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DISKUSSION

Bezuglich der haufigsten Ursache fur das Scheitern einer Keratoplastik, der Transplantatab-
stolBung auf Grund von Histoinkompatibilitat, sind trotz der langjahrigen Praxis und der inten-
siven Forschung auf diesem Gebiet noch einige wesentliche Fragen offen. Der Mechanismus
der AbstoRBungsreaktion ist noch nicht vollstandig verstanden, und die fiir die Abstoung ver-
antwortliche Zellpopulation nicht mit Sicherheit identifiziert. Mit diesem Wissen wére die
Entwicklung spezifischer, und damit nebenwirkungsarmerer Praventions- und Therapiestrate-
gien der moglich.

In der vorliegenden Arbeit lie3 sich immunhistologisch nachweisen, dal die Behandlung von
Ratten mit einem nicht depletierenden, also das CD4-Molekiil blockierenden Anti-CD4-Anti-
korper nach Keratoplastik die Einwanderung von Zellen in die transplantierte Hornhaut und

damit die AbstoRung derselben deutlich verzégern, wenn nicht verhindern kann.

Auch in dieser Arbeit findet sich bestatigt, dal3 vor der eigentlichen Allograftreaktion
eine auch in den syngenen Transplantaten nachzuweisende unspezifische Entzindungs-
reaktion auf das Operationstrauma ablauft, die moglicherweise entscheidend zu Initia-
tion der eigentliche Absto3ungsreaktion beitragt.

Neben der zentralen Beobachtung tber die Wirkung von Anti-CD4-Antikorpern auf die
TransplantatabstoRung findet sich in den Ergebnissen dieser Arbeit eine Beobachtung besta-
tigt, die zwar nicht neu, aber doch fiir die Genese der AbstolRungsreaktion wichtig, weil ver-
mutlich initiierend, ist.

Mehrere andere Autoren haben bereits beschrieben, dal der eigentlichen Allograftreaktion
eine unspezifische Entziindung als Reaktion auf das Operationstrauma vorausgeht, die auch
nach syngener Transplantation nachzuweisen ist [Ayliffe et al. (1992); Holland, E.J. et al.
(1994)].

Es findet sich sowohl in den syngenen als auch den allogenen Transplantaten zu Beginn eine
geringgradige GefaRneubildung in der Empfangerhornhaut und eine leichte Infiltration der
Empfangerhornhaut und des Transplantats mit polymorphkernigen Zellen und Lymphozyten,
das Endothel bleibt dabei intakt [Callanan, D.G. et al. (1989); Gronemeyer, U. et al. (1978)].
Diese Reaktion kommt beim syngenen Transplantat nach etwa einer Woche von selbst zum

Stillstand. Das Infiltrat und die Geféal3e verschwinden. Es findet sich lediglich bei Belassen
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der Nahte eine mehr oder weniger ausgepragte Fremdkdrperreaktion um die Faden
[Gronemeyer, U. et al. (1978); Holland, E.J. et al. (1991)].

Das Bild bei der allogenen Transplantation gleicht zu Beginn dem der syngenen. Dann aber
nimmt bei den Augen, die eine AbstolRungsreaktion durchlaufen, die Vaskularisation der
Hornhaut deutlich zu, und die Gefalie dringen ins Transplantat ein. Es folgt die eingangs be-
schriebene Entziindung, die zur Zerstérung des Transplantates fihrt.

Dies 1aBt sich auch in dieser Arbeit nachweisen. Bis zum 8./9. Tag post op berwiegen hier
im Transplantat die CD11" Zellen. Von diesen exprimieren nicht alle RT1B, d.h. es handelt
sich z.T. um RT1B-exprimierende Makrophagen, z.T. um polymorphkernige Granulozyten.
Mehrere Autoren gehen davon aus, dal? diese zu Beginn auftretende Entziindungsreaktion, die
sich durch Vergleich syngener und allogener Transplantate als unspezifische Reaktion auf das
Operationstrauma von der spateren Allograftreaktion abgrenzen lait, die Allograftreaktion
triggert [Ayliffe et al. (1992); Gronemeyer, U. et al. (1978); Holland, E.J. et al. (1991);
Larkin, D.F.P. (1994); Pleyer, U. (1997)].

Die unspezifische Entztindungsreaktion Gberkommt die Schutzmechanismen, die das
Immunprivileg des Auges ausmachen.

Angesichts der besonderen Immunologie des Auges wird die Bedeutung dieser unspezifischen
Entzindung fur die Allograftreaktion deutlich:

Das Auge hat in gesundem Zustand ein immunologisches Privileg inne, durch das es vor dem
EinbuRen der Sehkraft durch Entziindung geschiitzt wird.

Allerdings ist dieses Immunprivileg offensichtlich kein stabiler Zustand, sondern eine beson-
dere, aktiv aufrechterhaltene Reaktionslage des Organismus, die gestért bzw. aufgehoben
werden kann, so dal? dann Entziindungs- und auch AbstoRBungsreaktionen ganz &hnlich wie an
anderen Stellen des Kdrpers ablaufen.

Das Immunprivileg basiert, wie eingangs erwahnt, einerseits auf einigen anatomischen Be-
sonderheiten im Auge. Am gesunden Auge existiert eine Blut-Kammerwasser-Schranke, die
die Vorderkammer von Zellen und Proteinen aus dem Blut abschirmt.

Die gesunde Hornhaut exprimiert ferner wenig MHC-Klassel-Antigene und ist arm an APC,
im Zentrum sogar fast frei davon, so dal auch fast kein MHC-Klasse Il in der Hornhaut

exprimiert wird.



Diskussion 56

Andererseits generiert der Organismus nach Antigenkontakt Uber die VVorderkammer des Au-
ges eine abweichende Immunantwort, Anterior Chamber Associated Immune Deviation
(ACAID) [Niederkorn, J. et al. (1981)]. Diese Reaktion ist bedingt durch ein besonderes
Microenvironment innerhalb der Augenvorderkammer.

Einen entscheidenden Anteil daran hat das Kammerwasser mit den darin enthaltenen Zytoki-
nen, darunter Transforming Growth Factor-B (TGF-B) und IL-la- sowie IL-1-Rezeptor-
antagonisten [Grisanti, S. (1998); Streilein, JW. et al. (1997); Streilein, J.W. et al. (1999),
Yamada, J. et al. (1998)]. Diese Zytokine bewirken eine Funktionsanderung von ins Auge
gelangenden T-Zellen, bzw. der im Auge vorhandenen APC. IL-1-Rezeptorantagonist hindert
offensichtlich Langerhanszellen am Einwandern in die zentralen Hornhautanteile und kann so
die Erkennung von Fremdantigenen verhindern [Streilein, J.W. et al. (1999); Yamada, J. et al.
(1998)].

Im Milieu des Kammerwassers kénnen CD4" T-Zellen kein IL-2 und IFN-y sezernieren, so
daB sich die CD8" Vorlauferzellen nicht zu reifen zytotoxischen T-Zellen differenzieren kon-
nen und auch die DTH-Reaktion ausbleibt [Streilein, J.W. et al. (1997)]. Die APC werden
durch dieses Mileu in ihren antigenprasentierenden Eigenschaften verdndert. Sie kdnnen
aulRerdem das Auge nur ber den Schlemm’schen Kanal direkt in die Blutbahn verlassen, und
gelangen so in die Milz und nicht wie normalerweise tUber die LymphabfluBwege in einen
Lymphknoten.

Die veranderte Antigenprasentation bewirkt in der Milz die Produktion von v.a. CD8" T-Zel-
len, einerseits Prakursoren zytotoxischer T-Zellen und andererseits regulatorische, die ihrer-
seits TGF-PB produzieren und so die Differenzierung von CD4" Helferzellen und zu CD8" zy-
totoxischen Zellen unterbinden [Grisanti, S. (1998); Streilein, J.W. et al. (1997)].

Durch diese besondere immunologische Situation am Auge sind, zumindest theoretisch, auch
Hornhauttransplantate vor Ubergriffen des Immunsystems geschiitzt. Zumindest bei ,,low
risk“- Transplantationen, bei denen das Auge nicht durch Entziindung das Immunprivileg
bereits eingebut hat, ist dies sicher tatsdchlich gegeben [Streilein, J.W. et al. (1999)].

Dieses sehr fein regulierte System ist aber nicht stabil. Einer Stérung durch starke Entziin-
dungsreize halt es nicht stand. Durch Vaskularisierung der Hornhaut entfallt die Blut-Kam-
merwasserschranke, Entziindung hat die Einwanderung von dendritischen Zellen in die zent-

ralen Anteile der Hornhaut zur Folge.
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Auch ACAID ist nicht unumstoilich. Ein Zusammenbruch dieser Reaktionslage zieht eine
»hormale® Immunreaktion auf Fremdantigene nach sich. So werden bei Entziindungen im
Bereich der VVorderkammer verschiedene Zytokine produziert, die die Produktion von TGF-3
hemmen (u.a. IL-13, IFN-y), so dal} das Kammerwasser seine immunmodulatorischen Eigen-
schaften verliert und ACAID nicht ausgebildet wird [Jager, M.J. et al. (1995)]. Eine ver-
mehrte Anzahl von Langerhanszellen (APC) in der Hornhaut verhindert die Ausbildung von
ACAID auf noch nicht geklarte Art und Weise.

Dies hat einerseits Implikationen fur die Entstehung von sogenannten ,high-risk“-Kera-
toplastiken. Verschiedene Autoren haben demonstriert, daf} der Grad der Vaskularisation der
Hornhaut von groRer Bedeutung fir das Transplantatiiberleben nach Keratoplastik ist
[Council of Scientific Affairs (1988); Khodadoust, A.A. und Silverstein, A.M. (1972);
Williams, K.A. und Coster, D.J. (1985)]. Ebenso entscheidend ist die Préasenz von APC in den
zentralen Hornhautanteilen. Das gilt fur eine vermehrte Anzahl APC entweder im Transplan-
tat oder in der Empfangerhornhaut [Callanan, D. et al. (1988); Jager, M.J. et al. (1995);
Katami, M. (1995)].

Andererseits erscheint bei Betrachtung dieser labilen Situation die oben diskutierte unspezifi-
sche Entziindung, die unabhéngig von Gewebsunvertraglichkeiten auf das Operationstrauma
folgt, umso beachtenswerter. Wahrscheinlich werden durch die hier stattfindende, wenn auch
geringgradige, Vaskularisation sowie die Freisetzung von Entziindungsmediatoren durch die
Gewebsverletzung die oben beschriebenen Schutzmechanismen des Auges so gestort, daR sie

unwirksam werden.

Die Rolle der klinisch verwendeten Steroide liegt unter anderem in der Unterdrickung
der unspezifischen Entziindungsreaktion auf das Operationstrauma.

Die wichtige Rolle der unspezifische Entziindungsreaktion bei der Immunreaktion weist indi-
rekt auch auf einen Aspekt der Wirkung der Kklinisch breit angewendeten Steroide hin, die in
dieser Arbeit keine Anwendung fanden. Diese sind auf Grund ihrer breiten immunsuppressi-
ven Wirkung unter anderem in der Lage, bereits diese unspezifische initiale Entzindung zu

unterdriicken und so eine Immunreaktion weniger wahrscheinlich zu machen.



Diskussion 58

Auf Grund der initialen unspezifischen Entziindung im Transplantat mit Uberwiegen
von Makrophagen und polymorphkernigen Granulozyten ware zur Verhinderung der
AbstoRung auch eine Stérung dieser Zellen denkbar, z.B. mit Hilfe von Chemokinen.

Dagegen wurde bisher kaum erforscht, ob den in dieser Friihphase im Transplantat ebenfalls
vorhandenen polymorphkernigen Granulozyten eine besondere Rolle im Rahmen der Al-
lograftreaktion zuféllt. Eine Moglichkeit, selektiv auf diese einzuwirken, bieten vielleicht die
erst vor recht kurzer Zeit charakterisierten Chemokine. Es handelt sich dabei um eine Zyto-
kinfamilie, die chemotaktische Wirkung hat und in der Umgebung von Entziindung den Leu-
kozyten das Signal zur Extravasation ins Gewebe vermittelt. Diese Familie besteht aus mehre-
ren Untergruppen, von denen mindestens eine offenbar gezielt auf polymorphkernige Granu-
lozyten wirkt [Luster, A.D. (1998)]. Durch eine Blockade der entsprechenden Chemokine
konnten diese unter Umstanden von der Einwanderung ins Gewebe abgehalten und so ihre
Rolle in der Allograftreaktion untersucht werden. Allerdings gibt es bisher auch keinen Hin-

weis auf eine Beteiligung neutrophiler Granulozyten an der Immunreaktion.

Die klinisch beobachtete, relativ geringe Verzdgerung der AbstoBung durch Cyclosporin
A und Leflunomid lief? sich immunhistologisch nicht nachweisen.

Die klinisch in Voruntersuchungen beobachtete Verzdgerung der AbstoRung in der mit CyA
allein behandelten und in der mit LF behandelten Gruppe [Coupland, S.E. et al. (1995)] lieR
sich in dieser Arbeit histologisch bzw. immunhistologisch nicht bestatigen. Das histologische
Bild entsprach schon am 13.Tag post operationem (post op) dem einer AbstoBungsreaktion,
also zum gleichen Zeitpunkt wie bei den unbehandelten Tieren [Karow, A.-C. et al. (1995)].
In mehreren Studien ist belegt, dal} systemisch gegebenes CyA auch bei Hochrisikopatienten
die AbstoBung verhindert [Pleyer et al. (1998); Hill, J.C. (1994)]. Die in dieser Arbeit ver-
wendete Dosierung verzdgert auch am Rattenmodell signifikant die AbstoBung, allerdings in
anderer Spender-Empfénger-Kombination [Bouchard, C.S. et al. (1995)]. Es stellt sich also
die Frage, warum CyA jetzt keine Verzogerung der Abstollung bewirken konnte. Die in den
vorhergehenden Untersuchungen erreichte Verzogerung der Abstollung bei dieser Spender-
Empféanger-Kombination war zwar signifikant, betrug allerdings nur vier Tage [Coupland,
S.E. et al. (1994)]. Ebenso gering war die Verzégerung durch die Behandlung mit LF.

Die kleinen Fallzahlen pro Untergruppe (s.0., Material und Methoden) reichen offensichtlich

nicht aus um diesen Unterschied deutlich werden zu lassen.
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Durch Behandlung mit dem Anti-CD4-Antikorper RIB 5/2 liefd sich bei vielen Tieren im
Beobachtungszeitraum die massive Einwanderung von Zellen ins Transplantat und da-
mit die Abstol3ungsreaktion verhindern.

Bel den mit RIB 5/2 plus CyA behandelten Tieren zeigte sich ein deutlicher Behandlungser-
folg. Ab dem 12./13. Tag post op fanden sich zu allen Vergle chszeitpunkten im Mittel weni-
ger Zellen asin allen anderen Behandlungsgruppen, (s. Grafik 7 u. 8), d.h. durch die Thera-
pie mit dem Anti-CD4-Antikorper lieR sich die AbstoBungsreaktion im Beobachtungszeit-
raum bei vielen Tieren (s.u.) verhindern.

Einer Klarung bedarf der voriibergehende Anstieg der Zellzahl zum 25. Tag post operatio-
nem. Bei Betrachtung der Einzelwerte zeigt sich, dal? die Transplantate der am 25. Tag geto-
teten Tiere unterschiedliche Schicksale durchliefen. Einige wurden deutlich mehr infiltriert als

andere.

Die Behandlung mit RIB 5/2 induziert offenbar bei einem Tell der Tiere eine Toleranz-
entwicklung, bei anderen dagegen wird lediglich die AbstoBung verzégert.

Dies entspricht den Ergebnissen vorhergehender Untersuchungen, in denen diese Therapie bel
einigen Tieren eine Toleranzentwicklung mit Transplantattiberleben tiber 100 Tage, bei ande-
ren dagegen nur eine Verzégerung der AbstoRungsreaktion bewirkt hat [Coupland, S.E. et al.
(1995)]. Offenbar waren unter den am 25. Tag post op gettteten Tieren mehrere, deren Trans-
plantate stérker infiltriert wurden im Vergleich zu der Gruppe am 38. Tag, wo sich wieder ein
deutlich niedrigerer Mittelwert ergibt.(s. Grafik 9 u. 10).

Bei der recht groRBen Zahl von Untergruppen in dieser Arbeit ist die Fallzahl in den einzelnen
Gruppen zu klein, um zwischen den Tieren mit dauerhafter Toleranz und denen, bei denen
lediglich die AbstolRung verzogert ist, zu unterscheiden. In den Mittelwerten spiegeln sich
demzufolge beide Verldufe wieder.

Augenfallig ist aullerdem, daR dieser Anstieg der Zellzahl auf das Absetzen der Antikdrper-
gabe am 15. Tag folgt. Das heif3t, eine Verzdgerung der Abstoung wurde durch die Antikor-
pergabe in jedem Fall erreicht.

Maoglicherweise besteht eine die AbstoRung verzdgernde Wirkung der Antikorper fur die Zeit

der Gabe, die nicht mit der tolerogenen Wirkung gleichzusetzen ist.
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CD4+-Zellen im Transplantat bei unterschiedlicher Behandlung
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Grafik 7: Die Anzahl der CD4" Zellen im Transplantat steigt bei allen Behandlungsgruppen spatestens zum
12./13. Tag post op. steil an, wahrend sie in der mit RIB 5/2 behandelten Gruppedurchgehend nieddrig bleibt,

was den Erfolg dieser Beahndlung zusammen mit dem geringen Anstieg in den anderen untersuchten Populatio-
nen belegt.

CD11+-Zellen im Transplantat bei unterschiedlicher Behandlung
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Grafik 8: Auch die Anzahl der CD11" Zellen, die nicht direkt durch den Anti-CD4-Antikorper beeinfluRt wer-
den, bleibt in der mit RIB 5/2 behandelten Gruppe deutlich hinter der der anderen Gruppen zuriick.
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CD4+ Zellen im Transplantat bei Behandlung mit RIB5/2+CyA (einzelne
2500 Tiere)
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Grafik 9: Die einzelnen Zellzahlenwerte der mit RIB 5/2 behandelten Tiere zeigen, dal einige Transplantate
wesentlich starker infiltriert werden als andere. Dies legt nahe, daB eine Toleranzinduktion durch diese Therapie
bei einigen Tieren gelingt, bei anderen dagegen nicht.

CD11+ Zellen im Transplantat bei Behandlung mit RIB5/2+CyA (einzelne
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Grafik 10: Auch bei Untersuchung der CD11" Zellen zeigt sich der z.T. sehr deutliche Unterschied zwischen den
einzelnen Tieren hinsichtlich der Auspragung der Infiltration des Transplantats, der den zwischenzeitlichen An-
stieg der Zellzahl am 25. Tag als Mischung aus den Zahlen der starker und weniger stark infiltrierten Transplan-

taten erklart.
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Anti-CD4-Antikorper wirken abhéangig von ihrem Isotyp entweder durch Zerstérung
ihrer Zielzellen, oder durch Blockade des CD4-Molekils. Durch eine verdnderte
Signaltransduktion nach Blockade werden die T-Zellen tolerant.

Der in dieser Arbeit verwendete Antikorper RIB 5/2 Ubt seine Wirkung auf die Zielzelle wie
die meisten heute experimentell verwendeten Anti-CD4-Antikorper durch Blockade des CD4-
Molekiils aus, ohne seine Zielzelle zu zerstoren [Lehmann, M. et al. (1992)]. Andere Anti-
CD4-Antikorper zerstoren ihre Zielzelle nach Bindung an dieselbe.

Diese unterschiedlichen Auswirkungen sind wahrscheinlich abhéngig vom jeweiligen Isotyp
der Antikorper: Depletierende, d.h. die Zerstorung ihrer Zielzelle bewirkende Antikorper
scheinen meist dem Isotyp IgG2b anzugehoren, die Antikorper des Isotyps 1gG2a dagegen
sind offensichtlich meist nicht-depletierend [Darby, C.R. et al. (1992)], d.h. binden, ohne ihre
Zielzelle zu zerstoren.

Man ging zu Beginn des experimentellen Einsatzes dieser Antikérper davon aus, dal die
CD4" Zellen zerstort werden miiten, um ihre Rolle innerhalb der Immunreaktion nicht mehr
wahrnehmen zu kénnen, und verwendete ausschlieRlich depletierende anti-CD4-Antikérper
[Cobbold, S.P. et al. (1984); Herbert, J. und Roser, B. (1988)]. Dies ging mit einer z.T. sehr
langanhaltenden Depletion der CD4" Zellen und damit einer unkontrollierbaren Immunsup-
pression einher.

Dann stellte sich heraus, dal? die Depletion nicht Voraussetzung fir die durch die Antikdrper
erreichte Wirkung ist, sondern dal? dafiir eine Bindung nicht-depletierender Antikdrper an das
CD4-Molekul ausreicht bzw. z.T. sogar wirkungsvoller ist als die Zelldepletion [Cobbold,
S.P. etal. (1992); Darby, C.R. et al. (1992); Waldmann. H. und Cobbold, S. (1993)].

Durch die Blockade des CD4-Molekils wird die Signaltransduktion innerhalb der T-Zelle
verandert. Dies fuhrt im Idealfall zu Toleranzentwicklung gegeniiber den Antigenen, die dem
Korper wahrend der Blockade durch die Antikorper zugefuhrt werden (Genaueres s.u.). Diese
Toleranz ist von Dauer, da die fur die Spenderantigene spezifischen Zellen durch die veran-
derte Signaltransduktion sozusagen auf Toleranz programmiert werden. Andererseits sind
aber spatere Immunprozesse ungestort, da die Antikorper nur in einem recht kurzen Zeitraum
um die Transplantation herum appliziert werden missen, um den gewinschten Effekt zu er-

zielen.
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Die Transplantattoleranz stellt eine Reaktionslage reifer T-Lymphozyten in der Peri-
pherie dar, so dal} diese keine Abstoliungsreaktion, sondern im Gegenteil eine aktive
Protektion ihres spezifischen Antigens bewirken.

Der Wirkungsmechanismus nicht-depletierender anti-CD4-Antikorper ist noch nicht bis ins
Detail bekannt. Ihr Einsatz in der Forschung hat aber in den letzten Jahren zu neuen Erkennt-
nissen uber die Transplantattoleranz gefihrt.

Es hat sich herausgestellt, dal} bei der Entwicklung von Transplantattoleranz, anders als bei
der Toleranz gegen Selbst-Antigene, vor allem Mechanismen der peripheren Toleranz, also
thymusunabhdngige Mechanismen, eine Rolle spielen [Cobbold, S.P. et al. (1992); Cobbold,
S.P. etal. (1996); Charlton, B. et al. (1994)].

Die periphere Toleranz ist eine Reaktionslage, in die reife T-Lymphozyten in der Peripherie
unter bestimmten Bedingungen Uberfuhrt werden kdnnen. Sie durchlaufen dann nach Erken-
nung ihres spezifischen Antigens nicht die Schritte, die eine Abwehrreaktion gegen das ent-
sprechende Antigen hervorrufen, sondern sorgen im Gegenteil aktiv daftr, dal dieses Antigen
auch von anderen T-Zellen der gleichen Spezifitat nicht mehr angegriffen wird.

Die Behandlung mit Anti-CD4-Antikorpern ist eine Mdglichkeit, diese Reaktionslage zu in-
duzieren. Auch Antikorper, die gegen andere an der Zelladhadsion beteiligte Oberflachenmo-
lekile, wie ICAM-1 und LFA-1, gerichtet sind, sind dazu in der Lage [Yamagami, S. et al.
(1995); He, Y.G. et al. (1994)]. Diese Molekiile werden aber, anders als das CD4- und das
CD8-Molekul, von verschiedenen Zellpopulationen exprimiert. Durch Anwendung von Anti-
CD4- und -CD8-Antikdrpern kann man dagegen einzelne Zellpopulationen gezielt beeinflus-

sen, deren Rolle in der Abstollungsreaktion noch dazu von groRem Interesse ist.

Der Mechanismus der Toleranzentwicklung nach Blockade des CD4-Molekdls ist noch
nicht bekannt; diskutiert werden die Theorien der T-Zellanergie und der Immundevia-
tion, die sich moglicherweise erganzen.

Es gibt verschiedene Theorien dartiber, durch welche Mechanismen Anti-CD4-Antikérper
eine Toleranzentwicklung bei T-Zellen bewirken. Denkbar sind folgende, sich mdoglicher-
weise erganzende Varianten: Depletion der T-Zellen, T-Zellanergie mit Immunkompetition
oder Immundeviation [Cobbold, S.P. et al. (1992); Cobbold, S.P. et al. (1996)].

Bei der Verwendung depletierender Anti-CD4-Antikdrper ist der Mechanismus eindeutig, sie

zerstoren ihre Zielzellen. Die dadurch erreichte Toleranz ist aber zumindest bei Hauttrans-
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plantaten nicht von Dauer, da offenbar aus dem Thymus nachriickende T-Zellen das Trans-
plantat letztlich doch abstoRen [Cobbold, S.P. et al. (1992)].

Nicht depletierende Anti-CD4-Antikorper blockieren lediglich das CD4-Molekil und storen
so seine Funktion. Durch welchen Mechanismus die CD4+ Lymphozyten dann tolerant wer-
den, ist aber noch nicht beantwortet. Im wesentlichen werden zwei verschiedene Theorien

verfolgt, die mdglicherweise auch miteinander verknlpft werden kénnen.

Die Theorie der Immundeviation sieht ein Uberwiegen von tolerogenen Zytokinen als
ursachlich fur die Toleranz an, produziert durch Th2-Zellen, die durch die Blockade des
CD4-Molekuls tber Thl-Zellen dominieren.

Die Theorie der Immundeviation geht davon aus, daf? durch die Blockade des CD4-Molekiils
bei der Antigenerkennung die T-Helfer-2(Th2)-Zellen vor den T-Helfer-1(Th1)-Zellen favori-
siert werden, bzw. sich T-Helfer-0-Zellen vor allem zu Th2-Zellen entwickeln.

Diese beiden T-Zellpopulationen unterscheiden sich hinsichtlich ihres Zytokinprofils und da-
mit in ihrer Rolle im Immunsystem. Th1-Zellen sind fir die zellvermittelte Immunitét zustan-
dig (u.a. Delayed-Type-Hypersensitivity, Bildung komplementbindender Antikorper gegen
Bakterien) und produzieren v.a. die Zytokine IL-2, IFN-y und TNF-a. Sie sind die an der
TransplantatabstoRung beteiligte Population, was sich durch den Nachweis der entsprechen-
den Zytokine im Transplantat zeigen 1aRt [Nickerson, P. et al. (1994a); Cobbold, S.P. et al.
(1996)]. Die Th2-Zellen sind fiir die Vermittlung der humoralen Immunantwort verantwort-
lich (besonders neutralisierende IgG1- und antiparasitére IgE-Antikorper) und produzieren IL-
4, 5 und 6 sowie IL-10 [Nickerson, P. et al. (1994a); Cobbold, S.P. et al. (1996)]. Sie wirken
im Rahmen der TransplantatabstofRung offenbar immunsuppressiv. Die jeweilige Population
wird durch die eigenen Zytokine zu weiterer Proliferation stimuliert und durch die Zytokine
der anderen Population in der Vermehrung gehemmt.

Mehrere Autoren haben nach Gabe von Anti-CD4-Antikorpern eine vermehrte Expression
von Th2-Zytokinen bzw. deren mRNA und eine verminderte Expression von Thl-Zytokinen
nachgewiesen [Nickerson, P. et al. (1994a); Cobbold, S.P. et al. (1996)]. Es herrscht Einigkeit
dartiber, daR selektive Th1l-Aktivierung mit AbstoBung und selektive Th2-Aktivierung mit
Toleranz assoziiert ist.

Allerdings bestehen Zweifel, ob das Dominieren der Th2-Zellen und somit die verdnderte

Zytokinexpression allein ursachlich fir die Toleranzentwicklung sind oder lediglich eines der
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Phadnomene darstellen, die dabei auftreten [Nickerson, P. et al. (1994a); Cobbold, S.P. et al.
(1996)]. Die Th2-Zytokine blockieren zwar v.a. in vitro viele Schritte der Transplantatabstos-
sung und férdern viele der Toleranzentwicklung, jedoch kénnen sie allein weder den einen
Prozel vollstandig verhindern noch den anderen vollstdndig in Gang setzen [Nickerson, P. et
al. (1994a); Cobbold, S.P. et al. (1996)]. Auch sind die einzelnen Zytokine bei genauerem
Hinsehen nicht festzulegen auf eine bestimmte Wirkung. Sie sind in ihrer Wirkungsweise von
der Umgebung abhéngig und kénnen so im Zusammenspiel mit verschiedenen Faktoren un-
terschiedliche und sogar gegensatzliche Wirkungen auf ihre Zielzellen haben [Nickerson, P. et
al. (1994a)] so daR Zytokinkonstellation und —wirkung méglicherweise nur Folge anderer

Prozesse sind.

Die Theorie der klonalen Anergie sieht die Ursache der Toleranzentwicklung in einer
aberranten Signaltransduktion nach Antigenprasentation auf Grund der Blockade des
CD4-Molekdils, die zu Toleranz statt zur Aktivierung der entsprechenden T-Zelle fihrt.
Eine andere Erklarung fur die Toleranzentwicklung bietet die Theorie der klonalen Anergie.
Anergie ist ein Zustand, in dem die Zellen ihre spezifischen Antigene zwar erkennen kénnen,
jedoch darauf nicht mit Aktivierung und Proliferation antworten. Dieser Zustand wird ver-
mutlich hervorgerufen durch Antigenprasentation in einer fir die Aktivierung der Zelle unzu-
reichenden Umgebung. Die T-Zelle benétigt zur Aktivierung neben der Présentation des An-
tigens zusammen mit dem MHC-Molekiil kostimulierende Faktoren, die noch nicht alle im
Detail bekannt sind. Es sind jedoch Interaktionen zwischen weiteren Zelloberflachenmoleki-
len beteiligt. Einige wichtige Zelloberflaichenmolekiile bei der APC-T-Zellinteraktion sind
ICAM 1/2 auf Seiten der APC und LFAL auf Seiten der T-Zelle sowie CD48 und CD58, B7
und CD28/CTLA4 [Cobbold, S.P. et al. (1992); Charlton, B. et al. (1994); Nickerson, P. et al.
(1994b)].

Das CD4-Molekul ist wesentlich an einer adaquaten T-Zellstimulation beteiligt. Bei der Be-
handlung mit blockierenden Anti-CD4-Antikorpern wird das CD4-Molekdl fur die Zelle un-
brauchbar, es resultiert ein unvollstdndiges Signal, das statt zur Aktivierung zur Anergie fiihrt,
also dazu, dal’ die Zelle selbst dann nicht aktiviert wird, wenn beim néchsten Antigenkontakt
das Antigen adéquat présentiert wird [Cobbold, S.P. et al. (1992); Charlton, B. et al. (1994)].

Stattdessen wirken diese anergen T-Zellen auf nachriickende Zellen aus dem Thymus ihrer-
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seits tolerogen, so dal3 zur Aufrechterhaltung der Toleranz keine weitere Gabe von Antikor-
pern notig ist [Cobbold, S.P. et al. (1992); Cobbold, S.P. et al. (1996)].

Die mdogliche Verknupfung zwischen den beiden Theorien stellt die Beobachtung dar, dal3
anerge Zellen offenbar in der Lage sind, Th2-Zytokine zu exprimieren [Nickerson, P. et al.
(1994a)].

Interessant ist in diesem Zusammenhang eine neuere Arbeit von Yamada und Mitarbeitern,
die zeigt, da Mause, in deren Immunsystem durch gezielte Immunisierung Th2-Zellen (ber-
wiegen, allogene Hornhauttransplantate im neovaskularisierten Transplantatbett langsamer
abstoRen und daB dies sich durch Ubertragung von Lymphozyten auch auf naive Empfanger
Ubertragen lieR [Yamada, J. et al. (1999)].

Auch RIB 5/2 bewirkt eine Unterdrickung der Th-1-Zytokinexpression, so daf dieser
Mechanismus sehr wahrscheinlich auch seiner Wirksamkeit bei der Toleranzentwick-
lung nach Hornhauttransplantation in dieser Arbeit zugrundeliegt.

Auch fur den in dieser Arbeit verwendeten Anti-CD4-Antikorper RIB 5/2 wurde gezeigt, dal3
er die Bildung von Thl-Zytokinen im Transplantat zugunsten der Th2-Zytokine unterdriickt
[Siegling, A. et al. (1994); Binder, J. et al. (1996)]. Es konnte gezeigt werden, daR nach Be-
handlung mit RIB 5/2 die Transkription der mRNA flr die wichtigsten Th1-Zytokine IFN-y
und TNF-a sowie IL-2 im vergleich zu unbehandelten Kontrollen deutlich reduziert war. Da-
gegen wurde die Expression der Th2-Zytokine IL-4 und IL-10 voll aufrechterhalten oder nur
voriibergehend reduziert.

Dieser Nachweis wurde an den Modellen der Abstolung nach Nierentransplantation
[Siegling, A. et al. (1994)] und der akzelerierten Abstollung nach Herztransplantation an der
Ratte [Binder, J. et al. (1996)] gefiihrt. Dies sind vaskularisierte Organe, deren immunologi-
sche Voraussetzungen von denen der Hornhaut des Auges differieren, wie oben ausfiihrlich
erlautert. Die Interaktion zwischen T-Zellen und APC und damit der Vorgang der T-Zellakti-
vierung an sich dirften aber nicht differieren, obwohl es sich im einen Fall um Spender- und
im anderen Fall um Empfanger-APC handelt.

Somit ist anzunehmen, dal auch der Toleranzentwicklung nach Keratoplastik, die durch RIB
5/2 bewirkt wird, eine Verschiebung des Gleichgewichts hin zu den Th2-Zellen und ihren

Zytokinen zugrundeliegt.



I mmunhistochemische Befunde nach K eratoplastik am Rattenauge 67

Die die Gewebszerstérung vermittelnde Effektorzelle der Abstolung ist noch nicht iden-
tifiziert. Aus dem Uberwiegen einer Zellpopulation im Transplantat hat man versucht,
diese zu ermitteln.

Obwohl eine zentrale Rolle der T-Zellen bei der Vermittlung der AbstoRungsreaktion mitt-
lerweile wohl nicht mehr umstritten ist, bleibt die Frage nach der eigentlichen Effektorzelle
der AbstoRung im Sinne der gewebszerstérenden Zellpopulation innerhalb der gesamten
Transplantationsmedizin noch unbeantwortet [Orosz, C.G. u. VanBuskirk, A.M. (1998)].

In der Literatur finden sich unterschiedliche Ansichten dazu, welche Zellen im Hornhaut-
transplantat wahrend der AbstoRung vorherrschen. Z.T. versucht man, davon abzuleiten, wel-
che Zellen die zentrale Rolle fur die AbstolRung spielen.

Pepose und Mitarbeiter untersuchten menschliche Hornhdute auf die infiltrierenden Zellen,
allerdings erst, nachdem die AbstoBung mindestens zwei Monate zuriicklag [Pepose, J.S. et
al. (1985)], was nur eine begrenzte Aussage Uber die Verhaltnisse zum Zeitpunkt der Ab-
stoBung zul&Bt. Es fanden sich in der Lymphozytenpopulation tberwiegend T-Helferzellen,
jedoch variierte der Anteil von Lymphozyten und Makrophagen zueinander stark zwischen
den einzelnen Transplantaten.

Holland und Mitarbeiter stellen am Rattenmodell in den ersten beiden Wochen post op ein
Dominieren von Makrophagen iiber CD4" Zellen bei kaum CD8" Zellen im Transplantat fest.
In vierten Woche post op dominieren dann die CD8" Zellen, nachdem insgesamt der Lym-
phozytenanteil stark zugenommen hat [Holland, E.J. et al. (1994)]. Zu dem Ergebnis, dal3
nach anfanglichem Uberwiegen der CD4" Zellen schlieRlich die CD8" Zellen dominieren,
kommen auch Otsuka und Mitarbeiter [Otsuka, H. et al. (1990)].

Larkin und Mitarbeiter stellen dagegen ebenfalls an der Ratte fest, dal} sowohl im infiltrierten
Hornhautstroma als auch im Kammerwasser schlieRlich die CD4" Zellen vorherrschen
[Larkin, D.F.P. et al. (1997)].

Auch in vorhergehenden Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe wurde eine Dominanz von
CD4" Zellen festgestellt, die sich in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht bestatigen lieR
[Coupland, S.E. et al. (1995)].

In dieser Arbeit wird durch Stérung der CD4" Zellen die AbstoRungsreaktion friih ge-
stort. Dadurch lal3t sich die AbstoBung z.T. ganzlich verhindern, was die zentrale Rolle

der CD4" Zellen zeigt, obwohl sie nicht die Gewebszerstérung vermitteln.
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Maoglicherweise ist aber eine Annaherung an das Problem tber die rein zahlenméaRige Domi-
nanz einer Zellpopulation im Transplantat nicht ausreichend, um eine Aussage Uber die sozu-
sagen ,,funktionelle* Dominanz zu treffen. Es ist wenig wahrscheinlich, dafl im Transplantat
gar nicht vorhandene Zellen bei seiner Zerstérung eine groRe Rolle spielen, aber umgekehrt
muR die zahlenmélig Gberwiegende Population nicht zwangslaufig die entscheidende sein.
Der Antwort auf die Frage nach der Effektorzelle der Abstol3ung kann sich diese Arbeit inso-
fern nur begrenzt néhern, als die Anti-CD4-Antikorper die Signalerkennung der T-Helferzel-
len storen. Damit wird die Rekrutierung der Entziindungszellen und so besonders der Beginn
der Abstollungsreaktion torpediert und nicht die eigentliche Gewebezerstérung, die im
néachsten Schritt erfolgen wirde.

Aber es lait sich mit dieser Arbeit immunhistologisch belegen, daR diese Stérung des Beginns
zu einer zahlenmaRigen Abnahme aller untersuchten Zellpopulationen im Transplantat fiihrt
und eine AbstolRung dadurch génzlich verhindert werden kann. Dies spricht fur eine zentrale
Rolle der T-Helferzellen bei der Abstoliungsreaktion in der Hornhaut, wenn sie auch vermut-
lich nicht die eigentlich ausfiihrenden Zellen hinsichtlich der Gewebszerstérung sind.

In anderen Transplantationsmodellen, besonders bei der Hauttransplantation, die ja immuno-
logisch besonders ,,anspruchsvoll“ ist, kommen einige Autoren zu dem Ergebnis, dal} Anti-
CD4-Antikdrper allein nicht ausreichen, um in allen Féllen Toleranz zu induzieren, und daf
die Kombination mit Anti-CD8-Antikorpern noch wirkungsvoller sei [Cobbold, S.P. et al.
(1992); Cobbold, S.P. et al. (1996)], wenn auch Anti-CD8-Antikorper allein am Auge wenig
bewirken (s.u.). Das konnte bedeuten, daB auch ohne die CD4" Zellen in einigen Féllen eine
Abstollung induziert werden kann. Dies ware eine weitere Mdéglichkeit zu erkléaren, dal’ nicht
alle Tiere unter dieser Therapie eine Toleranzentwicklung durchliefen. Aber der grofie Anteil
der Tiere, bei denen dies der Fall war, spricht doch fiir eine Schllsselrolle der T-Helferzellen

in diesem Transplantationsmodell.

Mehrere Autoren konnten die Wirksamkeit der Anti-CD4-Antikdrper und damit die
Bedeutung der CD4" Zellen, auch im Gegensatz zu den CD8" Zellen, zeigen.

Zu Ergebnissen, die diese zentrale Stellung der CD4" Zellen in der AbstoRungsreaktion in der
Hornhaut untermauern, kommen mehrere Autoren.

Untersuchungen, die die Wirksamkeit depletierender Anti-CD4- und Anti-CD8-Antikorper

vergleichen, zeigen keinerlei Verzégerung der Abstoung durch Anti-CD8-Antikorper, wah-
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rend es durch die Anti-CD4-Antikdrper zu einer signifikanten Verzégerung und in einem un-
terschiedlich hohen Prozentsatz zu Toleranzentwicklung kommt [He, Y.G. et al. (1991);
Ayliffe, W. et al. (1992)].

Eine Untersuchung von Joo und Mitarbeitern zeigt, da nur nach durchgemachter Transplan-
tatabstoBung eine durch CD4" Zellen vermittelte DTH-Reaktion gegen das Fremdantigen
nachzuweisen ist. Die durch CD8" Zellen vermittelte CTL-Reaktion zeigt sich dagegen auch
bei Tieren, die ihr Transplantat nicht abstoRen. Dies kann als indirekter Hinweis auf die
wichtige Rolle der CD4" Zellen bei der Allograftreaktion gewertet werden [Joo, C.-K. et al.
(1995)].

Eine weitere Untersuchung beschreibt die Wirksamkeit liposomal verkapselter topisch appli-
zierter Anti-CD4-Antikorper nach Keratoplastik an der Ratte, nach deren Applikation es
ebenfalls in einem hohen Prozentsatz zur Toleranzentwicklung kam [Pleyer, U. et al. (1996)].
In die Reihe dieser Arbeiten, die den CD4" T-Helferzellen eine entscheidende Rolle in der

Allograftreaktion am Auge zusprechen, reiht sich die vorliegende ein.

Anti-CD4-Antikorper haben sich in anderen Gebieten der Medizin bereits als fiir den
Menschen gut vertragliche Therapie gezeigt, so daf? sie den Anforderungen an eine The-
rapieform nach Keratoplastik auch in Hinsicht auf das Fehlen gravierender Nebenwir-
kungen gerecht werden kénnen.

Es gibt sowohl bei der Behandlung von Autoimmunerkrankungen als auch auf dem Gebiet
der Transplantation parenchymatdser Organe bereits Arbeiten, die zeigen, dal? monoklonale
Anti-CD4-Antikorper am Menschen mit Erfolg und nebenwirkungsarm eingesetzt werden
kdnnen [Cobbold, S.P. et al. (1992); Delmonico, F.L. und Cosimi, A.B. (1996)]. Nach Kera-
toplastik sind beim Menschen in einzelnen Fallen monoklonale Antikérper gegen CD3, CD6
und CD52 mit Erfolg eingesetzt worden [Ippoliti, G. und Fronterre, A. (1989); Newman, D.K.
et al. (1995)].

Ein Vorteil der Anti-CD4-Antikérper gegenuber anderen immunsuppressiv bzw. tolerogen
wirkenden monoklonalen Antikérpern ist, dal sie zumindest im Tierexperiment zusatzlich
eine Toleranzentwicklung gegentber sich selbst bewirken kdnnen, d.h. es werden keine Anti-
Immunglobulin-Antikorper gebildet, die zu allergischen Reaktionen und Unwirksamkeit der
Therapie fihren [Cobbold, S.P. et al. (1992); Lehmann, M. et al. (1992)].
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Auf Grund all dieser Beobachtungen stellen die nicht depletierende Anti-CD4-Antikorper
eine vielversprechende Therapiealternative in der Pravention und Therapie der Allograftreak-

tion auch nach Hochrisikokeratoplastik dar.



