450| 44| 450| 42
300| 26 800| 26| 700| 53] 300| 28| 200| 34
100 17 100 13| 600| 33| 200 19| 700| 58
400( 38 400 13| 700| 42| 200| 18 100| 35
300 34 200 10| 400| 31| 600| 46| 400| 44
200| 38 200| 13| 450| 38| 700| 51 500 38
250 31 450| 39| 300| 33| 850| 63| 250| 33
100 19 300 21 700| 41| 500| 52| 450( 28
150 18 600| 42| 850| 60| 900| 63| 800| 46
500| 23 400| 34| 100| 17| 600| 35
200 22 700| 48] 400| 26| 250 29
300 30 400 31| 250| 29| 200 32
200 24 800| 38| 300| 25| 800 47
150 14 400| 22| 500| 62| 850 59
200( 27 400| 441 500| 68| 300| 36
700| 58 50| 19| 600| 47| 800( 56
250( 37 100| 31| 300| 21 450 35
800| 55 700 32| 450| 48| 900 62
100] 18 400| 23] 800| 63| 700| 42

Summe 5700 | 580| 3650| 212]10300| 737]9300| 821]10600| 836

% 10,18 5,81 7,16 8,83 7,89

von

allogenen

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell
nuclear antigen
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Tab. 12: R73-positive und PCNA-positive Zellen in Milzen von isogenen LPS-behandelten

Lungentransplantatempfiangern am d 29

Tier (Nr.) | 152 153 154 155
Zellzahl [E D |[E |[D |[E D E D
150| 17] 100| 12| 150] 16| 250 9
400| 23| 400| 28| 300| 29| so0 45
200| 12| 100| 12| 300| 23] 400 36
450| 25| 300| 23| 700| 25| 450 35
50| 9| 150| 18| 400| 21| 850 56
400| 21| 200| 19| 150| 12| 200 14
400| 20| 300| 27| 150| 15| 200 21
100| 6] 400| 25| 200 17| 100 22
100| 9| soo| 45| 700| 29| 200 26
900| 55| 800| 44| 8s50| 59| 500 28
400| 23| 100| 12| 200| 12| 500 48
100| 13| 500| 24| 150 16| 100 18
900 | 52| 400| 29| 100 o 100 13
600| 23| 250| 26| 700| 41| 300 21
400| 27| 300| 13| 400| 32| 400 28
400| 35| 800| 46| 500| 38| 200 21
400| 16| 50| 10| 850| 49| 300 38
400| 23| 700| 18] 250| 21| 700 36
750| 25| 700| 52| 600| 41| 850 53
200| 14| 400| 34| 500| 43] so0 33
Summe |7700] 448 7750| 517]8150| 548|8200] 601
% 5,82 6,67 6,72 7,33

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell
nuclear antigen, LPS = Lipopolysaccharid
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Tab. 13: R73-

Lungentransplantatempfiangern am d 29

und PCNA-positive

Zellen

in Milzen von allogenen LPS-behandelten

Tier (Nr.) | 177 201 202 213
zellzahl [E [D |E [D |E [D [E D
700| 30| 600| 19| 450| 18] 800| 39
100| 14| s00| 21| 100| 8| 250| 23
450| 31| 200| 17| 400| 21| 700| 32
250| 28| 450| 26| 250| 22| 150 11
200| 21| 300| 19| 50| 7| 00| 28
100| 13| 600| 28| 100| 15| 400| 30
150| 19| 400| 23| e00| 32| 450| 46
600| 52| 500| 43| 50| 5| 300| 26
800| 58| 200| 16| 800| 39| 400| 33
400| 42| 100| 17| 700| 37| 700| 43
250| 30| 300| 24| 400| 29| 800| 41
750| 53| 450| 35| 150| 11| 500| 26
600| 34| 100| 9| 200| 15| 300| 27
500| 41| 200| 14| 300| 26| 300| 30
850| 49| 300| 23| 700| 34| s850| 37
300| 27| 300| 22| 250| 19| 300 19
200| 19| 100| 11| 300| 22| 500 33
100| 14| 450| 28| 400| 23| s8o00| 34
250| 27| 600| 31| 100| 8| e00| 41
800| 26| 500| 22| so0| 34| 300| 19
summe |8350] 6287150 448{ 7100 425] 10000]| 618
% 7,52 6,27 5,99 6,18

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell
nuclear antigen, LPS = Lipopolysaccharid
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Tab. 14: R73- und PCNA-positive Zellen in Milzen von

Lungentransplantatempfiangern am d 33

Tier (Nr.) 147 149 150 151

Zellzahl E D E D E D E D
300 29 700 23 250 22 800 59
50 4 100 9 600| 40 7001 41
100 13 300 21 400| 33 300 17
150 17 800| 34 500| 42 250 19
500 28 400 23 800 441 100 12
700 46 700 38 600| 40 800 31
400 23 400 16 300 37 900 45
200 19 600| 28 400 29 600 43
700 21 400 23 400| 26 700| 47
300 24 450 29 800| 37 7001 29
300 19 800 31 500 41 600 38
100 15 100 14 500 23 450 34
300 18 600| 31 200 30 700 34
300 18 850| 37 800 441 150 17
700 35 400 17 600| 31 800 35
150 12 500| 37 400| 28 800 51
900 37 700| 22 800 | 47 700| 36
400 21 100 15 50 13 450 18
300 14 850| 43 700 19 400| 28
700 32 700| 28 700 44 800| 55

Summe 7550 445]10450| 519]10300| 664]|11700| 689

% 5,89 4,97 6,45 5,89

isogenen LPS-behandelten

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell

nuclear antigen, LPS = Lipopolysaccharid
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Tab. 15: R73-
Lungentransplantatempfiangern am d 33

und PCNA-positive

Zellen

in Milzen von allogenen LPS-behandelten

Tier (Nr.) |220 221 222 223

zelzaht |[E [D [E |p |E p [ |b
200 |18 [250 |18 [800 |61 [400 |26
150 |18 |[300 |25 [150 |17 |200 |6
300 (29 |100 |13 |200 |19 [200 |13
400 |34 |150 |26 [700 |53 |[300 |24
300 |17 |300 |25 |600 |35 [100 |13
600 |24 |600 |31 |800 |56 [800 |44
800 |48 |400 |29 |900 |69 [100 |14
500 |26 |800 |31 |100 |11 [500 |39
200 |23 |150 |12 |600 |38 450 |31
850 |57 |150 |16 |600 |33 [700 |38
800 |66 |250 |14 |300 |22 [100 |19
100 |16 [200 [11 [300 |19 |450 |34
200 |20 |500 |23 [400 |28 600 |60
500 |31 |300 |18 |900 |61 [100 |26
150 |21 [700 |34 [450 |35 |100 |24
300 |28 |800 |38 |250 |12 [250 |26
800 |86 |500 |32 |700 |39 [300 |37
700 |49 |300 |17 |200 |16 [800 |48
850 |74 |400 |21 |850 |52 [400 |27
800 |62 |600 [41 |600 |33

Summe  |9500(747 | 7750|475 | 10400 | 709 |6850 549

% 7,86 6,13 6,82 8,01

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell
nuclear antigen, LPS = Lipopolysaccharid
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Tab. 16:

R73- und PCNA-positive Zellen
Transplantatempfangern am d 28

Lungengewebe von allogenen

Tier Hauptbronchus Alveolarraum kleine GefaRe (< 100um)
(Nummer) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl)

27 2 1 0 0 0

188 32 5 2 0 4 1

44 5 2 0 20 3

33 2 0 0 6 0

35 3 2 0 2 0

8 0 2 0 0 0

35 0 2 1 7 1

37 3 0 0 3 0

41 8 7 1 1 0

38 2 0 1 2 0

Summe 330 30 18 3 45 5
23 4 4 1 4 0

189 22 2 1 2 25 2

17 1 3 0 8 0

55 2 9 0 4 0

21 2 27 3 39 8

22 4 2 0 13 3

7 0 8 3 4 1

11 3 2 0 4 1

19 4 2 2 7 4

25 4 2 1 5 2

Summe 222 26 60 12 113 21
35 6 7 1 33 5

191 26 1 4 1 5 3

10 0 13 3 19 4

29 4 1 0 19 5

8 0 4 3 26 4

20 3 3 1 3 0

20 0 3 2 22 4

5 1 9 2 14 4

32 1 3 0 3 0

37 4 1 1 26 2

Summe 222 20 48 14 170 31
6 0 1 1 36 3

203 24 4 5 3 8 1

13 1 3 1 7 3

4 1 0 0 23 1

19 5 1 0 2 0

43 4 8 0 5 0

13 0 6 1 8 2

18 1 6 1 18 3

6 1 8 0 12 3

30 3 9 2 30 6
Summe 176 20 47 9 149 22

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell
nuclear antigen
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Tab. 17: R73- und PCNA-positive Zellen im Lungengewebe von allogenen
Transplantatempfangern am d 29 nach LPS-Behandlung

Tier Hauptbronchus Alveolarraum kleine GefaRe (< 100um)
(Nummer) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl)

27 0 5 0 50 8

127 33 1 9 2 23 7

21 2 18 5 31 1

19 0 6 1 32 6

18 4 12 2 23 2

37 0 11 0 3 3

16 0 6 0 16 3

29 2 7 1 12 2

20 0 7 1 6 2

8 0 12 3 26 6

Summe 228 9 93 15 222 40

128

nicht auswertbar

Summe
11 2 3 1 17 3
174 13 0 2 0 2 0
9 0 3 0 16 2
3 0 5 0 6 0
10 0 3 1 5 2
15 1 6 1 7 4
1 0 2 0 6 0
5 0 11 3 3 0
15 3 3 1 19 5
3 0 5 0 6 1
Summe 85 6 43 7 87 17
16 0 12 1 16 1
176 18 3 9 2 10 1
12 1 3 1 2 0
48 5 6 3 5 1
29 2 12 1 5 0
5 1 6 0 7 0
3 1 8 1 6 1
15 1 5 2 0 0
37 4 6 0 7 0
4 3 11 3 3 0
Summe 187 21 78 14 61 4

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell
nuclear antigen, LPS = Lipopolysaccharid
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Tab. 18:

R73- und PCNA-positive Zellen
Transplantatempfangern am d 33 nach LPS-Behandlung

Lungengewebe von allogenen

Tier Hauptbronchus Alveolarraum kleine GefaRe (< 100um)
(Nummer) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl)
38 5 4 0 6 2
123 17 2 8 0 16 10
37 9 1 0 24 3
9 2 5 1 27 6
14 1 8 1 17 0
45 5 3 0 6 1
29 2 7 1 12 6
38 3 1 0 21 5
24 4 5 0 14 3
21 1 11 2 21 4
Summe 272 34 53 5 164 40
8 2 0 0 9 0
216 7 1 9 1 0 0
9 1 4 1 4 1
4 1 0 0 3 0
3 0 0 0 5 0
6 2 6 0 0 0
9 0 2 2 2 1
24 1 0 1 21 3
3 0 1 0 17 2
6 2 6 1 1 2
Summe 79 10 28 6 62 9
10 0 18 1 17 4
224 17 0 12 0 34 5
25 2 5 0 14 0
26 2 5 1 24 0
12 0 8 1 14 5
13 2 11 2 39 0
14 2 25 3 7 0
23 3 7 0 6 5
3 1 21 4 21 4
22 4 8 0 41 8
Summe 165 16 120 12 217 31
25 1 39 5 10 1
273 37 1 11 2 17 5
19 1 34 1 8 2
28 0 33 3 3 1
42 0 14 3 6 2
24 3 21 4 24 8
28 2 7 2 23 7
25 0 14 1 6 3
23 3 16 3 25 4
56 12 15 4 24 7
Summe 307 23 204 28 146 40

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell

nuclear antigen, LPS = Lipopolysaccharid
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Tab. 19:

R73- und

PCNA-positive

Zellen im

Transplantatempfangern am d 40 nach LPS-Behandlung

Lungengewebe

von allogenen

Tier Hauptbronchus Alveolarraum kleine GefaRe (< 100um)
(Nummer) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl)
4 0 0 1
9 nicht auswertbar 0 1 5 3
6 0 0 0
5 0 0 0
13 1 4 1
9 0 9 0 6 2
45 3 3 1 7 0
24 3 4 0 11 1
6 1 8 0 6 1
20 1 9 1 0 0
Summe 104 8 61 4 39 9
19 0 12 0 15 0
125 29 2 10 0 20 0
25 0 31 0 35 1
36 0 17 2 14 1
15 1 12 0 21 0
10 0 7 0 33 4
32 2 11 0 33 0
9 1 5 1 8 3
19 2 22 0 45 3
9 0 21 2 18 0
Summe 203 8 148 5 242 12
9 1 13 1 23 1
205 10 1 7 0 26 3
36 1 11 1 10 0
17 1 7 1 8 0
30 1 8 3 23 0
27 1 10 1 14 2
22 2 12 4 1 0
14 0 15 1 7 0
38 2 0 0 15 0
3 1 2 0 24 1
Summe 206 11 85 12 151 7
6 1 19 1 5 1
214 10 2 19 2 4 0
8 1 12 0 5 0
29 0 4 0 16 2
27 1 5 0 3 0
nur ein Schnitt
auswertbar
Summe 80 5 59 3 33 3

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell

nuclear antigen, LPS = Lipopolysaccharid
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Tab. 20:

R73- und

PCNA-positive

Zellen

im Lungengewebe

Transplantatempfangern am d 33 nach PBS-Behandlung

von allogenen

Tier Hauptbronchus Alveolarraum kleine GefaRe (< 100um)
(Nummer) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl) | E (Anzahl) D (Anzahl)
9 2 6 0 55 8
237 19 1 6 1 28 3
30 0 0 0 31 2
31 1 5 0 4 0
24 1 5 0 23 3
24 0 3 0 11 2
36 3 5 0 46 4
13 0 3 0 22 8
23 1 5 0 9 0
16 1 5 0 7 0
Summe 225 10 43 1 236 30
28 1 3 0 26 2
239 13 1 1 1 25 4
17 2 6 0 8 0
11 2 10 1 23 5
29 2 0 0 6 0
29 3 2 0 23 4
20 5 3 0 39 4
40 3 2 0 3 0
19 1 3 0 6 0
16 0 4 0 27 3
Summe 222 20 34 2 186 22
21 2 0 0 5 0
257 7 3 1 0 11 3
5 0 3 0 21 3
29 4 1 0 5 0
21 3 1 0 2 0
20 3 3 0 16 1
17 6 2 0 7 2
38 5 1 0 8 0
27 1 2 0 14 0
15 2 4 0 31 2
Summe 200 29 18 0 120 11
4 1 3 1 4 1
274 22 3 3 0 0 0
6 0 4 1 1 0
21 1 2 0 10 1
5 0 4 2 3 0
6 1 5 0 3 1
13 1 3 0 2 0
6 1 2 0 9 2
20 5 2 0 4 0
23 3 2 0 0 0
Summe 126 16 30 4 36 5
6 2 7 2 5 0
275 9 4 5 0 9 2
27 1 9 3 2 0
19 2 8 0 7 0
12 1 5 0 0 0
19 2 4 0 23 3
16 3 7 2 3 1
11 1 6 0 19 1
14 5 5 0 10 0
8 3 5 0 1 1
Summe 141 24 61 7 79 8
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20 3 0 0 11 4

281 3 1 3 0 5 0
6 1 5 1 0 0

28 5 1 0 0 0

5 0 4 1 0 0

12 3 2 0 7 1

3 0 0 0 15 3

5 0 2 0 5 2

17 4 3 0 1 1

2 0 3 0 0 0

Summe 101 17 23 2 44 11

E = einzelpositive Zellen (R73), D = doppeltpositive Zellen (R73 und PCNA), PCNA = proliferating cell
nuclear antigen, PBS = phosphatgepufferte Salzlésung
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Tab. 21: Gemessene Extinktionswerte (Spalte 2-5) und berechnete, relative Einheiten (Spalte 6)
fur die Proliferationsrate in der mixed lymphocyte reaction (MLR) fiir Zellen von mit LPS-
behandelten Transplantatempfangern am d 33 nach der Transplantation und Stimulation mit
F344-Zellen.

Tier Resp. |Exp. Pos. 1 | Stim. Exp.-Stim.-Resp./Pos. 1-Resp.
1 0,45 1,64 2,46 0,02
LPS 0,46 1,71 3,13 0,05

0,56 1,10 3,10 0,04
0,47 1,20 3,05 0,05
0,21 1,73 3,48 0,03
0,25 0,43 3,16 0,02
0,45 1,78 3,68 0,05
0,44 1,16 3,44 0,04
0,01
0,002
0,04
0,03
0,02
0,03
0,01
0,04

Mittelwert |0,41 1,34 3,19 0,03 0,33

2 0,27 0,37 1,43 wie
LPS 0,27 0,44 2,35 Tier
0,22 0,42 2,35 1
0,44 0,34 2,24
0,27 0,40 2,55
0,53 0,26 1,67
0,12 0,30 2,10
0,32 0,30 2,32

Mittelwert 0,30 0,35 2,13 0,03 0,01

3 0,53 1,01 1,92 -0,004
LPS 0,54 0,27 3,75 0,02
0,29 0,84 3,68 0,04
0,43 0,14 3,15 -0,05
0,41 0,30 2,09 -0,002
0,10 0,36 2,73 0,003
0,22 0,29 2,62 0,01
0,21 0,17 3,08 0,01
0,05
-0,01
0,01
0,003
0,02
0,03
0,03
0,04

Mittelwert |0,34 0,42 2,88 0,01 0,03
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4 0,25 0,29 2,70 wie
LPS 0,50 0,43 3,41 Tier
0,49 0,60 3,25 3
0,24 0,48 3,01
0,26 0,33 1,45
0,25 1,01 2,68
1,00 0,26 2,58
0,68 0,98 2,82
Mittelwert |0,46 0,55 2,74 0,01 0,03
5 0,36 0,40 2,97 wie
LPS 0,36 0,43 3,62 Tier
0,59 0,65 3,27 3
0,63 0,26 3,62
0,64 0,89 3,06
0,46 0,17 3,41
0,72 0,30 2,25
0,33 0,31 1,88
Mittelwert | 0,51 0,43 3,01 0,01 -0,04

Resp. = Responderzellen, Exp. = Experimenteller Ansatz, Pos. 1 = Positivkontrolle, Stim. = Stimulator,
LPS = Lipopolysaccharid, F344 = Fischer-344
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Tab. 22: Gemessene Extinktionswerte (Spalte 2-5) und berechnete, relative Einheiten (Spalte 6)
fur die Proliferationsrate in der mixed lymphocyte reaction (MLR) fiir Zellen von mit PBS-
behandelten Transplantatempfangern am d 33 nach der Transplantation und Stimulation mit
F344-Zellen.

Tier Resp. | Exp. Pos. 1 | Stim. | Exp.-Stim.-Resp./Pos.1-Resp.
6 0,27 0,42 2,28 | wie
PBS 0,22 0,39 2,57 | Tier

0,20 0,38 2,341
0,16 0,50 2,28|Tab. 9
0,10 0,16 2,19
0,13 0,15 2,21
0,04 0,18 2,39
0,16 0,16 1,91

Mittelwert 0,16 0,29 2,27 0,03 0,05
7 0,47 1,23 3,41 | wie
PBS 0,63 0,81 3,20 | Tier

0,54 0,99 2,96 |1
0,41 1,46 2,70|Tab. 9
0,60 0,57 2,40
0,79 0,37 2,43
0,94 0,98 2,46
0,34 0,46 2,45

Mittelwert 0,59 0,86 2,75 0,03 0,11
8 0,34 0,25 2,89 | wie
PBS 0,41 0,62 1,95 Tier

0,28 0,28 26113

0,34 0,18 2,28|Tab. 9
0,57 0,25 2,82
0,15 0,32 2,79
0,11 0,17 1,87
0,23 0,14 2,78

Mittelwert 0,30 0,28 2,50 0,01 -0,02
9 0,15 0,41 2,72 | wie
PBS 0,18 0,16 2,48 | Tier

0,70 0,12 2,2413

0,24 0,12 0,53|Tab. 9
0,15 0,16 2,58
0,09 0,14 1,33
0,12 0,13 2,11
0,20 0,18 2,20
Mittelwert 0,23 0,18 2,02 0,01 -0,04

Resp. = Responderzellen, Exp. = Experimenteller Ansatz, Pos. 1 = Positivkontrolle, Stim. = Stimulator,
PBS = phosphatgepufferte Salzlésung, F344 = Fischer-344
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Tab. 23: Gemessene Extinktionswerte (Spalte 2-5) und berechnete, relative Einheiten (Spalte 6)
fur die Proliferationsrate in der mixed lymphocyte reaction (MLR) fiir Zellen untransplantierter
LEW-Ratten nach Stimulation mit DA-Zellen.

Tier Resp. | Exp. Pos. 1 | Stim. | Exp.-Stim.-Resp./Pos.1-Resp.
10 0,20 0,55 1,621 0,05
mit DA 0,21 1,30 1,781 0,05
0,18 0,93 1,901 0,04
0,15 1,05 2,10] 0,05
0,14 1,09 2,15
0,17 1,14 1,32
Mittelwert 0,18 1,01 1,81 0,05 0,48
1 0,75 0,73 1,01 | wie
mit DA 0,20 0,62 1,43 | Tier
0,17 1,06 1,27 |10
0,13 0,82 1,20
0,21 0,99 0,92
0,04 0,30 1,45
Mittelwert 0,25 0,75 1,21 0,05 0,48
12 0,35 1,97 1,54 0,04
mit DA 0,15 2,01 2,771 0,03
0,43 1,13 2,86 0,05
0,28 1,53 2,73 0,04
0,44 1,64 2,85
0,54 1,70 2,60
Mittelwert 0,36 1,66 2,56] 0,04 0,58
13 0,14 0,50 2,55 | wie
mit DA 0,27 0,84 1,80 | Tier
0,16 0,87 2,23]|12
0,16 0,99 1,76
0,20 0,80 1,89
0,13 0,84 2,00
Mittelwert 0,18 0,81 2,04] 0,04 0,32

Resp. = Responderzellen, Exp. = Experimenteller Ansatz, Pos. 1 = Positivkontrolle, Stim. = Stimulator,

LEW = Lewis, DA = Dark Agouti
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Tab. 24: Gemessene Extinktionswerte (Spalte 2-5) und berechnete, relative Einheiten (Spalte 6)
fur die Proliferationsrate in der mixed lymphocyte reaction (MLR) fiir Zellen untransplantierter
LEW-Ratten nach Stimulation mit F344-Zellen.

Tier Resp. | Exp. Pos. 1 | Stim. Exp.-Stim.-Resp./Pos.1-Resp.
14 0,20 0,62 1,62 | wie
mit F344 0,21 0,30 1,78 | Tier
0,18 0,23 1,90110
0,15 0,23 2,10| Tab. 11
0,14 0,25 2,15
0,17 0,37 1,32
Mittelwert 0,18 0,33 1,81 0,05 0,07
15 0,75 0,39 1,01 | wie
mit F344 0,20 0,18 1,43 | Tier
0,17 0,07 1,27 |10
0,13 0,06 1,20 | Tab. 11
0,21 0,09 0,92
0,04 0,06 1,45
Mittelwert 0,25 0,14 1,21 0,05 -0,16
16 0,35 1,07 1,54 | wie
mit F344 0,15 0,32 2,77 | Tier
0,43 0,28 2,86]12
0,28 0,27 2,73| Tab. 11
0,44 0,45 2,85
0,54 0,40 2,60
Mittelwert 0,36 0,47 2,56 0,04 0,03
17 0,14 0,15 2,55 | wie
mit F344 0,27 0,13 1,80 | Tier
0,16 0,13 2,23]|12
0,16 0,32 1,76 | Tab. 11
0,20 0,10 1,89
0,13 0,13 2,00
Mittelwert 0,18 0,16 2,04 0,04 -0,03

Resp. = Responderzellen, Exp. = Experimenteller Ansatz, Pos. 1 = Positivkontrolle, Stim. = Stimulator,
LEW = Lewis, F344 = Fischer 344
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