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EINLEITUNG

1. Hornhauttransplantation

1.1 Kurzer geschichtlicher Uberblick

Bereits Ende des 18. Jahrhunderts dachte Pellier de Quengsy dariiber nach, wie man Men-
schen mit leukomatdser Hornhaut ihr Augenlicht zuriickgeben konnte. Er dachte daran, die
ausgeschnittene Hornhaut durch durchsichtiges Material wie Glas zu ersetzen.

Wenig spéter dullerte E. Darwin bereits den Gedanken, man konne die kranke Hornhaut mit
einem Geréat wie einem kleinen Trepan ausschneiden, in der Hoffnung, der Defekt werde mit
einer transparenten Narbe heilen.

Die erste erfolgreiche Keratoplastik am Menschen wurde 1905 von Zirm [Zirm, E.K. (1906)]
durchgefiihrt. Das Transplantat blieb klar bis zum Tode des Patienten drei Jahre nach der
Operation.

Zirm forderte die Einhaltung bestimmter Regeln bei der Keratoplastik. So z.B. die aus-
schlielRliche Verwendung homologen Materials von jungen und gesunden Spendern, die Aus-
schneidung des Transplantates mit Hilfe des v. Hippel entwickelten Trepans, die praoperative
Verwendung von Eserin, eine angemessene Anasthesie, die Einhaltung strenger Asepsis und
die Transplantatsicherung.

Einige Jahre spater begann Leoz-Ortin mit systematischen Tierexperimenten zur Kera-
toplastik und faBte seine Ergebnisse wie folgt zusammen: Autologe Transplantate erzielen die
besten Ergebnisse, homologe Transplantate erzielen gute Ergebnisse, heterologe Transplan-
tate werden immer triib. Damit machte er auf Grund systematischer Untersuchungen Aussa-
gen uber Rolle der Gewebevertraglichkeit bei der Hornhauttransplantation.

Mit weiteren Neuerungen wie der Einflhrung des Operationsmikroskops und der Entwick-
lung feinerer Operationsinstrumente und feineren Nahtmaterials sowie der Entdeckung der
Antibiotika konnte die Keratoplastik bald routinemaRig mit gutem Erfolg durchgefihrt wer-
den. Die Hornhauttransplantation ist heute die am haufigsten durchgefiihrte Transplantation
weltweit [Bouchard, C.S. und Canavan, H.D. (1994); Council of Scientific Affairs (1988)].
Aber die AbstoRung auf Grund von Gewebeunvertraglichkeit, die als Ursache fir das Trib-

werden von Transplantaten schon lange bekannt ist, bleibt als das Hauptproblem der Horn-
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hauttransplantation bestehen, auch wenn seit den funfziger Jahren mit den Steroiden eine in
vielen Fallen effektive Immunsuppression zur Verfugung steht.
Eine Behandlung, die beim Empfanger zuverlassig und ohne gravierende Nebenwirkungen

eine Toleranzentwicklung gegeniiber dem Transplantat bewirkt, steht noch aus.

1.2 Hor nhauttransplantation heute

1.2.1 Indikationen zur Keratoplastik

Die héufigsten Indikationen zur Keratoplastik im Einzugsbereich von Eurotransplant nach
einer Umfrage in 57 Zentren 1991 waren folgende [Beekhuis, W.H. (1995)]:
Pseudophakische bullése Keratopathie 28,0 %

Keratokonus 25,7 %
Herpes simplex-Keratitis 16,0 %
Endotheliale Dystrophie Fuchs 6.0 %
Ulcus corneae 4.5 %
Narbe nach Trauma 4.5 %
andere 152 %

1.2.2 Risikofaktoren - Hochrisikokeratoplastik

Heute liegt die 1-Jahres-Transplantatiiberlebensrate nach Keratoplastik bei etwa 90%
[Council of Scientific Affairs (1988); Lindstrom, R.L. (1986)], und die meisten Transplantate
bleiben Kklar, ohne dal} es einer langfristigen immunsuppressiven Therapie bedarf. Eine solche
,»Quote“ wird in keinem anderen Gebiet der Transplantationsmedizin erreicht. Die Hornhaut
ist also, verglichen mit anderen, ein sehr dankbares Transplantationsorgan.

Risikofaktoren fur die Transplantatabstol3ung sind vor allem Entziindung und Vaskula-
risation — 10% aller Keratoplastiken sind Hochrisikokeratoplastiken mit einem Ab-
stoBungsrisiko bis zu 60%.

Trotz dieser gunstigen Verhaltnisse am Auge ist die AbstoRung auf Grund einer Immunreak-
tion heute die haufigste Ursache fiir das Scheitern einer Hornhauttransplantation.

Etwa 30% der Patienten durchlaufen nach penetrierender Keratoplastik eine AbstoRungsepi-
sode und etwa 10% der Keratoplastiken scheitern auf Grund von Immunreaktionen [Council
of Scientific Affairs (1988)].
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Bei den etwa 10% der durchgefuihrten Keratoplastiken, die als ,,high risk keratoplasty“ gelten,
liegt das Risiko fur eine Immunreaktion bei bis zu 60% [Council of Scientific Affairs (1988),
Bouchard, C.S. und Canavan, H.D. (1994)]. Hierzu zahlen u.a. Keratoplastiken bei vaskulari-
sierter Hornhaut, bei bereits fehlgeschlagene Keratoplastiken in der VVorgeschichte sowie bei
Entziindungen des vorderen Augenabschnittes. Weitere relevante Faktoren flr das erhohte
Risiko einer AbstolRungsreaktion sind der Bedarf an besonders groRen oder exzentrischen
Transplantaten, das Alter des Empfangers (hdufigere Immunreaktionen unter 60 Jahren) und
das zugefligte Operationstrauma [Larkin, D.F.P. (1994); Pleyer, U. (1997)].

2. Die Pathogenese der AbstoRungsreaktion

2.1 Grundlegendes

Medawar zeigte 1944, dal} die Transplantatabstoflung die wesentlichen Charakteristika einer
Immunreaktion aufweist [Medawar, P.B. (1944)]. Er wies nach, da® der Organismus ein Ge-
dachtnis fur das transplantierte Gewebe entwickelt und dal? die ausgelste Reaktion spezifisch
fur das Spendergewebe ist, d.h. beim zweiten Kontakt mit demselben Gewebe lauft eine we-
sentlich schnellere und heftigere Reaktion ab als beim ersten, bei Kontakt mit Gewebe von
andere Spendern lauft die Reaktion dagegen genauso wie beim ersten Kontakt ab.

Das Immunsystem dient der Abwehr von in den Korper eingedrungenen ,,Fremdkorpern® je-
der Art, insbesondere von Infektionserregern. Dabei lauft auf molekularer Ebene die Erken-
nung von Fremdantigenen im Gegensatz zu korpereigenen Strukturen ab. Das Selbst ist gene-
tisch genau definiert. Innerhalb einer Spezies gleicht hinsichtlich der fiir diese Erkennung
relevanten Strukturen kein Individuum dem anderen - ausgenommen eineiige Zwillinge mit
identischem genetischem Material.

Die eindeutige Self-Nonself-Diskriminierung wird durch die darauffolgende Zerstérung des
als fremd erkannten Gewebes auch fur die Transplantationsmedizin relevant, die ja den Ersatz

defekter korpereigener Organe durch Fremdgewebe betreibt.

2.1.1 Der Major Histocompatibility Complex (MHC)

Wesentlich fir die Self-Nonself-Diskriminierung ist der Major Histocompatibility Complex
(MHC). Die meisten Genorte dieses MHC auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 weisen

innerhalb einer Spezies einen hohen Grad an Polymorphie auf. Durch eine jeweils einmalige



I mmunhi stochemische Befunde nach Keratoplastik am Rattenauge 9

Kombination aus dem Pool der vielen verschiedenen Allele wird die Einzigartigkeit jedes
Individuums genetisch definiert.

Das Selbst wird durch MHC-KIasse I- und I1-Molekiile definiert.

Es gibt drei Gruppen von MHC-Genen, von denen die Klassen I und Il fir die Definition des
Selbst von Bedeutung sind. Die Gene dieser Gruppen kodieren Zelloberflachenproteine, die
durch ihre jeweils besondere Struktur quasi das Selbst definieren. Sie besitzen eine Vertiefung
besonderer Konfiguration, in der Peptide gebunden werden. MHC-Klasse I-Molekiile binden
und présentieren korpereigene Peptide, MHC-Klasse II-Molekile dagegen kérperfremde, die
nach Aufnahme von Fremdantigenen in die Zelle in prozessierter Form zusammen mit den
MHC-Molekilen wieder an die Zelloberflache gelangen.

MHC-KIlasse I-Molekiile finden sich auf fast allen kernhaltigen Kdrperzellen. MHC-KIlasse
I1-Molekiile dagegen werden konstitutiv nur von B-Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen
und dendritischen Zellen (Antigen-préasentierende Zellen, s.u.) exprimiert. Nach Aktivierung
durch bestimmte Zytokine (Interferon y, IFNy) kdnnen allerdings auch andere Zellen wie En-
dothelzellen, epitheliale Zellen oder Fibroblasten MHC-Klasse I1-Molekiile exprimieren.
T-Lymphozyten erkennen Antigene nur in Verbindung mit kérpereigenem MHC.
Erkannt werden die MHC-Molekile und die prasentierten Peptide von T-Lymphozyten. Die
Antigenerkennung der T-Lymphozyten ist MHC-restringiert, d.h. sie erkennen ein Antigen
nur, wenn es ihnen zusammen mit einem korpereigenen MHC-Molekil présentiert wird.
Dabei erkennen CD8-positive (CD8"), also zytotoxische oder Suppressor-T-Zellen,
MHCMolekiile der Klasse I.

CD4" T-Helferzellen, die eine zentrale Rolle bei der Immunantwort spielen, indem sie die
meisten beteiligten Zellen aktivieren, erkennen MHC-Klasse I1-Molekiile.

Im Transplantat erkennt der Oganismuswohl auch fremdes MHC.

Im Falle der MHC-Molekile eines Transplantates ist noch nicht geklart, wieso sie den eigent-
lich Selbst-MHC-restringierten T-Zellen in einer Weise Antigene préasentieren kdnnen, die zu
einer duf3erst heftigen Immunantwort fihrt.

Es ware einerseits denkbar, dal eine Immunantwort dadurch ausgelost wird, dafl die MCH-
Molekiile an sich fremde Molekile sind, die dann eigentlich ihrerseits prasentiert werden
muBten. Die andere Moglichkeit ist, dal3 die fremden MHC-Molekiile auf Grund der anderen
Struktur ihrer Bindungsstelle andere Peptide préasentieren als die, die korpereigene MHC-

Molekiile auf Grund ihrer Struktur présentieren, so dal den T-Zellen des Empfangers fremde
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Peptide durch MHC-Molekiile in besonders effektiver Weise prasentiert werden [Hornick, P.
und Lechler, R. (1997)].

2.1.2 Antigen-prasentierende Zellen (APC)
Wie bereits erwahnt, sind MHC-Klasse I1-Molekiile nur auf B-Lymphozyten, Makrophagen

und dendritischen Zellen konstitutiv vorhanden. Diese Zellen sind professionelle Antigen-
prasentierende Zellen (APC) und kénnen durch die Antigenprésentation die CD4™ T-Helfer-
zellen in besonders effektiver Weise zur Proliferation und zur Ausschittung von Zytokinen
anregen, die nétig sind, um die weitere Immunantwort in Gang zu setzen.

Die dendritischen Zellen spielen eine zentrale Rolle bei der Antigenpréasentation und so
auch bei der Transplantatabstol3ung.

Unter diesen drel Zellgruppen kommt den dendritischen Zellen (DC) eine besondere Bedeu-
tung zu. Sie stammen aus dem Knochenmark und sind offenbar verschieden von den
Makrophagen. Bis auf das Gehirn kommen sie in jedem Gewebe vor, in der Haut und der
Hornhaut des Auges as sogenannte Langerhanszellen, wenn auch am Auge nur in geringer
Dichte.

Gegeniiber Makrophagen und B-Lymphozyten sind die DC mit einigen besonderen ,,Werk-
zeugen* ausgestattet, die sie zu besonders effektiven APC machen. Die gewebsstandigen,
unreifen DC konnen auf Grund ihrer Mdglichkeiten zur Makropinozytose und zur rezeptor-
vermittelten Antigen-Aufnahme bereits Antigene, die in nano- und picomolaren Konzerntra-
tionen auftreten, effektiv présentieren, wahrend fir Makrophagen und B-Zellen mikromolare
Konzentratioen erforderlich sind. Nach der Antigenaufnahme wandern die Zellen Uber die
Lymphbahnen in die lymphatischen Organe. Das aufgenommene Antigen wird zur Présenta-
tion mit MHC-II-Molekilen zusammengefuhrt, die von DC in zehn- bis hundertfach héherer
Konzentration als von anderern APC exprimiert werden. SchlieBlich exprimieren DC auch in
besonders hohem Mal3e kostimulierende Molekiile wie z.B. LFA-3, ICAM-1 und B7, die zur
T-Zellaktivierung offenbar unabdingbar sind [Banchereau, J. und Steinman, R.M. (1998)].
Auf Grund dieser besonders effektiven Antigenprasentation kénnen dendritische Zellen so-
wohl im Gewebe bereits aktivierten als auch in den T-Zonen der lymphatischen Organe
naiven T-Zellen oder ruhenden Memory-Zellen Antigene prasentieren und damit eine primare

Immunantwort gegen bisher nicht prasentierte Antigene anstofRen, wahrend Makrophagen und
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B-Lymphozyten Antigene wohl vor allem bereits aktivierten T-Lymphozyten présentieren
[Banchereau, J. und Steinman, R.M. (1998)].

Wegen ihres fast ubiquitdren Vorkommens haben die dendritischen Zellen in der Transplan-
tationsmedizin grofl3e Bedeutung erlangt.

Man glaubt heute, dal? die zur TransplantatabstoRung fuihrende Prasentation von Spenderanti-
genen auf zwei verschiedenen Wegen geschehen kann: Zum einen durch sogenannte direkte
Antigenpréasentation durch die spendereigenen, mittransplantierten APC, sog. ,,passenger
leukocytes”, zum anderen durch sogenannte indirekte Antigenprasentation durch die in das
Transplantat einwandernden APC des Empfangers [Hornick, P. und Lechler, R. (1997);
Katami, M. (1995)].

2.1.3 Minore Histokompatibilitatsantigene

Neben den MHC-Antigenen existieren sogenannte minore Histokompatibilitatsantigene (mi-
nore H-Antigene), die Uber das Genom verteilt und ebenfalls polymorph sind. Sie missen von
MHC-Molekulen prasentiert werden und losen i.a. schwéchere Transplantationsreaktionen
aus, spielen aber eine wichtige Rolle z.B. bei der Entstehung der Graft-versus-host-Reaktion.
Die minoren H-Antigene sind auf Grund ihrer offensichtlich geringeren Bedeutung fiir die
Transplantation und ihrer schlechteren Zuganglichkeit langst nicht so gut charakterisiert wie
die Antigene des MHC-Komplexes.

Bei der Hornhauttransplantation spielen Minore H-Antigene aber vermutlich eine grolere

Rolle als bei der Transplantation anderer Organe (s.u.).

2.1.4 Effektormechanismen der Abstol3ungsreaktion

Die genaue Vermittlung der Gewebszerstorung bei der Abstol3ung ist bis heute unklar.

Durch welche Effektormechanismen die AbstoRBungsreaktion genau vermittelt wird, ist bis
heute unklar [Orosz, C.G. u. VanBuskirk, A.M. (1998)]. Man weil, dall ein Zusammenwirken
von APC und CD4" T-Helferzellen notwendig ist und daf letztere verschiedene Zytokine aus-
schiitten massen, insbesondere Interleukin 2 (IL-2) und IFNy. Dadurch wird zum einen die
Differenzierung von CD8" T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen und zum andern die Aktivie-
rung von Makrophagen und damit die Delayed Type Hypersensitivity-Reaktion in Gang ge-
setzt. Von beiden Zellpopulationen nimmt man auf Grund ihres Vorkommens im Transplantat

bei der Abstollungsreaktion an, dal} sie Effektoren der AbstoBungsreaktion darstellen, weil3
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jedoch nicht, welchen Stellenwert sie einnehmen. Unter anderem neuere Studien an Knock-
out-Mé&usen weisen allerdings darauf hin, daB CD8" Zellen im Gegensatz zu CD4" Zellen bei
der AbstolRung entbehrlich sind [Hall, B.M. (1991); Krieger, N.R. et al. (1996)].
Unspezifische Mechanismen der Transplantatschadigung sind wahrscheinlich Apoptosevor-
gange [Kabelitz, D. (1998)] und die nicht antigenspezifische Entzlindung, die durch die Akti-
vierung der CD4" T-Zellen und die ausgeschiitteten Zytokine in Gang gesetzt wird [Orosz,
C.G. u. VanBuskirk, A.M. (1998)].

Bei der TransplantatabstoBung parenchymattser Organe spielt auch die humorale Immunant-
wort eine u.U. sehr wichtige Rolle. Insbesondere praformierte lymphozytotoxische oder ge-
gen ABO-Antigene gerichtete Antikdrper kdnnen zu einer hyperakuten, akuten vaskularen,
oder auch chronischen TransplantatabstoBung fiihren. Aber auch Antikorper, die erst nach
Transplantation gebildet werden, kénnen zumindest zur AbstofRung beitragen [Platt, J.L.
(1995)].

2.2 Das okulare Immunsystem - Besonderheiten der Immunologie des Auges

Das Auge gehort neben einigen anderen Geweben zu den Orten des Kdrpers mit einem soge-
nannten Immunprivileg, d.h. hier Gberlebt histoinkompatibles Gewebe l&dnger als in Geweben
ohne diese immunologische Besonderheit [Grisanti, S. (1998)]. Andererseits sind im Auge
aber viele Komponenten des Immunsystems vertreten, und es gibt Konstellationen, in denen

das Immunprivileg nicht aufrechterhalten wird.

2.2.1 Immunkompetente Zellen in der Hornhaut

Vor allem in der peripheren Hornhaut finden sich Langer hanszellen, M akrophagen so-
wie B- und T-Lymphozyten.

Bei Mensch, Ratte und anderen Saugetieren finden sich in der Hornhaut ebenso wie in der
Konjunktiva und der Haut Langerhanszellen, eine Untergruppe der dendritischen Zellen. Sie
exprimieren MHC-Klasse IlI-Antigen und gehdren zu den Antigen-prasentierenden Zellen
(APC, s.0.,, 2.1).

Langerhanszellen finden sich in groBer Anzahl in der Konjunktiva, deutlich weniger dicht am
Limbus und nur vereinzelt in den zentralen Hornhautanteilen. Sie sind in den unteren Schich-
ten des Epithels und den oberen Stromaanteilen lokalisiert [Gillette, T.E. et al. (1982);
Katami, M. (1995); Klareskog, L. et al. (1979); Rodrigues, M.M. et al. (1981)].
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In der peripheren Hornhaut finden sich auch Lymphozyten und Makrophagen.

B-Lymphozyten finden sich vor allem am Limbus in méRiger Anzahl um die kleinen Gefalie
und im Epithel, sowie vereinzelt im Epithel und oberen Stroma der (brigen Hornhaut
[Vantrappen, L. et al. (1985)], ihre Anwesenheit ist jedoch nicht unumstritten [Scheiffarth,
O.F. et al. (1986)]. CD4" T-Helferzellen sind am Limbus um die GefaRe konzentriert und
finden sich in der Hornhaut im Epithel und den oberen Stromaanteilen, ebenso CD8" T-
Suppressorzellen [Scheiffarth, O.F. et al. (1986); Vantrappen, L. et al. (1985)]. Makrophagen

finden sich vor allem im Limbusstroma [Vantrappen, L. et al. (1985)].

2.2.2 Histokompatibilitatsantigene in der Hornhaut

Die fir die Erkennung fremden Gewebes wichtigen Antigene des MHC finden auch in den
okul&ren Geweben einschliel3lich der Hornhaut, wobei sich die menschliche und die in dieser
Arbeit untersuchte Rattenhornhaut hinsichtlich der Orte der Expression nicht wesentlich un-
terscheiden [Treseler, P.A. und Sanfilippo, F. (1986)].

MHC-Klasse |-Antigene sind in der Hornhaut auf Epithelzellen und Keratozyten nach-
weisbar, MHC-Klasse 11-Antigene fast ausschliel3lich auf Langerhanszellen

Die MHC-Klasse I-Antigene finden sich auf den Zellen des Hornhautepithels und auf den
Keratozyten des Stromas, auf den Zellen des Hornhautendothels wird nach Ansicht der meis-
ten Autoren kein MHC-Klasse | exprimiert [Vantrappen, L. et a. (1985); Williams, K.A. et
al. (1985)].

MHC-KIlasse II-Antigene finden sich in der Hornhaut so gut wie ausschlie3lich auf den Lan-
gerhanszellen (APC) und auf einigen Makrophagen im Stroma im Bereich des Limbus
[Vantrappen, L. et al. (1985); Williams, K.A. et al. (1985)]. Der zentrale Anteil der Hornhaut
ist fast frei von MHC-II-Antigenen.

Allerdings kann die Expression von MHC-Klasse I1-Antigenen durch Zytokine, insbesondere
Interferon y (IFNYy), induziert werden, so dal? sich in der Hornhaut bei Entziindungen, z.B. bei
der Allograftreaktion, z.T. auch auf dem Endothel und den Stromakeratozyten MHC-Klasse
II-Antigene nachweisen lassen, durch deren Expression die Erkennung des Fremdgewebes
und dessen Zerstérung beschleunigt wird [Coupland, S.E. et al. (1994); Donnelly, J.J. et al.
(1985); Dreizen N.G. et al. (1988); Pepose, J.S. et al. (1985)].
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Offenbar ist die Rolle der MHC-Antigene bei der Immunreaktion am Auge begrenzt,
wahrend minore Histokompatibilitatsantigene hier eine gréRere Rolle zu spielen schei-
nen als bei der Transplantation parenchymatdser Organe.

Die Rolle der MHC-Antigene bei der Allograftreaktion am Auge ist alerdings nicht so ein-
deutig wie bei der Transplatation parenchymatdser Organe.

Es konnte flr das bei der Transplantation parenchymattser Organe anerkannt wichtige HLA-
Matching bisher nicht eindeutig gezeigt werden, daB es die Erfolgsrate bei der Keratoplastik
verbessert. Wenn auch kleinere Studien einen positiven Effekt des HLA-Matchings nahele-
gen, konnte doch eine multizentrische Studie aus den USA dies nicht bestéatigen [Council of
Scientific Affairs (1988); Hill, J.C. (1995); Hoffmann, F. und Pahlitzsch, T. (1989); Stark, W.
et al. (1992)].

Nach Keratoplastik finden dagegen bei Inkompatibilitat im Bereich der minoren Histokompa-
tibilitdtsantigene (H-Antigene) offenbar heftigere AbstoRungsreaktionen statt als bei MHC-
Inkompatibilitat [Sano, Y. et al. (1997); Sonoda, Y. et al. (1995)].

Viele dieser minoren H-Antigene sowie ihrer Genorte sind noch nicht identifiziert. Wahr-
scheinlich handelt es sich zu einem groRen Teil um Gene, die fiir Proteine ohne primar immu-
nologische Funktion, z.B. Regulatorproteine der DNA-Transkription, kodieren. Eine Hypo-
these geht davon aus, das die Polymorphie dieser Gene und damit die Kodierung fir Histoin-
kompatibilitat sekundar auf Grund langsamer Divergenz der DNA-Sequenz in eigentlich kon-
servierten Bereichen des Genoms entsteht.

Auch Teile des mitochondrialen Genoms kodieren fur minore H-Antigene. Ein bekannter
Vertreter der minoren H-Antigene ist das H-Y-Antigen des mannlichen Geschlechts
[Simpson, E. et al. (1998)].

Fur die begrenzte Rolle der MHC-Antigene und die wichtigere Rolle der minoren H-Antigene
finden sich mogliche Erklarungen in der besonderen Anatomie und Immunologie des Auges.
Wie bereits erwahnt, finden sich im zentralen Anteil der gesunden Hornhaut fast keine APC
und so auch kaum MHC-II-Antigene. MHC-1-Antigene werden weniger als in anderen Gewe-
ben exprimiert. Die bei der Transplantation parenchymatdser Organe stattfindende direkte
Antigenprésentation durch in den Empfangerorganismus einwanderende Spender-APC findet
so nach Keratoplastik praktisch nicht statt. Bei der Antigenprasentation der Spenderantigene

durch in das Transplantat eingewanderte Empféanger-APC Uberwiegen dann auf Grund der
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Armut des Transplantats an MHC-Antigenen die minoren H-Antigene [Katami, M. (1995);
Sano, Y. et a. (1997); Sonoda, Y. et al. (1995)].

2.2.3 DasImmunprivileg des Auges- ACAID

Wie bereits erwéhnt, sind Hornhauttransplantationen beim Menschen ohne immunsuppressive
Therapie zu einem sehr hohen Prozentsatz erfolgreich (etwa 90% 1-Jahresuberleben im Ge-
gensatz zu z.B. Nierentransplantationen mit 60%).

Fremdgewebe Gberlebt im Auge langer als an anderen Stellen im Organismus

Bereits Medawar konnte zeigen, dal’ eingebrachtes Fremdgewebe in der Augenvorderkammer
langer Uberlebt als an den meisten anderen Stellen des Organismus. [Medawar, P.B. (1948)].
Niederkorn und Streilein zeigten spater, da3 durch das Einbringen von Fremdantigenen in den
Organismus uber die Augenvorderkammer eine Toleranz des Organismus gegenuber diesen
Antigenen erreicht werden kann [Streilein, J.W. et al. (1980)]. Dieses offensichtliche Immun-
privileg besteht am Auge in der Vorderkammer, dem Hornhautstroma, dem Glaskorper- und
dem Subretinalraum. AuRerhalb des Auges existiert ein Immunprivileg auch in anderen Orga-
nen wie im Gehirn und im Hoden [Grisanti, S. (1998)].

DasImmunprivileg des Auges beruht auf einer lokalen immunologischen Aberration auf
Grund anatomischer und physiologischer Besonder heiten.

Das Immunprivileg basiert einerseits auf anatomischen Besonderheiten des Auges.

Es existieren eine Blut-Kammerwasser- und eine Blut-Retina-Schranke, die das Auge von
zellul&ren und humoralen Bestandteilen des Immunsystems abschirmen.

Im weiteren ist die zentrale Hornhaut fast génzlich frei von Langerhanszellen und auch ande-
ren Leukozyten, so daB hier so gut wie keine Antigenprasentation stattfindet, die zur Aktivie-
rung des efferenten Immunsystems fihren wirde.

Andererseits basiert das Immunprivileg auf einer abweichenden Immunantwort des Organis-
mus auf Antigene, mit denen er (iber die Augenvorderkammer in Kontakt kommt, auf der sog.
Anterior Chamber Associated Immune Deviation (ACAID) [Niederkorn, J. et al. (1981)]. Bei
dieser abweichenden Reaktion fehlt die Entwicklung einer DTH-Reaktion bei normaler Bil-
dung von Prakursoren spezifischer zytotoxischer T-Zellen, und es fehlt die Bildung komple-
mentfixierender Antikorper bei erhohten Titern nicht komplementfixierender Antikorper.

Ausserdem exprimieren die an die Vorderkammer angrenzenden Zellen Apoptose-induzie-
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rende Strukturen wie den Fas-Liganden, so daR inflammatorische Zellen beim Kontakt in
Apoptose tibergehen [Grisanti, S. (1998); Streilein, J.W. et al. (1997)].

ACAID verhindert okulare Entziindungsreaktionen und schitzt so die Sehkraft.

Diese besondere immunologische Reaktionslage verhindert in den sehr sensiblen Geweben
des Auges gewebszerstérende Entziindungsreaktionen, die normalerweise bei Reaktionen des
Immunsystems auf Fremdantigene ablaufen, im Auge aber mit einer erheblichen Einschran-
kung der Sehfahigkeit einhergehen wirden [Grisanti, S. (1998); Streilein, J.W. et al. (1997)].
Allerdings ist das Immunprivileg nicht untiberwindbar, bei ausreichend starken Entziindungs-

reizen kommt es zum Zusammenbruch des Systems.

3. Makropathologie und Histologie der TransplantatabstoRung

Khodadoust und Silverstein haben gezeigt, dal’ jede der drei Zellschichten der Hornhaut -
Epithel, Stroma oder Endothel - eine AbstoRung auslésen kann und dafl dann eine fir die je-
weilige Schicht morphologisch charakteristische AbstoRungsreaktion abléuft [Khodadoust,
A.A. und Silverstein, A.M. (1969)].

An der Hornhaut lassen sich eine endotheliale, stromale und epitheliale Immunreaktion
unterscheiden.

Klinisch am haufigsten zu beobachten ist die endotheliale Abstoung. Meist nimmt sie von
einem vaskularisierten Hornhautbereich ihren Ausgang und wird von einer zelluldren VVorder-
kammerreaktion begleitet. Sie geht mit einer endothelialen Khodadoustlinie und/oder mit dif-
fusen Endothelprézipitaten einher. Dies sind die makroskopischen Entsprechungen von Lym-
phozyten- und Makrophageninfiltraten am Endothel [Khodadoust, A.A. und Silverstein, A.M.
(1969); Pleyer, U. (1997)]. Es kommt auf Grund der Zerstérung des Endothels zu einem
Hornhautddem mit Eintriibung und Funktionsverlust des Transplantats.

Epitheliale und stromale Immunreaktion sind deutlich seltener. Die epitheliale Immunreaktion
zeigt sich durch eine epitheliale Khodadoustlinie. Meist lauft die Reaktion ab, ohne das
Transplantat als solches zu geféhrden, und das zerstorte Spenderepithel wird rasch durch das
des Empféngers ersetzt.

Die stromale Immunreaktion ist entweder durch subepitheliale Infiltrate oder durch eine
durchgreifende Stromaeintribung gekennzeichnet, die sich bandférmig tber das Transplantat
bewegt. Letztere mindet haufiger in eine endotheliale Immunreaktion mit den oben genann-
ten Folgen [Khodadoust, A.A. und Silverstein, A.M. (1969); Pleyer, U. (1997)].



I mmunhistochemische Befunde nach K eratoplastik am Rattenauge 17

Histologisch geht eine unspezifische Entztindungsreaktion der eigentlichen Immunreak-
tion voraus und triggert diese moglicherweise.

Histologisch kénnen bei der Abstoflung eines Hornhauttransplantats mehrere Phasen be-
obachtet werden. Zunéchst findet sich eine geringgradige Gefalneubildung in der Empfan-
gerhornhaut 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)]. Nach etwa einer Woche nimmt bei den Au-
gen, die eine AbstoRBungsreaktion durchlaufen, die Vaskularisation der Hornhaut deutlich zu,
und die Gefél3e dringen ins Transplantat ein. Auch die Irisgefalie schwellen an, und es findet
sich eine lymphozytische Infiltration des Irisstromas. Im Transplantat entwickelt sich ein
deutliches Odem des Stromas begleitet von einer starken Infiltration durch Lymphozyten,
Makrophagen und polymorphkernige Leukozyten. Das Spenderepithel und -endothel werden
von Lymphozyten und Makrophagen infiltriert. Insbesondere das Endothel geht zugrunde und
wird von fibroblastischen Zellen ersetzt, z.T. bilden sich retrocorneale Membranen [Callanan,
D.G. etal. (1989); Gronemeyer, U. et al. (1978); Holland, E.J. et al. (1991)].

Mit Hilfe der Immunhistochemie 1&Bt sich nachweisen, daR sich das zelluldre Infiltrat in der
Hornhaut im Rahmen der Immunreaktion v.a. aus CD4" und CD8" Lymphozyten, also T-
Lymphozyten, sowie Makrophagen zusammensetzt, wéhrend B-Lymphozyten zahlenmaRig
keine wesentliche Rolle spielen [Hikita, N. et al. (1997); Holland, E.J. et al. (1991); Pepose,
J.S. etal. (1985b)].

Auf die Ergebnisse immunhistochemischer Untersuchungen verschiedener Autoren wird in

der Diskussion im einzelnen eingegangen.

4. Pravention und Behandlung der AbstoRung in der Klinik

Steroide stellen nach wie vor das zentrale Behandlungsprinzip dar, sie werden erganzt
durch Cyclosporin A.

Die tragende S&ule sowohl in der Pravention der AbstoRung als auch in der Behandlung aku-
ter Abstollungsepisoden sind bis heute die Kortikosteroide [Hill, J.C. (1995)]. Am Auge ist
die starke antiphlogistische Wirkung der Steroide von grof3er Bedeutung. Sie verringern z.B.
die Gefallpermeabilitat und -proliferation und hemmen die Migration von Entziindungszellen
und die Zytokinproduktion [Pleyer, U. et al. (1998)]. Aullerdem spielt mdglicherweise die

durch Steroide erzielte Verminderung der Langerhanszellen in der Hornhaut sowie deren re-
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duzierte Fahigkeit zur Antigenprasentation eine Rolle [Jager, M.J. et al. (1995)]. Allerdings
haben Steroide neben systemischen Nebenwirkungen auch am Auge eine Reihe wichtiger
unerwiinschter Wirkungen wie Wundheilungsstérungen, erhohte Infektionsgefahr, Erh6hung
der Augendruckes und Kataraktbildung [Pleyer, U. et al. (1998)].

Steroide werden nach Keratoplastik routinemaRig topisch als Augentropfen zur Prévention
der AbstolRung eingesetzt. Die meisten Patienten erhalten dies als einzige Form der Immun-
suppression, z.T. erganzt durch eine subkonjunktivale Steroidgabe am Ende der Operation.
Zur Kupierung einer AbstoBungsreaktion werden mit recht gutem Erfolg systemische Steroide
entweder oral Uber mehrere Tage oder hochdosiert intravends als einmalige Pulstherapie ge-
geben [Hill, J.C. (1995)].

Bei den Hochrisikokeratoplastiken verhindert die topische Gabe von Steroiden auch in hohen
Dosen jedoch eine AbstolRung nicht sicher, und auch die systemische Gabe von Steroiden
scheint in diesen Féllen nicht wirksamer zu sein [Hill, J.C. (1995)]. Zudem ist die Gabe von
Steroiden der Wundheilung und damit in einigen Féllen dem Erfolg der Transplantation nicht
zutraglich.

Als Erganzung zu den Steroiden steht Cyclosporin A entweder topisch oder systemisch gege-
ben zur Verfligung. Der Nutzen von topischem CyA ist noch nicht eindeutig erwiesen, aller-
dings ist auch die am besten geeignete Darreichungsform noch nicht ermittelt [Hill, J.C.
(1995)]. Systemisch gegeben verhindert CyA die AbstolRung recht zuverldssig. Im Gegensatz
zur Immunsuppression nach Transplantation vaskularisierter Organe, die lebenslang notwen-
dig ist, scheint es moglich, die CyA-Gabe nach Hornhauttransplantation nach einiger Zeit zu
beenden. Die optimale Dauer der Anwendung ist aber noch nicht bekannt [Hill, J.C. (1995)].
Eine systemische Immunsuppression z.B. durch CyA mit ihren potentiell tédlichen Neben-
wirkungen ist allerdings zur Erhaltung eines nicht lebenswichtigen Organes nur schwer zu
rechtfertigen [Coster, D.J. and Williams, K.A. (1992)].

(Zur Gewebstypisierung bei Keratoplastik s.0., 2.2.2.)

5. Tiermodelle — Kaninchen, Ratte, Maus

Fur die Erforschung des Auges wurden seit Beginn systematischer Experimente Tiermodelle
gesucht, die die Gegebenheiten am menschlichen Auge moglichst gut reprasentieren.

Seit den 40er Jahren wurde ein Kaninchenmodell der penetrierenden Keratoplastik intensiv
genutzt [Maumenee, A.E. (1951); Khodadoust, A.A. (1968)]. Vorteile dieses Modells sind die
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gute Handhabbarkeit der Tiere und vor allem die Ahnlichkeit von Kaninchen- und menschli-
chem Auge in Form und GroRRe. Von grollem Nachteil sind die fast vollig fehlenden Inzucht-
stdimme bei Kaninchen ebenso wie die nur geringen Kenntnisse Uber den MHC-Komplex die-
ser Tiere. Der Grad der Histokompatibilitdt zwischen Spender und Empfanger ist nicht kon-
trollierbar. So kénnen die Auswirkungen immunologischer Barrieren auf die Transplantation
an diesen Tieren nur sehr unzulénglich beobachtet werden. Es gibt auch kaum monoklonale
Antikorper gegen Zelloberflachenantigene der Tiere, was die Auswertungsmaoglichkeiten der
Untersuchungen weiter einschrankt. Trotzdem konnten an diesem Modell grundlegende Be-
obachtungen zur Allograftreaktion in der Hornhaut gemacht werden, wie z.B. Uber die Be-
deutung der Avaskularitit des Empféangerbettes fur die Integritat des Transplantats.

Bei Mdusen oder Ratten gibt es derartige Probleme nicht. Viele Inzuchtstdmme sind vorhan-
den und der MHC-Komplex ist gut charakterisiert. Es stehen zahlreiche monoklonale Anti-
korper gegen die Antigene dieser Tiere zur Verfiigung. Aber auf Grund der kleinen Augen
war eine orthotope penetrierende Keratoplastik lange Zeit technisch nicht méglich.
Stattdessen wurde bei Mé&usen die heterotope Keratoplastik mit subkutaner Implantation der
Hornhaut durchgefuhrt [Chandler, J.W. et al. (1983); Streilein, J.W. et al. (1982)]. Der Nach-
teil dieses Modelles liegt in dem voll vaskularisierten Empfangerbett, das ganz andere Vor-
aussetzungen fur eine Allograftreaktion liefert als die normalerweise bestehende Avaskularitét
der Hornhaut. Trotzdem zeigten die heterotopen Transplantate, daf? die Hornhaut selbst im-
munogen ist, was lange in Frage stand. Subkutan transplantiert wird sie abgestoRRen.

Bei Ratten flihrte man die lamelldre Keratoplastik durch [Gronemeyer, U. et.al. (1978)]. Hier
ist, wie auch bei der heterotopen Keratoplastik, der Nachteil, dafl der Zustand der Transplan-
tate klinisch nur schlecht zu beurteilen ist und auch oft nicht die Hornhaut in voller Dicke
transplantiert wird, so dal} Informationen z.B. tber das Endothel verlorengehen, die flr die
Keratoplastik eine grof3e Rolle spielen.

1985 fuhrten Williams und Coster ein neues Modell der penetrierenden Keratoplastik an der
Ratte ein [Williams, K.A. und Coster, D.J. (1985)]. An diesem Modell kann die Keratoplastik
bei genauer Information Uber den Grad der Histokompatibilitdt mit der am menschlichen
Auge géngigen Methode durchgefuhrt werden. Durch das Belassen der N&hte wird die Situa-
tion am menschlichen Auge nachempfunden, an dem die Nahte ebenfalls langere Zeit nicht
entfernt werden [Katami, M. (1995)]. Ein Nachteil des Modells sind anatomische Besonder-

heiten des Rattenauges wie eine sehr grof3e Linse und eine sehr flache VVorderkammer, die es
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in der operativen Handhabung recht anspruchsvoll machen. Dieses Rattenmodell brachte
durch die moégliche Berticksichtung immunologischer Fragestellungen einen grolRen Wissens-
zuwachs im Bereich der Hornhauttransplantation.

Seit einigen Jahren ist man technisch auch in der Lage, orthotope penetrierende Keratoplasik
am Mauseauge durchzufiihren [She, S.-C. et al. (1990); Zhang, E.-P. et al. (1996)]. Die An-
wendung dieses Modells soll besonders zur Klarung der Bedeutung von Major- und Minor-
Histokompatibilitatsantigenen beitragen. Gegeniiber dem Rattenmodell bietet sich hier eine
grolRere Anzahl an erhéltlichen Ziichtungen, die ein genaueres Studium der Auswirkungen der
genetischen Verschiedenheit von Spender und Empfanger erlaubt. Generell ist die Maus auf
Grund ihrer weiter verbreiteten Anwendung in der Forschung besser erforscht als die Ratte.
Es sind weitaus mehr monoklonale Antikorper fir die Maus erhaltlich, von denen die einzel-
nen Tiere noch dazu bei der Behandlung auf Grund ihres geringen Korpergewichts nur einen
Bruchteil der Menge brauchen, die fur eine Ratte notig ware. Die operative Handhabung

bleibt aber auf Grund der Winzigkeit des Mauseauges kompliziert.

6. Experimentelle T her apiefor men

Wie bereits erwahnt, ist es noch nicht gelungen, eine in allen Féllen befriedigende Prévention
bzw. Therapie der AbstoRungsreaktion nach Hornhauttransplantation zu entwickeln. Im Ge-
gensatz zur Transplantation lebenswichtiger Organe wie Leber oder Niere rechtfertigt die
Hornhauttransplantation nicht den Einsatz potentiell lebensbedrohlicher Therapien zum Erhalt
des Transplantats. Dies stellt an eine mdgliche immunsuppressive Therapie hohe Anforderun-
gen hinsichtlich spezifischer Wirksamkeit ohne systemische Nebenwirkungen.

Fur die Immunsuppression nach Keratoplastik werden einerseits neue hochspezifische
Immunsuppressiva und andererseits topische Applikationsformen etablierter Medika-
mente untersucht.

Man ist also im Zusammenhang mit der Keratoplastik in hohem MaRe an neuentwickelten,
spezifischen immunsuppressiven Strategien interessiert.

Daneben eroffnet sich ein zweites Forschungsfeld durch die besondere Lage des Auges im
Organismus: Die Hornhaut ist von auRen unmittelbar zuganglich. So kénnen unter bestimm-
ten Voraussetzungen sonst systemisch verabreichte Medikamente lokal angewendet und an

der Hornhaut immunsuppressive Effekte erzielt werden, ohne den Organismus in Mitleiden-
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schaft zu ziehen. Hier ist man mit der Suche nach geeigneten Darreichungsformen befafit, die

lokal hohe Wirkspiegel bei nur geringer sytemischer Absorption gewéhrleisten.

6.1 Verschiedene Prinzipien der Immunsuppression — Kortikoide, kleinmolekulare Im-

munsuppressiva und Bioreagenzien

Das Ziel einer Immunsuppression nach Organtransplantation ist es, das Immunsystem des
Spenders von der Zerstorung des Transplantates abzuhalten. Dies kann auf mehr oder weniger
spezifische Weise geschehen, d.h. mit mehr oder weniger Auswirkung auf das gesamte Im-
munsystem bzw. den Gesamtorganismus. Das ideale Immunsuppressivum soll beim Empfan-
ger eine Toleranz gegeniiber den Transplantatantigenen bewirken, d.h. dauerhafte Akzeptanz
des Fremdgewebes, ohne das Immunsystem auf Dauer zu kompromittieren und ohne Neben-
wirkungen an anderen Korperzellen.

Immunsuppressiva sind mehr oder weniger unspezifisch. Das ideale |mmunsupressivum
soll nebenwirkungsfrei Transplantattoleranz bewirken.

Kortikosteroide und altere Immunsuppressiva wie Azathioprin bewirken, systemisch appli-
ziert, durch Angriff an ubiquitaren Mechanismen wie Zytokinsekretion oder Stérung der
DNA-Replikation ausgepragte Veranderungen am gesamten Immunsystem und an vielen an-
deren Korperzellen, wirken also recht unspezifisch.

Daneben existieren seit mehreren Jahren die kleinmolekularen Immunsuppressiva
Cyclosporin A, FK 506, Rapamycin und Leflunomid, deren Hauptangriffsort die T-Zellen
sind (s.u.).

Eine weitere Gruppe von Immunsuppressiva sind sogenannte Bioreagenzien [Soulillou J.P.
(1995)], mehr oder weniger ,,natirliche” Molekile mit immunsuppressiven Eigenschaften, die
sich sehr spezifisch gegen bestimmmte Zelloberflachenproteine richten. Hierzu gehéren poly-
und monoklonale Antikérper wie das Anti-Lymphozytenserum oder Anti-T-Zell-Antikorper,
die ihre Zielzellen zerstéren und damit noch vergleichsweise unspezifisch agieren. Vor kiirze-
rer Zeit hinzugekommen sind monoklonale Antikérper und Fusionsproteine (Chiméren aus
Zelloberflachenproteinen und Antikdrpern), die gezielt die Funktion verschiedener Zellober-
flachenmolekiile blockieren, ohne die Zielzellen zu zerstéren, und damit hochspezifisch in die
Immunreaktion eingreifen konnen. Sie kommen damit dem idealen Immunusuppressivum am
néchsten, haben jedoch auch Nebenwirkungen bzw. Anwendungseinschrankungen. Biorea-

genzien sind Fremdeiweil3e, die allergische Reaktionen auslosen kénnen, denen zum Erhalt
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der Wirksamkeit mit konventioneller Immunsuppression begegnet werden muf [Schena, F.P.

(1997)]. AuRRerdem ist ihre Anwendung vergleichsweise sehr teuer.

6.2 Kleinmolekulare Immunsuppressiva — Cyclosporin A, FK 506, Rapamycin und

Leflunomid

Cyclosporin A, FK506, Rapamycin und Leflunomid wirken im wesentlichen hemmend auf
unterschiedliche Stadien der T-Zellaktivierung und haben damit einen recht spezifischen An-
griffspunkt innerhalb des Immunsystems. Sie verhindern aber eine Immunreaktion meist nur
fur die Dauer ihrer Einnahme und in dieser Zeit blockieren sie auch alle anderen T-Zell-ab-
héngigen Immunprozesse, was zu lebensbedrohlichen Infektionen fiihren kann. Auferdem

haben sie substanzspezifische Nebenwirkungen wie z.B. Nephro- oder Neurotoxizitat.

6.2.1 Cyclosporin A - systemisch und lokal

Cyclosporin A (CyA) ist ein sehr potentes Immunsuppressivum. Seine Anwendung hat die
Transplantation parenchymatdser Organe revolutioniert.

1976 wurde erstmals berichtet, dal CyA immunsuppressive Eigenschaften besitzt. Seither
konnte auf Grund seiner grof3en Potenz und Selektivitat die Kurz- und Langzeitprognose in
der Organtransplantation erheblich verbessert werden [Hess, A.D. (1994); Keown, P.A.
(1994)].

CyA ist ein lipophiler Metabolit des Pilzes Tolypocladium inflatum gams. Seine immun-
suppressive Wirkung beruht auf Hemmung der Expression des Interleukin-2(IL-2)-Gens.
Cyclosporin A verhindert durch Blockade der 1L-2-Gen-Expression die T-Zéellaktivie-
rung. Seine Anwendung hat die Transplantationsmedizin revolutioniert.

Im Zytosol bindet CyA an sogenannte Cyclophiline. Der entstehende Komplex hindert durch
Blockade der Ca**-abhangigen Signaltransduktion die Protease Calcineurin an der Produktion
nukledrer Bindungsfaktoren des IL-2-Gens, die fur dessen Transkription nétig sind. Neben
der Transkription des IL-2-Gens wird auch die des Interferon-y (IFN-y)- und anderer Zytokin-
gene gehemmt [Schreiber, S.L. und Crabtree, G.R. (1992)]. Durch die Hemmung der Zyto-
kinexpression wird die Allograftreaktion in ihrer Anfangsphase unterbunden. Es kommt nicht
zur Aktivierung und Vermehrung der T-Helferzellen und auch nicht zur klonalen Expansion
zytotoxischer T-Zellen [Hess, A.D. (1994); Keown, P.A. (1994)].
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In verschiedenen Tiermodellen 1aRt sich durch Behandlung mit CyA ein Transplantatiiberle-
ben trotz MHC-Inkompatibilitat erreichen, in einigen Modellen, z.B. Ratte und Schwein
konnte sogar nach kurzzeitiger CyA-Behandlung die Entwicklung einer spenderspezifischen
Toleranz gezeigt werden [Hess, A.D. (1994); Keown, P.A. (1994)]. Diese Erfolge lieRen sich
aber am Menschen noch nicht reproduzieren.

Zur Zeit ist CyA die wichtigste Sdule der Immunsuppression bei fast allen Formen der Zell-
und Organtransplantation. Zunehmend wird CyA auch in der Behandlung von Autoimmun-
krankheiten eingesetzt [Belin, M.W. et al. (1990); Keown, P.A. (1994)].

In der Ophthalmologie wird CyA systemisch zur Behandlung der endogenen Uveitis und ver-
schiedener okuldrer Manifestationen systemischer Erkrankungen eingesetzt, wie z.B. bei M.
Behcet, Sjogren-Syndrom und endokriner Orbitopathie [Belin, M.W. et al. (1990)].

CyA wird systemisch z.T. nach Hochrisikokeratoplastik eingesetzt, gesucht wird aber
nach geeigneten topischen Applikationsfor men.

Z.T. wird CyA systemisch nach Hochrisikokeratoplastik eingesetzt [Hill, J.C. (1995);
Reinhard, T. et al. (1996)]. Im allgemeinen ist aber der systemische Einsatz von CyA nach der
Keratoplastik nur schwer zu vertreten, da die Gabe mit potentiell lebensbedrohlichen Neben-
wirkungen einhergehen kann.

Deswegen gab und gibt es viele Bemuhungen, fiir die stark lipophile Substanz eine geeignete
topische Applikationsform zu entwickeln, die hohe lokale Wirkspiegel bei geringer systemi-
scher Absorption gewahrleistet. Es wurden verschiedene Ldsungsmittel [Hoffmann, F. und
Wiederholt, M. (1985)] und auch Kollagen-Schilde als Trager [Pleyer, U. et al. (1993)] sowie
verschiedene Formen der Verkapselung des Medikaments [Juberias, J.R. et al. (1998); Pleyer,
U. et al. (1993)] versucht. Dabei stellte sich heraus, dafl CyA topisch gegeben zwar beim Ka-
ninchen das Transplantatiiberleben deutlich verlangert, nicht aber bei der Ratte [Juberias, J.R.
et al. (1998)]. In Kklinischen Studien konnte die Wirksamkeit am Menschen nicht eindeutig
nachgewiesen werden [Belin, M.W. et al. (1990); Holland, E.J. et al. (1993); Reinhard, T. et
al. (1996)]. Einige Studien sprechen fiir eine gute Wirksamkeit, aber die groRe Collaborative
Corneal Transplantation Study konnte einen solchen Effekt nicht nachweisen [Hill, J.C.
(1995); Stark, W. et al. (1992)]. Somit ist die topische Anwendung von CyA nach Kera-

toplastik noch nicht etabliert.
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6.2.2 Tacrolimus (FK 506), Sirolimus (Rapamycin)

FK 506 und Rapamycin wurden im Tierexperiment erfolgreich zur Immunsuppresion
nach Keratoplastik eingesetzt.

Zu den neueren Immunsuppressiva gehort auch FK506, ein Makrolid. Seine Wirkungsweise
ist dhnlich der von CyA (s.0., 5.2.2). Es bindet an intrazellulare Immunophiline und verhin-
dert Uiber Blockade der Ca™*-abhangigen Signaltransduktion die Zytokingenexpression. Dies
fihrt zur Verhinderung der T-Zellaktivierung. Dabei ist FK506 zehn- bis hundertfach potenter
als CyA. Wichtige Nebenwirkungen von FK506 sind neben den allgemeinen Nebenwirkun-
gen immunsuppressiver Therapie Nephro- und Neurotoxizitat sowie Diabetogenizitét
[Fruman, D.A. et al. (1994); Gerber, D.A. et al. (1998); Hikita, N. et al. (1997); Morris, R.E.
(1995)]. Diese machen es, systemisch verabreicht, nicht zu einer Alternative nach Hornhaut-
transplantation. Offenbar penetriert FK506 aber bei topischer Applikation (in isotoner
ophthalmologischer Suspension) die okuldaren Gewebe ausreichend. Im Tierversuch ist eine
Wirksamkeit bei topischer Gabe ohne Nebenwirkungen durch systemische Absorption nach-
gewiesen [Hikita, N. et al. (1997)]. Sollte sich dies noch untermauern lassen, stellt FK506
eine Option bei der Behandlung der Immunreaktion am Auge dar. In Klinischen Studien
wurde FK506 am Auge noch nicht angewendet.

Rapamycin (RPM) gehort zur selben Substanzklasse wie FK506 und bindet ebenfalls in der
Zelle an Immunophiline. Allerdings bewirkt es hier nicht wie CyA und FK506 die Blockade
der Zytokinsynthese, sondern der Zellproliferation. Offensichtlich blockiert RPM die Wir-
kung von Zytokinen und einigen Wachstumsfaktoren und verhindert letztlich den Ubertritt
der Zellen von der G;- in die S-Phase. Dabei ist es vermutlich gut vertraglich, es befindet sich
z.Zt. in klinischen Phase I1-Studien. Auf Grund dieses von FK506 und CyA unterschiedlichen
Wirkmechanismus ist die Kombination dieser Medikamente sinnvoll, wie sich auch im syner-
gistischen Effekt in den Studien zeigt [Gerber, D.A. et al. (1998); Morris, R.E. (1995)].

Nach Keratoplastik wurde RPM bisher systemisch im Tierexperiment eingesetzt und fuhrte

dort zu signifikanter Verlangerung der Transplantatiiberlebenszeit [Pleyer, U. et al. (1998)].

6.2.3 Leflunomid

Leflunomid (LF, auch HWA 486), ein Isoxazolderivat, ist ein Prodrug mit dem aktiven Meta-
boliten A77 1726. Strukturell ist LF anderen Immunsuppressiva nicht verwandt [Bartlett, R.R.

et al. (1991)]. Seine immunsuppressiven Eigenschaften wurden 1978 entdeckt.
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Leflunomid hemmt T-Zellen vermutlich durch Blockade der Signaltransduktion und
wurde aufler in Klinischen Studien zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis auch
nach Keratoplastik im Tierexperiment erfolgreich eingesetzt.

Offensichtlich haben LF bzw. sein Metabolit mehrere Wirkorte auf subzellularer Ebene:

Zum einen hemmt LF das Schlisselenzyms der Pyrimidin-de-novo-Synthese, die Dihydro-
orotatdehydrogenase (DHODH). Diese nach Uridingabe reversible Wirkung 1aBt sich an T-
Lymphozyten der Maus bei relativ geringen Konzentrationen von A77 1726 nachweisen,
spielt bei hoheren Konzentrationen aber offensichtlich keine Rolle mehr [Bartlett, R.R. et al.
(1996); Elder, R.T. et al. (1997); Halloran, P.F. (1996)].

Zum zweiten hemmt LF in relativ hohen Konzentrationen die Tyrosinphosphorylierung der
Proteintyrosinkinase, die einen sehr frihen Schritt in der IL-2-abhangigen Signaltransduktion
darstellt [Bartlett, R.R. et al. (1996); Elder, R.T. et al. (1997)].

Auf die T-Lymphozyten der Maus wirkt LF durch diese zwei Mechanismen antiproliferativ
und hemmt deren Zytotoxizitéat [Elder, R.T. et al. (1997)].

Generell werden die Effekte verschiedener Zytokine durch LF stark abgeschwécht, obwohl
die Zytokinproduktion durch die Substanz nicht oder kaum gehemmt wird. Dies legt nahe,
dal? LF die Signaltransduktion der Zielzelle stort, was z.B. durch die Hemmung der Tyrosin-
kinase erklart werden kann [Bartlett, R.R. et al. (1996)].

Ferner verhindert LF die Adhasion von Leukozyten am Endothel. Offensichtlich geschieht
dies nicht durch verminderte Expression der Adhdsionsmolekile. Mdglicherweise spielt hier
ebenfalls Behinderung der Signaltransduktion eine Rolle [Bartlett, R.R. et al. (1996)].

LF hemmt die Produktion von Allo-, Auto- und Xenoantikorpern [Bartlett, R.R. et al. (1996)].
Im Tiermodell LF ist bei der Behandlung verschiedener Autoimmunerkrankungen wirksam.
Besonderes Augenmerk wird auf die Wirksamkeit von LF bei verschiedenen Arthritis-Mo-
dellen gelegt [Bartlett, R.R. et al. (1996); Halloran, P.F. (1996)]. Hier kommt es auch bereits
in klinischen Phase-I-, -11- und -I11-Studien bei rheumatoider Arthritis zur Anwendung, wo
sich gegeniiber Placebo eine Wirkung zeigte [Bartlett, R.R. et al. (1996)].

Auch in verschiedenen Transplantationsmodellen wurde LF erprobt [Bartlett, R.R. et al.
(1991); Bartlett, R.R. et al. (1996), Johansen, A. et al. (1998)]. Bei der Xenotransplantation ist
LF wirksamer als jedes andere immunsuppressive Agens allein. Ferner ist es in der Lage, bei

der Allotransplantation ablaufende AbstoRungsreaktionen zu unterbrechen, und hat einen
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deutlichen Effekt auf die sonst schwer zu behandelnde chronische AbstoRungsreaktion
[Bartlett, R.R. et al. (1991); Elder, R.T. et al. (1997)].

Am Auge wurde LF im Tiermodell bisher bei der Behandlung der experimentellen Autoim-
munuveitis und der Hornhauttransplantation eingesetzt [Coupland, S.E. et al. (1994);
Niederkorn, J.Y. et al. (1994); Robertson, S.M. und Lang, L.S. (1994); Smith Lang, L. et al.
(1992)]. Es zeigte sich eine eindeutige Wirkung im Sinne der Suppression der Autoimmuner-

krankung bzw. der Verzdgerung oder sogar Verhinderung der Transplantatabstof3ung.

6.3 Monoklonale Antikorper

6.3.1 Allgemeines zu Wirkung und Anwendung

Monoklonale Antikdrper werden von einem einzigen Zellklon produziert. Die produzierten
Antikorper sind folglich identisch und binden alle am selben, genau definierten Epitop eines
Antigens, haben alle die gleiche Affinitat zu diesem Epitop und sind alle vom gleichen Isotyp.
Sie sind also im Gegensatz zu polyklonalen Antiseren, die von verschiedenen Zellen gegen
das gleiche Antigen produziert werden, in ihren Eigenschaften und bzgl. der Antigenerken-
nung vollig einheitlich und damit besser definiert. Da sie nur eine einzige antigene Determi-
nante eines Antigens binden, stellt auch die Kreuzreaktivitat zu anderen Antigenen, die bei
polyklonalen Antikdrpern oft vorhanden ist, nur selten ein Problem dar.

In vivo sind Antikorper gegen ein einziges Epitop nur in sehr geringer Menge vorhanden, da
die produzierenden Zellklone nur aus relativ wenigen Zellen bestehen. Ihre Produktion in flr
diagnostische und therapeutische Zwecke ausreichend grofen Mengen wurde mdglich, als
Milstein und Koéhler die Fusion von antikérperproduzierenden Milzzellen mit unsterblichen
Myelomzellen der Maus zu sog. Hybridomzellen gelang. Die fusionierten Zellen produzieren
die monoklonalen Antikdrper in Gewebekulturen, Bioreaktoren oder Aszites von Mausen.

In der Transplantationsmedizin werden monoklonale Antikdrper zur gezielten Beeinflussung
der Immunantwort eingesetzt. Klinische Anwendung fanden bzw. finden poly- und monoklo-
nale Antikorper wie das Anti-Lymphozytenserum oder Anti-T-Zell-Antikorper, die ihre Ziel-
zellen zerstéren und damit noch vergleichsweise unspezifisch agieren.

Zunehmend auch klinisch angewendet werden neuere monoklonale Antikorper gegen ver-

schiedenste Zelloberflachenproteine, so z.B. das CD4- und CD8-Molekil und verschiedene
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Zelladhasionsmolekule. Diese neueren Reagenzien blockieren die Funktion ihrer Zielproteine
fur die Dauer ihrer Bindung, die Zellen werden dabei aber nicht zerstort.

Im Tierexperiment ist Toleranzentwicklung nach Transplantation bei der Anwendung von
monoklonalen Antikorpern hdufiger zu beobachten, allerdings bleibt gerade die Anwendung
der neueren Molekile noch weitgehend experimentell, nicht zuletzt wegen der trotz Neben-
wirkungen relativ hohen Zuverlassigkeit konventioneller Immunsupressiva [Qin, S. et al.
(1990); Waldmann, H. und Cobbold, S. (1993)].

6.3.2 Anti-CD4-Antikorper

Anti-CD4-Antikorper greifen an zentraler Stelle spezifisch in der Immunreaktion ein
und werden schon mit Erfolg klinisch angewendet.

CD4-spezifische monoklonale Antikdrper wurden erstmals 1983 gegen die CD4-Antigene des
Menschen und der Maus entwickelt [Dialynas, D.P. et al. (1983)]. Da CD4" T-Lymphozyten
eine zentrale Rolle in der Transplantatabstof3ung spielen (s.o., 2.1), und das CD4-Antigen nur
von wenigen anderen Zellpopulationen exprimiert wird und so einen relativ spezifischen An-
griffspunkt bietet, sind Antikorper gegen diese Struktur eine vielversprechende Mdoglichkeit
zur gezielten Immunsuppression bzw. Toleranzinduktion.

Anti-CD4-Antikorper werden in der Klinik heute in der Behandlung verschiedener Autim-
munerkrankungen z.T. mit Erfolg eingesetzt [Waldmann. H. und Cobbold, S. (1993)]. In der
Transplantationsmedizin gibt es ebenfalls einzelne erfolgreiche Versuche bei Nieren- sowie
Herztransplantation mit Anti-CD4-Antikorper aus der Maus und auch mit ,,humanisierten*
Antikorpern, bei denen die antigenbindenden Domanen des Maus-Antikorpers auf einen
menschlichen 1gG-Antikdrper verpflanzt sind [Delmonico, F.L. und Cosimi, A.B. (1996)].
Am Auge werden anti-CD4-Antikorper bereits klinisch bei der Behandlung der Uveitis einge-
setzt [Thurau, S.R. et al. (1994)]. AuRerdem wurden sie von verschiedenen Autoren in Tier-
modellen zur Behandlung der AbstoBungsreaktion nach Hornhauttransplantation erprobt. Dies
erfolgte z.T. systemisch und z.T. in topischer Anwendung [Ayliffe, W. et al. (1992);
Coupland, S.E. et al. (1995); He, Y. et al. (1991); Pleyer, U. et al. (1996); Williams, K.A. et
al. (1992)]. Auf die Ergebnisse wird in der Diskussion detailliert eingegangen.
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7. Fragestellung

Mit meiner Arbeit mochte ich zur Klarung des Mechanismus der Immunreaktion nach Kera-
toplastik beitragen. Die Frage nach der Effektorzelle der Abstof3ung ist noch nicht befriedi-
gend beantwortet. Mit der Antwort auf diese Frage konnte besonders bei Hochrisikokera-
toplastik eher eine wirkungsvolle, fir den Gesamtorganismus ungefahrliche Préavention bzw.
Therapie der Immunreaktion etabliert werden.

Diese Arbeit untersucht mit immunhistochemischen Methoden die die Rattenhornhaut nach
Keratoplastik unter immunsuppressiver bzw. tolerogener Therapie mit CyA, LF oder Anti-
CDA4-Antikdrpern infiltrierenden Zellen.

Es wird untersucht, wie sich durch die Therapie das Hornhautinfiltrat als immunhistologi-
sches Korrelat zum Klinisch beobachteten Erfolg der verschiedenen Therapieformen veran-
dert. In diesen Ergebnissen werden Hinweise darauf gesucht, welchen Zellpopulationen eine

zentrale Rolle in der Allograftreaktion zufallt.



