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1 Einleitung 9

1 Einleitung

1.1 Stammzelltransplantation

Die Stammzelltransplantation (SZT) hat sich in den letzten Jahrzehnten bei der
Behandlung maligner und nicht maligner Erkrankungen wie z.B. von Leukamien,
soliden Tumoren, dem Wiskott-Aldrich-Syndrom, der Sichelzellenanamie oder von
Autoimmunerkrankungen etabliert (Horowitz, 1999; Sullivan et al., 2000). Sie hat
besonders bei akuten und chronischen Leukdmien sowie anderen systemischen
hamatologischen Erkrankungen einen hohen Stellenwert, da diese Erkrankungen in
den meisten Fallen mit konventionellen Methoden wie Chemotherapie nicht heilbar
sind (Ostendorf et al., 1997).

Ursprunglich wurde lediglich Knochenmark als Stammzellquelle fur die Transplanta-
tion eingesetzt (Thomas et al., 1957). Inzwischen verwendet man aber auch Stamm-
zellen aus peripherem Blut zur Transplantation. Hierfir werden die Stammzellen
zunachst durch Gabe von G-CSF aus dem Knochenmark mobilisiert und anschlie-
Rend aus dem Blut abgesammelt (Duhrsen et al., 1988; Stroncek et al., 1996). Eine
weitere Moglichkeit ist die Isolierung von Stammzellen aus Nabelschnurblut (Cohena
and Nagler, 2003). Nachteil dieser Methode ist die Tatsache, dass aufgrund des
kleinen Blutvolumens nur relativ geringe Zellmengen gesammelt werden konnen.
Daher kommt diese Stammzellquelle nur fur die Transplantation bei Kindern in
Frage. Die Transplantation mit Nabelschnurblut wurde das erste Mal 1989 erfolgreich
durchgefuhrt (Gluckman et al., 1990). Mal} fur die Konzentration an Stammzellen im

Transplantat ist die Fraktion der CD34" exprimierenden Zellen (WeiRinger, 1999b).

Man unterscheidet zwischen autologer, syngener und allogener SZT (Ostendorf et
al., 1997). Bei der autologen SZT werden dem Patienten vor Therapiebeginn bzw.
wahrend der Remission der Grunderkrankung Stammzellen entnommen. Diese
werden ihm nach Strahlen- oder Hochdosischemotherapie wieder zugefuhrt. Vorteil
dieser Methode ist, dass nicht nach einem passenden Spender gesucht werden
muss. Es sind auch keine immunologischen Komplikationen durch die Transplanta-
tion zu erwarten. Allerdings kann das Transplantat mit malignen Zellen kontaminiert
sein, so dass das Risiko eines Rezidivs erhoht ist. Aullerdem kann die Stammzell-
gewinnung durch eine Vortherapie beeintrachtigt sein (Weildinger, 1999a). Bei der

syngenen SZT werden die Stammzellen von einem eineiigen Zwilling gewonnen.
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Hierbei ergeben sich die gleichen Vorteile wie bei der autologen SZT. Zusatzlich ist
das Transplantat nicht mit malignen Zellen kontaminiert. Bei der allogenen SZT
stammen die Stammzellen von einem HLA identen Familien- oder einem HLA kom-
patiblen Fremdspender. Vorteil ist auch hier, dass das Transplantat nicht mit
malignen Zellen kontaminiert sein kann. Allerdings ist nicht immer das geeignete
Transplantat verfugbar, und es kann aul3erdem zu einer Reihe von Komplikationen
kommen, von denen die Transplantat-gegen-Empfanger Reaktion (graft-versus-host

disease = GvHD) im Anschluss naher beleuchtet werden soll.

Wie auch bei der Transplantation solider Organe kann es bei der allogenen SZT zu
einer Abstolung der Spenderstammzellen kommen. Der Empfanger muss daher
immunsuppressiv vorbehandelt (konditioniert) werden. Es existieren verschiedene
Protokolle zur Konditionierung. In Regensburg wird in der Regel mit einer Ganzkér-
perdosis von 8 — 12 Gy bestrahlt und zusatzlich Cyclophosphamid und Fludarabin
verabreicht (Appelbaum, 1999). Neuerdings wird versucht, nicht myeloablativ zu
konditionieren, wie z.B. in Seattle mit 2 Gy Bestrahlung und Fludarabingabe. Es kann
auch auf die Ganzkdrperbestrahlung ganz verzichtet und nur Fludarabin, BCNU und

Melphalan verabreicht werden.

Das Problem der Konditionierung durch Bestrahlung sowie bei der Chemotherapie
ist, dass es zum einen zu einer massiven Schadigung der sich rasch teilenden
Gewebe wie z.B. Schleimhaute, Haare, Spermien und zum anderen zur Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) und Interleu-
kin-1 (IL-1) kommt, die ihrerseits wiederum zytopathische Effekte vermitteln (Ferrara
and Antin, 1999).

Teilweise kommt es nach SZT auch zu schweren Infektionen durch andauernde
Immundefizienz, wobei zunachst die Neutropenie, spater T-Zelldefekte verantwortlich
sind (Holler et al., 2001a). Diese infektiosen Komplikationen kdnnen sowohl durch
grampositive und gramnegative Bakterien als auch durch Pilze (z.B. Candida,
Aspergillen) oder Viren (z.B. Viren der Herpesgruppe) verursacht werden (Weilinger,
1999a).

1.2 Graft-versus-host-disease

Die GvHD ist trotz medikamentdser Prophylaxe immer noch das Hauptproblem bei
der allogenen SZT. Sie tritt bei ca. 30-60% aller Patienten in den ersten drei Monaten

auf und ist in ihrer akuten Form fur die hohe Frihmortalitat nach allogener SZT ver-
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antwortlich (Holler et al., 2001a). Die wichtigsten Organe, bei denen sich die GvHD
manifestiert, sind Haut, Leber und Darm.

Wie bereits erwahnt, werden bei der allogenen SZT Stammzellen von einem Fami-
lien- oder einem nicht verwandten Fremdspender transplantiert. Damit es nicht zu
schweren Immunreaktionen kommt, mussen Spender- und Empfangerzellen histo-
kompatibel sein, d.h. es sollte kein Unterschied im Haupthistokompatibilitatskomplex
(major histocompatibility complex = MHC) vorhanden sein. Der MHC ist eine Region
hochpolymorpher Gene, deren kodierte Proteine (= MHC Antigene) dem
T-Zellrezeptor von T-Lymphozyten Antigene prasentieren und dadurch Immun- oder
AbstoRungsreaktionen auslosen. Bereits in den vierziger Jahren wurde der MHC bei
der Untersuchung der AbstoBung von Hauttransplantaten bei Mausen entdeckt
(Snell, 1948). Der humane MHC wird synonym als menschliches Leukozytenantigen

(human leukocyte antigen = HLA) bezeichnet.

Das MHC- bzw. HLA-System wird in die Klassen | und Il aufgeteilt. MHC | wird auf
allen kernhaltigen Zellen exprimiert und dient in erster Linie der Prasentation von
intrazellularen Peptidfragmenten (z.B. viralen Antigenen) an zytotoxische CD8"
T-Lymphozyten (Abbas A.K and Lichtman A.H., 2003). MHC Il hingegen befindet
sich vor allem auf antigenprasentierenden Zellen (APC) wie dendritischen Zellen,
aktivierten Makrophagen, B-Zellen, aktivierten T-Zellen, sowie Endothelzellen und

prasentiert den CD4" T-Helferzellen exogene Antigenfragmente (z.B. von Bakterien).

Bei Transplantation von Zellen, deren MHC identisch mit denen des Empfangers
sind, sind besonders Differenzen der Nebenhistokompatibilitdtsantigene (Minor
Histocompatibility Antigens = mHag) fur die Entstehung der GvHD verantwortlich.
mHag sind Peptide polymorpher intrazellullarer Proteine, die durch Gene auf dem
Y-Chromosom und durch autosomale Gene kodiert werden. Sie werden auf der Zell-
membran in Assoziation mit MHC Antigenen exprimiert und als Fremdantigene durch
MHC spezifische T-Zellen erkannt (Mutis and Goulmy, 2002). mHag sind noch nicht
so gut charakterisiert wie MHC Antigene, und es ist derzeit noch nicht klar, wie viele
mHag existieren. Els Goulmy und Mitarbeiter konnten jedoch einige von ihnen
charakterisieren (HA-1 bis HA-5) und zeigten, dass sie von T-Zellen in Assoziation
mit den MHC Antigenen HLA-A1 und A2 erkannt werden (Goulmy, 1996). Allerdings
scheinen nicht alle mHag eine Immunantwort auszulésen, und nur einige von ihnen

korrelieren mit schwerer GvHD, z.B. HA-1 (Goulmy et al., 1996).
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Wie grof} der Einfluss von APCs und ihren exprimierten MHC auf die Entstehung von
GvHD ist, konnte eindrucksvoll von Shlomchik und Mitarbeitern in einem MHC
identen, aber mHag differenten Mausmodell gezeigt werden (Shlomchik et al., 1999).
Mause, die APCs mit einem MHC | Defekt hatten, so dass diese nicht mehr in der
Lage waren Antigene zu prasentieren, entwickelten keine GvHD nach Transplan-
tation alloreaktiver T-Zellen. Auf der anderen Seite ist die Expression von MHC | und
[l auf nicht hamatopoetischen Zellen wie Epithel-, Endothel- und Parenchymzellen im
Empfanger fur die Entstehung akuter GvHD nicht notwendig (Teshima et al., 2002).

Wahrend fruher hauptsachlich zytotoxische T-Lymphozyten des Spenders als Medi-
atoren der GvHD angesehen wurden, weisen durchgefluhrte Untersuchungen der
letzten Jahre auf eine zentrale Bedeutung proinflammatorischer Zytokine hin (Holler
et al., 1990). Ferrara et al. sprechen in ihren Untersuchungen von einem regel-
rechten "Cytokine Storm" nach SZT (Antin and Ferrara, 1992; Ferrara, 1993; Krenger
et al., 1997).

Nach dem derzeitigen Verstandnis kann die Entstehung der GvHD als mehrstufiger

Prozess betrachtet werden (Cooke et al., 2002):

(1) Recipient conditioning

Tissue Damage

TNF-ot }
) ;@‘3 Target cell
H - * 27 apoptosis
(2) - . / (3)
onor . IFN-y : Cellular and
T cell "-h- 5 —

ell g inflammatory
activation effectors

Abb. 1-1: Entstehung der GvHD nach allogener SZT. Modifiziert nach (Hill et al., 1997b)

In der ersten Phase kommt es durch die Konditionierung des Empfangers zu Gewe-
beschaden, was zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNFa flhrt.
Dadurch werden APCs des Empfangers aktiviert, die ihrerseits Spender T-Zellen
uber Interleukin-12 (IL-12) aktivieren konnen. AuRerdem kommt es durch die Scha-
digung der Mucosa im Darmtrakt zur Einschwemmung bakterieller Lipopoly-

saccharide (LPS). Dies wiederum aktiviert zusatzlich Monozyten/Makrophagen des
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Empfangers zur Freisetzung von TNFa. Bei der Aktivierung von Spender T-Zellen
durch allogene APCs und durch die durch die Konditionierung freigesetzten Zytokine
in der zweiten Phase kommt es zur Sekretion von Zytokinen wie IFNy und Inter-
leukin-2 (IL-2). Beide Zytokine aktivieren ihrerseits zytotoxische T-Lymphozyten
(CTL), Monozyten/Makrophagen und nattrliche Killerzellen (NK-Zellen). Diese wirken
als zellulare und inflammatorische Effektoren und vermitteln Schaden am Empfan-
gergewebe (Hill et al., 1997a; Hill et al., 1998), was zur Freisetzung weiterer Zytokine
fuhrt. Es entsteht ein Teufelskreis im Sinne eines Zytokinsturms. Die GvHD steht
also mit der Starke der vorausgegangenen Konditionierung, mit der Anzahl an reifen,
reaktiven T-Zellen und mit der Zahl der Differenzen beim MHC bzw. der mHag in

Zusammenhang.

Per Definitionem entsteht die akute GvHD bis Tag 100 nach Transplantation und
lasst sich fur die klassischen GvH-Organe Leber, Haut und Darm nach Schweregrad
0-IV klassifizieren (Glucksberg et al.,, 1974; Thomas et al., 1975). In der Regel
erfordert die GvHD ab Grad Il eine immunsuppressive Behandlung. Eine Mdglichkeit,
GvHD praventiv zu verhindern, ist die T-Zelldepletion aus Spenderzellen oder die
Isolierung CD34 positiver Zellen vor Transplantation. Es zeigt sich allerdings, dass es
dadurch haufiger zu einer Transplantatabsto3ung und zu einem haufigeren Rezidiv
bei maligner Grunderkrankung kommt (Hale and Waldmann, 1994). Durch die
Depletion entfallt auch der Transplantat-gegen-Leukamie Effekt (graft-versus-
leukemia = GvL), da T-Zellen im Transplantat auch residuelle, maligne Zellen
angreifen und so die Entstehung eines Rezidivs verhindern (Falkenburg et al., 1993;
Truitt and Johnson, 1995). Zur Pravention bzw. Therapie von GvHD werden Immun-
suppressiva wie Cyclosporin A, FK506, Mycophenolat oder Methotrexat (MTX)
eingesetzt. Auch Antithymozyten Globulin (ATG) zur in vivo T-Zelldepletion wird zur
Therapie erfolgreich verwendet. Der praventive Einsatz von Anti- TNFa Antikdrpern
fuhrt zu einer verzoégerten Entstehung der GvHD und bestatigt den Zusammenhang
von konditionierungsbedingter Zytokinfreisetzung und friher akuter GvHD (Holler et
al., 1995).

Ein weiteres Problem nach SZT sind pulmonale Komplikationen, die bei Uber 50%
aller Patienten auftreten und entweder konditionierungsbedingt oder durch immuno-
logische Reaktionen zu Lungenfibrosen, Bronchiolitis obliterans oder dem idiopathi-
schen Pneumoniesyndrom (IPS) fihren kdénnen (Holler et al., 2001b). Letzteres ist

charakterisiert durch die Anwesenheit interstieller und alveolarer Pneumonitis sowie
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interstieller Fibrose in Abwesenheit infektioser Organismen (Shankar and Cohen,
2001) und macht tber 50% aller pulmonalen Komplikationen aus (Cordonnier et al.,
1986; Meyers et al.,, 1982; Weiner et al., 1989). Obwohl IPS mit der Entstehung
klinischer und experimenteller GvHD assoziiert ist (Cooke et al., 1996; Crawford et
al., 1993), konnte der kausale Zusammenhang zwischen den beiden Komplikationen

noch nicht bewiesen werden.

1.3 Endothelschaden nach allogener SZT

Dem Endothel kommt im Rahmen der allogenen SZT eine besondere Bedeutung zu.
Es bildet die erste Barriere, die die Zellen des infundierten Spendermarks Uber-
winden mussen. Unter inflammatorischen Bedingungen ist das Endothel an der
Kontrolle der Immunantwort beteiligt und hat damit einen Einfluss auf die Regulation
der Zellmigration und auf die Zytokinfreisetzung (Eissner et al., 2000b; Holler et al.,
1997; Lindner et al., 1997b). Komplikationen wie Mikroangiopathie (MA), erhOhte
Kapillarpermeabilitat (endothelial leakage syndrome = ELS) oder Lebervenen-
verschlusssyndrom (VOD) nach Transplantation stehen in direkten Zusammenhang
mit endothelialer Dysfunktion. Dabei ist besonders die VOD eine gefirchtete, weil
meist todliche Frihkomplikation der allogenen SZT (Nurnberger et al., 1998; Salat et
al., 1997; Scrobohaci et al., 1991). Aullerdem ist das Endothel Zielgewebe von
alloreaktiven Spender T-Zellen. Dies fuhrt bei akuter wie chronischer GvHD zu
endothelialem Schaden und schlieRlich zum Verlust von Mikrogefallen (Biedermann
et al., 2002). Nicht zuletzt sind aufgrund gemeinsamer Stammzellen die Bildung von

Endothel und Hamatopoese eng miteinander verbunden.

Wie bereits erwahnt, spielt die Konditionierung des Empfangers eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung der GvHD. Dies gilt auch in Bezug auf das Endothel, da
ionisierende Bestrahlung, TNFa, IFNy, LPS und Zell-Zell-Interaktionen grofen
Einfluss auf dieses Gewebe haben (Eissner et al., 1995; Eissner et al., 1996). In
einer Vielzahl von Untersuchungen wird immer wieder auf Schaden am Endothel
durch Konditionierung hingewiesen (Paris et al., 2001; Richard et al., 1996; Testa et
al.,, 1996). Auch ergaben sich aus dem Studium der generalisierten MA erste
Hinweise auf die endothelpathogene Rolle von TNFa in Assoziation mit akuter GvHD
(Hintermeier-Knabe et al., 1992; Holler et al., 1990).

In einer ganzen Reihe von Untersuchungen in vitro und in vivo konnte gezeigt

werden, dass Bestrahlung Endothelzellen (EC) in einen Zustand uberfuhrt, der in der
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Literatur als Aktivierung bezeichnet wird. Hierzu gehoren vor allem die Expression
verschiedener Adhasionsmolekile (CD54, CD106, CD62E), die verstarkte Expres-
sion von MHC | und Il Moleklulen sowie die Bildung verschiedener Zytokine
(Behrends et al., 1994; Eissner et al., 1996; Hancock, 1997). Hinzu kommt, dass
ionisierende Bestrahlung auch Apoptose an Endothelien induzieren kann und dass
der Schaden durch LPS verstarkt wird (Eissner et al., 1995; Fuks et al., 1994;
Langley et al., 1997; Paris et al., 2001).

LPS ist in der Lage, die durch Bestrahlung und freigesetzte Zytokine geschadigte
Darmmucosa zu passieren (Nestel et al., 1992). Hierbei ist TNFa einer der Haupt-
mediatoren von LPS. Die Expression von ICAM-1 auf EC durch Bestrahlung kann in
Gegenwart von LPS verstarkt werden, was auch die erhdhte Adhasion von peri-
pheren mononuklearen Zellen (PBMC) zur Folge hat (Eissner et al., 1996). LPS
verstarkt aulerdem die Expression von Membran-TNFa (Eissner et al., 1995).

Auch die Modulation der Fas Ligand (FasL) Expression auf Endothelzellen hat einen
Einfluss auf die inflammatorische Wirkung von Leukozyten (Sata and Walsh, 1999).
FasL kann die Infiltration von T-Zellen und Makrophagen verhindern. TNFa reguliert
die FasL Expression herunter und vermindert dadurch die Zytotoxizitat der Endothel-
zellen gegenuber Leukozyten, die nun verstarkt ins Zielgewebe migrieren kdnnen
(Sata and Walsh, 1998). Immunsuppressiva wie Cyclosporin A oder FK506 verrin-
gern ebenfalls die FasL Expression. Umgekehrt sind aber viele Immunsuppressiva
selbst endotheltoxisch und kdnnen so die immunologisch und inflammatorisch
induzierten Schaden verstarken (Holler et al., 1989; Kochi et al., 2000). In der
Organtransplantation wird dieser Toxizitat eine Bedeutung fur die transplantations-

assoziierte Arteriosklerose beigemessen (Sata and Walsh, 1999).

IFNy spielt eine besondere Rolle wahrend der Induktionsphase der GvHD, da es
Monozyten aktiviert, MHC | und Il induziert und somit eine gesteigerte Antigen-
prasentation hervorruft. Aktivierte Makrophagen und Monozyten sezernieren
vermehrt TNFa, IL-1 und IL-6 als pro inflammatorische Zytokine. In sehr hohen
Dosen kann IFNy in Kombination mit TNFa Endothelzellapoptose hervorrufen
(Ruegg et al., 1998), in jedem Fall aber wirkt es synergistisch zu IL-1 und TNFa bei
der Aktivierung von Endothel (Lechleitner et al., 1998).

Das IPS ist, wie bereits erwahnt, eine haufige Komplikation nach allogener SZT. In

murinen Transplantationsmodellen konnte gezeigt werden, dass ein Zusammenhang

zwischen Endothelschaden und IPS besteht. Nach allogener SZT kommt es in der
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Lunge zu endothelialem Schaden, der den pathologischen Veranderungen in diesem
Organ vorangeht (Gerbitz et al., 2000). Der Schaden entsteht sowohl durch Konditio-
nierung als auch durch Infiltration alloreaktiver T-Zellen. Neben dem Endothel-
schaden kommt es auch zu verstarkter Endothelproliferation. Die Blockierung von
TNFa nach allogener SZT flhrt auch zur Verringerung des Endothelschadens und
des Schadens der Lunge (Gerbitz et al., 2003).

In der Maus konnte weiterhin gezeigt werden, dass das IPS nicht ohne Konditio-
nierung entstehen kann, die Entwicklung von IPS strahlungsdosisabhangig und die
Kinetik gegenuber den klassischen GvHD Organen verzogert ist, d.h. das IPS tritt
erst zu spateren Zeitpunkten als GvHD auf und ist mit erhdhter Zytokinexpression
wie IL-1B, TNFa, IL-12 und IFNy assoziiert (Shankar et al., 1999). Andere Untersu-
chungen zeigen auch, dass die Anwesenheit von T-Zellen bei der Entwicklung von
IPS zwingend ist (Cooke et al., 1996; Cooke et al., 1998; Shankar et al., 1998). Die
LPS- und TNFa-Konzentration ist in der Spulflissigkeit nach bronchoalveolarer
Lavage (BAL) bei Mausen mit IPS erhoht (Cooke et al., 2000b). Dies konnte auch bei
Patienten mit IPS nachgewiesen werden (Clark et al., 1999). TNFa ist als kritischer
Mediator von Lungenschaden anzusehen (Clark et al., 1998; Holler et al., 1990;
Piguet et al., 1989). Daher kann der rechtzeitige Einsatz von TNF-Antikorpern sowonhl
den Endothelzellschaden als auch das Fortschreiten des IPS verhindern (Holler et
al., 2001b).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Endothel wahrend und nach SZT
einer ganzen Reihe von synergistisch wirkenden Stimuli ausgesetzt ist. Dies fuhrt zur
Aktivierung des Gewebes (Cines et al., 1998) und zur direkten Schadigung der Endo-
thelzellen durch Bestrahlung, allogene PBMC sowie zytotoxische Mengen an
proinflammatorischen Zytokinen und LPS. Die Reaktion des Endothels auf diese
Vorgange ist organspezifisch und bisher nicht in allen Einzelheiten verstanden.
Werden nach einer mehrtagigen Konditionierungsphase dem Empfanger Knochen-
markzellen infundiert, so finden sich diese in einer Umgebung wieder, die nicht nur
"fremd", sondern auch in héchstem Malde aktiviert und dereguliert ist. Das Endothel
vermittelt unter den beschriebenen Umstanden den ersten Kontakt mit dem neuen

Organismus und beeinflusst so die Reaktion auf den Organismus.
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1.4 Hamoxygenase-1

Hamoxygenase (HO) ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym beim Abbau von
Ham (Kitada et al., 2001). Es kommt dabei zu einer Oxygenierung von Ham unter
Verwendung von NADPH und O,. Dabei entsteht Eisen**, Kohlenmonoxid (CO) und
Biliverdin. Letzteres wird durch die Biliverdin-Reduktase mit Hilfe von NADPH als
Reduktionsmittel zu Bilirubin reduziert. Bilirubin ist ein effektives Antioxidans und
schiutzt den Korper vor Hydroperoxydradikalen. Das freigesetzte Eisen wird in
Ferritinmolekulen gespeichert. CO ist wahrscheinlich als sekundarer Mediator an

verschiedenen Stoffwechselfunktionen beteiligt (Stryer, 1994).

Derzeit sind drei Isoformen der HO charakterisiert (Petrache et al., 2000). HO-2 wird
ubiquitar exprimiert, findet sich aber besonders im zentralen Nervensystem, in den
Hoden und dem vaskularen System wieder (Sugishima et al., 2000). HO-3 wird
ebenfalls konstitutiv exprimiert, hat aber nur eine geringe Affinitat zu Ham. Die
Bedeutung von HO-3 ist derzeit noch nicht geklart (McCoubrey, Jr. et al., 1997,
Scapagnini et al., 2002). HO-1 wird besonders in der Milz konstitutiv exprimiert, ist
ansonsten aber durch diverse Stimuli induzierbar. Die Induktion kann z.B. durch
Bestrahlung, Hyperoxie, Hypoxie, Wasserstoffperoxyd, Glutathion-Depletion und
Endotoxine erfolgen (Bouton and Demple, 2000). Auch Ham als naturliches Substrat
und andere Metalloporphyrine induzieren HO-1 (Shan et al., 2000; Woo et al., 1998),
ebenso Zytokine wie IL-1 und IL-6 sowie TNFa (Cantoni et al., 1991; Lavrovsky et al.,
1996). NO induziert die HO-1 Expression in Makrophagen und Fibroblasten (Alcaraz
et al., 2000; Alcaraz et al., 2001; Bouton and Demple, 2000).

In den letzten Jahren zeigte sich in einer Reihe von Untersuchungen, dass die
Induktion der HO-1 einen Schutzmechanismus gegenuber verschiedener Noxen wie
Hamoglobin oder reinem Sauerstoff darstellt (Taylor et al., 1998; Willis et al., 1996).
In der Maus vermittelt die HO-1 Induktion teilweise den antiinflammatorischen Effekt
von IL-10 (Lee and Chau, 2002).

HO-1 Expression verzogert auch die AbstoRung kardialer Xenotransplantate unter
immunsuppressiven Bedingungen (Sato et al., 2001). HO-1 ist dabei notwendig um
vaskulare Thrombosen zu verhindern und die Infiltration aktivierter Empfanger
Leukozyten im Transplantat zu unterdriicken. Dabei wird die Apoptose von EC und
Kardiomyozyten verhindert (Sato et al., 2001; Soares et al., 1998). HO-1 schutzt
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somit unter immunreaktiven Bedingungen, wie sie bei einer Xenotransplantation

vorhanden sind, das Endothel vor Apoptose.

Untersuchungen an einer HO-1 defizienten Maus zeigen die Bedeutung von HO-1
(Poss and Tonegawa, 1997). Bei diesen Tieren ist eine hohe Mortalitdtsrate nach
25 Wochen zu beobachten. Sie leiden ab diesem Zeitpunkt an starkem Gewichts-
verlust und Anamie. Der Eisenspiegel im Serum ist sehr niedrig, daftir akkumuliert
Eisen aber stark im Gewebe. Es kommt zu chronischen Entziindungen und Fibrosen.
HO-1 Defizienz im Menschen fuhrt u.a. zu Wachstumsverzégerung, Asplenie,
verstarkter Erythrozytenfragmentation und intravaskularer Hamolyse (Yachie et al.,
1999). Dadurch kommt es zu einer erhohten Zirkulation fragmentierter und
verbrauchter Erythrozyten, die besonders das vaskulare Endothel schadigen kdnnen.
Die Abwesenheit der HO-1 Aktivitat kann also die Anfalligkeit fur Stimuli wie oxida-
tiven Stress erhdhen und damit eine Kaskade inflammatorischer Reaktionen und

Endothelschaden in Gang setzen.
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1.5 Zielsetzung

Arbeiten von Gerbitz et al. (Gerbitz et al., 2000) zeigen, dass es in murinen
Transplantationsmodellen zu einem Lungenendothelschaden sowohl durch Konditio-
nierung als auch durch alloreaktive T-Zellen kommt. Andererseits konnte bei Trans-
plantation solider Organe nachgewiesen werden, dass Endothelschaden durch
Uberexpression von HO-1 verhindert werden kann (Soares et al., 1998). Ziel dieser
Arbeit ist nun, Strategien zur Pravention und Therapie endothelialer Schaden nach

allogener SZT zu entwickeln.

Auf diesen Ergebnissen basierend soll nun untersucht werden, ob

a) der EC Schaden durch Induktion von HO-1 begrenzt werden kann und bei alloge-

ner SZT mit Hilfe der HO-1 Induktion eine GvHD Pravention moglich ist.

- In vitro wird der Einfluss der HO-1 auf Endothelzellen untersucht. Konnen Metallo-
porphyrine in Endothelzellen HO-1 induzieren, ist die Induktion dosisabhangig
und kann die Induktion von HO-1 Endothelzellen vor bestrahlungsinduzierter

Apoptose schutzen?

- In vivo soll zum einen geprift werden, ob die HO-1 Induktion in einem murinen
haploidenten Transplantationsmodell vor GvHD schiitzt. Dabei wird das Uber-
leben und eine mogliche GvHD Reduktion untersucht. Zum anderen soll der
Einfluss von in vivo induzierter HO-1 auf einzelne Zellpopulationen (wie
Makrophagen und Leukozyten), die eine besondere Bedeutung bei der GvHD

haben, in Bezug auf Zytokinsekretion untersucht werden.

b) der EC Schaden bei allogener SZT mit Hilfe einer zellularen Therapie verringert
werden kann, indem gesunde EC bereitgestellt werden. Da in der Lunge der EC
Schaden nach allogener SZT bereits nachgewiesen wurde, soll dieses Organ

primar fur diese Untersuchungen herangezogen werden.

- Es soll untersucht werden, ob eine Transplantation von Endothelzellen moglich
ist. Die Spenderendothelzellen sollen aus dem gleichen Zuchtstamm wie das

restliche Transplantat stammen, so dass keine allogenen T-Zell stimulierenden
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Eigenschaften zu erwarten sind. Sie kénnen folglich gegeniber dem Knochen-
mark nicht als allogen gewertet werden.

- Daflir sollen Endothelzellen aus der Lunge isoliert, charakterisiert, ex vivo expan-
diert und anschlielend zusammen mit Knochenmark als Stammzellquelle in letal
bestrahlte Mause transplantiert werden. Die Endothelzellen sollen aus GFP
transgenen Mausen isoliert werden, damit sie im Empfanger leicht zu verfolgen

sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Zentrifugen: Biofuge Fresco
Megafuge 3.0R
Biofuge Pico
Cytospin 3
Neubauer Zahlkammer
Bestrahlungsgerat fur Mause Primus
Bestrahlungsgerat fur Zellen 1BL437C
Brutschrank BBD6220
Mikroskop Wilovert S LL
Mikroskop Axioskop 2
Kamera AxioCam
Blottingapparatur Fast Blot B34
Elektrophoresekammer Minigel Twin
Rotationsstander REAX2
Schuttler KS250 basic
Power Supply Power Pack P25
Vortex Genie2
Mikrotom Frigocut 2800-E
Wasserbad Lauda E100
pH-Meter pH538
Sterilbank Herasafe HS18
Thermoblock BT 1303

Elisareader Emax

Microplate Scintillation counter Topcount

Microtiterplate washer ELx 50

Heraeus,Osterode
Heraeus,Osterode
Heraeus,Osterode
Shandon, Manchester UK
Brand, Wertheim/Main
Siemens

CISbio International, Gif-Sur-Yvette F
Heraeus, Osterode

Hund, Wetzlar

Zeiss, Oberkochen

Zeiss, Oberkochen
Biometra, Gottingen
Biometra, Goéttingen
Heidolph, Schwabach

IKA Labortechnik

Biometra, Gottingen
Scientific Industries
Reichert Jung, Wetzlar
NeoLab, Heidelberg

WTW, Weilheim

Heraeus, Osterode

Merck Eurolab, Darmstadt; HLC
MWG-Biotech, Ebersberg
Packard Canberra, Dreieich

Packard Canberra, Dreieich
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Durchflusszytometer FACS Calibur
FACS Star plus Cell Sorter
Magnet zur Saulenisolierung OctoMACS

2.1.2 Materialien

Zellsiebe 70um

Petrischalen (35x10, 60x15, 100x15 mm)
Spritzen (1, 5, 10, 20, 50 ml)

Kanulen (0,4; 0,9; 1,2 mm)
Butterflykantlen (0,8 mm)
Polypropylenréhrchen (15, 50 ml) Blue Max
Objekttrager Superior

Super Frost® Plus Objekttrager
Deckglaser (24x24 mm, 24x50 mm)
Polystyrolréhrchen (Rundboden, 5 ml) FACS
Zellkulturflaschen (25, 75 cm?)

sterile Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)
96-Lochplatten Zellkultur (Flacher Boden)

Nitrocellulose-Membran
(Poren 0,45 pym) Protran BA85

Gel Blotting Papier GB003

ECL Filme Hyperfim™ ECL
pH-Indikatorstabchen (pH 6,5-10)
Plastikformchen Tissue Tek® Cryomold

MACS Separationssaulen (MS, LS)

2.1.3 Medien und Zusitze

RPMI 1640 (E15-039)
DMEM mit NEAA (10938-025)

Becton Dickison, Heidelberg
Becton Dickison, Heidelberg

Miltenyi, Bergisch Gladbach

Falcon, Heidelberg

Falcon, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Abbott, Sligo IRE

Falcon, Heidelberg

Menzel Glaser, Braunschweig
Menzel Glaser, Braunschweig
Carl Roth, Karlsruhe

Falcon, Heidelberg

Corning Costar, Wiesbaden
Corning Costar, Wiesbaden

Corning Costar, Wiesbaden

Schleicher und Schuell, Dassel
Schleicher und Schuell, Dassel
Amersham Biosciences, Freiburg
Merck Eurolab, Darmstadt
Sakura Finetek, Zoeterwoude NL

Miltenyi, Bergisch Gladbach

PAA Laboratories, Colbe
GibcoBRL Invitrogen, Karlsruhe
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fotales Rinderserum (FCS) (10270-106)
200 mM Glutamin (25030-032)

10 mg/ml Penicillin/0,85% Streptomycin
(15140-122)

100 mM Natriumpyruvat (11360-039)

1M HEPES (15630-049)

100x NEAA (11140-035)

50 mM 2-Mercaptoethanol (31350-010)
EC growth supplement (C-30120)

5000 U/ml Heparin (Liquemin® N25000)
Dimethylsulfoxid (DMSO, 99,7%) (109678)

2.1.4 Chemikalien

Gelatine (G-9391)

EDTA 99,5% (ED455)

DAPI (236276)

Tris-Hydrochlorid (90903)

NaCl p.a. (106404)

Natriumazid reinst 99% (106688)
PMSF (15.971-9)

BSA Fraktion V (1400)
(A-7888)

Ammoniumpersulfat (APS) (A-3678)
Natriumdodecylsulfat (SDS) (L-5750)
Glycin (G-7403)
6-Amino-hexanoic-acid (A-7824)

Magermilchpulver Naturaflor

GibcoBRL Invitrogen, Karlsruhe
GibcoBRL Invitrogen, Karlsruhe

GibcoBRL Invitrogen, Karlsruhe
GibcoBRL Invitrogen, Karlsruhe
GibcoBRL Invitrogen, Karlsruhe
GibcoBRL Invitrogen, Karlsruhe
GibcoBRL Invitrogen, Karlsruhe
Promocell, Heidelberg

Roche, Basel CH

Merck Eurolab, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roche, Basel CH

Carl Roth, Karlsruhe
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Aldrich, Taufkirchen

Biomol, Hamburg
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Topfer GmbH, Dietmannsried

Cobalt(lll) Protoporphyrin IX (CoPP) (Co654-9) Frontier Scientific, Canforth UK

Zinn(lV) Protoporphyrin IX (SnPP) (Sn749-9)

Zink(Il) Protoporphyrin IX (ZnPP) (Zn625-9)

Frontier Scientific, Canforth UK
Frontier Scientific, Canforth UK
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Glycerin (G-5516)

Trypanblau (111732)
Bicinchinonsaure (B-9643)
Cu(I)SOy4 (4% wiv) (C-2284)
Methyl-*H-Thymidin (MT6032)

2.1.5 Enzyme + Inhibitoren

Collagenase H (1074059)
Dispase Il (165859)
Trypsin/EDTA (25200-056)
Aprotinin (236624)

Leupeptin (1017128)
Natriumorthovanadat (159664)
Natiumfluorid (S-1504)

2.1.6 Losungen und Puffer

Turks Lésung (109277)

PBS ohne Mg/Ca (BE17-512F)
Laemmlipuffer(2x) (S-3401)
Aceton p.a. (100014)
Methanol p.a. (106009)
Isopropanol p.a. (109634)

HCI (37%) (100317)

NaOH (1N) (K021.1)
Acrylamidlésung (30%) (3029.1)
TEMED p.a. (2367.1)

Nonidet P40 (10%) (1332473)
Tween 20 (P-1379)

ECL Detection Kit (RPN2106)

Einbettmedium Tissue Tek® O.C.T.™

Sigma, Taufkirchen
Merck Eurolab, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Amersham Biosciences, Freiburg

Roche, Basel CH
Roche, Basel CH
GibcoBRL Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Basel CH
Roche, Basel CH
ICN, Aurora USA

Sigma, Taufkirchen

Merck Eurolab, Darmstadt
Cambrex BioScience, Verviers B
Sigma, Taufkirchen

Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Merck Eurolab, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Roche, Basel CH

Sigma, Taufkirchen

Amersham Biosciences, Freiburg
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Compound (4583)

Fluoreszenz Mounting Medium (2627)
Hamatoxylin (MHS-128)

Eosin (HT-110-2-32)

2.1.7 Antikorper, Seren und Marker

Ratte a Maus CD31 (Klon: MEC13.3)

Ratte a Maus Panendothelial antigen
(Klon: MECA32)

Ratte a Maus CD106 (Klon: 429)
Ratte a Maus CD45 (Klon: 30.F11)
Ratte a Maus CD3¢ (Klon: 145-2c11)
Ratte a Maus CD80 (Klon: 16-10A1)
Ratte a Maus CD86 (Klon: GL1)
Ratte a Maus Gr-1 (Klon: RB6-8C5)
Ratte a Maus CD11b (Klon: M1/70)
Ratte a Maus H-2K® (Klon: AF6-88.5)
Ratte a Maus I-A® (Klon: AF6-120.1)
Kaninchen a Maus B-Actin (A-2066)

Kaninchen a Maus Hamoxygenase-1
(SPA-895)

GSL-IsolektinB4 (B-1205)
Ratte IgG 2a (Klon: R35-95)
Ratte IgG 2b“ (Klon: A95-1)

Ziege a Ratte-F(ab),-PE-Cy5 (Klon: YW 62.8)

Ziege a Ratte-Ig-PE (ARI4407)
Schwein a Kaninchen-Ig-FITC (F0205)
a Biotin-HRP (7075)

Ziege a Kaninchen-lg-HRP (P0448)

Sakura Finetek, Zoeterwoude NL
DAKO, Hamburg
DAKO, Hamburg
DAKO, Hamburg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg

Sigma, Taufkirchen

StressGen, Victoria CAN

Vector Laboratories, Burlingame USA
Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Cedarlane, Hornby CAN

Biosource, Camarillo USA

DAKO, Hamburg

Cell Signaling (New England
Biolabs), Frankfurt/Main

DAKO, Hamburg
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Ziegenserum (X0907)

Kaninchenserum (X0903)

Benchmark Protein Leiter (10748-010)
Biotinylierter SDS-PAGE Marker (161-0319)
Dil-AcLDL (L-3484)

Mouse lineage panel (559971)

Streptavidin Microbeads (130-048-101)
Anti-PE Microbeads (130-048-801)

2.1.8 Mausstamme

C57/BI6 N

B6D2F1 (C57/Bl6 x DBA)
C57/BI6-GFP (Okabe et al., 1997)
B6D2F1-GFP

2.2 Methoden

2.2.1 Transplantation

2.2.1.1 Isolierung von murinen Milzzellen

DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

Invitrogen, Karlsruhe

Biorad, Hercules USA
Molecular Probes, Leiden NL
Becton Dickinson, Heidelberg
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach

Charles River, Sulzbach
Charles River, Sulzbach
Eigene Zucht
Eigene Zucht

Eine Maus wird euthanasiert, die Milz herausprapariert und bis zur weiteren Verar-

beitung in einer Petrischale mit 5 ml RPMI/5% FCS auf Eis gelagert. Unter sterilen

Bedingungen wird die Milz zwischen zwei sterilen Objekttragern zerrieben und in
eine Petrischale mit 10 ml RPMI/5% FCS uberfuhrt. Es erfolgt eine weitere Verein-

zelung der Zellen mit einer 10 ml Spritze und einer 0,9 mm Kandule. Die Zellsuspen-

sion wird uber ein Zellsieb in ein 50 ml Polypropylenréhrchen uberfuhrt. Die Petri-

schale wird zweimal mit 5 ml RPMI/5% FCS gespult und die Losung ebenfalls Uber

das Zellsieb in das Polypropylenréhrchen pipettiert. Nach Zentrifugation mit 1200

rom fir 10 Min. bei 4°C wird der Uberstand dekantiert, die Zellen in 3 ml Erylyse-

puffer resuspendiert und fur 2 Min. bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach Zugabe
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von 17 ml RPMI/5% FCS wird erneut zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und die
Zellen in 10 ml RPMI/5% FCS resuspendiert.

Fur die Bestimmung der Zellzahl werden 10ul Zellsuspension mit 90 pl Trypanblau

gemischt und mit einer Neubauer Zahlkammer gezahlt.

Erylysepuffer: NH4Cl 90 ml (0,16 M)
Tris 10 ml (0,2M) pH7,65

sterilfiltriert

2.2.1.2 Isolierung von murinen Knochenmarkzellen

Femur und Tibia der Hinterlaufe einer Maus werden herausprapariert, das restliche
Muskelfleisch mit einem Skalpell vollstandig abgeschabt und die Knochen bis zur
weiteren Verarbeitung in einer Petrischale mit 5 ml RPMI/5% FCS auf Eis gelagert.
Unter sterilen Bedingungen werden die Enden der Knochen mit einer sterilen Schere
abgeschnitten und die so freigelegten Knochenmarkkanale mit RPMI/5% FCS (10 ml
Spritze und 0,4 mm Kanule) durchgespult. Das herausgedrickte Knochenmark wird
in einer Petrischale aufgefangen und die Zellen mit einer Spritze und einer 0,9 mm
Kanule vereinzelt. AnschlieRend wird die Zellsuspension Uber ein Zellsieb in ein
50 ml Polypropylenréhrchen Uberfluhrt. Die Petrischale wird zweimal mit 5 ml
RPMI/5% FCS gespult und die Losung ebenfalls Uber das Zellsieb in das Polypropy-
lenréhrchen pipettiert. Nach Zentrifugation mit 1200 rpm far 10 Min. bei 4°C wird der
Uberstand dekantiert und das Zellpellet in 8 ml RPMI/5% FCS resuspendiert.

FiUr die Bestimmung der Zellzahl werden 10 pl Zellsuspension mit 90 ul Turklésung

gemischt und mit einer Neubauer Zahlkammer gezanhlt.

2.2.1.3 Injektion von Knochenmark- und Milzzellen

Fir die Transplantation wird die gesamte bendtigte Zahl an Knochenmark- und Milz-
zellen pro Gruppe berechnet. Diese Mengen an Knochenmark- und Milzzellen
werden zusammenpipettiert, zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die Zellen
werden in soviel L15 Leibovitz-Medium aufgenommen, dass pro Maus 250 pl injiziert
werden konnen. Die Injektion erfolgt mit einer 1 ml Spritze und einer 0,4 mm Kandule

in die Schwanzvene der Maus.
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Bei Transplantation von Endothelzellen werden isolierte und kultivierte Endothel-

zellen der Knochenmark-/Milzzellsuspension hinzugeflugt.

2.2.1.4 Bestrahlung der Mause

Die Mause werden in Abhangigkeit vom Versuchsaufbau mit 2x600 bis 2x700 cGy
(150cGy pro Min.) im Abstand von 3-4 Std. bestrahlt. AnschlieRend erfolgt die Trans-

plantation.

2.2.1.5 Bewertung der GvHD

Die Beurteilung des Gesundheitszustandes der Mause nach der Transplantation
erfolgt nach einem von (Cooke et al.,, 1996) eingefihrten Schema (Tabelle 2-1).
Dabei werden der Zustand des Fells und der Haut, sowie Haltung, Mobilitat und
Gewicht der Mause berucksichtigt. Auf einer Skala von 0-2 pro Kriterium erhalt man
einen maximalen Wert von 10, bei dem die Tiere ein maximales Krankheitsbild

zeigen wurden.

Nach den Tierschutzbestimmungen durfen Tiere bei den durchgefuhrten Versuchen
nicht Gbermalig leiden. Bei dem hier verwendeten Transplantationsmodell (C57BI6
— B6D2F1) kommt es nach Konditionierung mit hohen Bestrahlungsdosen und
Transplantation mit T-Zellen zu einer erheblichen Belastung fir die Tiere und fihrt zu
starkem Gewichtsverlust, einer fulminanten GvH Reaktion und letztlich zum Tod. Das
Bewertungsschema fur die GvHD wird daher als Abbruchkriterium herangezogen.
Erreichen die Tiere einen Wert von = 6, ist die GvHD schon so stark ausgepragt,
dass der Tod der Tiere zu erwarten ist. Daher werden die Tiere ab einem GvHD
Wert von 6 unverziiglich euthanasiert und dieser Tag als Todestag in der Uber-
lebensgrafik angegeben (siehe Abb. 3-13).
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Kriterium Grad 0 Grad 0,5 -1 Grad1,5-2
Gewichtsverlust <10% Grad 1: > 10% bis < 25% Grad 2: > 25%
Haltung Normal bucklig im Sitzen stark bucklig,

beeintrachtigt Bewegung

Mobilitat Normal leicht bis mittelstark regungslos aul3er bei
verringert Stimulation
Felltextur Normal leicht bis mittelstarke starke
Straubung Straubung/ungepflegt
Haut Normal schuppig an sichtbare Areale
Pfote/Schwanz entblofiter Haut

Tabelle 2-1: Bewertung der klinischen GvHD. Nach Cooke et al., 1996

2.2.2 Einbetten von Organen

Zur Herstellung von Gewebeschnitten mussen die Organe zunachst aus den Tieren
entfernt, in einem Einbettmedium (Tissue Tek® O.C.T.™ Compound) eingebettet und
schockgefroren werden. Hierfur werden die Tiere zunachst getbtet, aufgeschnitten
und die Organe vorsichtig dem Kérper entnommen. Uberschiissiges Blut wird abge-
tupft und das Organ in ein mit Einbettmedium geflilltes Plastikformchen gelegt. Das
Gewebe wird mit Einbettmedium Uberschichtet und das Formchen in ein mit
2-Methylbutan gefulltes und in flissigem Stickstoff gekuhltes 50 ml Polypropylen-
rohrchen geschoben. 2-Methylbutan hat den Vorteil, dass der Schmelzpunkt bei
-160°C liegt und damit nicht so kalt ist wie Stickstoff (-196°C). Dadurch wird das
Gewebe schonender eingefroren, und es kommt zu geringeren Schaden wahrend
des Einfriervorgangs. Das Rohrchen wird in flussigen Stickstoff gelegt. Dabei friert
das Gewebe in dem Medium sofort durch. AnschlieRend werden die Organe bis zur

endgultigen Lagerung bei -80°C auf Trockeneis gelegt.

Fir die Herstellung von Paraffinblocken werden die enthommenen Organe zunachst
in 3-5%iger Formalinldsung gelagert. AnschlieRend werden sie in Plastikférmchen

eingebettet, in heilRem Paraffin eingegossen und bei RT gelagert.
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2.2.3 Gewebeschnitte

Kryoschnitte: Die eingebetteten Organe werden zunachst von -80°C auf -20°C
erwarmt, da sich die Blocke sonst nur schlecht schneiden lassen. Mit einem Kalte-
mikrotom werden sie 5 um dick geschnitten und auf Objekttrager gezogen. Die
Schnitte werden anschlielend bis zur immunhistochemischen Markierung bei -80°C

gelagert.

Paraffinschnitte: Die eingebetteten Organe werden am Mikrotom 5 pm dick ge-
schnitten und auf Objekttrager gezogen. Die Schnitte werden bei RT gelagert. Vor

Verwendung der Schnitte wird das restliche Paraffin bei ca. 80°C abgeschmolzen.

2.2.4 Beschichtung von Zellkulturflaschen und Schalen mit Gelatine

Fir die Gelatinebeschichtung werden 1-6 ml einer 2%igen Gelatinelosung (abhangig
von der Grole des Gefalles) in die Flaschen oder Schalen pipettiert und fur 2 Std.
inkubiert. Nach Abnahme der Lésung werden die Gefalle mit PBS gespult und im
Klhlschrank bis zur Benutzung gelagert. Die benutzte Gelatinelésung kann wieder

verwendet werden.

2%ige Gelatinelésung:

2 g Gelatine werden in 100 ml H20 4est. gel0st und autoklaviert.

2.2.5 Kernmarkierung: Einsatz von 4,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)

Fur Apoptoseinduktionsversuche werden 5x10* — 1x10° Zellen in Zellkulturschalen
(35x10mm) ausgesat. 24 Std. nach der Apoptoseinduktion wird das Medium entfernt,
die Zellen zweimal mit je 2 ml PBS gewaschen und anschlielend mit 2 ml Metha-
nol/Aceton (1:1) far 2 Min. fixiert. Danach werden die Zellen erneut zweimal mit PBS
gewaschen. Die Rander der Schalen werden mit einem Tuch trocken gewischt und
50 pl der verdinnten DAPI-Losung in die Mitte der Schale pipettiert. AnschlieRend
wird ein Deckglas (24x24 mm) in die Schale gelegt und die Zellen bis zur Aufnahme
der Fotos am Mikroskop (Okular und Objektiv: x10 Vergro3erung) im Kuhlschrank im

Dunkeln aufbewahrt.
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DAPI-Stocklésung: 0,1 mg/ml in PBS

Verdinnte DAPI-Lésung: Stocklésung 1:200 verdunnt mit Glycerin/PBS (1:3) =
0,5ug/ml

2.2.6 Zellen

- bEnd2 murine Endotheliomzelllinie aus dem Gehirn (von PD.
Dr. G. Eissner zur Verfugung gestellt)

- bEnd3 murine SV129 Endotheliomzelllinie (Fa. ECAAC,

Nr. 96091929)
- primare Lungenendothelzellen isoliert aus murinen Lungenlappen
- Primarzellen aus der murinen Leber

- primare Peritonealmakrophagen

2.2.7 Zellkultur

2.2.7.1 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung erfolgt bei allen Zellen im Inkubator bei 37°C, 5% Kohlendioxidgehalt
und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Alle verwendeten Zellen sind adharent und

werden bei 80-90%iger Konfluenz passagiert.

Medium fiir bEnd2/bEnd3: 500 ml DMEM mit NEAA
1% Glutamin
1% Natriumpyruvat
1% Penicillin/Streptomycin
10% FCS
50uM 2-Mercaptoethanol

Medium fur Makrophagen/Leberzellen:
500 ml RPMI 1640
1% Penicillin/Streptomycin

10% FCS
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Lungenendothelmedium: 500 mi DMEM mit NEAA
2 mM 200 mM Glutamin
1% Penicillin/Streptomycin
1 mM 100 mM Na-Pyruvat
20 mM 1M HEPES
1% 100x NEAA
5 uM 50 mM 2-Mercaptoethanol
20% FCS

150ug/ml EC growth supplement
12 U/ml 5000 U/ml Heparin

FUr das Passagieren von bEnd- und Lungenendothelzellen wird das Medium ent-
fernt, die Zellen werden mit 2-5 ml PBS gewaschen und anschlieBend mit 1-2 ml
Trypsin/EDTA-LOsung fur 20 Sekunden bis 1 Min. bei 37°C inkubiert. Dabei I6sen
sich die Zellen von der Oberflache der Flasche oder Schale. Die Inaktivierung des
Trypsins erfolgt durch eine 1:5 Verdinnung mit serumhaltigem Medium. Die Zellsus-
pension wird in ein Polypropylenréhrchen uberfuhrt, bei 1400 rpm und RT fur 5 Min.
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen werden in Medium resuspen-

diert und 1:5 bis 1:20 in neue Zellkulturflaschen oder Schalen ausgesat.

2.2.7.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Zum Auftauen werden Zellen aus dem fllssigen Stickstoff oder dem -80°C kalten
TiefkUhlschrank in ein 37°C warmes Wasserbad Uberfuhrt und nach dem Antauen in
warmes Kulturmedium pipettiert. Nach Zentrifugation bei 1400 rpm und RT fur 5 Min.
wird der Uberstand verworfen, die Zellen in frischen Medium aufgenommen und in
Zellkulturflaschen Uberfuhrt. 3-5 Std. nach der Aussaat wird das Medium erneut

gewechselt.

Zum Einfrieren werden die konfluenten Zellen trypsiniert, gezahlt und in soviel
Einfriermedium resuspendiert, dass die Zelldichte bei ca. 4x10° Zellen pro ml liegt.
Nach Uberfihren der Suspension in Kryordhrchen wird sie in einer Einfrierbox bei
-80°C langsam eingefroren und flur langerfristige Lagerung in flussigen Stickstoff
uberfihrt.
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Einfriermedium: 70% Medium mit FCS
20% FCS
10% Dimethylsulfoxid

2.2.7.3 Nachweis von Mycoplasmen

Zelllinien werden in zweimonatlichen Abstanden auf Mycoplasmenkontamination mit

Hilfe des Mycoplasma Detection Kit (Roche) Uberprift.

2.2.8 Westernblot

2.2.8.1 Herstellung von Zelllysaten

Dieses Protokoll wird zur Herstellung von Gesamtzelllysaten verwendet.

Loésungen
e TBS-Stammldsung (2x) Endkonzentration
pH 8,0 Tris/HCI 48¢g (40 mM)
NaCl 18 g (0,3 mM)
EDTA 0,74 g (2 mM)
Na-Azid 50 mg (0,05%)
H2O0gest. ad 1000 ml
e Nonidet P40 10% (Fertigldsung von Fa. Roche)
Proteasehemmer
e PMSF-Stammldsung PMSF 1,74 g (100 mM)

(Phenylmethylsulfonylfluorid) Isopropanol ad 100 mi

e Aprotinin-Stammldsung Aprotinin 10 mg/ml in H2Ogest.
(lagern bei -20°C)

e Leupeptin-Stammldsung Leupeptin 0,5 mg/ml in HyOgest.
(lagern bei -20°C)
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Phosphatasehemmer

e Thyrosin-Hemmer

e Threonin/Serin-Hemmer

Waschpuffer

Lysepuffer

Allgemeine Bemerkungen

Na-Orthovanadat

500 mM in Hzodest_

(zum Lésen 5 Min. aufkochen lassen)

NaF

TBS (2x)
PMSF
Aprotinin
Leupeptin
Vanadat
NaF
H2O0gest.

TBS (2x)
PMSF
Aprotinin
Leupeptin
Vanadat
NaF
Nonidet
H2O0gest.

200 mM in H2Ogest.

5ml
100 pl
2 ul

10 pl
10 pl
10 pl
ad 10 ml

5ml
100 pl
2 ul
10 pl
10 pl
10
1 ml

ad 10 ml

Endkonzentration

(1 mM)
(2 pg/ml)
(0,5 pg/ml)
(0,5 mM)
(0,2 mM)

Endkonzentration

(1 mM)

(2 pg/mi)
(0,5 pg/ml)
(0,5 mM)
(0,2 mM)
(1%)

Angaben bei der Durchfihrung der Zelllyse sind auf ca. 10 Mio Zellen bezogen, bei

weniger Zellen wird entsprechend weniger Lysepuffer und bei der Proteinbestim-

mung eine geringere Verdunnung eingesetzt. Es sollten mindestens 3 Mio Zellen

verwendet werden, da sonst das Protein nicht fir mehrere Westernblots reicht. Alle

Arbeiten miussen auf Eis und mit kalten Losungen durchgefuhrt werden.
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Gesamtzelllysate

Zellen werden geerntet und abzentrifugiert (1400 rpm, 5 Min., 4°C). Sie werden 2-3x
mit je 1 ml Waschpuffer gewaschen, dabei in 1,5 ml Reaktionsgefalte tberfihrt und
bei 3000 rpm fur 5 Min. bei 4°C zentrifugiert. Nach dem letzten Waschschritt wird der
Uberstand vollstdndig abgesaugt und das Zellpellet in 140ul Lysepuffer aufge-
nommen und kurz aufgeschuttelt (bei ~ 3 Mio Zellen 80 pl Lysepuffer nehmen). Es
erfolgt eine Inkubation auf Eis fir 30 Min., anschliellend wird bei 13000 rpm zentri-
fugiert, 4°C fur 15 Min., groRere Zelltrimmer, Zellkerne und Membranfragmente
sedimentieren dabei. Der Uberstand (130 pl oder 70 pl bei 80 ul eingesetztem Lyse-
puffer) wird in neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tiberfiihrt. 10 pl des Uberstandes werden
fur Proteinbestimmung eingesetzt, der Rest wird mit Laemmli-Puffer (2x) 1:1 ver-
mischt, bei 95°C fur 5 Min. gekocht und anschlieend bei -20°C gelagert. Die Proben

sind nun fUr den Westernblot einsatzbereit.

Zytosolische Lysate

Zur Herstellung zytosolischer Lysate werden die Zellen mit einem Homogenisator
aufgeschlossen. Hierbei werden Mitochondrien und Zellkerne nicht zerstort, so dass

nur Proteine aus dem Zytosol extrahiert werden.

Puffer: Endkonzentration
1 M HEPES 200 pl (20 mM)
1 M KCI 100 pl (10 mM)
1 M MgCl; 15 pl (1,5 mM)
0,1 M EDTA 100 pl (1 mM)
0,2 M EGTA 50 pl (1 mM)
0,1 M PMSF 100 (1 mM)
10 mg/ml Aprotinin 2 ul (2 pg/ml)
0,5 mg/ml Leupeptin 10 pl (0,5 pg/ml)
0,5 M Na-Orthovanadat 10 pl (0,5 mM)
0,2 M NaF 10 pl (0,2 mM)
H2Ogest. 9,5 ml

pH-Wert mit 1M NaOH auf 7,4 - 7,5

einstellen
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Bohrer: Fa. Xenox

Motorhandstlick Typ 2.35

Die vorbereiteten Zellen werden geerntet und in ein 2 ml Reaktionsgefaly uberfuhrt.
Nach Zentrifugation bei 3000 rpm fir 5 Min. bei 4°C wird der Uberstand abpipettiert
und das Pellet mit 1 ml Puffer gewaschen. Das Pellet wird in 350 pl Puffer resuspen-
diert und mit einem Bohrer 1 Min. lang homogenisiert. Es folgt wieder ein Zentrifu-
gationsschritt bei 13000 rpm fir 15 Min. Der Uberstand (330 pl) wird in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal tiberfihrt. 10 ul des Uberstandes werden fir die Proteinbestimmung
eingesetzt, der Rest wird mit der gleichen Menge Laemmli-Puffer (2x) versetzt und

bei 95°C fur 5 Min. gekocht. Die Proben sind nun fir den Westernblot bereit.

2.2.8.2 Bestimmung des Proteingehaltes in den Zelllysaten

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration wird Bicinchoninsaure (BCA) einge-
setzt. Dabei werden Kupfer(ll)-lonen zu Kupfer(l)-lonen im alkalischen Milieu redu-
ziert (Biuret-Reaktion). Es kommt dann zur Cu'*-Chelatbildung mit zwei Molekiilen
BCA. Dieser Komplex zeigt eine starke Absorption bei 562 nm, welche linear mit
steigender Proteinkonzentration ist. Die Absorption kann in einem Bereich zwischen

540 und 590 nm gemessen werden.

Es werden flur die Proteinbestimmung 200ul BCA/CuSO4-LAsung in einer 96 Loch-
platte vorgelegt und 10 pl der verdunnten Proben oder der Proteinstandards hinzu-
gefugt. Die Platte wird bei 37°C fur 30 Min. inkubiert. Nach Abkuhlen wird die
optische Dichte bei 540 nm gemessen und die Proteinkonzentration der Proben Uber

die Standards bestimmt.

Losungen: Bicinchoninsaure
CuSOg4-Lésung 4% (w/v)
BCA/CuSO4-Lésung: 5 ml BCA + 100 ul CuSO4-L6sung
Proteinstandards: BSA in PBS 8/4/2/1/0,5/0,25/0,125 mg/ml
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2.2.8.3 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen durch SDS-Page

Lésungen

e Acrylamid-Ldsung 30%ige Stammldsung

e Tris/HCI fur Untergel (1,5M) 90,83 g pH 8,8
ad 500 ml H20 bidest

e Tris/HCI fur Obergel (0,5M) 30g pH 6,8

ad 500 ml H>O bidest

e Ammoniumpersulfat APS (10%) 100 mg
ad 1 ml H20O bidest

e SDS-Stammilsg. (10%) 109
ad 100 ml H>O bidest

e Elektrodenpuffer (1x) 9g Tris
45 g Glycine
3g SDS
ad 3 | H,O bidest

e TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin

e Glycerin 99%ig

e Laemmli-Probenpuffer (2x)  Sigma
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2.2.8.4 Herstellung der Gele und elektrophoretische Auftrennung der Proteine

e Untergel
Gelkonzentration 12% 15%
30%ige Acrylamid-Losung 16 ml 20 ml
1,5 M Tris/HCI 10 ml 10 ml
Glycerin 6,6 ml 4,6 ml
H>O bidest 7 ml 5mi
10%iges SDS 400 pl 400 pl
TEMED 40 pl 40 pl
10%iges APS 120 pl 120

Die Gelkonzentration bezieht sich auf Acrylamidmenge

e Obergel (10%ig)

30%ige Acrylamid-L6sung 2,6 ml
Tris/HCI (0,5 M) 4,0 ml
Glycerin 4,0 ml
H2O bidest 4,4 ml
SDS (10%) 40 pl
TEMED 40 pl
APS (10%) 80

Zuerst wird 1,5 cm vom oberen Plattenrand der zusammengesetzten Glasplatten
eine Markierung gesetzt. Sie zeigt an, wie weit das Untergel gegossen werden muss.
Das Untergel wird bis zu der Markierung gegossen und mit Isopropanol Uberschich-
tet. 1 Std. nach dem Gielden ist das Gel auspolymerisiert. Isopropanol wird entfernt,
die Oberflache des Gels mit H,O gespult, das Obergel Uber das Untergel geschichtet
und ein Kamm zur Taschenbildung zwischen die Glasplatten geschoben. Nach

Auspolymerisieren (etwa 1 Std.) wird der Kamm entfernt und das Gel in die
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Elektrophoresekammer eingesetzt. Es wird mit Elektrodenpuffer aufgefullt. Es
werden je nach Bedarf 10-40 pg Protein (max. 20 pl) und Proteinmarker in die
Taschen pipettiert. Nicht bendtigte Taschen werden mit Laemmli-Puffer (1x) gefulit.
Der Vorlauf des Obergels erfolgt bei 70V fur ca. 30 Min., der Lauf des Untergels bei
120-145V. Die Elektrophorese ist beendet, wenn das Bromphenolblau aus dem

Laemmli-Puffer den unteren Rand der Gelplatten erreicht hat.

2.2.8.5 Blotting von Proteinen

Lésungen

e Kathodenpuffer C pH 7,6

Tris 1,519
6-Amino-hexanoic-acid 2,62 g (4 mM)
Methanol 100 ml (20%)
H2O bidest ad 500 ml

e Anodenpuffer B pH 10,4
Tris 1,519
Methanol 100 ml
H20 bidest ad 500 ml

¢ Anodenpuffer A pH 10,4
Tris 18,16 g
Methanol 100 ml
H20 bidest ad 500 ml

Membranen

Nitrocellulose - in Anodenpuffer B schwenken



2 Material und Methoden 40

Durchfiihrung

Filterpapiere (Whatman 3MM) werden auf die GrolRe des Gels (ca. 6 x 9 cm) zurecht

geschnitten (ebenso die Membran), mit Blotpuffer getrankt, in folgender Reihenfolge

in die Blotkammer gelegt und mit einer Pipette luftblasenfrei gerollt:

3 Filterpapiere in Anodenpuffer A
3 Filterpapiere in Anodenpuffer B
Membran in Anodenpuffer B
Gel in Anodenpuffer B getrankt und luftblasenfrei aufgelegt, etwas Anodenpuffer
B(l) darauf getraufelt und mit den Fingern glattgestrichen
5 Filterpapiere in Kathodenpuffer C
Blotten: 0,8 mA/cm? Gelflache (bzw. FilterpapiergoRe)
je kleines Gel (6 x 9 cm): 44 mA

30 - 35 Min.

2.2.8.6 Antikorpermarkierung

Lésungen Endkonzentration
e TBS (2x) pH 7,4
Tris/HCI 9,74 (40 mM)
NaCl 35,19 (300 mM)
H.O ad 2000 ml
e TBS-Tween pH 7,4
TBS (2x) 1000 ml
Tween 20 2 mi (0,1%)
H20 1000 ml
e Blocklésung: Magermilchpulver 5 g (5%)

TBS-Tween 100 ml
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Durchfiihrung
Die Membran wird nach dem Blotten fir 1 Std. bei RT mit Blocklésung inkubiert,

anschlielend 2x mit TBS-Tween gewaschen, und dann in eine 50 ml Spritze hinein-

geschoben.

5 - 7 ml der mit dem primaren Antikorper versetzten Blocklosung werden in die
Spritze pipettiert und die Spritze verschlossen. AnschlieRend wird die Spritze auf
einem Rotationsstander angebracht, so dass bei der Rotation die geringe FlUssig-
keitsmenge die gesamte Membran benetzen kann. Auf diese Weise wird die AK-
Menge gering gehalten. Die Inkubation erfolgt fir 1 Std. bei RT oder tber Nacht bei
4°C. Die Membran wird dann 3x fur 10 Min. in TBS-Tween auf einem Schuttler gewa-
schen. Die Inkubation des sekundaren Antikorpers (mit HRP gekoppelt) erfolgt fur
1 Std. bei RT. Danach wird 3x fur 10 Min. auf einem Schattler in TBS-Tween gewa-

schen.

Loésungen

e TBS (2x) pH 7,4
Tris/HCI 9,7 g (40 mM)
NaCl 35,1 g (300 mM)
H.0O ad 2000 ml

e TBS-Tween pH 7,4
TBS (2x) 1000 ml
Tween 20 2 ml (0,1%)
H,O 1000 ml

e Blocklésung: Magermilchpulver 59 (5%)
TBS-Tween 100 ml

e Antikorper Primarantikorper 1:500 -1:2000 verdunnt in Blocklosung

Sekundarantikorper 1:1000 verdunnt in Blockldsung,

gekoppelt mit Horseradishperoxidase (HRP)
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Detektion mit ECL

Die Detektion der mit Antikbrper markierten Proteinbanden erfolgt mit Hilfe eines
ECL-Detektion Kits (Amersham). Hierflir werden die ECL-Farbelésungen A + B kurz
vor der Entwicklung 1:1 (4 ml + 4 ml) gemischt. Die Membran soll kurz abtropfen,
dann wird sie in die ECL-L6sung fur 1 Min. gelegt. Dabei wird gleichmalig
geschwenkt. Die Membran soll erneut kurz abtropfen und in einer Folie in eine
Filmkassette gelegt werden. In der Dunkelkammer wird ein ECL-Film aufgelegt,

1-5 Min. belichtet und anschlieRend entwickelt.

2.2.9 Resuspension von Protoporphyrin IX

Alle Arbeiten mussen in stark gedampftem Licht stattfinden, da Protoporphyrine sehr
lichtempfindlich sind. Ebenso sind Protoporphyrin-Salze nur geringe Zeit stabil in
verdunnten alkalischen oder neutralen Losungen und missen grundsatzlich frisch
angesetzt werden. Aus diesem Grund sollte auch zlgig wahrend der Resuspension

gearbeitet werden.
Fur in vivo Versuche:

Die abgewogene Menge wird in 100 pyl NaOH (150 mM) aufgelést. Dann erfolgt die
Zugabe von soviel PBS, dass eine 125 ug/250 ul Lésung entsteht. Es wird die Klar-
heit der Losung gepruft: Dafur wird ein Aliquot in eine Neubauer Zahlkammer pipet-
tiert und die Kristallbildung uberpruft. Dann erfolgt die Zugabe von HCI (37%) bis die
Lésung im neutralen pH-Bereich ist. Die pH-Wertbestimmung erfolgt mit Indikator-
stabchen. Dabei darf die Lésung nicht sauer werden, da die Protopophyrine im

Sauren auskristallisieren.
Fur in vitro Versuche:

Die abgewogene Menge wird in 100 pyl NaOH (150 mM) aufgeloést. Dann erfolgt die
Zugabe von soviel PBS, dass eine 10mM Ldsung entsteht. Es wird wie beim Ldsen
fur in vivo Versuche die Klarheit der Losung gepruft. Die Losung wird nicht neutra-
lisiert, da die Mengen, die in die Zellkulturschalen pipettiert werden, so gering sind,

dass das Medium noch in der Lage ist den alkalischen pH-Wert zu puffern.
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Zugaben der 10 mM Losung zur Zellkultur pro ml Medium:

Endkonzentration Pipettierte Menge

20 uM 2 ul
50 uM 5ul
100 uM 10 pl

Molekulargewicht der einzelnen Salze:

10 mM Losung

CoPP MG 654,5 2 mgin 306 pl
ZnPP MG 625,6 2mgin 319 pl
SnPP MG 749 2 mgin 267 pl

2.2.10 Bestimmung von Zytokinen und LPS

Aus dem Serum von Mausen und den Kulturiberstdnden von in vitro stimulierten
Zellen werden TNFa, IFNy, IL-1B, IL-12 und IL-10 Mengen mit kommerziell erhalt-
lichen ELISA-Tests (alle Biosource; Nivelle, Belgium; IFNy: Endogen; Woburn MA,
USA) bestimmt. Die Durchflihrung erfolgt entsprechend dem Protokoll des Herstel-
lers. Die Serumproben werden 1:2 verdunnt, die Kulturiberstande werden unver-

dinnt eingesetzt.

Die Quantifizierung von LPS im Serum erfolgt mit dem QCL 1000 Test entsprechend
dem Protokoll des Herstellers (Biowhittaker; Walkersville, USA).

2.2.11 Hamatoxylin/Eosin Farbung

Paraffinschnitte werden zuerst in Xylol fir 10 Min., dann in einer absteigenden Alko-
holreihe (Ethanol 100%, 90%, 70%, 50%, 30%) fur jeweils 5 Min. und schlieB3lich
zweimal in HyOqest. gespult. Danach werden die Schnitte fir 5-20 Min. mit Hamato-
xylin gefarbt, wobei die Zeit abhangig von der Farbekraft des Hamatoxylins ist. Die
Schnitte werden 5-10 Min. mit warmem Leitungswasser geblaut und 2 Min. in Eosin-
lI6sung (mit einigen Tropfen Essigsaure) erneut gefarbt. Nach zweimaligem Spulen
mit kaltem H»Ogest. Werden die Schnitte Uber die aufsteigende Alkoholreihe bis hin

zum Xylol wieder entwassert und mit Eindeckmedium eingedeckt.
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2.2.12 Immunfluoreszenzuntersuchungen - Nachweis von Antikorpern

2.2.12.1 Durchflusszytometrische Analyse

Grundlagen

Das Prinzip der Durchflusszytometrie ist die simultane Messung verschiedener
physikalischer und chemischer Eigenschaften einzelner Zellen. Das Durchfluss-
zytometer erlaubt die gleichzeitige Messung von Streulicht- und Fluoreszenzsignalen

an einzelnen Zellen (Raffael, 1988).

Zellen werden hierfur mit Fluorochromen behafteten Antikorpern markiert und die
Zellsuspension aus dem Proberéhrchen liber eine Stahlkapillare durch Uberdruck in
die Messkuvette eingefuhrt. Trifft Licht auf die Zellen, wird der Strahl in Abhangigkeit
von der Beschaffenheit der Zellen gestreut. Als Lichtquelle fur die Messung dient ein
Argon-Laser mit einer Anregungswellenlange von 488 nm. Das Durchflusszytometer

unterscheidet zwischen:

a) Vorwartsstreulicht (engl. forward light scatter, FSC) entlang der Achse des einfal-

lenden Lichtes, welches ein Mal} fur die GrofRe der Zellen darstellt.

b) Seitwartsstreulicht (engl. side scatter, SSC), das im 90° Winkel zum einfallenden

Licht gemessen wird und Aussagen Uber die intrazellulare Granularitat erlaubt.

c) Fluoreszenzintensitat, bei denen das Fluorochrom der markierten Zellen durch den
Laser angeregt wird, und die Energie in Form von Licht einer anderen, héheren
Wellenlange emittiert wird. Die Wellenlange des emittierten Lichtes ist abhangig
vom eingesetzten Fluorochrom: Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) beispielsweise
emittiert Licht bei 525 nm, Phycoerythrin (PE) emittiert Licht bei 576 nm.

Soweit nicht anders angegeben, werden wahrend der Messung 10000 Zellen analy-
siert. Die Versuche werden am Durchflusszytometer FACS Calibur (Becton Dickin-
son, Heidelberg) durchgeflhrt. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe des Programms

"Cellquest".

Durchfilhrung

Vorbereitete Zellen werden in 1 ml PBS/10% FCS aufgenommen und gezahlt. Es
werden so viele Zellen in ein Réhrchen Uberfuhrt, wie fur alle Ansatze mit dieser Zell-
sorte bendtigt werden. Im glnstigsten Falle werden 1 Mio Zellen pro FACS-Ansatz
verwendet. Die Zellen werden 5 Min. bei 1400 U/min zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert und das Pellet in Anzahl der Ansatze x 100 ul PBS/10% FCS/5% Serum
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(des Tieres, aus dem der sekundare Antikdrper - oder bei direkt konjugierten Anti-
korpern das Serum des Tieres, aus dem dieser AntikOrper - stammt) resuspendiert.
Inkubiert wird fur 30 Min. im Kuhilschrank. Je 100 uyl Suspension werden auf die
Réhrchen verteilt. Danach erfolgt die Zugabe des primaren Antikorpers. Ublicher-
weise werden 0,5 - 1 ug Antikérper pro Mio Zellen eingesetzt (nach Herstelleran-

gaben). Die Inkubation erfolgt fur 30 Min. im Kihlschrank.

Nach Zugabe von 1 ml PBS/10% FCS pro Réhrchen wird zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert und das Pellet erneut in 100 pyl PBS/10% FCS aufgenommen. Es wird der
sekundare Antikorper zupipettiert und fur 30 Min. im Kdhlschrank inkubiert. Anschlie-
Rend werden die Zellen zweimal mit je 1 ml PBS/10% FCS gewaschen und fur die
Analyse in 1 ml PBS/10% FCS aufgenommen. Bei direkt konjugierten primaren Anti-
kdrpern wird ohne Zugabe eines weiteren Antikorpers zweimal mit je 1 ml PBS/10%
FCS gewaschen und das Pellet in 1 ml PBS/10% FCS fiur die durchflusszytometri-
sche Analyse resuspendiert. Stehen fur die Analyse weniger als 1 Mio Zellen zur

Verfligung, wird das Pellet in entsprechend weniger Puffer aufgenommen.

2.2.12.2 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

Es werden adharente Zellen (bzw. Zytospinpraparate) untersucht. Die Zellen werden
zweimal mit 2 ml (bzw. 400 ul) PBS gewaschen und anschliefend mit 2 ml (bzw.
400 pl) Methanol/Aceton (1:1) fur 2 Min. oder mit Paraformaldehyd (2% in PBS) fur
5 Min. fixiert. Die Zellen werden erneut zweimal mit PBS gewaschen und mit 2 ml
(bzw. 400 pl) PBS/10% FCS/5% Serum (der Spezies, aus der der sekundare Anti-
korper stammt, oder bei direkt konjugierten Antikdrpern der Spezies, aus der der
primare Antikorper stammt) fur 30 Min. bei RT geblockt. Das Serum wird anschlie-
Rend entfernt und die Zellen mit 150 pl (bzw. 50 pl) des primaren Antikorpers (in
PBS/10% FCS) inkubiert. Zytospins werden bei RT fur 1 h, adharente Zellen in
Schalen bei 37°C flr 45 Min. inkubiert. Es wird zweimal mit PBS bei Zytospins und
mit PBS/10% FCS bei adharenten Zellen gewaschen. Danach erfolgt die Zugabe von
150 pl (bzw. 50 pl) des sekundaren Antikorpers, inkubiert wird fur Zytospins 1 Std.
bei RT im Dunkeln, fir adharente Zellen 30 Min. bei 37°C. Die Zellen werden
nochmals mit PBS gewaschen und mit 50 ul (bzw. 20 ul) Fluoreszenz Mounting

Medium eingedeckt.
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Die Fluoreszenzuntersuchung erfolgt am Mikroskop:
PE oder TRITC mit Rhodaminfilter (Ex. 488 nm, Em. 578)
FITC mit FITC-Filter (Ex. 488 nm, Em. 525 nm)

2.2.12.3 Immunhistologische Untersuchungen

Eingesetzt werden Kryo-Gewebeschnitte. Die Schnitte werden zunachst mit 50 pl
PFA (2% in PBS) fur 5 Min. bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieRend werden sie mit
PBS gewaschen und mit 50 yl PBS/10% FCS/5% Serum (der Spezies, aus der der
sekundare Antikorper stammt, oder bei direkt konjugierten Antikérpern der Spezies,
aus der der primare Antikorper stammt) fur 30 Min. bei RT geblockt. Die Schnitte
werden erneut mit PBS gewaschen. Danach erfolgt die Zugabe von 50 pl des sekun-
daren Antikdrpers, inkubiert wird fur 1 Std. bei RT im Dunkeln. Nach zweimaligem
Waschen mit PBS wird ein Tropfen Fluoreszenz Mounting Medium auf die Schnitte

gegeben und mit Deckglaschen eingedeckt.

Die Fluoreszenzuntersuchung erfolgt ebenfalls am Mikroskop.

2.2.12.4 LDL-Aufnahme

Zum Nachweis der Aufnahme von Dil-AcLDL werden 20000 Zellen in 400 pyl Medium
auf Glasobjekttrager (fur Zellkultur behandelt) mit 8-Kammer-Aufsatz ausgesat.
Wenn die Zellen adharent sind, werden 10ug/ml Dil-AcLDL hinzupipettiert. Nach
einer Inkubationszeit von 4 Std. bei 37°C wird der Uberstand verworfen, die Zellen
werden zweimal mit je 400 pyl PBS gewaschen und mit 400 ul Formalin (10%) far
5 Min. fixiert. Die Zellen werden erneut zweimal mit je 400ul PBS gewaschen und der
Kammeraufsatz entfernt. Pro Kammer werden 20 ul Glycerin/PBS (1+3) pipettiert und

mit Deckglaschen eingedeckt.

Die Fluoreszenzuntersuchung erfolgt am Mikroskop mit Rhodaminfilter.

2.2.13 Zellisolierung

2.2.13.1 Isolierung von Peritonealmakrophagen

Um eine grolkere Zahl an Makrophagen zu erhalten, werden der Maus 24 Std. vor

Isolierung 250 ul PBS intraperitoneal injiziert.

Zur Isolierung von Peritonealmakrophagen wird die Maus euthanasiert, anschliel3end

10 ml PBS ins Peritoneum einer Maus injiziert und kraftig gespult. Die Losung soll
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dann dort 1 Minute lang verweilen, dabei wird immer wieder leicht geklopft, damit
sich die Zellen l6sen. Danach wird das PBS wieder herausgezogen. Die Suspension
wird in ein 50 ml Polypropylenréhrchen uberfuhrt und bei 1200 rpm und 4°C far
7 Min. zentrifugiert. Die Zellen werden mit 5 ml PBS/10%FCS gewaschen und die

Zellzahl bestimmit.

2.2.13.2 Isolierung von CD45 positiven Leberzellen

Es wird ein Leberlappen einer Maus entnommen und in PBS gelagert. Unter sterilen
Bedingungen wird der Leberlappen kurz mit PBS gespdlt, in einer Petrischale in
2 mm? grol3e Blocke mit einem sterilen Skalpell geschnitten und in ein Polypropylen-
rohrchen mit 10 ml Collagenase H in PBS (1mg/ml) Uberfuhrt. Die Inkubation erfolgt
fur 30 Min. bei 37°C im Wasserbad, dabei soll alle 5-10 Min. resuspendiert werden.
Das verdaute Gewebe wird durch ein Zellsieb gegeben, um noch unverdautes
Gewebe zu entfernen. Nach Zentrifugation bei 1400 U/min fur 10 Min. bei 4°C wird
noch einmal mit 10 ml PBS/10% FCS gewaschen. Es wird die Zellzahl bestimmt und
50 Mio Zellen werden in ein neues Gefaly Uberfuhrt. Nach erneuter Zentrifugation
wird das Zellpellet in 1 ml PBS/10% FCS resuspendiert und fur 30 Min. im Kihl-
schrank inkubiert. Es werden dann 50 pl CD45 Antikorper hinzugefugt und erneut
30 Min. inkubiert. Danach werden 9 ml PBS/0,5% FCS dazu pipettiert und mit
1400 rpm far 5 Min. bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wird in 450 pl PBS/0,5% FCS
resuspendiert und 50 pl Anti PE-Microbeads dazu gegeben. Nach einer Inkubation
fur 15 Min. im Kuhlschrank wird wieder zentrifugiert, die Zellen mit 1 ml PBS/0,5%
FCS gewaschen und das Pellet in 500 pyl PBS/0,5% FCS aufgenommen. Eine
Magnetsaule (Miltenyi) wird mit 500 yl PBS/0,5% FCS &quilibriert und die Zellsus-
pension auf die Saule pipettiert. Nach Durchlaufen der Suspension wird die Saule
dreimal mit 500 pl PBS/0,5% FCS gewaschen, anschlielend vom Magneten
genommen und auf ein 15 ml Polypropylenrohrchen gesetzt. Die Zellen werden
zweimal mit je 1 ml PBS/0,5% FCS von der Saule gespult, die Suspension zentrifu-
giert und mit 1 ml PBS/0,5% FCS gewaschen. AnschlieRend erfolgt die Zellzahl-

bestimmung.
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2.2.13.3 Isolierung von GFP positiven Lungenendothelzellen

1. Tag: Isolierung von Lungenzellen
2 Lungen (von einer C57/BI6-GFP-Maus und einer Wildtyp-Maus) werden folgen-

dermalien isoliert:

Die Lunge und das Herz einer Maus werden freigelegt und eine 1,2 mm Kandule in
den linken Ventrikel eingefuhrt. Eine Butterflykanile wird in den rechten Ventrikel
eingefuhrt und die Lunge Uber diese Kanlle mit ca. 5 ml PBS gespdlt (Blut und PBS
sollte Uber die 1,2 mm Kandile abflie3en). Nach anschlieender Perfusion mit 5 mi
Collagenase H/Dispase Il (1mg/ml bzw. 2mg/ml) werden die Lungenlappen entnom-
men und in PBS gelagert. Unter sterilen Bedingungen werden die Lungenlappen kurz
in 70% Ethanol geschwenkt, mit PBS gespult, mit einem sterilen Skalpell in einer
Petrischale in 2 mm?® groRe Bldcke geschnitten und schlieRlich in ein Polypropylen-
rohrchen mit 10 ml Collagenase H/Dispase Il in PBS (1mg/ml bzw. 2mg/ml) uber-
fuhrt. Die Inkubation erfolgt fur 30-45 Min. bei 37°C im Wasserbad, dabei soll alle
5-10 Min. resuspendiert werden. Das verdaute Gewebe wird durch ein Zellsieb
gegeben, um noch unverdautes Gewebe zu entfernen. Nach Zentrifugation bei
1400 U/min far 10 Min. bei 4°C wird noch zweimal mit je 5 ml PBS/10% FCS gewa-
schen. Die Zellen einer Lunge werden in einer mit Gelatine beschichteten 75cm?

Zellkultur Flasche ausgesat und fur zwei Tage in Lungenendothelmedium kultiviert.

3. Tag: LDL Aufnahme

Nach Entfernen des Mediums werden die adharenten Zellen zweimal mit je 5 ml PBS
gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA ca. 1 Min. trypsiniert. Nach Zugabe von 8 ml
PBS/10% FCS wird die Zellsuspension in ein 50 ml Polypropylenrohrchen Uberflhrt,
die Flasche mit 5 ml PBS/10% FCS gespdlt, diese Suspension ebenfalls in das
Roéhrchen dberfuhrt und bei 1200 U/min flr 7 Min. bei RT zentrifugiert. Das Pellet
wird in 1 ml Lungenendothelmedium resuspendiert und die Zellzahl bestimmt.

GFP positive Zellen: 1/5 der Zellen werden in eine 25 cm? Zellkulturflasche mit 2 ml

Medium, der Rest der Zellen in eine zweite Flasche mit 2 ml Medium Uberfuhrt.

GFP negative Zellen: Die Zellen werden gleichmaRig auf 2 Flaschen mit je 2 ml

Medium verteilt.
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In die Flasche mit den meisten GFP positiven Zellen und in eine der Flaschen mit

GFP negativen Zellen werden jeweils 20 pl Dil-AcLDL gegeben.
Man hat dann 4 Flaschen:

ohne GFP

ohne GFP, mit LDL

mit GFP

mit GFP und LDL

Die Inkubation erfolgt fur 4 Std. oder Uber Nacht bei 37°C.

Markierung mit Anti-CD45

Nach Entfernen des Mediums werden die Zellen zweimal mit je 1 ml PBS gewa-
schen, mit 1 ml Trypsin/EDTA ca. 30 sek. trypsiniert und nach Zugabe von 4 ml
PBS/10% FCS in ein 15 ml Polypropylenrohrchen uberfuhrt. Die Flasche wird mit
5 ml PBS/10% FCS gespdlt, die Losung ebenfalls in das Réhrchen Uberfuhrt und bei
1200U/min fGr 7 Min. bei RT zentrifugiert.

Zellen ohne GFP und ohne LDL werden in 1 ml PBS/10% FCS aufgenommen und
auf zwei 1,5 ml Reaktionsgefalie verteilt. Alle anderen Zellen werden in je 1 ml
PBS/10% FCS aufgenommen und in ein Reaktionsgefald Uberfuhrt. Die Zentrifu-
gation erfolgt bei 2500 rpm flr 5 Min. bei 4°C in einer Eppendorf Zentrifuge. Die
Pellets werden in 100 pl Ziegenserum (10%ig in PBS) resuspendiert. Die GFP und
LDL positiven Zellen (= Sortprobe) werden in 200ul aufgenommen. Es erfolgt eine
Inkubation fur 30 Min. im Kiuhlschrank.

Prim. AK-Zugabe (1 ul):Ratte-Anti-Maus CD45 (Sortprobe: 2 ul)
Isokontrolle Ratte

Die Inkubation erfolgt erneut fur 30 Min. im Kuhlschrank. Nach Zugabe von 1 ml
PBS/10% FCS wird mit 2500 U/min fiir 5 Min. bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wird entfernt und das Pellet in 100 yl PBS/10% FCS (Sortprobe: 200 ul) resuspen-
diert.

Sek. AK-Zugabe (2 pl): Ziege-Anti-Ratte-F(ab).-PE-Cy5 (Sortprobe: 4 ul)

Es erfolgt eine Inkubation fur 30 Min. im Kuhlschrank. Nach Zugabe von 1 ml
PBS/10% FCS wird erneut zentrifugiert, die Zellen mit 1 ml PBS/2mM EDTA gewa-
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schen, das Pellet mit 1 ml PBS/2mM EDTA resuspendiert und in ein FACS-Rdhrchen
Uberflhrt.

Bei der Sortprobe wird die Zellsuspension Uber ein Zellsieb in das FACS-Réhrchen
pipettiert, das Eppendorfgefall nochmals mit 1 ml PBS/2mM EDTA gespult und die
Lésung ebenfalls Uber das Sieb in das FACS-Rohrchen gegeben.

Man hat dann 5 Ansatze:

ohne GFP/ohne LDL/Iso Ratte = lIso

ohne GFP/ohne LDL/CD45 = CD45
ohne GFP/LDL/Iso Ratte = LDL

mit GFP/ohne LDL/Iso Ratte = GFP

mit GFP/mit LDL/CD45 = Sortprobe

Die ersten 4 Ansatze werden fur die Einstellung des Sortgerates bendtigt. Bei der
Sortprobe werden die LDL*/CD45 Zellen in 2 ml Lungenendothelmedium (siehe
2.2.7.1) hineinsortiert. 10° Zellen pro 2 ml Medium werden in eine gelatine-beschich-

tete Zellkulturschale (35x10 mm) dberfuhrt und im Brutschrank kultiviert.

Die Bedienung des Zellsortierers erfolgte durch Frau Marit Hoffmann (Abteilung fur

Pathologie, Uniklinikum Regensburg)

PBS/2mM EDTA:
0,2 M EDTA-Lésung: 0,744 g EDTA
10 ml PBS
pH 7,4 mit HClyon. €instellen
2 mM EDTA-Lésung: 0,5 ml 0,2 M EDTA
49,5 ml PBS

sterilfiltrieren

2.2.13.4 Isolierung von CD3 positiven Milzzellen durch Negativseparation

Bei der Negativseparation uber Magnetsaulen werden alle unerwinschten Zellen mit
Antikdrpern markiert und verbleiben in der Saule, wahrend die bendtigten Zellen
ohne Manipulation durch die Saule laufen und als "Negativfraktion" gesammelt

werden.
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Es wird 1 ml Collagenase H Lésung (1 mg/ml RPMI 1640) in die Milz injiziert und fur
1 Std. bei 37°C inkubiert. Die verdaute Milz wird anschlieRend vorsichtig zwischen
zwei Objekttragern zerdruckt, die Zellen mit einer Pipette weiter vereinzelt und die
Zellsuspension uber ein 70 um Zellsieb filtriert. Die Zellen werden dann fur 10 Min.
bei 1200 rpm und 4°C zentrifugiert und mit PBS/10% FCS gewaschen. 50 Mio dieser
Zellen werden in ein neues Gefald uberfuhrt und mit 1 ml PBS/10% FCS fur 30 Min.
bei 4°C inkubiert. Es erfolgt die Zugabe von je 100 pl biotinylierten B220, Gr-1,
CD11b und TER119 Antikorper (BD, Mouse lineage panel) und eine weitere Inkuba-
tion fur 15 Min. bei 4°C. Nach Zugabe von 9 ml PBS/0,5% FCS wird erneut zentri-
fugiert und das Zellpellet in 450 pyl PBS/0,5% FCS + 50 ul Streptavidin Microbeads
(Miltenyi) resuspendiert. Nach 15 Min. Inkubation bei 4°C werden die Zellen Uber
aquilibrierte Magnetsaulen isoliert. Der Durchlauf enthalt die CD3 positiven Zellen,
die mit 2 ml PBS/10% FCS gewaschen werden. Die Zellen kénnen nun fur die weite-

ren Versuche eingesetzt werden.

2.2.13.5 Zytospins

Zur Herstellung von Zytospins werden 5x10* Zellen in 200 pl PBS/10% FCS aufge-
nommen und in einer Zytospinzentrifuge auf einen Objekttrager mit 1200 rpm fur
5 Min. bei RT zentrifugiert. Die Zytospins kdnnen bei 4°C gelagert werden oder fur

langere Lagerzeit bei -20°C.

2.2.14 LPS - Stimulation CD45 positiver Leberzellen

Medium: RPMI 1640
10% FCS
1% Glutamin
1% Penicillin/Streptomycin

1% nicht essentielle Aminosauren

Es werden 10° Zellen in 100 ul Medium aufgenommen und in eine 96 Lochplatte
(flacher Boden) pipettiert. 12 Std. spater werden 100 pl LPS haltiges Medium
(200 ng/ml) zu den Zellen pipettiert, so dass die Endkonzentration von LPS

100 ng/ml entspricht.



2 Material und Methoden 52

24 Std. nach Stimulation werden 100 pl Uberstand entnommen und bis zur Zytokin-

bestimmung bei -80°C gelagert.

2.2.15 Gemischte Lymphozytenreaktion (MLR)

Medium: RPMI 1640
10% FCS

1% Penicillin/Streptomycin

Es werden 1x10° Stimulatorzellen (CD45 positive Leberzellen) und 2x10° Effektor-
zellen (CD3 positive Milzzellen) jeweils in 50 yl Medium resuspendiert und zusam-
men in eine 96 Lochplatte (flacher Boden) pipettiert. Die Stimulatorzellen werden
zuvor mit 30 Gy bestrahlt. Nach 48 Std. erfolgt ein halber Mediumwechsel. Zusatzlich
werden 0,037 MBq *H-Thymidin in 10 pl Medium pro Loch pipettiert. Nach weiteren
18 Std. wird die Proliferation mit einem Szintillationszahler gemessen.

2.2.16 Statistik

Jedes Experiment wurde mindestens dreimal durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden
als Mittelwerte + Standardabweichung angegeben. Fur die statistische Analyse der in
vitro Daten wurde der nichtparametrische Mann-Whitney U-Test angewendet. Bei
parametrischen Tests wie dem Student's t-Test werden Normalverteilung und gleiche
Standardabweichungen der betrachteten Gruppen vorausgesetzt. Dies war bei
einigen Experimenten nicht gegeben. Ein Wert von p<0,05 wurde als statistisch

signifikant angesehen.

Die Uberlebenskurven der transplantierten Tiere wurde mit Hilfe des Kaplan-Meier
Tests geschatzt und der Mantel-Cox log-rank Test zur Analyse der Uberlebenswerte

verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Schutz von Endothelien durch HO-1

3.1.1 In vitro Untersuchungen zur Induktion von HO-1

Bestrahlung fuhrt zur Aktivierung und Induktion von Apoptose bei Endothelzellen
(Behrends et al., 1994; Eissner et al., 1995). Andererseits schutzt die Induktion von
HO-1 das Endothel vor Apoptose bei inflammatorischen und alloreaktiven Vorgangen
(Abraham et al., 1995; Soares et al., 1998). Es sollte nun untersucht werden, ob die
Induktion von HO-1 durch Protoporhyrine in Endothelzellen zum Schutz vor Apop-

tose nach Bestrahlung fuhrt.

3.1.1.1 Induktion von HO-1 durch Metalloporphyrine und der Einfluss auf

bestrahlungsinduzierte Apoptose

Verschiedene Metalloporphyrine konnen HO-1 induzieren, trotzdem wirken sie in
Abhangigkeit vom Metallion aktivierend oder inhibierend auf das Enzym. Eisenproto-
porphyrin IX (FePP = Ham) und Kobaltprotoporphyrin IX (CoPP) aktivieren HO-1. Im
Gegensatz dazu hemmen Zinnprotoporphyrin IX (SnPP) und Zinkprotoporphyrin 1X
(ZnPP) kompetitiv die HO-1 (Rodgers et al., 1996).

Um die Induktion in unserem Endothelmodell zu verifizieren, wurden bEnd2 Zellen
mit unterschiedlichen Konzentrationen CoPP und SnPP fur 24 Std. inkubiert.
Anschlie®end wurde aus den Zellen Lysate hergestellt und die Proteinexpression im
Westernblot Uberprift. Um zu gewahrleisten, dass bei allen Lysaten die gleiche
Proteinmenge eingesetzt wurde, wurde (-Aktin in allen Westernblots mit Uberprift.
B-Aktin ist das Produkt eines so genannten 'housekeeping' Gens, dass fur die
Aufrechterhaltung der Zellfunktion notwendig ist und in allen Zellen konstitutiv in
gleichen Mengen exprimiert wird. Es ist damit eine geeignete interne Kontrolle bei

semiquantitativer Bestimmung eines anderen Proteins.
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Abb. 3-1: Westernblotanalyse zum Nachweis der HO-1 Induktion in bEnd2 Zellen. Mit den
Zelllysaten erfolgte eine Westernblot Analyse mit Nachweis auf HO-1 und 3-Aktin als Kontrollprotein.
A: bEnd2 wurden 24 Std. mit CoPP oder SnPP inkubiert (Kontrolle: Inkubation mit PBS). B: Relative
HO-1 Expression in bEnd2-Zellen nach Stimulation mit SnPP.

Es zeigte sich, dass bEnd2 Zellen ohne Stimulation keine HO-1 exprimieren. Die
Zugabe von CoPP oder SnPP in die Zellkultur fihrte dann schon in geringen Kon-
zentrationen zu einer Expression von HO-1 (Abb. 3-1A). Bei der Induktion mit SnPP
stieg die HO-1 Expression mit steigender SnPP Konzentration an (Abb. 3-1B). Bei
Inkubation mit CoPP liel3 sich bei gleichen Konzentrationen eine maximale Induktion
bereits ab 20uM feststellen. Insgesamt kam es bei Inkubation mit CoPP zu einer

starkeren Expression von HO-1 als bei der Induktion mit SnPP.

Interessanterweise exprimiert die Endothelzelllinie bEnd3 auch ohne Stimulation
geringe Mengen an HO-1 (Abb. 3-2A), die Expression wurde allerdings bei Stimu-
lation mit CoPP um das 1,4 bis 2,3 fache gesteigert (Abb. 3-2B).
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Abb. 3-2: Westernblotanalyse zum Nachweis der HO-1 Induktion in bEnd3 Zellen. Mit den
Zelllysaten erfolgte eine Westernblot Analyse mit Nachweis auf HO-1 und 3-Aktin als Kontrollprotein.
A: bEnd3 wurden 24 Std. mit CoPP inkubiert (Kontrolle: Inkubation mit PBS statt CoPP). B: Relative
HO-1 Expression in bEnd3-Zellen nach Stimulation mit CoPP.

Relative HO-1 Expression
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Es sollte nun Uberpruft werden ob die HO-1 Induktion mit CoPP in Endothelzellen vor
bestrahlungsinduzierter Apoptose schitzt und ob dieser Effekt bei Induktion mit
SnPP verhindert wird.

Bestrahlung fuhrt bei Endothelzellen (und anderen Zellen) zur Apoptose. Dabei
kommt es zu einer Reihe von Veranderungen in der Zelle. Neben der Ausstulpung
von Phosphatidylserin an die aullere Seite der Zellmembran, der DNA-Fragmen-
tierung in 180 Basenpaar grof3e Sticke durch entsprechende DNasen (Hengartner,
2000) und der Aktivierung proapoptotischer Enzyme wie Caspasen kommt es auch
zur Ausschleusung von DNA aus dem Zellkern in Form von Blaschen (Friedman,
2002). Diese Blaschen sind bei einer Kernmarkierung mit DAPI im Fluoreszenz-
mikroskop leicht zu beobachten (Lindner et al., 1997a). Je mehr Zellen Blaschen
bilden, desto hoher ist auch die Apoptoserate.

Fur den Versuch wurden bEnd2 Zellen fur 24 Std. mit CoPP bzw. SnPP (und PBS
als Kontrolle) inkubiert und anschlieend mit verschiedenen Dosen bestrahlt. Die
héchste Bestrahlungsdosis wurde mit 8 Gy festgelegt, da Werte tUber 8 Gy zu
Nekrose in bEnd2 Zellen fihrte. Nach weiteren 24 Std. wurden die Zellen fixiert, die

DNA DAPI markiert und apoptotische Zellkerne im Mikroskop ausgezahlt.
0 Gy 8 Gy

Kontrolle

20 uM CoPP

Abb. 3-3: Nachweis von Apoptose bei bestrahlten bEnd2 mit DAPI Markierung. bEnd2 wurden
mit PBS (Kontrolle) oder 20 uM CoPP fir 24 Std. inkubiert und anschlieBend bestrahlt. Nach weiteren
24 Std. wurde die EC Apoptose uber DNA Markierung mit DAPI ermittelt. Die Auswertung der
Apoptose erfolgte am Fluoreszenzmikroskop. Apoptotische Zellen zeichneten sich durch Kernfrag-
mentierung bzw. starke Blaschenbildung aus.
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Abb. 3-3 zeigt, dass bEnd2 Zellen, die mit 8 Gy bestrahlt wurden, in Apoptose
gingen. Die Kerne der Kontrollzellen waren stark fragmentiert, es kam zur starken
Blaschenbildung. Bei Inkubation mit CoPP fur 24 Std. vor Bestrahlung wurden die
Zellen geschutzt, es waren nur sehr wenig Kerne fragmentiert.

Um die Apoptose zu quantifizieren, wurden die apoptotischen Kerne im Mikroskop
ausgezahlt. Dafur wurden 4 Felder pro Schale mit mindestens 200 Kernen pro Feld

ausgezahlt.
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Abb. 3-4: Quantitative Bestimmung bestrahlungsinduzierter Apoptose von CoPP bzw. SnPP
behandelten bEnd2 mit DAPI. bEnd2 wurden mit CoPP (A) oder SnPP (B) fur 24 Std. inkubiert und
anschlieBend bestrahlt. Kontrollzellen wurden mit PBS inkubiert (= Losungsmittel der Protoporphy-
rine). Nach weiteren 24 Std. wurde die EC Apoptose tUber DNA Markierung mit DAPI ermittelt. Die
quantitative Auswertung der Apoptose erfolgte fluoreszenzmikroskopisch. Gezeigt sind die Mittelwerte
% apoptotischer Zellen und die dazugehoérigen Standardabweichungen aus 4 Experimenten. Die

Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Mann-Whitney U-Test.

Wie in Abb. 3-4A zu ersehen ist, war eine CoPP-Konzentration von 20uM aus-
reichend, um bEnd2 Zellen vor Apoptose nach Bestrahlung zu schitzen. Die Apop-
toserate lag bei diesen Zellen bei 26,2 + 10,7% (4Gy) und 21,0 £+ 12,8% (8Gy),
wahrend bei der Kontrolle 56,3 + 11,6% (4Gy) bzw. 69,8 + 15,4% (8Gy) der Zellen
apoptotisch waren.

Bei Inkubation der bEnd2 mit SnPP 24 Std. vor Bestrahlung lag die Apoptoserate mit
54,3 £ 8,9% bei 4 Gy und 73,2 + 9,1% bei 8Gy (angegebene Werte fur 20 uM SnPP)
genauso hoch wie bei den Kontrollzellen mit 58,9 + 8,9% bei 4Gy und 75,9 + 9,4%
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bei 8Gy (Abb. 3-4B). Trotz Induktion der HO-1 zeigte sich keine Protektion, d.h.
SnPP war nicht in der Lage, die Zellen vor bestrahlungsinduzierter Apoptose zu
schutzen. Um festzustellen, ob diese Hemmung aufgehoben werden kann, wurden
bEnd2 zuerst 24 Std. mit SnPP und dann 24 Std. mit CoPP behandelt. Anschlief3end

erfolgte wieder die Bestrahlung.
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Abb. 3-5: Quantitative Bestimmung bestrahlungsinduzierter Apoptose von SnPP und CoPP
behandelten bEnd2 mit DAPI. bEnd2 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen SnPP fir
24 Std. inkubiert, gewaschen und anschlielend mit der jeweils gleichen Konzentration CoPP fir
24 Std. behandelt. Kontrollzellen wurden mit PBS inkubiert (= Lésungsmittel beider Porphyrine).
Danach wurden die Zellen bestrahlt. Nach weiteren 24 Std. wurde die EC Apoptose Uber DNA
Markierung mit DAPI ermittelt. Die quantitative Auswertung der Apoptose erfolgte fluoreszenzmikro-
skopisch. Gezeigt sind die Mittelwerte % apoptotischer Zellen und die dazugehérigen Standardabwei-
chungen aus 3 Experimenten bei unterschiedlichen Bestrahlungsdosen und Porphyrinkonzentratio-

nen. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte mit Mann-Whitney U-Test.

Wie in Abb. 3-5 zu erkennen ist, war die Apoptoserate bei den Zellen, die zuerst mit
SnPP und anschlieRend mit CoPP behandelt wurden, signifikant niedriger war als bei
den Kontrollzellen (20uM Sn/CoPP 13,8 + 8,6% bei 4 Gy und 13,8 + 5,3% bei 8Gy
versus Kontrolle 59,4 + 1,3 bei 4Gy und 80,1 + 1,4% bei 8Gy, p<0,001). Es kann
daraus geschlossen werden, dass die inhibierende Wirkung von SnPP durch die
Gabe von CoPP wieder aufgehoben wird, und dass die Zellen wieder vor Bestrah-

lung geschutzt werden kdnnen.

Um zu klaren, ob umgekehrt die aktivierende Wirkung von CoPP durch die anschlie-

Rende Gabe von SnPP aufgehoben werden kann, wurden bEnd2 zuerst fur 24 Std.
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mit CoPP und dann mit SnPP inkubiert. Die Zellen wurden wieder bestrahlt und nach
weiteren 24 Std. mit DAPI markiert.
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Abb. 3-6: Quantitative Bestimmung bestrahlungsinduzierter Apoptose von CoPP und SnPP
behandelten bEnd2 mit DAPI. bEnd2 wurden mit verschiedenen Konzentrationen CoPP fiir 24 Std.
inkubiert, gewaschen und anschliefend mit der jeweils gleichen Konzentration SnPP fir 1 Std.
behandelt. Kontrollzellen wurden mit PBS inkubiert (= Losungsmittel beider Porphyrine). Danach
wurden die Zellen bestrahlt. Nach weiteren 24 Std. wurde die EC Apoptose tber DNA Markierung mit
DAPI ermittelt. Die quantitative Auswertung der Apoptose erfolgte fluoreszenzmikroskopisch. Gezeigt
sind die Mittelwerte % apoptotischer Zellen und die dazugehdrigen Standardabweichungen aus

3 Experimenten bei unterschiedlichen Bestrahlungsdosen und Porphyrinkonzentrationen.

Die protektive Wirkung von CoPP wurde schon durch eine einstiindige Inkubation mit
SnPP teilweise aufgehoben (Abb. 3-6). Dies galt auch flr eine 24 stindige Inku-
bation mit SnPP (Daten nicht gezeigt). Zwar war die Apoptoserate bei den mit Co-
/Sn-Protoporphyrin behandelten Zellen nach Bestrahlung nicht so hoch wie bei den
Kontrollzellen (bei 8 Gy Bestrahlung, 20uM Co-/SnPP: 56,9 * 3,0% versus Kontrolle:
85,1 £ 1,6%), aber im Vergleich zu den Zellen, die nur mit CoPP behandelt worden
sind, stark gestiegen (Co-/SnPP: 56,9 + 3,0% versus CoPP: 21,0 £ 12,8%,
p < 0,001). CoPP induzierte die HO-1, und diese war in unserem Zellsystem auch
aktiviert. SnPP induzierte ebenfalls die HO-1, im Gegensatz zur Induktion mit CoPP
wurde HO-1 aber nicht aktiviert und konnte nicht vor bestrahlungsinduzierter Apop-
tose schitzen. Die Wirkung der Porphyrine dauerte solange an, wie diese in der

Zellkultur vorhanden waren. Danach wurde ihre Wirkung wieder aufgehoben.
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Die Induktion von Apoptose kann Uber die Freisetzung von Cytochrom c aus den
Mitochondrien ins Zytosol erfolgen (Friedman, 2002). Die Unterdruckung der Frei-
setzung kann Apoptose verhindern (Tepper et al., 1999). Es stellte sich die Frage, ob
die Wirkung von CoPP in den hier beschriebenen Versuchen maéglicherweise auf die
reduzierte Freisetzung von Cytochrom c zurtickzufiihren ist.

Um dies zu Uberprufen, wurden bEnd2 Zellen wieder fur 24 Std. mit 20uM CoPP,
SnPP oder PBS inkubiert und anschliefend mit 4 Gy bestrahlt. Nach weiteren
24 Std. wurden Lysate hergestellt und die Cytochrom ¢ Freisetzung im Westernblot
uberpruft. In diesem Fall wurden zytosolische Lysate bendtigt, um nicht die gesamte
Menge von mitochondrialem Cytochrom ¢ zu messen.
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Abb. 3-7: Westernblotanalyse zum Nachweis von Cytochrom c im Zytosol nach Bestrahlung. A:
bEnd2 wurden 24 Std. mit CoPP oder SnPP inkubiert (Kontrolle: Inkubation mit PBS), bestrahlt und
anschlielend lysiert. Mit den Zelllysaten erfolgte eine Westernblot Analyse mit Nachweis auf
Cytochrom c und B-Aktin als Kontrollprotein. Zur Identifizierung wurde zusatzlich 5 ng rekombinantes
Cytochrom c¢ aufgetragen. B: Relative Cytochrom c Expression in bEnd2 Zellen nach Inkubation mit
PBS, CoPP oder SnPP und anschlieBender Bestrahlung.

Bei den Zellen, die mit PBS oder SnPP inkubiert waren, konnten deutliche Mengen
an Cytochrom ¢ nachgewiesen werden (Abb. 3-7). Im Gegensatz dazu war der Anteil
bei den Zellen, die mit CoPP inkubiert wurden, sehr gering. Dieses Ergebnis weist
darauf hin, dass die bestrahlungsinduzierte Apoptose uber die Freisetzung von
Cytochrom c verlauft und dass durch die HO-1 Aktivierung die Cytochrom c Frei-

setzung und damit die Apoptoseinduktion verhindert wird.
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3.1.2 In vivo Untersuchungen von HO-1

3.1.2.1 HO-1 Induktion in Organen

In vitro konnte gezeigt werden dass die Inkubation mit Protoporphyrinen bei Endo-
thelzellen zur Expression von HO-1 fuhrt. HO-1 kann auch in vivo induziert werden
(Amersi et al., 1999; Foresti et al., 2001; Taylor et al., 1998). In den folgenden
Untersuchungen sollte nun festgestellt werden, ob durch die systemische Gabe von
Protoporphyrinen auch in Zielorganen der GvHD wie Leber und Darm HO-1 induziert
werden kann. Die Milz diente als Positivkontrolle, da in der Milz der Abbau von
Erythrozyten durch phagozytierende Zellen erfolgt und durch die permanente

Hamexposition in diesem Organ HO-1 konstitutiv exprimiert wird.

_PBS

Leber

Darm

Abb. 3-8: Fluoreszenzmarkierung und Westernblotanalyse zum Nachweis der HO-1 Induktion in
vivo. Kryoschnitte und Zelllysate von Organen aus Mausen, welche mit CoPP bzw. PBS behandelt
wurden, wurden auf HO-1 Bildung untersucht. A: Mit FITC konjugierten HO-1 Antikdrper markierte,
5um dicke Schnitte. Griine Fluoreszenz zeigt die HO-1 Expression. B: Mit den Zelllysaten aus Leber-
und Milzzellen erfolgte eine Westernblot Analyse mit Nachweis auf HO-1. (1) Milz CoPP, (2) Milz PBS,
(3) Leber CoPP, (4) Leber PBS, (5) rekombinante HO-1.
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Dafir wurden 2 x 125 ug CoPP (in 250 pl PBS) Uber zwei Tage intraperitoneal verab-
reicht. Nach 48 Std. wurden die Organe entnommen, mit HO-1 Antikorper markiert
und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Als Kontrolle dienten Organe aus Tieren,
denen PBS statt CoPP verabreicht wurde.

In Leber und Darm kann die HO-1 Expression durch intraperitoneale Gabe von CoPP
induziert werden (Abb. 3-8A, siehe auch Anhang | vergroRert). Wahrend bei Gabe
von PBS keine (Darm) oder nur geringste Mengen (Leber) an HO-1 nachweisbar
waren, konnte bei den CoPP behandelten Tieren eine fleckige Verteilung Uber die
gesamte Leber bzw. den Darm beobachtet werden. In der Leber wurden nicht die
Hepatozyten mit HO-1 Antikorper angefarbt, sondern die HO-1 verteilte sich
zwischen diesen Zellen in den Sinosoiden. In der Lunge konnte durch CoPP Stimu-

lation keine HO-1 Expression induziert werden.

In der Milz war die HO-1 Expression der PBS und CoPP behandelten Tiere
vergleichbar. HO-1 wird hauptsachlich in der roten Pulpa exprimiert, also in einem
Bereich, in dem aktivierte Makrophagen und Phagozyten zu finden sind. Die HO-1
Expression konnte fur Milz und Leber auch im Westernblot bestatigt werden (Abb.
3-8B).

Da in der Leber HO-1 induziert werden kann, sollte gepruft werden, welche Leber-
zellen HO-1 exprimieren. Abb. 3-9A zeigt nochmals die alleinige HO-1 Markierung in
der Leber. Die gleichzeitige Markierung von HO-1 und CD45 als Leukozytenmarker
zeigte eine vollstandige Kolokalisation (Abb. 3-9B). Alle CD45 positiven Zellen

exprimierten gleichzeitig HO-1, so dass davon ausgegangen werden kann, dass

Leukozyten fur die HO-1 Expression verantwortlich sind.

A B

Abb. 3-9: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung zur Koexpression von HO-1 und CD45 in
der Leber. Kryoschnitte (5um) der Leber aus Mausen, welche mit CoPP behandelt wurden.
A: Markierung mit HO-1-FITC Antikérper. B: Markierung mit HO-1-FITC + CD45-PE-Antikorper.
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3.1.2.2 HO-1 Induktion in CD45 positiven Leberzellen

Um die Ergebnisse aus 3.1.2.1 zu verifizieren, wurden CD45 positive Leberzellen fur
weitere Untersuchungen aus der Leber isoliert. CD45 wird auf allen Leukozyten
exprimiert, daher werden bei der Isolierung neben Makrophagen auch dendritische
Zellen und Lymphozyten erfasst.

Zunachst wurden Mause mit CoPP, PBS und ZnPP behandelt. Nach 48 Std. wurden
Zellen aus der Leber mit CD45 Antikdrper Uber Magnetsaulen isoliert und auf HO-1

Induktion Gberpruft.

Experiment Nr. PBS CD45" (%) CoPP CD45" (%) | ZnPP CD45" (%)
1 5,4 3,3 2,7
2 6,1 5,3 3,0
3 3,3 2,2 2,7
7 1,2 2,6 2,4

Tabelle 3-1: Isolierung von CD45 positiven Leberzellen. Ausbeute CD45 positiver Leberzellen aus
Mausen, welche mit CoPP, ZnPP bzw. PBS behandelt wurden. Die Bestimmung erfolgte Uber Zell-
zahlung mit einer Neubauer Zahlkammer. Gezeigt wird die Ausbeute in 4 voneinander unabhangigen

Experimenten.

In Tabelle 3-1 sind reprasentativ die Ausbeuten bei Isolierung CD45 positiver Leber-
zellen nach Stimulation mit PBS, CoPP und ZnPP aufgefuhrt. Dabei ergaben sich bei
den PBS behandelten Tieren Ausbeuten von 1,2 % bis 6,1 %, bei den CoPP Tieren
2,2 % bis 5,3 %, und bei den ZnPP behandelten Tieren 2,4 % bis 3,0 %. Die Varianz
der Zellausbeuten bei den Experimenten einer Gruppe war damit recht hoch, so dass
es zwischen den Gruppen keine signifikanten Unterschiede gab.

Bei Charakterisierung mittels Durchflusszytometrie lag der Anteil CD45 positiver
Zellen in den isolierten Zellen zwischen 77 % und 86 %. Diese Reinheit war fur die
weiteren Untersuchungen ausreichend.

Zur Uberpriifung der HO-1 Expression wurden Zytospins der CD45 positiven Leber-
zellen hergestellt, diese mit HO-1 Antikérper markiert und anschlie3end fluoreszenz-

mikroskopisch untersucht.
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PBS CoPP ZnPP

Abb. 3-10: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung zum Nachweis der HO-1 Induktion in
CD45 positiven Leberzellen. CD45 positive Leberzellen aus Mausen, welche mit CoPP, ZnPP bzw.
PBS behandelt wurden. Die Isolierung der Leberzellen erfolgte mit einem PE-konjugierten CD45
Antikoérper. Da das CD45 Antigen membranstandig ist, zeigten alle positiven Zellen einen orange

fluoreszierenden Halo. Die HO-1 Markierung erfolgte mit FITC-konjugierten HO-1 Antikorper.

Die isolierten Zellen wiesen einen makrophagenahnlichen Phanotyp auf (Abb. 3-10).
Mdglicherweise handelte es sich bei diesen Zellen um Kupfferzellen. CD45 positive
Leberzellen aus PBS behandelten Tieren bildeten kein HO-1. Im Gegensatz dazu
exprimierten 80-90 % der isolierten Zellen aus CoPP behandelten Tieren HO-1. Die
HO-1 Induktion mit ZnPP entsprach der Induktion mit CoPP. Durch die Isolierung der
Zellen mit CD45-PE Antikoérper war eine starke PE-Fluoreszenz zu erkennen. CD45
ist membranstandig, daher zeigten die PE gefarbten Zellen einen orangen Halo. Im
Gegensatz dazu wird HO-1 im Zytosol exprimiert, und die grine Fluoreszenz verteilte

sich Uber die gesamte Zelle.

3.1.2.3 HO-1 Induktion in Makrophagen

Da Makrophagen zu den CD45 exprimierenden Zellen gehdren, wurde weiterhin
uberpruft, ob durch CoPP Stimulation HO-1 auch in Peritonealmakrophagen induziert
werden kann. Lee und Mitarbeiter konnten bereits zeigen, dass Hamoxygenase-1 in

Peritonealmakrophagen durch IL-10 Gabe induziert wird (Lee and Chau, 2002).

CoPP wurde dafur den Mausen injiziert und nach 48 Std. die Makrophagen durch
Spulung des Bauchraumes isoliert.
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Abb. 3-11: Fluoreszenzmarkierung und Westernblotanalyse zum Nachweis der HO-1 Induktion
in Peritonealmakrophagen. Peritonealmakrophagen aus Mausen, welche mit CoPP bzw. PBS
behandelt wurden, wurden auf HO-1 Induktion untersucht. A: Die Expression von HO-1 wird durch die
grune Fluoreszenz sichtbar. Die Kernmarkierung (blau) erfolgte mit DAPI um alle vorhandenen Zellen
zu kennzeichnen. B: Beim Westernblot erfolgte ein Nachweis auf HO-1 und B-Aktin als Kontroll-

protein.

Sowohl bei Immunfluoreszenzmarkierungen von Zytospins als auch im Westernblot
konnte bestatigt werden, dass HO-1 durch CoPP in Makrophagen induziert werden
kann (Abb. 3-11A, B). Die Behandlung mit PBS fiuhrte zu keiner HO-1 Bildung.

3.1.2.4 Allogene KMT bei CoPP behandelten Tieren

CD45 positive Zellen spielen bei der allogenen KMT eine wichtige Rolle, da sie
teilweise fur die Zytokinsekretion und fur die Antigen-Prasentation bei der Entstehung
der GvHD verantwortlich sind. HO-1 inhibiert in Makrophagen auch die Expression
proinflammatorischer Zytokine wie TNFa und IL-1B nach Stimulation mit LPS, einem
Hauptmediator fur GvHD (Lee and Chau, 2002; Otterbein et al., 2000). Daher sollte
untersucht werden, ob HO-1 Induktion bei allogener KMT mit Bestrahlung als Kondi-

tionierungsregime GvHD beeinflussen kann.

Bei den in vitro Untersuchungen hat es sich als Vorteil erwiesen, SnPP als HO-1
Inhibitor zu verwenden. ZnPP war ebenfalls ein potenter Inhibitor und induzierte in
noch viel starkerem Male die HO-1 Expression (Daten nicht gezeigt), es zeigte sich
aber, dass ZnPP in den eingesetzten Konzentrationen toxisch fur Endothelzellen
war. Die Zellen starben schon nach 24 Std. ohne Bestrahlung ab. In vivo schien

ZnPP jedoch nicht toxisch zu wirken, und in der Literatur wurde ZnPP flr in vivo
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Studien bereits haufig als Inhibitor beschrieben. Um unsere Ergebnisse mit bereits
vorhandenen Veroffentlichungen vergleichen zu kdnnen, wurde bei unseren in vivo

Experimenten ebenfalls ZnPP verwendet.

Zur Untersuchung der in vivo Effekte von CoPP bzw. ZnPP wurde ein murines
haploidentes Transplantationsmodell verwendet, bei dem Zellen des Mausstammes
C57BI6 mit dem MHC H2° in die F1-Generation von C57BI6 (H2°) x DBA (H2%
(=B6D2F1 mit dem MHC H2°%) transplantiert werden. Das Transplantat kann in
diesem Modell vom Empfinger wegen der bestehenden Toleranz gegeniiber H2"
nicht abgestolen werden. Immunkompetente Zellen (T-Zellen) im Transplantat
erkennen aber den MHC H2%-Anteil der Empféngertiere als fremd an, was letztlich zu
GvHD fluhrt. In diesem Modell spielen die Starke der Konditionierung und die Zahl
der transplantierten T-Zellen fur die Entstehung der GvHD eine Rolle. Mit héherer
Strahlungsdosis kommt es zur starkeren Schadigung des Darmtraktes, hoherer
Zytokinausschuttung, und damit zu mehr GvHD (Hill et al., 1997a). Erhohte T-Zell-

zahl fuhrt zu erhohter Alloreaktivitat und ebenfalls zu verstarkter GvHD.

T-Zellen CD3'/CD4" CD3"/CD8" Gesamt CD3"

% Anteil in der Milz 12-16 % 6-8 % 18-24 %

Tabelle 3-2: Prozentualer Anteil von T-Zellen in der Milz. Milzzellen wurden mit CD3-FITC und

CD4- bzw. CD8-PE konjugierten Antikérpern durchflusszytometrisch charakterisiert.

Fir die Untersuchungen wurden B6D2F1-Mause mit 14 Gy bestrahlt und als Emp-
fanger verwendet. Anschlie3end wurde in diese Tiere Knochenmark als Stammzell-
quelle und Milzzellen als T-Zellquelle aus C57BI6 Mausen transplantiert. Zusatzliche
T-Zellen wurden fur die Entstehung akuter GvHD in diesem Transplantationsmodell
bendtigt, da die T-Zellzahl im Knochenmark bei diesem Transplantationsmodell nicht
ausreicht, GvHD zu induzieren. Durchflusszytome-trische Analysen auf CD3'CD4"
(T-Helferzellen) und CD3"CD8" (zytotoxische T-Lymphozyten) Zellen zeigten, dass
etwa 1/5 der Milzzellen T-Zellen (CD3") waren (Tabelle 3-2). Beide Subpopulationen
sind an der Entstehung von GvHD beteiligt (Ferrara, 1993). Eine Aufreinigung der T-
Zellen aus der Milz war in diesem Modell und unter diesen Bedingungen nicht

notwendig. Das genaue Transplantationsschema wird in Abb. 3-12 verdeutlicht.
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Abb. 3-12: Transplantationsschema. B6D2F1-Mause wurden 2 Tage mit je 125 ug CoPP bzw.
ZnPP behandelt. Anschlielend wurden sie mit 2 x 700 cGy bestrahlt und mit 5 Mio Knochenmark- und
1 Mio Milzzellen aus C57BI6 Mausen transplantiert. Zur Kontrolle wurden B6D2F1-Mause syngen

transplantiert und erhielten Zellen von Mausen des gleichen Stammes.

B6D2F 1-Mausen wurden an den beiden Tagen vor Transplantation je 125 ug CoPP,
ZnPP geldst in PBS bzw. PBS allein intraperitoneal injiziert. Am Tag der Transplan-
tation wurden die Tiere mit 2x700 cGy im Abstand von 3-4 Std. fraktioniert bestrahlt.
Die fraktionierte Bestrahlung verringert die strahlungsbedingte Toxizitat bei den
Empfangertieren. Die Strahlungsdosis wurde so hoch gewahlt, um untersuchen zu
kénnen, ob HO-1 Induktion vor den Auswirkungen der Bestrahlung schitzen kann.
Als syngene Kontrolle wurden Zellen von B6D2F1-Mausen transplantiert. Das Uber-
leben der Tiere wurde taglich Uberwacht und die sich entwickelnde GvHD nach dem
Bewertungsschema in Tabelle 2-1 wochentlich bestimmt. Die Bewertung erfolgte

verblindet, um die Objektivitat dieser Bewertung zu gewahrleisten.
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Abb. 3-13: Uberleben, und GvHD Score von B6D2F1-Méusen nach allogener KMT. Empfénger-
tiere (B6D2F1) erhielten CoPP (32 Tiere), PBS (32 Tiere) bzw. ZnPP (6 Tiere) an den Tagen -1,-2 vor
Transplantation. AnschlieRend wurden sie mit 2 x 7 Gy bestrahlt, und mit Knochenmark- und Milz-
zellen aus C57BI6-Mausen (bzw. B6D2F1 als syngene Kontrolle) transplantiert. Das Uberleben (A)
wurde taglich iberwacht. Die GvHD (B) nach dem klinischen Index, wie er bei (Cooke et al., 1996)
eingefiihrt wurde, wurde wochentlich bestimmt. Zusammengefasst sind die Ergebnisse aus vier
voneinander unabhangigen Experimenten mit PBS und CoPP Gruppen sowie ein Experiment mit der
ZnPP Gruppe. A: Statistischer Test: log rank Test p< 0,01 (allo PBS vs. allo CoPP); p<0,31 (PBS vs
ZnPP). B: Statistischer Test: Mann Whitney U-Test p<0,03 (Tag7 allo PBS vs. allo CoPP)

Abb. 3-13A zeigt das Uberleben der transplantierten Tiere. Die syngen transplan-
tierten Mause uUberlebten unter den beschriebenen Transplantationsbedingungen zu
fast 100%. Lediglich in einem Experiment verstarb ein Tier in der syngenen CoPP
Gruppe. In der ersten Woche war in allen syngenen Gruppen ein leichter Anstieg der
GvHD-Werte (CoPP: 1,5; PBS: 1,3; ZnPP: 0,6) zu verzeichnen (Abb. 3-13B). Dieser
Anstieg wurde durch den in den GvHD-Wert einflieRenden Gewichtsverlust von ca.
10% verursacht, da es durch die Bestrahlung zu Darmschadigung und einem daraus
resultierenden Malabsorptionssyndrom kam. Der GvH Index sank wahrend der
Beobachtungszeit wieder auf den Wert naiver Tiere, und es waren keine bestrah-

lungsbedingten Symptome mehr feststellbar.

In den allogen transplantierten PBS und ZnPP Gruppen war eine hohe Frihmortalitat
zu verzeichnen (Abb. 3-13A). Bereits nach 28 Tagen waren alle Tiere der ZnPP
Gruppe mit den Anzeichen einer akuten GvHD verstorben, bei der PBS Gruppe lag
die Mortalitatsrate mit 24 verstorbenen Tieren bei 75%. Im Gegensatz dazu lag in der
CoPP Gruppe die Todesrate zu diesem Zeitpunkt lediglich bei 12%. Im Laufe der
Beobachtungszeit erhdhte sich die Mortalitdt auch in dieser Gruppe (Tag 70: 56%
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Mortalitat), trotzdem hatten die CoPP Tiere einen signifikanten Uberlebensvorteil
gegenuber der PBS Gruppe (Tag 70: 94% Mortalitat; p< 0,01).

Die frthe Mortalitat ging mit akuter GvHD einher (Abb. 3-13B). Die GvHD Werte
lagen an Tag 7 bei allen allogen transplantierten Tieren zwar zwischen 3,0 und 3,7
(PBS: 3,7; CoPP: 3,2; ZnPP: 3,0), allerdings waren zu diesem Zeitpunkt schon ein
Tier der ZnPP Gruppe und 9 Tiere der PBS Gruppe verstorben, so dass diese aus
der Gesamt GvHD Wertung herausfielen und diese Werte falsch niedrig ausfielen.
Nach dieser akuten GvHD Phase und einer leichten Erholung in der zweiten Woche,
in der die bestrahlungsbedingte Toxizitat wieder abnahm, lag der GvHD Wert der
allogen transplantierten PBS und CoPP Tiere im restlichen Beobachtungszeitraum
konstant bei einem Wert von etwa 4. Die GvH Reaktion konnte durch Gabe von
CoPP nicht vollstandig unterdrickt werden, allerdings konnte besonders die frihe

Mortalitat bei allogener KMT verhindert werden.

3.1.2.5 Serumzytokine nach allogener KMT

Frihere Studien konnten zeigen, dass es in dem hier verwendeten murinen Trans-
plantationsmodell zu einer starken Zytokinsekretion bei akuter GvHD kommt. Beson-
ders TNFa und IFNy spielen bei der Entstehung der Organtoxizitat eine Rolle (Hill et
al., 1997a; Hill et al., 1998).

Um zu untersuchen, ob die Gabe von CoPP vor Transplantation einen Einfluss auf
die Sekretion proinflammatorischer Zytokine hat, wurden Serumzytokine am Tag 4-6
nach Transplantation gemessen. Der Zeitraum wurde gewahlt, da zu diesem Zeit-
punkt Empfangertiere anfangen Symptome akuter GvHD zu zeigen, und die Zytokin-
sekretion in diesem Transplantationsmodell dann sehr hoch ist (Hill et al., 1997a).
Daflr wurden die Mause betaubt und das Blut durch Herzpunktion enthommen. Das
Serum wurde dann fir die Messung von IL-1B3, TNFa, IL-12 und IFNy mittels Elisa
eingesetzt, da diese Zytokine an der Entstehung akuter GvHD beteiligt sind (Hill et
al., 1997b). Neben den proinflammatorischen Zytokinen wurde auch IL-10 als
antiinflammatorisches Zytokin im Serum bestimmt, da ein erhdhter IL-10 Spiegel
teilweise mit weniger GvHD nach Transplantation einhergeht (Blazar et al., 1998;
Krenger et al., 1994).
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Abb. 3-14: Messung von Zytokinen im Serum mittels Elisa bis 6 Tage nach Transplantation.
Mausen wurden 4-6 Tage nach Transplantation Blut durch Herzpunktion entnommen. Zytokin-
konzentration in pg/ml. Daten sind angegeben als Mittelwerte £ Standardabweichung (8-20 Tiere pro

Gruppe). Statistische Analysen wurden mit Mann Whitney U-Test durchgefiihrt.

Abb. 3-14 zeigt, dass TNFa (26,5 versus 48,6 pg/ml, p < 0,002) und IL-12 (26,3
versus 3 pg/ml, p < 0,001) im Serum bei den allogen transplantierten CoPP Tieren
nach 4-6 Tagen gegenliber den PBS Kontrollgruppen deutlich reduziert war. IFNy
war bei den CoPP Tieren ebenfalls erniedrigt, erreichte aber keine statistische Signi-
fikanz (204 versus 623 pg/ml, p = 0,13), da die Werte in der PBS Kontrollgruppe
stark variierten. IL-18 war auch bei den CoPP Tieren niedriger als bei der Kontroll-
gruppe, ebenfalls ohne statistische Signifikanz (7 versus 14,1 pg/ml, p < 0,13). Im
Gegensatz dazu war die Bildung von IL-10 in der CoPP Gruppe deutlich erhdht
(40 pg/ml vs. PBS 19.1 pg/ml, p < 0,05). Bei den syngen transplantierten Kontroll-
gruppen konnten keine nennenswerten Zytokinmengen gemessen werden (Daten

nicht gezeigt). Eine Ausnahme war das Zytokin IL-1B3, bei dem ein héherer Wert in
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der syngenen PBS Gruppe gemessen wurde als den CoPP Tieren (PBS 9,9 pg/ml
vs. CoPP 3,6 pg/ml).

Ingesamt zeigten die Messungen, dass die Gabe von CoPP vor Transplantation die

Sekretion proinflammatorischer Zytokine verringert.

3.1.2.6 Expression von Aktivierungsmarkern auf Makrophagen und Stimulation von
T-Zellen nach KMT

Da Makrophagen neben ihrer Rolle als Quelle der Zytokinproduktion fur die Antigen-
prasentation verantwortlich sind, wurde die Expression von Aktivierungsmarkern auf

Peritonealmakrophagen untersucht.

B6D2F1 Mause wurden mit CoPP oder PBS behandelt und wie unter 3.1.2.4
beschrieben allogen transplantiert. Vier Tage nach KMT wurden Peritoneal-
makrophagen isoliert und auf CD11b, MHC, CD80 und CD86 durchflusszytometrisch

untersucht.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob sich die Fahigkeit der APCs, allogene T-
Zellen zu stimulieren, durch CoPP Gabe verandert. Um eine mogliche direkte
Toxizitat durch die Protoporphyrine auf die Zellen im Bauchraum der Maus als Ort
der Stimulation ausschlie3en zu kénnen, wurden flr diesen Versuch CD45 positive
Leberzellen verwendet. Hierflir wurden ebenfalls B6D2F1 Mause mit PBS, ZnPP und
CoPP behandelt, nach 24 Std. die CD45 positiven Zellen aus der Leber isoliert und
diese in einer gemischten Lymphozytenreaktion (MLR) zusammen mit CD3" T-Zellen
der Milz einer Maus, die 6 Tage zuvor transplantiert wurde, eingesetzt und die

T-Zellproliferation Uberprtift.
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Abb. 3-15: Durchflusszytometrische Untersuchung zur Expression von Aktivierungsmarkern
auf Peritonealmakrophagen und Proliferationsnachweis stimulierter T-Zellen. A: Peritoneal-
makrophagen wurden 6 Tage nach allogener KMT isoliert und durchflusszytometrisch auf die
Expression von CD11b, MHC I, CD80 und CD86 untersucht. Das geflillte Histogramm zeigt die
Isokontrolle, das Histogramm mit durchgezogener Linie gibt die Zellen der PBS behandelten Maus
und das mit gestrichelter Linie Zellen der CoPP behandelten Maus an. B: Frisch isolierte CD45
positive Leberzellen aus PBS, CoPP oder ZnPP behandelten Tieren wurden eingesetzt um allogene
Milz T-Zellen von Mausen, die 6 Tage zuvor transplantiert wurden, in einer MLR zu stimulieren. Die

Proliferation wurde Uber den Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. cpm: counts per million

Fast 100% der Peritonealmakrophagen exprimierten CD11b (Abb. 3-15A). Diese
Expression war allerdings bei den Zellen aus den CoPP behandelten Tieren geringer
als bei den Zellen aus den PBS behandelten Mausen. Auch die Expression von MHC
Klasse |, CD80 und CD86 war deutlich reduziert.

Abb. 3-15B zeigt, dass die Proliferation CD3" T-Zellen um (iber 50% reduziert war,
wenn die Stimulatorzellen aus der CoPP behandelten Maus stammten (PBS
2041cpm, CoPP 584 cpm; PBS versus CoPP: p < 0,02). Der Einsatz von Zellen aus
der ZnPP behandelten Maus fuhrte wie erwartet zu keiner Veranderung der
T-Zellproliferation gegenuber Zellen aus dem PBS behandelten Tier (PBS 2042 cpm,
ZnPP 1976 cpm).

3.1.2.7 TNF-Sekretion von Makrophagen und CD45 positiven Leberzellen nach LPS

Stimulation

Weiterhin wurde untersucht, ob die Gabe von CoPP vor allogener KMT einen
Einfluss auf die Aktivierung von Makrophagen oder CD45 positiven Leberzellen
durch LPS hat. LPS kann nach Bestrahlung und allogener KMT verstarkt ins Gewebe

gelangen und Makrophagen aktivieren, was zur Freisetzung von TNFa fuhrt und
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damit ein wichtiger Stimulus bei der Entstehung von GvHD ist (Hill et al., 1997b).
Hierfur wurden B6D2F1 Mause wieder mit CoPP, ZnPP oder PBS intraperitoneal
behandelt und wie unter 3.1.2.4 beschrieben allogen transplantiert. Bei den Spender-
tieren handelte es sich allerdings um GFP (= green fluorescent protein) transgene
C57BI6 Mause, die sich dadurch auszeichnen, dass sie GFP ubiquitar in allen
Geweben und den hamatopoetischen Zellen auller Erythrozyten exprimieren. Die
Zellen sind dadurch leicht mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops oder durchfluss-
zytometrisch zu identifizieren. Peritonealmakrophagen und Leberzellen wurden
6 Tage nach Transplantation isoliert, in einer 96 Loch Platte ausgesat und mit
100 ng/ml LPS fir 24 Std. stimuliert. AnschlieRend wurde TNFa im Uberstand

bestimmt.

Peritonealmakrophagen CDA45 positive Leberzellen
atopes+es [T Ao pessLes (IR
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Abb. 3-16: Nachweis der TNFa Sekretion von Peritonealmakrophagen und CD45 positiven
Leberzellen nach Transplantation mittels Elisa. Peritonealmakrophagen und CD45 positive
Leberzellen wurden 6 Tage nach Transplantation isoliert und mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Die TNFa
Produktion wurde im Uberstand nach 24 Std. bestimmt. Zur Kontrolle wurde die TNFa Sekretion

unstimulierter Peritonealmakrophagen und CD45 positiver Zellen bestimmt. TNFa Konzentration in

pg/ml.

Der Spenderanteil bei den isolierten Peritonealmakrophagen und CD45 positiven
Leberzellen lag 6 Tage nach Transplantation in allen Gruppen (PBS, CoPP, ZnPP
Stimulation) unter 7% (Daten nicht gezeigt). Der Anteil konnte mit Hilfe der GFP
Expression durchflusszytometrisch bestimmt werden. Uberraschenderweise zeigten
sowohl Peritonealmakrophagen als auch CD45 positive Leberzellen aus den Tieren,
die mit CoPP vor Transplantation behandelt wurden, nach LPS Stimulation die
hdchste TNFa Produktion (Peritonealmakrophagen: 1634 + 29 pg/ml, CD45-Zellen:

309 + 5 pg/ml). Zellen aus PBS oder ZnPP behandelten Tieren sezernierten nach
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Stimulation deutlich weniger TNFa (PBS Peritonealmakrophagen: 336 + 10,5 pg/ml,
CDA45-Zellen: 139 + 9 pg/ml; ZnPP Peritonealmakrophagen: 109 £ 6 pg/ml, CD45-
Zellen: 95,5 £ 13,8 pg/ml). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den Serum-
zytokindaten in 3.1.2.5 . Dort konnte gezeigt werden, dass in den CoPP behandelten
Tieren nach Transplantation weniger TNFa gebildet wurde als in den PBS behan-
delten Tieren. Daher wurde Uberpruft, ob nach KMT in vivo Uberhaupt eine Stimu-
lation durch LPS erfolgen konnte. Dafur wurde der LPS Spiegel im Serum bei den

Tieren 6 Tage nach Transplantation bestimmt.
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Abb. 3-17: Bestimmung von LPS im Serum 6 Tage nach Transplantation. Mausen wurden 6 Tage
nach Transplantation Blut durch Herzpunktion entnommen. LPS wurden mit Hilfe des Limulustests
bestimmt. Konzentration in U/ml. Daten aus 3 voneinander unabhangigen Transplantationen sind
angegeben als Mittelwerte + Standardabweichung (10-17 Tiere pro Gruppe). Statistische Analysen

wurden mit Mann Whitney U-Test durchgefuhrt.

Im Serum der CoPP behandelten Tiere wurde deutlich weniger LPS gemessen als im
Serum der PBS behandelten Mause. (CoPP: 0,34 U/ml versus PBS: 0,56 U/ml,
p < 0,02). Dieses Ergebnis stitzt die Serumzytokindaten in Abschnitt 3.1.2.5 .

Da besonders die Bestrahlung des Empfangers bei allogener KMT zur Schadigung
der Mucosa im Darmtrakt fuhrt und den Eintritt bakterieller Produkte wie Endotoxin
oder LPS in den Korper ermdglicht (Hill et al., 1997b), wurde der Dunndarm der
Mause 6 Tage nach Transplantation histologisch untersucht. Hierfur wurden Paraf-
finschnitte des Dinndarms angefertigt, mit Hamatoxylin/Eosin gefarbt und mikrosko-

pisch untersucht.
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PBS

Abb. 3-18: Darmhistologie 6 Tage nach Transplantation. Der Dinndarm wurde von Tieren, die mit
CoPP oder PBS behandelt wurden, 6 Tage nach Transplantation entnommen. Paraffinschnitte (5 um)

wurden mit Hamatoxylin und Eosin angefarbt. Die Pfeile zeigen apoptotische Zellen an.

Die Dunndarmschnitte der allogen transplantierten, PBS behandelten Empfangertiere
zeigten 6 Tage nach Transplantation deutliche Zeichen einer Gewebezerstérung.
Diese war vor allem gekennzeichnet durch eine erhdhte Apoptoserate von Darm-
epithelzellen der Zotten und Krypten. Gleichzeitig waren verstarkt Mitoseaktivitaten in
den Kryptenepithelzellen zu beobachten. Im weiteren Verlauf kam es zu einer
Abstumpfung der Zotten, da die hohe Apoptoserate nicht durch die héhere Mitose-
rate ausgeglichen werden konnte und die Zotten sich durch Absterben der Zellen
immer weiter verklrzten. Zusatzlich verringerte sich die Zahl der Paneth-Kdérner-

zellen in den Krypten.

Im Gegensatz dazu kam es sowohl bei den syngen transplantierten, PBS oder CoPP
behandelten, als auch bei den allogen transplantierten, CoPP behandelten Tieren
kaum zu Veranderungen der Darmstruktur. Es waren nur wenige apoptotische Zellen
nachweisbar, und die Mitoserate in den Krypten bewegte sich im Rahmen der stets

vorhandenen Aktivitat. Es kam zu keiner Abstumpfung der Zotten.

In Abb. 3-18 sind die apoptotischen Kerne mit Pfeilen gekennzeichnet. Eine vergro-
Rerte Darstellung befindet sich in Anhang Il. Schaden wie die Abstumpfung der
Zotten sind in der gezeigten Abbildung nicht erkennbar, aber in Kooperation mit Dr.
Thomas Schubert (Abteilung flr Pathologie, Universitatsklinikum Regensburg)
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wurden die Veranderungen in ein Punktesystem eingestuft, welches die Starke der
Apoptose, der Mitose, die Struktur der Zotten und die Zahl der Paneth-Kornerzellen
berucksichtigt. Anhand dieser Wertung konnte bestatigt werden, dass der Darm der
CoPP behandelten, allogen transplantierten Mause geringere Strukturveranderungen
aufwies als der Darm der PBS behandelten Tiere. Die Ergebnisse der histologischen
Untersuchungen stehen in Einklang mit den gemessenen LPS Konzentrationen im
Serum nach allogener KMT, da eine geringe Veranderung der Darmstruktur auch

weniger LPS-Einschwemmung bedeutet.

3.2 Zellulare Therapie

3.2.1 Isolierung und Transplantation primarer pulmonaler Endothelzellen

Wie bereits in der Einleitung (1.3 ) erwahnt, hat die allogene KMT Einfluss auf das
Endothel. Es kommt zu einem Endothelschaden, der mit schweren klinischen
Komplikationen wie VOD, ELS, und Mikroangiopathie assoziiert ist (Holler et al.,
1989; Holler et al., 1990; Scrobohaci et al., 1991). Im murinen System konnte gezeigt

werden, dass IPS ebenfalls mit endothelialem Schaden verbunden ist.

Es sollte daher eine Methode entwickelt werden, Endothelzellen zusammen mit
Knochenmarktransplantat zur Verfugung zu stellen, um eine schnelle Reparatur des
Endothelschadens zu erreichen und damit pulmonale Komplikationen zu verringern.
Es konnte mit dieser Methode ein Endothelchimerismus etabliert werden, bei dem
Spender und Empfangerzellen koexistieren. Unter der Vorraussetzung, dass Endo-
thelzellen und das Knochenmarktransplantat vom selben Spender stammen, kbnnen
alloreaktive Spenderzellen diese Endothelzellen als nicht fremd erkennen, so dass

es zu keiner Abstollungsreaktion kommen kann.

Hierflr sollten ex vivo expandierte, primare, pulmonale Endothelzellen zusammen
mit Knochenmark transplantiert werden. Es sollte Uberprift werden, ob diese trans-

plantierten Endothelzellen in der Lunge verweilen.

Die Zellen wurden aus Tieren des gleichen Mausstammes wie das Knochenmark
entnommen, so dass es bezuglich des Knochenmarks und der darin enthaltenen
T-Zellen zu keinem MHC-Mismatch und damit zu keiner Abstoliung kommen sollte.
Um die Zellen in der transplantierten Maus identifizieren zu kénnen, wurden als

Lungenendothelspender GFP-transgene C57/BI6 Mause verwendet. Das Knochen-
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mark hingegen wurde vom C57/BI6 Wildtyp verwendet, so dass die Endothelzellen

vom Knochenmark zu unterscheiden waren.

3.2.1.1 Isolierung von pulmonalen Endothelzellen durch LDL Aufnahme

Die Lungen wurden aus einer GFP-transgenen Maus prapariert und Endothelzellen

durchflusszytometrisch isoliert.

Endothelzellen (Kume et al., 1998) ebenso wie Makrophagen (Endemann et al.,
1993) sind in der Lage modifiziertes low density lipoprotein (oxidiertes oder acety-
liertes LDL) zu inkorporieren. Die Isolierung Uber DilAcLDL und der Ausschluss
CD45 positiver Zellen (Ausschluss der Makrophagen und anderer LDL inkorpo-
rierenden Leukozyten) wurde daher als Methode eingesetzt um eine reine Endothel-

population zu erhalten.
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Abb. 3-19: Schema zur durchflusszytometrischen Isolierung von Endothelzellen. In Fenster A
werden die Einstellung im Vorwarts-/Seitwartsscatter sowie die Festlegung der Grenze R1 gezeigt,
welche nur die Zellen einschlie3t, die fir die weiteren Grenzfestsetzungen (R2+R3) berlcksichtigt
werden. Fenster B zeigt die Grenzfestlegung fur LDL und GFP positive Zellen (R2). In Fenster C
werden GFP positive und CD45 negative Zellen in R3 angezeigt. Nur Zellen innerhalb der Grenzen
1+2+3 (R1+R2+R3) wurden isoliert. Gesammelt wurden 2500 Zellen/Sekunde.

In Abb. 3-19 wird gezeigt, wie die Grenzen beim Zellsortierer gesetzt wurden, um
unerwunschte Zellen auszuschlieBen. Zunachst wurden im Vorwarts-/Seitwarts-
scatter tote Zellen, Zelltrimmer und -fragmente sowie Zellcluster ausgeschlossen (=
R1). Anschliefend wurden von allen Zellen in R1 die DilAcLDL und GFP positiven

Zellen selektioniert (= R2). Die zusatzliche Markierung mit PE-Cy5 konjugiertem
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Antikérper gegen CDA45 erlaubte es, nicht endotheliale, aber LDL Rezeptor exprimie-
rende Zellen auszuschlieBen, so dass LDL positive und CD45 negative Zellen

gesammelt wurden (= R3).

Experiment Zellzahl nach % LDL" | % GFP" | % CD45" | Ertrag CD45LDL"
Nr. Adharenzselektion | Zellen | Zellen Zellen GFP* Zellen
1 3,5 mio 6,0 95 12,1 33000 (0,94%)
2 4,3 mio 5,8 96 16,0 42000 (0,98%)
3 3,9 mio 4.6 97 0,6 75000 (1,92%)
4 4,3 mio 3,5 96 4,6 41000 (0,95%)

Tabelle 3-3: Ausbeute von EC nach Isolierung aus der Lunge. Es wurden die Zellcharakteristika

aus 4 unabhangigen Isolierungsexperimenten angegeben.

Wie in Tabelle 3-3 gezeigt, nahmen lediglich ca. 5 % aller adharenzselektierten
Zellen LDL auf. Davon waren 28-50 % CDA45 positiv. In mehreren Versuchen lag die
Ausbeute zwischen 3,1 x 10* und 7,5 x 10* Zellen. Die entsprach etwa 0,9-1,9 %
aller Zellen nach Adharenzselektion. Es konnten somit mit dieser Methode genugend
Endothelzellen fur eine weitere Kultivierung isoliert werden. Diese Zellen exprimieren
auch in Kultur GFP, so dass GFP bei spateren Transplantationsexperimenten zur

Zellidentifizierung herangezogen werden konnte.

3.2.1.2 CD31 und CD106 Expression auf pulmonalen Endothelzellen in vivo

Endothelzellen lassen sich mit Hilfe verschiedener Oberflachenantigene nachweisen.
Hierzu gehoren unter anderem die Adhasionsmolekile CD31 (platelet endothelial cell
adhesion molecule, PECAM) und CD106 (vascular cell adhesion molecule,
VCAM-1). CD31 ist auf sowohl auf Endothelzellen als auch auf Leukozyten und
Platelets exprimiert. CD31 wird normalerweise auf Endothelzellen ubiquitar expri-
miert, wahrend CD106 ein Aktivierungsmarker ist, der erst nach Stimulation mit LPS,
TNFa und anderen inflammatorischen Stimuli wie z.B. Bestrahlung auf Endothel-

zellen gebildet wird.

Mause wurden hierfir mit 12 Gy bestrahlt, die Lungen 8 Std. nach Bestrahlung
entnommen und Schnitte angefertigt. Diese wurden anschlieBend mit CD31 und
CD106 Antikorpern markiert.
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Isokontrolle

Abb. 3-20: Imnmunfluoreszenz: Expression von CD31 und CD106 auf Lungenzellen nach in situ
Stimulation durch Bestrahlung. Kryoschnitte der Lunge aus bestrahlten M&usen. Die orange

Fluoreszenz zeigt CD31 bzw. CD106 positive Zellen an.

In den Lungen unstimulierter Mause konnte CD31, nicht aber CD106 nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Nach Bestrahlung wurden beide Adhasionsmolekule in
pulmonalen BlutgefalRen exprimiert (Abb. 3-20). Sie wurden sowohl von makro-
vaskularen EC als auch von Kapillarendothelzellen gebildet. (Die Elastica interna der
Arterien zeigte zusatzlich eine starke Autofluoreszenz). Beide Marker waren also flr

die spatere Analyse pulmonaler Endothelzellen geeignet.

3.2.1.3 Phanoypische Charakterisierung der isolierten pulmonalen Zellen

Nach der Isolierung wurden die pulmonalen Zellen 3-4 Wochen auf Gelatine
beschichteten Platten kultiviert. Dabei kam es zu einer ca. 50 fachen Expansion

innerhalb von 4 Passagen.
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A Phasenkontrast B LDL-Aufnahme

Abb. 3-21: Morphologie und LDL-Aufnahme von isolierten und kultivierten pulmonalen Zellen.
Pulmonale Zellen wurden auf Gelatine beschichteten Platten fiir 3-4 Wochen kultiviert und passagiert.
Fir die Bestimmung der Morphologie erfolgte eine mikroskopische Untersuchung mit Phasenkontrast
(A). Zum Nachweis der LDL-Aufnahme wurden die Zellen mit 10 pg/ml DilAcLDL fur 4 Std. inkubiert
(B). Die Untersuchung erfolgte fluoreszenzmikroskopisch.
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Die Zellen wuchsen langsam und einschichtig und hatten bei mikroskopischer
Untersuchung im Phasenkontrast eine uneinheitliche Morphologie (Abb. 3-21A). Ein
Grolteil der Zellen wuchs breitflachig und zeigte auch den so genannten cobble
stone Phanotyp. Andere Zellen hatten spindelformige Korper. Anhand der Morpho-
logie konnte eine Fibroblastenkontamination bei den kultivierten Zellen nicht ausge-
schlossen werden. Nach einer erneuten Exposition mit DIlAcLDL zeigte sich, dass
fast 100% der Zellen weiterhin in der Lage waren LDL aufzunehmen (Abb. 3-21B).
Auch durch LDL konnte eine Fibroblastenkontamination nicht ausgeschlossen
werden, da auch Fibroblasten teilweise LDL inkorporieren kénnen (Garlanda and
Dejana, 1997).

Zur weiteren Charakterisierung wurden die Zellen auch auf andere Oberflachen-
molekile hin durchflusszytometrisch untersucht. Neben CD31 ist auch Panendo-
thelial cell antigen (MECA32) als ein endothelspezifischer Oberflachenmarker
beschrieben worden (MacPhee et al., 1994; Orosz et al., 1992). Die isolierten Zellen
exprimierten sowohl CD31 als auch MECA32 (Abb. 3-22). Aulerdem kdnnen
Endothelzellen mit IsolektinB4 nachgewiesen werden. Auch dies konnte bei unseren
expandierten Zellen bestatigt werden. Um nochmals Makrophagen und damit eine
Kontamination ausschliel3en zu kdénnen, wurden die Zellen des Weiteren mit CD45
Antikorper markiert. Es konnte keine relevante CD45 Expression bei den isolierten
Zellen nachgewiesen werden. Alle Zellen waren nach 4 Passagen immer noch GFP

positiv (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3-22: Durchflusszytometrische Untersuchung von Oberflaichenantigenen auf isolierten
und kultivierten pulmonalen Zellen. Pulmonale Zellen wurden auf Gelatine beschichteten Platten fiir
3-4 Wochen kultiviert und passagiert. Fir die Charakterisierung wurden die Zellen mit CD31,
MECA32, CD45 oder CD106 Antikérpern sowie IsolektinB, markiert. Zur Expression von CD106
wurden Zellen mit 10 ng/ml TNFa fir 24 Std. stimuliert. Gestrichelte Linie: 19G,, als Isokontrolle;

durchgezogene Linie: mit Antikérpern markierte Zellen.

Auch CD106 sollte auf den isolierten Zellen nachgewiesen werden. Wie bereits
erwahnt, wird dieses Adhasionsmolekil nur nach Stimulation von Endothelzellen
gebildet. Die isolierten und expandierten Zellen sollten bei normaler Kultivierung also
kein CD106 exprimieren. Die Zellen wurden daher mit TNFa (10 ng/ml) fir 24 Std.
inkubiert. Abb. 3-22 zeigt, dass die unbehandelten Zellen kein VCAM-1 bildeten.
Nach Stimulation mit TNFa kam es zu einem deutlichen Anstieg der CD106 Expres-

sion.

Die durchflusszytometrischen Untersuchungen zusammen mit dem Nachweis, dass
die isolierten Zellen auch wahrend der Kultivierung fast zu 100 % LDL aufnehmen
konnten, zeigten, dass es sich bei diesen Zellen um Endothelzellen handelte. Diese
Methode war also geeignet, Endothelzellen zu isolieren, zu kultivieren und zu
expandieren. Die Zellen konnten innerhalb von 3 Wochen um das 50fache expan-

diert werden.
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3.2.1.4 Transplantation von ex vivo expandierten Endothelzellen

Im nachsten Schritt sollten die kultivierten Endothelzellen nun transplantiert und

uberpruft werden, ob sie in der Lunge verbleiben.

Fiar dieses Experiment wurden B6D2F1-Mause mit 12 Gy fraktioniert bestrahlt um
einen Lungenschaden und eine Aktivierung der EC zu verursachen (Gerbitz et al.,
2000). AnschlieRend wurden 4 x 10° pulmonale Endothelzellen (pEC) GFP trans-
gener C57/BI6 Mause und 5 Mio Knochenmarkzellen von C57/BI6 Wildtyp Mausen
uber Schwanzveneninjektion transplantiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die
Lunge entnommen. Es wurden Kryoschnitte angefertigt und diese auf GFP positive

Zellen hin untersucht.

0,5 Std. nach Tx 8 Std. nach Tx 24 Std. nach Tx

Abb. 3-23: GFP Fluoreszenz: Nachweis transplantierter GFP positiver pEC in der Lunge.
Lungenschnitte von Mausen, welche mit 2 x 6 Gy bestrahlt und mit expandierten GFP positiven pEC
sowie 5 Mio Knochenmarkzellen von C57/BI6 Wildtyp Mausen transplantiert wurden. Die griine

Fluoreszenz (gelbe Pfeile) zeigt GFP positive Zellen.

Die Mause tolerierten die Endothelzelltransplantation mit eingesetzten Zellzahlen gut.
Ursprungliche Bedenken wegen der modglichen Entstehung einer pulmonalen
Embolie nach Injektion dieser gro3volumigen Zellen haben sich nicht bestatigt. Abb.
3-23 zeigt reprasentative Schnitte von Lungen der Empfangermause 0,5 bis 24 Std.
nach Transplantation. Die Schnitte wurden ohne Fixierung analysiert. Dies erlaubte
eine maximale GFP Fluoreszenz. GFP positive Zellen konnten nicht in den Arterien
oder Venen, sondern eher in den Arteriolen lokalisiert werden. Sie wurden teilweise
in Clustern gefunden. Die genauere Lokalisation der Zellen in der Lunge muss noch

untersucht werden.
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In der Leber und Milz konnten keine GFP positiven Zellen gefunden wurden. Das
wies darauf hin, dass der Grofteil der Zellen bis zu diesem Zeitpunkt in der Lunge
verblieben war. Die starke Fluoreszenz wies auch darauf hin, dass die Zellen zu

diesem Zeitpunkt noch vital waren.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschreibt Ansatze zur Pravention und Therapie von Kompli-
kationen nach allogener SZT auf dem Boden der Endothelzellmodulation. Hierfur
wurde der Einfluss der HO-1 Induktion bei Endothelzellen untersucht. CoPP konnte
bei bEnd2 Zellen als Modellsystem fur Endothelzellen HO-1 induzieren und diese
Zellen vor bestrahlungsinduzierter Apoptose schutzen (Abb. 3-4). Auch SnPP als
inhibierendes Protoporphyrin war in der Lage HO-1 zu induzieren. Allerdings wurden
die Zellen nach Bestrahlung nicht vor Apoptose geschutzt. Die aktivierende Wirkung
von CoPP bzw. inhibierende Wirkung von SnPP konnte jeweils durch das andere
Protoporphyrin aufgehoben werden. CoPP konnte auch im Gegensatz zu SnPP die

Freisetzung von Cytochrom c nach Bestrahlung verhindern.

In vivo wurde die HO-1 Induktion ebenfalls nachgewiesen. In der Milz wurde HO-1
konstitutiv exprimiert, wahrend in Leber und Darm HO-1 durch CoPP induziert
werden konnte (Abb. 3-8). Das Gleiche galt fur Peritonealmakrophagen und CD45
positive Leberzellen (Abb. 3-10, Abb. 3-11). Allerdings zeigte sich, dass diese Zellen
nach Transplantation auf LPS-Stimulation mit erhdhter TNFa-Sekretion reagierten
(Abb. 3-16).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass CoPP behandelte Mause nach allogener SZT
einen signifikanten Uberlebensvorteil haben (Abb. 3-13). Die GvH-Reaktion konnte
jedoch bei diesen Tieren nicht vollstandig unterdrickt werden. Die Bestimmung von
Serumzytokinen 4-6 Tage nach SZT zeigte, dass proinflammatorische Zytokine wie
IFNy, TNFa, IL-1B und IL-12 sowie LPS als inflammatorischer Mediator in den CoPP
behandelten Tieren deutlich reduziert waren (Abb. 3-14). IL-10 als antiinflammato-

risches Zytokin hingegen war erhoht.

Des Weiteren wurde die Transplantierbarkeit von Endothelzellen untersucht. Hierfur
wurden EC Uber die LDL-Aufnahme und den Ausschluss CD45 positiver Zellen
durchflusszytometrisch isoliert. Diese Zellen exprimierten nach vierwdchiger Expan-
sion endothelspezifische Oberflachenantigene wie CD31, CD106 und MECA32, und
konnten trotz ex vivo Expansion weiterhin LDL zu inkorporieren (Abb. 3-21, Abb.
3-22). Nach Transplantation waren die Endothelzellen im Uberpriften Zeitraum bis

24 Std. nach Transplantation in der Lunge wiederzufinden.
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HO-1 Induktion schiitzt vor bestrahlungsinduzierter Apoptose

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Experimenten flhrte die Induktion
von HO-1 durch CoPP zum Schutz vor bestrahlungsinduzierter Apoptose bei bEnd2
Zellen. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit anderen Untersuchungen, die
ebenfalls zeigen konnten, dass die Induktion von HO-1 schutzend wirkt. Die

wichtigsten Arbeiten sind in Tabelle 4-1 aufgefihrt.

HO-1 Induktion Zellsystem Apoptosestimulus Referenz

HO-1 Transfektion Coronar EC Ham, Hamoglobin (Abraham et al., 1995)

(Kaninchen)

Hemin Mesenteriale Gefalle H,0, (Hayashi et al., 1999)

HO-1 Transfektion Rinder Aorten EC TNFa (Brouard et al., 2000)
2F-2B EC-Zelllinie

HO-1 Transfektion HMEC TNFa (Kushida et al., 2002)
Hemin Schweine Aorten EC H,0, (Balla et al., 1993)
CoPP Ratten Herz EC Ischamie/Reperfusion (Katori et al., 2002)

HO-1 Transfektion 2F-2B EC-Zelllinie Cycloheximid, TNFa (Soares et al., 1998)

Tabelle 4-1: HO-1 Induktion in Endothelzellen und Schutz vor Apoptose

CoPP - wie auch Ham (=FePP) - ist ein potenter Induktor und Aktivator der HO-1 und
wurde auch von anderen Arbeitsgruppen zur Induktion eingesetzt (Brouard et al.,
2000; Deramaudt et al., 1998; Woo et al., 1998). Im Gegensatz dazu wirken SnPP
und ZnPP induzierend und inhibierend (Brouard et al., 2000; Rodgers et al., 1996).
Diese Protoporphyrine sind zwar in der Lage HO-1 zu induzieren, sie verhindern aber
die Aktivierung dieses Enzyms (Kushida et al., 2002). Dies bestatigte sich auch in
der vorliegenden Arbeit, da HO-1 in mit SnPP behandelten bEnd2 nachgewiesen

werden konnte, die Induktion aber nicht zum Schutz vor Apoptose fuhrte.

Der aktivierende und schutzende Effekt von CoPP konnte aufgehoben werden, wenn
nach CoPP-Gabe eine Blockade mit SnPP erfolgte. Erfolgte nach SnPP Stimulation
eine Stimulation mit CoPP, wurde die Apoptoserate wieder verringert. Fur ZnPP ist

bekannt, dass es HO-1 induziert und das Enzym gleichzeitig kompetitiv hemmt
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(Rodgers et al., 1996; Yang et al., 2001). Fur SnPP gilt die gleiche Art der Hemmung,

die reversibel ist, sobald SnPP durch CoPP verdrangt wird.

Die Mechanismen der HO-1 Wirkung sind nicht vollstandig geklart. Gegenwartig
werden mehrere Signalwege diskutiert, bei denen die Abbauprodukte von Ham,
namlich Eisen, Bilirubin und CO eine Rolle spielen (Kushida et al., 2002). Besonders
die Bildung von CO scheint beim Schutz vor Apoptose wichtig zu sein (Brouard et al.,
2000). So verhindert CO Anoxi/Reoxygenierungsinduzierte Apoptose bei pulmonalen
Endothelzellen. Dieser Effekt erfolgt Uber die Modulation der p38 mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK) und Caspase 3 (Zhang et al., 2003). p38 reguliert auch die
Freisetzung des mitochondrialen Cytochrom c bei UVB-induzierter Apoptose (Assefa
et al.,, 2000). Auch bei bestrahlungsinduzierter Apoptose kommt es Uber die Akti-
vierung von p53 zur Freisetzung von Cytochrom ¢ und letztlich zur Aktivierung von

Caspasen (Friedman, 2002).

In Endothelzellen verhindert die HO-1-Induktion die Freisetzung von Cytochrom c
nach Bestrahlung. Im Gegensatz dazu ist die Cytochrom c Freisetzung bei unbehan-
delten oder mit SnPP behandelten EC deutlich gegeben. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass der Schutz vor bestrahlungsinduzierter Apoptose Uber die oben

genannte Signalkaskade verlaufen kdnnte.

HO-1 scheint nicht dieselbe Wirkung bei allen Endothelzellen zu haben. Die Endo-
thelzelllinie bEnd3 exprimiert konstitutiv HO-1. Die Inkubation mit Protoporphyrinen
erhoht lediglich die HO-1 Expression. AulRerdem kommt es bei Einsatz von CoPP zu
keinem Schutz vor bestrahlungsinduzierter Apoptose. Moglicherweise ist es fur eine
Zelle bezuglich des schutzenden Effektes von Bedeutung, ob HO-1 konstitutiv
vorhanden ist oder erst induziert werden muss. In der Regel wird bei Stimulation
einer Zelle ein Signalweg initiiert. Ist das Stimulanz permanent vorhanden, kann
dieser Signalweg durch negative Ruckkopplung blockiert werden (Barak et al., 1994;
Vaziri and Wang, 1999). Moglicherweise hat die permanente Anwesenheit von HO-1

in bEnd3 Zellen diese Wirkung und kann so die Zellen nicht mehr schutzen.

HO-1 verringert die Mortalitat nach allogener SZT

Die intraperitoneale Gabe von CoPP fuhrt zur HO-1 Induktion in Organen wie Leber
und Darm nach 24 Std. (Abb. 3-8). Die Milz hingegen exprimiert konstitutiv HO-1,

was sich aus der Hauptaufgabe der Milz ergibt, namlich gealterte und pathologisch
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veranderte Erythrozyten und Partikel zu filtern (Waller H.D., 1994). Um den Einfluss
der HO-1 Induktion auf GvHD nach allogener SZT in vivo zu untersuchen, wurde
HO-1 mit CoPP an 2 Tagen vor Transplantation induziert. Es kommt in dem hier
verwendeten haploidenten Transplantationsmodell nach Bestrahlung und Trans-
plantation zur starken Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine (Hill et al., 1997a;

Teshima et al., 2002), die mit der Entstehung von GvHD einhergehen.

Mause, die vor Transplantation mit CoPP behandelt wurden, hatten einen signifi-
kanten Uberlebensvorteil gegenliber den mit PBS behandelten Tieren (Abb. 3-13).
Als Kontrolle wurden Tiere mit ZnPP, einem HO-1 Inhibitor, vor Transplantation
behandelt. Diese Tiere verstarben genauso schnell wie die mit PBS behandelten
Tiere. Dies zeigt, dass die HO-1 Induktion und Aktivierung vor Frihmortalitat bei
allogener SZT mit Bestrahlung als Konditionierungsregime schitzt. Auch in anderen
Studien wurde der Einfluss der HO-1 auf die GvH-Reaktion untersucht (Woo et al.,
1998; Woo et al., 2000). In diesen Arbeiten wurde die gleiche Mausstammkom-
bination wie in der vorliegenden Arbeit eingesetzt. Die GvH-Reaktion wurde aller-
dings durch Injektion von 80 Mio Milzzellen initiiert. Es erfolgte dadurch kein Priming
von Makrophagen, wie dies bei Bestrahlung der Fall ist, und es kam damit auch nicht
zu einer bestrahlungsinduzierten TNF Bildung mit weiterer Aktivierung von APCs.
Durch das Fehlen eines Konditionierungsregimes wie Ganzkdrperbestrahlung wurde
in der Studie die klinische Situation nicht mit einbezogen. HO-1 wurde zudem in
Spenderzellen und nicht in Empfangerzellen induziert und fuhrte nach Transplan-
tation dosisabhangig zu einem signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber den Tieren
mit PBS behandelten Spendermilzzellen. Die Milzzellen der Tiere, die mit CoPP
behandelten Zellen transplantiert wurden, zeigten in Kultur eine geringere Spon-
tanproliferation sowie niedrigere spontane IFNy Freisetzung und eine hdhere IL-10
Bildung. Es wurden allerdings im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit keine Zytokine
im Serum der transplantierten Tiere gemessen. AulRerdem wurden die Zielorgane der
GvHD nicht auf histologische Veranderungen hin untersucht, so dass kein Zusam-
menhang zwischen erhéhtem Uberlebensvorteil sowie Veranderungen der GvH

sensitiven Organe mit veranderter Zytokinproduktion in vivo gezeigt werden konnte.

Trotz des signifikanten Uberlebensvorteils der mit CoPP behandelten Tiere konnte in
der vorliegenden Arbeit die GvHD wahrend der gesamten Zeit nicht vollstandig
verhindert werden. Die alloreaktiven Eigenschaften der transplantierten T-Zellen

gegenuber den Empfangerzellen wurden durch CoPP nicht unterdriickt. Die CoPP
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Behandlung vor Transplantation erlaubt unter dem klinischen Gesichtspunkt maogli-
cherweise einen Antitumoreffekt (GvL Effekt) durch das Fortbestehen klinisch appa-
renter GvHD, wahrend die frGhe Toxizitat nach allogener KMT unterdruckt wird. In
dieser Arbeit wurde CoPP an zwei Tagen vor Transplantation verabreicht. Die
Anwendung von CoPP Uber einen langeren Zeitraum nach Transplantation koénnte
einen langerfristigen und starkeren protektiven Effekt haben, allerdings konnte dies
auch einen negativen Einfluss auf die Alloreaktivitat der T-Zellen haben. Die Gabe
vor Transplantation wurde daher bewusst frih gewahlt um die T-Zellaktivitat und den

mdglichen GvL Effekt zu erhalten.

Ob HO-1 durch CoPP auch in Leukamie- oder anderen Tumorzellen induziert werden
kann, und ob dies moéglicherweise zum Schutz dieser Zellen vor Bestrahlung oder
anderen Konditionierungsregimen fuhrt, ist bisher nicht geklart und bedarf dringend

weiterer Untersuchungen.

Die Induktion von HO-1 durch CoPP hat an verschiedenen Punkten einen Einfluss

auf die Entstehung der GvHD nach allogener KMT:

(1) Recipient conditioning
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Abb. 4-1: Einfluss der HO-1 bei der Entstehung der GvHD. Nach (Hill et al., 1997b)

(I) CoPP schiitzt den Darm vor bestrahlungsbedingtem Schaden (Abb. 4-1)

Histologische Untersuchungen des Darms nach KMT zeigten geringe Gewebe-
veranderungen in den CoPP behandelten Tieren, wahrend bei den Kontrolltieren
deutlich eine Auflosung der Strukturen von Krypten und Zotten zu erkennen war
(Abb. 3-18).
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Untersuchungen einer anderen Gruppe zeigen, dass das primare Ereignis bei
bestrahlungsinduziertem Darmschaden die Endothelapoptose ist (Paris et al., 2001).
Die Induktion von HO-1 im Darm fuhrt moglicherweise in unserem Modell zu einer
verringerten bestrahlungsinduzierten Apoptose dieser Zellen. Ein geringerer Endo-
thelschaden und die damit verbundene Erhaltung des Zell-Zellkontakts wirde so das
Eindringen von LPS durch die Mucosa verhindern. Die vorliegenden Ergebnisse
weisen also darauf hin, dass die Effekte der HO-1 Induktion mit dem Schutz der
transplantierten Mause vor bestrahlungsinduziertem Schaden zusammenhangen,
besonders in Hinblick auf strahlungssensitive Organe wie dem Dunndarm. Ein ahn-
licher Effekt ist auch fur Keratinozytenwachstumsfaktor (KGF) beschrieben worden.
KGF scheint ebenfalls im Empfangergewebe vor konditionierungsbedingtem
Schaden schutzend zu wirken (Krijanovski et al., 1999; Panoskaltsis-Mortari et al.,
1998).

(IT) CoPP verhindert verstérkte LPS Einschwemmung in den Organismus (Abb. 4-1)

LPS Bestimmungen im Serum 4 - 6 Tage nach allogener KMT wiesen geringere
Konzentrationen in CoPP behandelten Tieren als in PBS behandelten Tieren auf.
Dieses Ergebnis stutzt die Vorstellung, dass die HO-1 Induktion den Darm vor
bestrahlungsinduzierter Schadigung schitzt und ein erhdhtes Eindringen von LPS in
den Darm verhindert. LPS ist ein wichtiger Stimulator zur Aktivierung von APC und
zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine. Mause mit einer LPS Resistenz,
welche durch eine Mutation im Toll-like Rezeptorgen (TIr4) oder durch CD14
Defizienz verursacht wurde (Haziot et al., 1996; Poltorak et al., 1998), zeichnen sich
durch ein verlangertes Uberleben und einem besseren GvHD-Index gegeniiber LPS
sensitiven Mausen nach allogener KMT aus (Cooke et al., 2000a; Cooke et al.,
2002). Der Einsatz eines LPS Antagonisten (B975) fluhrt zu ahnlichen Ergebnissen,
die mit einem deutlich niedrigeren TNFa Spiegel im Serum und geringerer intesti-
naler Histopathologie einhergehen (Cooke et al., 2001). Die geringere Einschwem-
mung von LPS nach KMT bei CoPP behandelten Mausen verringert zusatzlich die
Aktivierung von Monozyten und Makrophagen des Empfangers und die zusatzliche
Freisetzung von TNFa. Diese Ergebnisse stehen auch in Einklang mit experimen-
tellen und klinischen Studien, bei denen die bakterielle Dekontamination des Darms
bei allogener KMT die GvHD reduziert (Storb et al., 1983; van Bekkum et al., 1974).
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(IIT) Der Einsatz von CoPP fiihrt zur verringerten Sekretion proinflammatorischer
Zytokine IL-1B, TNFa, IL-12 und IFNy (Abb. 4-1)

IL-18 und TNFa werden nach Konditionierung vom Empfangergewebe (bzw. von
Makrophagen und TNF auch von T-Zellen) gebildet und aktivieren Empfanger APC,
die ihrerseits T-Lymphozyten aktivieren. Sowohl die Produktion von IL-13 als auch
von TNFa ist abhangig von der Starke der Konditionierung (Hill et al., 1997a). Die
hohe Bestrahlungsdosis von 14 Gy fuhrte auch in der vorliegenden Arbeit zu einer
Zytokinproduktion, die durch CoPP-Gabe verringert wurde. Allerdings sezernierten
Peritonealmakrophagen und CD45" Leberzellen von Tieren, die vor Transplantation
mit CoPP behandelt wurden, in vitro nach LPS Stimulation deutlich mehr TNFa als
die Zellen PBS oder ZnPP behandelter Tiere. Moglicherweise kommt es bei den
Zellen der PBS oder ZnPP behandelten Tiere zu einer Erschopfung: Da in diesen
Tieren nach Transplantation der Serum LPS-Spiegel héher war, flhrte dies in vivo
zur starkeren Aktivierung als bei Zellen der CoPP behandelten Tiere. Bei erneuter
LPS Stimulation in vitro sezernierten die Zellen der CoPP behandelten Tieren
deutlich mehr TNFa als die Zellen der PBS behandelten Tiere, da letztere durch die
Primarstimulation nicht mehr im gleichen MalRe auf LPS reagieren konnten. Fur
humane Makrophagen wurde die Bildung einer Resistenz bei wiederholter LPS
Stimulation bereits beschrieben (Eissner et al., 2000a) und konnte die gegensatz-
lichen Ergebnisse der reduzierten TNF Produktion in vivo nach Transplantation und

der erhohten Produktion bei Restimulation mit LPS in vitro erklaren.

Auch die TNFa Freisetzung von Spender T-Zellen hat einen Einfluss auf GvHD und
GvL (Schmaltz et al.,, 2003). Werden Empfangermausen nach Konditionierung mit
13 Gy CD4 positive Zellen von TNF”~ Mausen zusammen mit Knochenmark trans-
plantiert, fiihrt dies zu einer deutlich erhéhten Uberlebensrate gegenlber der Trans-
plantation mit Wildtyp CD4 positiven Zellen. Dies verdeutlicht, dass sowohl die TNFa
Freisetzung von Makrophagen als auch die von Spender T-Zellen bei der Entwick-
lung der GvHD eine Rolle spielt. In der vorliegenden Arbeit wurde die TNFa Sekre-
tion von T-Zellen nicht untersucht, so dass keine Aussage uUber die Herkunft des
gemessenen TNFa gemacht werden kann. Da die Gabe von CoPP einen Einfluss auf
die Proliferation von Milzzellen bei einer in vitro Stimulation hat und au3erdem bei
Initiation einer GvHD mit 80 Mio Milzzellen einen signifikanten Uberlebensvorteil
bietet (Woo et al., 2000), ware es interessant zu untersuchen, ob die CoPP Gabe an

den Spender in dem in dieser Arbeit verwendeten Transplantationsmodell einen
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(zuséatzlichen) Einfluss auf das Uberleben, der Entstehung der GvHD und der

Zytokinsekretion hat.

IL-12 wird nach entsprechender Stimulation von APC sezerniert und stimuliert
seinerseits T-Zellen zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IFNy und IL-2.
Diese Zytokine gehdren dem so genannten Typ1 oder Th1 Zytokinen an und sind
kritische Mediatoren der akuten GvHD (Cooke et al., 2002), da sie die Immunantwort
kontrollieren und verstarken sowie CTL und NK-Zellen aktivieren. IFNy hat direkte
toxische Effekte auf die Haut und den Gastrointestinaltrakt und aktiviert Mono-
zyten/Makrophagen derart, dass diese wahrend der GvHD zytopathische Mengen
inflammatorischer Zytokine wie TNFa als Antwort auf LPS Stimulation produzieren
(Nestel et al., 1992).

IL-12 verhindert die Bildung so genannter Th2 Zellen, d.h. Zellen, die Zytokine des
Typ2 wie IL-4, IL-5 und IL-10 sezernieren (Yang, 2000). Im allogenen Transplanta-
tionsmodell geht ein erhdhter IL-12 Spiegel mit erhéhter IFNy Produktion einher. Die
Neutralisation von IL-12 mit Antikorpern verringert die IFNy Produktion und erhoht
die Sekretion von IL-5 und IL-10 (Williamson et al., 1997). Es kommt damit zu einer
Verschiebung einer Immunantwort von Th1 in Richtung Th2 und zu verbessertem
Uberleben, da Th2 Zytokine teilweise antiinflammatorische Eigenschaften aufweisen.
Auch andere Arbeiten zeigen, dass eine Verschiebung der T-Zellantwort in Richtung
Th2 eine akute GvHD vermindert (Fowler et al., 1994; Hill et al., 1998; Pan et al.,
1995). Moglicherweise hat die Gabe von CoPP in der vorliegenden Arbeit ebenfalls
zu einer Verschiebung der T-Zellantwort von Th1 in Richtung Th2 geflhrt, die
Reduktion der IL-12 und IFNy Sekretion und die erhohte IL-10 Produktion stltzen

diese Vermutung.

IL-10 hat antiinflammatorische Eigenschaften und ist in der Lage T-Zellproliferation
und IFNy Produktion zu unterdriicken sowie die Expression von MHC-Molekulen auf
APC zu verringern (Levings et al., 2001; Roncarolo et al., 2001b; Roncarolo et al.,
2001a). Im klinischen Bereich wird IL-10 daher als prognostischer Faktor diskutiert
(Baker et al., 1999; Holler et al., 2000). Allerdings gibt es auch gegensatzliche Ergeb-
nisse, bei denen erhodhte IL-10 Spiegel mit verstarkter akuter und chronischer GvHD
sowie Infektionen korrelieren (Liem et al., 1998). Auch im Mausmodell kommt es zu
solch widersprichlichen Ergebnissen (Blazar et al., 1998; Krenger et al., 1994). Lee
and Chau (2002) konnten zeigen, dass ein antiinflammatorischer Effekt von IL-10 in

Mausen durch HO-1 vermittelt wird. Die HO-1-Expression wird durch IL-10 induziert
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und verhindert die Freisetzung von TNFa in Makrophagen nach LPS-Stimulation.
Diese Daten stehen in Einklang mit den in der vorliegenden Arbeit gemessenen

TNFa Spiegeln im Serum nach allogener KMT.

(IV) Die Gabe von CoPP fiihrt zu einer verringerten Expression aktivierender
Molekiile auf APC (Abb. 4-1)
MHC und kostimulatorische Molekule wie CD80 und CD86 auf APC spielen eine

wichtige Rolle bei der Aktivierung von T-Zellen. Je héher der Anteil dieser Molekule
an der Zelloberflache, desto starker ist auch das Potential zur Stimulation. Eine
Blockierung der Expression verhindert die Aktivierung von T-Zellen (Banchereau and
Steinman, 1998; Yu et al., 2000).

Die Gabe von CoPP fuhrt zur Reduktion von MHC | sowie CD80 und CD86 und
konnte dadurch die Aktivierung von T-Zellen verringern und so regulatorisch in den
GvH-Kreis eingreifen. Es ist allerdings beschrieben worden, dass die vollstandige
Blockade von CD80 bzw. CD86 einen unterschiedlichen Einfluss auf die GvHD hat
(Lang et al., 2002). Wird bei Mausen die GvHD mit Milzzellen induziert, so fuhrt die
Blockade von CD86 zur Inhibition der CD4 positiven T-Zellaktivierung, wahrend die
CD80 Blockade die CD8 positive T-Zellaktivierung verstarkt. Ob ein solcher Effekt
durch die deutliche, aber nicht vollstandige Reduktion der Expression kostimula-
torischer Molekule in dem hier verwendeten Transplantationsmodell erreicht werden

kann, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht und bedarf weiterer Klarung.

Transplantation von Endothel

Die Aktivierung und Schadigung von Endothelzellen nach allogener SZT ist im
Menschen beschrieben worden und steht in Zusammenhang mit Komplikationen wie
Mikroangiopathie, erhohter Kapillarpermeabilitat und dem Lebervenenverschluss-
syndrom (Biedermann et al., 2002; Nurnberger et al., 1998; Salat et al., 1997,
Scrobohaci et al., 1991). Auch in murinen Modellen wurden Veranderungen an
Endothelzellen nach Konditionierung beobachtet (Samlowski et al., 1987). Bei Unter-
suchungen in der Lunge konnte gezeigt werden, dass es neben Endothelapoptose
zu verstarkter Proliferation der EC nach allogener KMT kommt (Gerbitz et al., 2000).
Der Endothelschaden wird sowohl durch Konditionierung als auch durch alloreaktive
T-Zellen verursacht. Letzteres lasst die Vermutung zu, dass das Endothel mdgli-

cherweise ebenfalls ein Zielorgan der GvH Reaktion ist. In Hinblick auf einen mdgli-
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chen protektiven Effekt transplantierter Endothelzellen wurde daher in dieser Arbeit
untersucht, ob Endothelzellen isoliert, expandiert und zusammen mit Knochenmark

transplantiert werden kdnnen.

Far die Isolierung von EC kamen verschiedene Quellen in Betracht: a) Vorlaufer-EC
aus peripherem Blut, b) EC-Differenzierung aus Knochenmark und c) EC-Isolierung

aus Organen.

Beim Menschen konnen endotheliale Vorlauferzellen aus peripherem Blut isoliert
(Asahara et al., 1997), und diese ex vivo expandiert werden (Kaushal et al., 2001).
Dies gelingt auch mit murinen Zellen (Takahashi et al., 1999). Allerdings sind
einerseits von vornherein die Mengen gering (pro Maus kann maximal 1 ml Blut
entnommen werden), und es muss andererseits bei den Tieren eine Stimulation
durch Verursachen einer Ischamie oder Zytokingabe erfolgen, um Vorlauferzellen zu
mobilisieren. Insgesamt ware aber die Ausbeute zu gering, um die fur eine Trans-

plantation bendtigte Zellzahl zu erhalten.

Mehrere Gruppen haben Methoden entwickelt, EC aus humanem Knochenmark zu
differenzieren und zu kultivieren (Masek and Sweetenham, 1994; Rafii et al., 1994;
Schweitzer et al., 1995). Besonders der Einsatz von Antikorpern gegen CD133
(= AC133) erdffnet neue Moglichkeiten zur EC Differenzierung (Bagley et al., 2003;
Quirici et al., 2001). CD133 ist ein Glycoprotein und wird von einer Subpopulation
CD34 positiver Knochenmarkzellen exprimiert (Miraglia et al., 1997). Die Funktion
dieses Antigens ist weitgehend unbekannt. CD133 wird auf murinen Zellen nicht
exprimiert. Das murine Homolog Prominin wird lediglich auf embryonalen und
adulten Epithelzellen sowie Nierentubuli exprimiert (Weigmann et al., 1997) und ist
daher zur Isolierung von endothelialen Vorlauferzellen ungeeignet. Die Isolierung und
Kultivierung muriner EC aus Knochenmark ist zwar beschrieben worden (Fei et al.,
1990; Wang et al., 1998), zeigte sich in unseren Handen allerdings als schwer durch-
fuhrbar.

Die Isolierung humaner EC aus Organen ist durch gangige Methoden schon lange
etabliert. So ist die Isolierung von Endothelzellen aus der Nabelschnur (HUVEC) eine
haufig angewendete Methode, um primare EC zu erhalten (Jaffe et al., 1973). Die
Isolierung von EC aus Mausen gestaltet sich aufgrund der Grofde der Tiere deutlich
schwieriger. Es sind aber auch hierfur einige Methoden beschrieben worden. So
konnen EC aus mit Collagenase verdautem Gewebe (z.B. Lunge, Herz) mit CD31

und CD105 Antikérpern sowie IsolektinB, Uber Magnetsaulen isoliert werden (Dong
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et al., 1997; Marelli-Berg et al., 2000). Bei dieser Methode konnte allerdings eine
Fibroblastenkontamination nicht ausgeschlossen werden. Eine weitere Methode ist
die Isolierung pulmonaler EC nach in vivo Stimulation mit LPS. Es kommt dadurch
zur verstarkten Expression von VCAM-1 in den EC. Uber dieses Adhasionsmolekiil
kénnen die Zellen mit entsprechenden Antikérpern durchflusszytometrisch isoliert
werden (Gerritsen et al., 1995). Dies fuhrt allerdings zu einer Aktivierung der

Endothelzellen, die fur unsere Untersuchungen unerwinscht ware.

Da es aber mit diesen Methoden moglich ist, durch Expansion gréRere Zellzahlen zu
erhalten, erschien die Isolierung von EC aus Organen fur unsere Zwecke geeignet.
Hierfur wurde eine neue Methode erarbeitet, bei der die EC Uber LDL-Aufnahme
durchflusszytometrisch isoliert wurden. Kontamination durch Makrophagen, die
ebenfalls in der Lage sind, LDL zu inkorporieren, wurde aber Uber den allgemeinen

Leukozytenmarker CD45 ausgeschlossen.

Nach Isolierung und Expansion konnten die Zellen phanotypisch untersucht werden.
Mit dem Nachweis der LDL-Aufnahme, lIsolektinB4-Bindung und der CD31 sowie
MECA32 Expression zeigten die Zellen typische Charakteristika pulmonaler Endo-
thelzellen. Nach Stimulation mit TNFa wurde auch VCAM-1 hochreguliert. Die Zellen
waren weiterhin CD45 negativ, so dass Makrophagenkontamination ausgeschlossen

werden konnte.

Allerdings konnte kein von Willebrandfaktor (VWF) nachgewiesen werden. In der
Regel exprimieren Lungen EC diesen Faktor, es kann aber bei Kultivierung der EC
zum Verlust der Expression kommen (Hohenwarter et al., 1992; Unger et al., 2002).
Madglicherweise ist dies bei unserer Kultivierung geschehen. Da die expandierten
Zellen ansonsten alle EC Merkmale inklusive der Morphologie aufwiesen, wurde
VWF zur Identifizierung nicht herangezogen. VWF ist ein Plasmaprotein, das in der
dimeren Form im Plasma und der subendothelialen Matrix und als granulares
Multimer in Weibel Palade Bodies vorkommt. vVWF bindet und stabilisiert Faktor VIII
und ist ein Kofaktor fir die Bindung von Platelets an exponierter extrazellularer
Matrix bei verletzten Zellwanden (Ruggeri, 2003; Sumpio et al., 2002). Besonders
unter Bedingungen mit schnellem Blutfluss und hohem Scherstress, z.B. in Kapil-
laren oder verengten Gefalden, wird die Fahigkeit von vVWF Platelets zu rekrutieren
deutlich, da die schnell dahin flielkenden Platelets sonst nicht in der Lage waren, an
den Gefallwanden zu adhéarieren und zu aggregieren (Matsui et al., 2002; Schmugge

et al., 2003). Der Verlust der vWF Expression in vitro kdnnte sich nach Transplan-
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tation dieser Zellen in vivo negativ auf die Bindung von Platelets auswirken. Daher ist
es notwendig zu untersuchen, ob sich die Expression von vWF in vivo wieder

verandert, so dass die transplantierten EC ihre volle Funktion zurickgewinnen.

Die Kultivierung mit 20% FCS fuhrte zur Entstehung gro3volumiger Endothelzellen
(Abb. 3-21). Daher stellte sich die Frage, ob Zellen solcher Gro3e transplantierbar
sind. Erfreulicherweise erwies sich die Transplantation als unproblematisch. Die
Zellen konnten noch 24 Std. nach Transplantation durch die GFP-Fluoreszenz in der
Lunge nachgewiesen werden. Der Verbleib der EC in der Lunge wurde nur bis
24 Std. nach Transplantation verfolgt. Ob die Zellen in den Blutgefallen haften
bleiben, anwachsen und die Funktion geschadigter EC Ubernehmen, konnte bisher
nicht geklart werden. Der Verbleib der Zellen muss daher in weiteren Untersu-

chungen uUber einen langeren Zeitraum beobachtet werden.

Die Transplantation humaner, ex vivo expandierter, endothelialer Vorlauferzellen
fuhrt in einem murinen Ischamiemodell zur Neovaskularisierung (Kalka et al., 2000).
Ob diese Zellen auch erfolgreich bei konditionierungs- und transplantationsbedingten
Schaden besonders in der Lunge eingesetzt werden konnen, ist derzeit nicht
bekannt, sollte aber in zuklnftigen Experimenten untersucht werden und konnte

vielleicht neue Moglichkeiten der zellularen Therapie eroffnen.

Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Wege aufgezeigt, welche endotheliale
Schaden nach allogener KMT verhindern konnten. Sie werfen zahlreiche Fragen auf

und kénnen Vorraussetzung fur weitere Projekte sein.

In vitro fuhrt die HO-1 Stimulation im Zusammenhang mit reduzierter strahlungs-
induzierter Apoptose zu einer geringeren Freisetzung von Cytochrom c. Weitere
Untersuchungen in der Apoptose-Signalkaskade sind von groRem Interesse, da
bisher nicht geklart werden konnte, an welchem Punkt der Kaskade die HO-1
eingreift. In vivo ist der Nachweis der HO-1 Induktion durch CoPP in Endothelzellen
noch nicht erbracht worden. Dies ist Voraussetzung dafur, dass HO-1 auch in vivo

das Endothel vor bestrahlungsinduzierter Apoptose schutzen kann.

Die Transplantation von EC sollte Uber einen langeren Zeitraum untersucht werden,
da im Augenblick nicht klar ist, ob Endothelzellen in der Lunge langer als 24 Std.

verbleiben. Es ware in diesem Zusammenhang ebenfalls interessant zu untersuchen,
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ob transplantierte EC Uber einen Endothelchimerismus einen Einfluss auf die GvHD

haben.

Die Kulturbedingungen der isolierten EC kdénnen optimiert werden, um eine bessere
und schnellere Expansion ex vivo zu ermoglichen. Die Strategie der EC-Isolierung

kann auch auf andere Organe angewendet werden.

Da HO-1 in Makrophagen induziert werden kann, ist es in Hinblick auf eine klinische
Anwendung von Interesse zu untersuchen, ob HO-1 auch in Leuk&dmien wie z.B. der
monozytaren FAB M4/M5 AML induzierbar ist. Dies kdnnte moglicherweise zu einem
Schutzmechanismus in den Zellen flhren, der bei Therapie der Leukamie

unerwunscht ist.

Die Einflussnahme auf APC durch die Induktion von HO-1 ist ebenfalls nicht
abschlielRend geklart. Hierfir konnen APC aus verschiedenen Organen und Gewe-
ben isoliert und ihre Eigenschaften durchflusszytometrisch untersucht werden. Dabei
waren besonders Antigene zur T-Zellstimulation wie z.B. kostimulatorische Molekdle,
MHC Klassen und Adhasionsmolekule von Interesse. Auch die Funktionalitat dieser
Zellen sollte in einer gemischten Lymphozytenreaktion sowie die Zytokinproduktion

Uberpraft werden.

Weiterhin ist die Rolle der HO-1 Induktion in APC im Rahmen der immunmodulie-
renden Funktion von IL-10 von Interesse, da IL-10 schon seit langerem mit der
Induktion von Toleranz bei allogener SZT in Verbindung gebracht wird (Baker et al.,
1999; Battaglia et al., 2002; Roncarolo et al., 2001a). Zwar wurde bereits gezeigt,
dass die Wirkung von IL-10 auf Makrophagen und deren Zytokinproduktion Uber die
Induktion der HO-1 vermittelt wird (Lee and Chau, 2002), ob aber HO-1 eine gemein-
same Endstrecke fur die Wirkung von IL-10 auf APC darstellt, ist zum gegenwartigen

Zeitpunkt unklar.
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5 Zusammenfassung

Komplikationen wie Graft-versus-Host Disease (GvHD), Mikroangiopathie (MA) und
Veno-Occlusive Disease (VOD) stellen ein grol3es Problem bei allogener Stammzell-
transplantation (SZT) dar. Fir VOD und MA ist bekannt, dass diese mit Endothel-
schaden in Verbindung stehen. Ziel dieser Arbeit war daher, Strategien zur Praven-
tion und Therapie endothelialer Schaden nach allogener SZT zu entwickeln. Dabei
stand die Induktion von Hamoxygenase-1 (HO-1) sowie die Transplantation von ex

vivo expandierten Endothelzellen im Blickpunkt.

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten zeigten, dass in vitro die Induktion
von HO-1 durch Kobaltprotoporphyrin (CoPP) Endothelzellen vor bestrahlungsindu-
zierter Apoptose schutzte. Dieser Schutz konnte durch inhibitorische Protoporphyrine

wie Zinnprotoporphyrin (SnPP) aufgehoben werden.

Im Mausmodell fuhrte die Induktion von HO-1 bei allogener SZT zu einer signifikant
hoheren Uberlebensrate der Tiere. Der Schutz zeigte sich auch in einer geringeren
Produktion proinflammatorischer Zytokine wie IFNy, TNFa, IL-1B, IL-12 sowie LPS
als proinflammatorischer Mediator, die bei der Entstehung der GvHD eine wichtige
Rolle spielen. Die Sekretion von IL-10 als Inhibitor aktivierter Makrophagen war
hingegen erhoht.

Bei allogener SZT im murinen System ist in der Regel ein bestrahlungsinduzierter
Darmschaden mit Endothelapoptose zu beobachten. Durch die Behandlung mit
CoPP vor SZT wurde die Darmstruktur nur gering geschadigt und verhinderte so eine

erhdhte Einschwemmung von LPS in den Darm.

Nach allogener SZT kommt es im murinen System zu einem erhohten Endothel-
schaden sowie verstarkter Endothelproliferation in der Lunge. Es wurde in Hinblick
auf einen mdglichen protektiven Effekt untersucht, ob isolierte und ex vivo expan-
dierte Lungenendothelzellen transplantiert werden konnen. Hierfir wurde eine neue
Methode etabliert Endothelzellen aus der Lunge zu isolieren. Diese Zellen expri-
mierten nach vierwochiger Kultivierung endothelspezifische Marker wie CD31,
MECA32, VCAM-1 und IsolektinB4. 24 Std. nach Transplantation konnten diese
Zellen in der Lunge nachgewiesen werden. Der Verbleib der Zellen muss zukunftig
uber einen langeren Zeitraum untersucht werden. Das Endothel kdnnte mdglicher-
weise als Ziel fur die Modulation einer Immunreaktion dienen, so dass sich neue

Madglichkeiten der zellularen Therapie eroffnen.
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7 Anhang

7.1 Anhang |

Milz

Leber

Darm

Abb. 7-1: Fluoreszenzmarkierung zum Nachweis der HO-1 Induktion in vivo. Kryoschnitte von
Organen aus Ma&usen, welche mit CoPP bzw. PBS behandelt wurden, wurden auf HO-1 Bildung
untersucht. Mit FITC konjugierten HO-1 Antikbrper markierte, 5um dicke Schnitte. Griine Fluoreszenz

zeigt die HO-1 Expression.
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7.2 Anhang Il
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Abb. 7-2: Darmhistologie 6 Tage nach Transplantation. Der Dinndarm wurde von Tieren, die mit

CoPP oder PBS behandelt wurden, 6 Tage nach Transplantation entnommen. Paraffinschnitte (5 um)

wurden mit Hamatoxylin und Eosin angefarbt. Die Pfeile zeigen apoptotische Zellen an.
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