
Aus den Medizinischen Kliniken, Klinik für Innere Medizin I, 

Onkologie, Hämatologie, Klinische Immunologie und Rheumatologie, 

Universitätskliniken des Saarlandes, Homburg/Saar 

(Direktor: Prof. Dr. Michael Pfreundschuh) 

 

 

 

 

Die Bedeutung von 

„Leukocyte Function Associated Antigen-1“ 

(LFA-1) 

bei der Entstehung und im Verlauf der 

Graft-versus-Host Erkrankung: 

Untersuchung an LFA-1 defizienten Mäusen 
 

 

 

 

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin 

der Medizinischen Fakultät 

der UNIVERSITÄT DES SAARLANDES 

2006 

 

 

 

vorgelegt von: Claude Thilmany 

geb. am: 21. Mai 1975 in Luxemburg (Luxemburg) 



1. Tag der Promotion: 

 

2. Dekan: 

 

3. Berichterstatter: 



Inhaltsverzeichnis 

1. Zusammenfassung ...................................................................................  

2. Einleitung ..................................................................................................  

 2.1. Mechanismen der T-Zell-Aktivierung .................................................  

 2.2. „Leukocyte Function Associated Antigen-1“ (LFA-1) .........................  

   2.2.1. Aufbau und Funktion von LFA-1 .............................................  

   2.2.2. Bedeutung von LFA-1 im Rahmen der Leukozytenmigration ..  

   2.2.3. Bedeutung von LFA-1 im Rahmen der T-Zell-Aktivierung .......  

 2.3. Knochenmark- und Stammzelltransplantation ...................................  

   2.3.1. Geschichte der Knochenmark- und Stammzelltransplantation  

   2.3.2. Formen der Knochenmark- und Stammzelltransplantation .....  

 2.4. Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) ..............................................  

   2.4.1. Pathomechanismus der GvHD ................................................  

   2.4.2. Akute GvHD ............................................................................  

   2.4.3. Chronische GvHD ...................................................................  

   2.4.4. Prophylaxe der GvHD ..............................................................  

   2.4.5. Therapie der GvHD..................................................................  

 2.5. Fragestellung ....................................................................................  

3. Material und Methodik ..............................................................................  

 3.1. Mäuse ................................................................................................  

 3.2. Durchflusszytometrische Phänotypisierung .......................................  

 3.3. Zelltransplantation .............................................................................  

 3.4. Durchflusszytometrische Engraftment Kontrolle ................................  

 3.5. Statistische Analyse ..........................................................................  

4. Ergebnisse ...............................................................................................  

 4.1. Bedeutung der LFA-1 Expression auf Spenderzellen:  

   Major Histocompatibility (MHC) Inkompatibilität ................................  

   4.1.1. Transplantation von Milzzellen ................................................  

1 

3 

3 

6 

6 

8 

12 

14 

14 

16 

18 

18 

21 

26 

28 

33 

36 

37 

37 

38 

42 

46 

49 

50 

 

50 

51 



   4.1.2. Transplantation von Knochenmarkzellen ................................  

   4.1.3. Transplantation von Knochenmark- und Milzzellen .................  

   4.1.4. Syngene Kontrolltransplantation ..............................................  

 4.2. Bedeutung der LFA-1 Expression auf Spenderzellen: 

   minor Histocompatibility (miHC) Inkompatibilität 

   Transplantation von Milzzellen ..........................................................  

 4.3. Bedeutung der LFA-1 Expression auf Empfängerzellen: 

   Major Histocompatibility (MHC) Inkompatibilität 

   Transplantation von Knochenmark- und Milzzellen ..........................  

5. Diskussion ................................................................................................  

6. Literaturverzeichnis ..................................................................................  

7. Publikationen/Dank ...................................................................................  

8. Lebenslauf.................................................................................................  

54 

57 

60 

 

 

61 

 

 

64 

67 

76 

112 

114 

 



1. Zusammenfassung 

1 

1. Zusammenfassung 

Das „Leukocyte Function Associated Antigen-1“ (LFA-1) ist ein heterodimeres 

β2-Integrin, bestehend aus einer αL (CD11a)- und einer β2 (CD18)-Untereinheit. 

LFA-1 ist sowohl an der Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen, als auch 

an den Interaktionen zwischen Leukozyten untereinander beteiligt. Von 

besonderem Interesse ist hier die Bedeutung von LFA-1 beim Zusammenspiel 

von T-Zellen und Antigen-präsentierenden-Zellen. Die vorliegende Arbeit 

befasst sich mit der Rolle von LFA-1 im Rahmen einer Graft-versus-Host 

Erkrankung nach allogener Knochenmark- und/oder Milzzelltransplantation. In 

einer ersten Versuchsreihe wurden „major histocompatibility“ (MHC) und „minor 

histocompatibility“ (miHC) Inkompatibilität untersucht, indem Knochenmark- und 

Milzzellen von CD11a-genmutierten, LFA-1-defizienten und Wildtyp C57BL/6 

Mäusen (beide MHC-Genotyp H-2b) in letal bestrahlte BALB/c (MHC-Genotyp 

H-2d) und BALB.B (MHC-Genotyp H-2b) Mäuse transplantiert wurden. In einer 

zweiten Versuchsreihe wurde die Bedeutung von LFA-1 auf Antigen-

präsentierenden-Zellen des Empfängers untersucht. Hierzu wurden 

Knochenmark- und Milzzellen von BALB/c Mäusen in LFA-1-defiziente und 

Wildtyp C57BL/6 Mäuse transplantiert. Ein erfolgreiches Engraftment wurde 

mittels Fluoreszenzdurchflusszytometrie und Nachweis der MHC-Antigene des 

Spenders bei fehlenden MHC-Antigenen des Empfängers bestätigt. 

Sowohl bei der allogenen Transplantation zwischen MHC-inkompatiblen 

Mäusen (C57BL/6 nach BALB/c und BALB/c nach C57BL/6) als auch zwischen 

miHC-inkompatiblen Mäusen (C57BL/6 nach BALB.B) bestand kein 

signifikanter Unterschied in der Überlebenszeit zwischen LFA-1-defizienten und 

Wildtyp C57BL/6 rekonstituierten Mäusen. Wir schlussfolgern daraus, dass eine 

alleinige Inhibition von LFA-1 auf Spender oder Empfängerzellen nicht ausreicht 

eine letal verlaufende Graft-versus-Host Erkrankung zu verhindern. 
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The role of ‘leukocyte function associated antigen-1’ (LFA-1) in graft 

versus host disease: Investigation with LFA-1 deficient mice  

The ‘Leukocyte Function Associated Antigen-1’ (LFA-1) is a β2-Integrin, 

consisting αL (CD11a) and β2 (CD18) subunit. LFA-1 is involved in the process 

of adhesion of leukocytes to endothelial cells and in leukocyte interactions. Of 

special interest is the role of LFA-1 in the interaction with T-cells and antigen 

presentating cells. In this study we examined the role of LFA-1 in the context of 

Graft versus host disease after allogenic bone marrow and/or spleen-cell 

transplantation. In a first series we examined both Major histocompatibility 

(MHC) and minor histocompatibility (miHC) mismatch. Bone marrow and spleen 

cells from LFA-1-deficient and wildtype  C57BL/6 mice (both MHC Genotype 

H-2b) were transplanted in lethaly irradiated BALB/c (MHC Genotype H-2d) and 

BALB.B (MHC Genotype H-2b) mice. In a second series we examined the role 

of LFA-1 on antigen-presenting cells of the acceptor. Bone marrow and spleen 

cells were transplanted from BALB/c mice in LFA-1-deficient and wildtype 

C57BL/6 mice. A successful engraftment was proven by flow cytometry with 

determination of donor specific MHC antigen in the absence of acceptor specific 

MHC antigens on peripheral blood leukocytes. 

Both in allogenic transplantation between MHC incompatible mice (C57BL/6 to 

BALB/c and BALB/c to C57BL/6) and between miHC incompatible mice 

(C57BL/6 to BALB.B) we did not find a significant difference in survival-time 

between LFA-1-deficient and wildtype C57BL/6 reconstituted mice. We 

conclude from these facts that the exclusive inhibition of LFA-1 on donor or 

acceptor cells is not sufficient to prevent lethal graft-versus-disease. 
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2. Einleitung 

2.1. Mechanismen der T-Zell-Aktivierung 

Nach dem Eindringen pathogener Erreger in den menschlichen Organismus 

kommt es zu deren Phagozytose durch Makrophagen und neutrophile 

Granulozyten. Diesem Prozess folgt die Induktion der spezifischen 

Immunantwort. Antigen-präsentierende-Zellen (APC) nehmen das Antigen auf 

und migrieren zu den sekundären lymphatischen Organen. Hier wird das 

Antigen präsentiert (INABA et al., 1984; MCWILLIAM et al.; 1994, DE SMEDT 

et al., 1996; CELLA et al., 1997; BANCHEREAU et al., 1998). Neben den 

Zytokinen TNF-α, IL-1 und IL-6 sind es die Adhäsionsmoleküle E- und 

P-Selektin, die Integrine und DC-SIGN, die eine entscheidende Rolle bei der 

Aktivierung und Migration der APC einzunehmen (MACPHERSON et al., 1995; 

ROAKE et al., 1995; PRICE et al., 1997; GEIJTENBEEK et al., 2000; PENDL et 

al., 2002). 

T-Zellen sind die wichtigsten Vertreter des spezifischen Immunsystems. Am 

besten charakterisiert sind die CD4 positiven T-Helfer-Zellen und die CD8 

positiven zytotoxischen T-Zellen (KEENE et al., 1982; AHMED et al., 1988; 

VON HERRATH et al., 1996; SCHOENBERGER et al., 1998; BENNET et al., 

1998). Daneben finden sich auch seltenere Lymphozytenpopulationen, wie 

γδ T-Zellen, „Natural Killer“ (NK) Zellen und „Natural Killer“ T (NKT)-Zellen 

(LANIER et al., 1997; MALOY et al., 1998; MAIER et al., 2001). T-Zellen 

reagieren nur bei direktem Kontakt mit Antigenen. Naive T-Zellen wandern 

daher in einem Homing genannten Prozess zu den lymphatischen Geweben 

(BUTCHER et al., 1996). Bei Kontakt dieser naiven T-Zellen mit dem Antigen 

kommt es zur Proliferation und Aktivierung von T-Zell Klonen mit bestimmter 

Antigen-Spezifizität. Diese aktivierten Lymphozyten haben Effektorfunktionen 

und migrieren ins Gewebe, um dort mit Zielzellen zu interagieren. 
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Die spezifische Antigenpräsentation erfolgt durch den „Major Histocompatibility 

Complex“ (MHC) auf den APC. Der T-Zell-Rezeptor (TCR) erkennt Peptid- oder 

Lipidantigene, die an den MHC gebunden sind (GERMAIN et al., 1999; 

PORCELLI et al., 1999). Aufgrund der hohen Anzahl verschiedener Antigene 

hält unser Immunsystem eine riesige Zahl verschiedener T-Zellen mit 

unterschiedlichen TCR bereit (WAGNER et al., 1998; ARSTILA et al., 1999). 

Die Aktivierung naiver T-Zellen, welche zur klonalen Expansion führt, ist ein 

komplexer, mehrstufiger Prozess. Neben dem Antigen-spezifischen Signal, das 

durch Interaktion zwischen MHC und T-Zell-Rezeptorkomplex entsteht 

(Signal 1), sind zur T-Zell-Aktivierung zusätzliche kostimulatorische Signale 

(Signal 2) nötig (SCHWARTZ et al., 1992). Diese Signale werden unter 

anderem durch die Interaktion zwischen CD28 auf den T-Zellen und B7 auf den 

APC vermittelt (KENNEDY et al., 1994; SHINDE et al., 1996; BANCHEREAU et 

al., 1998). In Abwesenheit einer Kostimulation kommt es zur Apoptose der 

T-Zelle oder zu ihrer Anergie gegenüber dem Antigen (LAFFERTY et al., 1977; 

SCHWARTZ et al., 1992; MONDINO et al., 1996; MALISSEN et al., 1999). Vor 

allem CD28/B7 und LFA-1/ICAM-1 („Intercellular Adhesion Molecule-1“) werden 

kostimulatorische Funktionen zugesprochen (HARA et al., 1985; VAN 

SEVENTER et al., 1990; SHAHINIAN et al., 1993; LUCAS et al., 1995; 

LENSCHOW et al., 1996; SALOMON et al., 1998). Andere potentiell 

kostimulatorische Moleküle werden ebenfalls diskutiert (VAN SEVENTER et al., 

1990; SLIGH et al., 1993; SCHMITS et al., 1996; DEBENEDETTE et al., 1997; 

YOSHINAGA et al., 1999). 
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T-Zelle APC Funktionen 
CD28 
 
CTLA-4 

B7-1 (CD80) 
B7-2 (CD86) 

Kostimulation 
 
Inhibition 

ICOS B7RP Kostimulation ruhender Memory Zellen 
PD-1 PD-L1/PD-L2 Inhibition und anti-apoptotisches Signal 
4-1BB (CD137) 4-1BBL Th1 Differenzierung 
CD40 CD40L B7 Hochregulation 

Th1 Differenzierung 
OX40 (CD134) OX40L Th2 Differenzierung 
LFA-1 
ICAM-1 

ICAM-1 
LFA-1 

Adhäsion und Kostimulation 

ICAM-2,-3 DC-SIGN Kostimulation 
CD2 LFA-3 Adhäsion und Kostimulation 
VLA-4 VCAM-1 Adhäsion und Kostimulation 

Tabelle 1: Potentiell an der T-Zell-Kostimulation beteiligte Moleküle auf T-Zellen: Liganden 
auf APC und Funktionen 
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2.2. „Leukocyte Function Associated Antigen-1“ (LFA-1) 

2.2.1. Aufbau und Funktion von LFA-1 

Das „Leukocyte Function Associated Antigen-1“ (LFA-1) gehört, wie auch 

Mac-1 (CD11b/CD18), p150,95 (CD11c/CD18) und CD11d/CD18, zur Familie 

der β2-Integrine. Es ist ein heterodimeres Oberflächen-Glykoprotein, dessen 

αL-Untereinheit (CD11a) nicht-kovalent an die β2-Untereinheit (CD18) gebunden 

ist (HYNES, 1987; SPRINGER, 1990). β2-Integrine findet man ausschließlich 

auf Leukozyten (HOGG et al., 2002). 

Die Integrine sind gewebsspezifisch und spielen nicht in allen Organsystemen 

eine gleich wichtige Rolle. So scheint das Homing in die Milz unabhängig von 

Integrinen zu erfolgen, während diese beim Homing in die Lymphknoten nötig 

sind. Ein Hinweis hierfür ist die bei LFA-1-defizienten Mäusen beobachtete 

Splenomegalie und fehlende Abstoßung peripherer Tumorzellen bei normaler 

Immunantwort auf systemische Virusinfekte (SCHMITS et al., 1996). 

Integrin Expressionsort Liganden 

αLβ2 (LFA-1, 
CD11a/CD18) 

Alle Leukozyten, insbesondere 
Lymphozyten, Granulozyten, Monozyten, 
hämatopoetische Stammzellen 

ICAM-1,-2,-3,-4 und –5 

αMβ2 (Mac-1, CR3, 
CD11b/CD18) 

Knochenmarkzellen, aktivierte T-Zellen 
ICAM-1 und -2, Faktor X, 
Fibrinogen, C3bi 

αXβ2 (CR4, p150.95, 
CD11c/CD18) 

Dendritische Zellen Fibrinogen, C3bi 

αDβ2 (CD11d/CD18) Monozyten, Makrophagen, Eosinophile VCAM-1 ,ICAM-1 und –3 

Tabelle 2: Übersicht der ββββ2-Integrine: Gewebsverteilung und Liganden 

Integrine sind Adhäsionsmoleküle. Sie sind bei der Leukozyten-Endothelzell 

Adhäsion, Lymphozyten-Rezirkulation, T-Zell-Aktivierung sowie durch „Natural 

Killer“ (NK) Zellen vermittelten Zytotoxizität involviert (DAVIGNON et al., 1981; 

SANCHEZ-MADRID et al., 1982; SPRINGER, 1990; SPRINGER 1994; 
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STARLING et al., 1995). LFA-1 bindet an Mitglieder der 

Immunglobulinsuperfamilie, welche auf Leukozyten, sowie endothelialen und 

und epithelialen Zellen, exprimiert werden (PLOW et al.,  2000; HERMAND et 

al., 2000; TIAN et al., 2000; SPRING et al., 2001). Die I-Domain der 

αL-Untereinheit ist, zusammen mit der I-like Domain der β2-Untereinheit, 

entscheidend für die Bindung von LFA-1 an ICAM-1. 

 

Name Expressionsort 

ICAM-1 (CD54) 
Fast alle Zellen, insbesondere Lymphozyten und 
aktivierte Endothelzellen 

ICAM-2 (CD102) Endothelzellen, Lymphozyten und Thrombozyten 
ICAM-3 (CD50) Leukozyten 
ICAM-4 (LW blood group glycoprotein) Erythrozyten 
ICAM-5 (Telencephalin) Nervenzellen im ZNS 

Tabelle 3: „Intercellular Adhesion Molecules“: Gewebsverteilung einzelner Mitglieder der 
Immunglobulin Superfamilie mit LFA-1 Bindungskapazität 
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2.2.2. Bedeutung von LFA-1 im Rahmen der Leukozytenmigration 

Zur effektiven Immunabwehr müssen die Leukozyten an den Ort des 

Geschehens gelangen. Die Mechanismen der Migration von Leukozyten in 

parenchymatöse Organe im Rahmen von Inflammation ist noch schlecht 

verstanden (WYSOCKI et al., 2005). Besser untersucht ist das Homing naiver 

T-Zellen aus dem Blut zu den sekundären lymphatischen Organen. Dies 

geschieht in mehreren Phasen (SPRINGER et al., 1994) und erfolgt vor allem 

im postkapillären Bett und im venösen Schenkel des Blutkreislaufes 

(THURSTON et al., 2000).  

Nicht aktivierte Leukozyten zirkulieren im Blutstrom und haften nur schwach an 

andere Zellen. Damit eine stärkere Bindung zustande kommt, sind 

Adhäsionsmoleküle notwendig. Neben den Integrinen sind auch Selektine, 

Cadherine, Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie und Chemokine an der 

Leukozytenadhäsion beteiligt (ROSEN et al., 1994; RANSCHT et al., 1994, 

HOGG et al., 2003). 

In einem ersten Schritt werden die Leukozyten reversibel an die Endothelwand 

gebunden. Hauptmoleküle der Anbindung sind L-, E- und P-Selektin (KANSAS 

et al., 1996) und ihre Liganden. Das nachfolgende Leukozytenrolling entlang 

der Gefäßwand ist Voraussetzung für eine feste Adhäsion (LAWRENCE et al., 

1991; LINDBOM et al., 1992; VON ANDRIAN et al., 1992). Hierfür 

verantwortlich sind durch Proteoglykane im Gefäßlumen präsentierte 

Chemokine, die an ihre jeweiligen Rezeptoren binden und so Signale erzeugen 

welche die Adhäsion initiieren (CAMPBELL et al., 1998). Während der Phase 

der Adhäsion und auch der Migration binden Integrine (LFA-1, α4β1 und α4β7) 

an die endothelialen Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie, wie ICAMs, 

JAMs, VCAM und MAdCAMs (SRIRAMARAO et al., 1994; BERLIN et al., 1995; 

WAGNER et al., 1996; KIM et al., 1999; CYSTER et al., 1999, HOGG et al., 
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2003, EBNET et al., 2004). Im Rahmen der nachfolgenden transendothelialen 

Migration scheinen  Interaktionen zwischen Integrinen und junktionalen 

Adhäsions Molekülen (JAM), sowie CD31 und CD99 eine Rolle zu spielen 

(JOHNSON-LEGER et al., 2003). 

 

Naive T-Zelle im Blutstrom Blutfluß →→→→ 
 

 
Anbindung & Rolling 

 
Aktivierung 

 
Adhäsion 

 
Migration 

 
 
 
 
 
 
 L-Selektin sialyl Lewisx     VLA-4 α4β7 CCR LFA-1 VLA-4 α4β7    LFA-1     α4β1 
   4,7,9&10  
  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 sialyl Lewisx   E-/P-Selektin    VCAM-1 MAdCAM-1 CCL     ICAM-1 VCAM-1 MAdCAM-1 ICAM-1&2   (JAM-B/C) 
      PNAd    17,19,21,25&27    (JAM-A) 

 
 
 
 
Endothel 

Abbildung 1: Die vier Phasen der Leukozytenadhäsion: Neben den Integrinen sind auch 
Selektine, Cadherine, Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie und Chemokine an dem 
komplexen Prozess der Leukozytenadhäsion beteiligt (modifiziert nach HOGG et al., 2003) 

Durch die Modulation der Adhäsionsrezeptoren an der T-Zell Oberfläche 

werden stabile Bindungen der Adhäsionsmoleküle mit ihren Liganden möglich 

(SPRINGER et al., 1994; CARLOS et al., 1994). 

Hauptverantwortliches Integrin für die feste Adhäsion ist LFA-1 (WARNOCK et 

al., 1998). Kontinuierlich aktiviertes LFA-1 würde zur sofortigen Aggregation der 

zirkulierenden Zellen und somit zum embolischen Verschluss der Gefäße 

führen. Im Gegensatz zu den Selektinen, die dauerhaft aktiviert sind, müssen 
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Integrine daher kurzfristig aktiviert werden (CARMAN et al., 2003; SALAS et al., 

2004). Die Aktivierung von LFA-1 bedarf keiner Protein de novo Synthese und 

geschieht daher rasch (DUSTIN et al., 1989; VAN KOOYK et al., 1989).  Sie 

wird durch, von Endothelzellen präsentierte, Chemokine vermittelt. (SHAMRI et 

al., 2005). Die Aktivierung von LFA-1 führt, über intrazelluläre Signale („inside-

out“ signaling) zu einer Änderung der Avidität von LFA-1 durch 

Konformitätsveränderung. Diese wiederum wird durch die intrinsische Affinität 

von LFA-1 und seiner Dichte und Verteilung auf der Zelloberfläche (Valenz / 

Clustering / Avidität) gesteuert (CONSTANTIN et al., 2000; VAN KOOYK et al., 

2000; KATAGIRI et al. 2000; KRAWCZYK et al. 2002; SHIMAOKA et al., 2002); 

CARMAN et al., 2003; HOGG et al., 2003, SHIMONAKA et al., 2003). 
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Abbildung 2: „Inside-out“ Signaling der Integrine: Aktivierung von LFA-1 im Rahmen der 
Leukozytenmigration (modifiziert nach LUB et al., 1995) 
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ZAP70), GTPasen (Rap-1, Rho-

Familie), Myosin Leichtketten Kinase 
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PI3-Kinase, GTPasen (Rap-1), Rac-1, 
Vav-1, Calpain, intrazelluläres Calcium 
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Chemokin-
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2.2.3. Bedeutung von LFA-1 im Rahmen der T-Zell-Aktivierung 

Neben der Rolle als Adhäsionsmolekül zur Stabilisierung der T-Zell/APC 

Bindung (SIMS et al., 2002) hat LFA-1 auch eine kostimulatorische Funktion an 

der immunologischen Synapse (PRIBILA et al., 2004). Durch die Interaktion 

zwischen LFA-1 und den ICAMs kommt es zu einer Signalsendung ins 

Zellinnere und damit zur T-Zell-Stimulation (VAN SEVENTER et al., 1990; 

SLIGH JR. et al., 1993; LUB et al., 1995; SCHMITS et al., 1996; 

DEBENEDETTE et al., 1997). 

Dieses „Outside-inside Signaling“ durch Integrine könnte Funktionen wie 

Apoptose, Zytotoxizität, Proliferation, Differenzierung, Antigen-Präsentation und 

die spezifische Regulation der Transkription von Zielgenen und Zytokinen 

regulieren (VAN SEVENTER et al., 1990; SPRINGER 1990; VAN SEVENTER 

et al., 1991; MOY et al.,1992; BINNERTS et al., 1994; KOOPMAN et al., 1994; 

STARLING et al., 1995). Einen interessanten Ansatz bieten Untersuchungen an 

normalerweise nicht kostimulatorisch aktiven Zellen. Durch Transfektion mit 

MHC und ICAM-1 erlangen diese Zellen die Möglichkeit, T-Zellen zu aktivieren 

(ALTMANN et al., 1989; CAI et al., 1997). Ob es jedoch lediglich zu einer 

Verstärkung des Signal 1 kommt, oder ob ein echtes kostimulatorisches Signal 

2 gesendet wird, war lange umstritten (VAN SEVENTER et al., 1992; ARROYO 

et al., 1994; NI et al., 1999; ABRAHAM et al., 1999; SHIER et al., 1999; SIRIM 

et al., 2001), gilt jetzt jedoch als gesichert (HOGG et al., 2003). Die 

Kostimulation durch LFA-1/ICAM unterscheidet sich jedoch von der durch 

CD28/B7 (DUBEY et al., 1995; BACHMANN et al., 1997; NI et al., 2001; 

ABRAHAM et al., 2001). 
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Abbildung 3: „Inside-out“ und „Outside-in“ Signaling der Integrine: Aktivierung von LFA-1 
und Bindung an ICAM-1 im Rahmen der T-Zellaktivierung (modifiziert nach LUB et al., 1995) 
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2.3. Knochenmark- und Stammzelltransplantation 

2.3.1. Geschichte der Knochenmark- und Stammzelltransplantation 

Im Jahre 1949 konnte die Arbeitsgruppe um Jacobson  zeigen, dass durch 

Abschirmen der Milz, während der ansonsten letalen Bestrahlung einer Maus, 

ein Überleben des Tieres ermöglicht wird (JACOBSON et al., 1949). Einige 

Jahre später berichtete Ford, dass infundierte Knochenmarkzellen eine letal 

bestrahlte Maus schützen (FORD et al., 1956). 

Von Knochenmarktransplantationen am Menschen wird erstmals aus dem 

Jahre 1957 berichtet (THOMAS et al., 1957). Solche Transplantationen waren 

jedoch zu diesem Zeitpunkt nur bei eineiigen Zwillingen erfolgreich (THOMAS 

et al., 1959). 

Erste konkrete Transplantationsversuche mit allogenem Knochenmark an 

Hunden führten zu unterschiedlichsten Ergebnissen: von fehlendem 

Engraftment und Graft-Abstoßung, über Engraftment mit Graft-versus-Host 

Erkrankung (Graft-versus-Host Disease, GvHD) bis zu Engraftment ohne GvHD 

(THOMAS et al., 1962). Am erfolgreichsten waren Knochenmark-

transplantationen zwischen Hunden, die sich hinsichtlich ihres Hunde 

Leukozyten Antigen (Dog Leukocyte Antigen, DLA) nicht unterschieden 

(EPSTEIN et al., 1969). 

Der Grundstock für die moderne Transplantationsmedizin wurde erst durch das 

Bekanntwerden der Transplantationantigene und des Human Leukocyte 

Antigen (HLA) Systems gelegt. Diese Erkenntnisse ermöglichten es dem 

Nobelpreisträger E. D. Thomas, in den späten sechziger Jahren die ersten 

erfolgreichen allogenen Knochenmarktransplantationen am Mensch 

durchzuführen. Etwa zehn Jahre später folgten dann erste autologe 
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Knochenmarktransplantationen mit kryokonserviertem Eigenknochenmark 

(APPELBAUM et al., 1978). 

Die Zahl der weltweit durchgeführten allogenen Knochenmarktransplantationen 

stieg im weiteren Verlauf rasant an. Durch die Einführung internationaler 

Datenbanken für Knochenmarkspender wurde es auch möglich für Erkrankte 

ohne geeigneten Familienspender HLA-identische oder -ähnliche 

Knochenmarkspender zu identifizieren. 

Die Knochenmarktransplantation ist heute eine weit verbreitete und anerkannte 

Form der Therapie bei einer Vielzahl sowohl benigner als auch maligner 

Erkrankungen des hämato-onkologischen Formenkreises. So konnte man im 

Laufe der Jahre Erfahrungen bei aplastischer Anämie (CAMITTA et al., 1979), 

Thalassämie (THOMAS et al., 1982), Sichelzellanämie (VERMYLEN et al., 

1988) und Immundefekten (O’REILLY et al., 1989) sowie bei akuter myeloischer 

und lymphatischer Leukämie (THOMAS  et al., 1977), myelodysplastischem 

und myeloproliferativem Syndrom (O’DONNELL et al., 1987), insbsondere bei 

der chronisch myeloischen Leukämie (THOMAS et al., 1986), multiplem 

Myelom (REIFFERS et al., 1989), Non-Hodgkin Lymphomen (PHILIP et al., 

1987), M. Hodgkin (JAGANNATH et al., 1986), Mamma- (PETERS et al., 1988), 

Hoden- (NICHOLS et al., 1992) und Nieren-Karzinomen (BURK et al., 2001) 

sammeln. 
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2.3.2. Formen der Knochenmark- und Stammzelltransplantation 

Unter allogener Knochenmark- beziehungsweise Stammzelltransplantation 

versteht man die intravenöse Infusion von hämatopoetischen Stammzellen 

eines anderen Individuums. Ziel ist, entweder die Herstellung einer normalen 

Knochenmarkfunktion bei angeborenen Stoffwechselstörungen, oder die 

Behandlung maligner Erkrankungen. 

Sind Spender und Empfänger genetisch identisch (bei eineiigen Zwillingen), so 

handelt es sich um eine syngene Transplantation. 

Von einer allogenen Knochenmarktransplantation spricht man bei genetisch 

nicht identischem Spender und Empfänger. Findet man unter den Geschwistern 

einen HLA-identischen Spender, so ist dieser erste Wahl bei einer allogenen 

Transplantation. Ist dies nicht der Fall, so muss man auf einen HLA-identischen 

oder HLA-ähnlichen Fremdspender zurückgreifen. Auch bei dieser 

Transplantationsform kommt es zu einem dauerhaften Engraftment der 

Spenderzellen (GINGRICH et al., 1988). 

Ist kein HLA-ähnlicher Spender verfügbar, was heute bei weniger als 30 % der 

Patienten der Fall ist, so kann eine weniger kompatible, haploidentische 

Person, zum Beispiel Eltern und Kinder, als Spender dienen. Auch hier ist ein 

dauerhafter Transplantationserfolg möglich (HANSEN et al., 1980). Je größer 

der HLA-Unterschied, desto höher ist jedoch das Risiko für eine GvHD oder 

eine Transplantat-Abstoßung (BEATTY et al., 1985). 

Einige HLA-Phänotypen sind innerhalb einer bestimmten Bevölkerung häufiger 

vertreten als andere (BEATTY et al., 1988). Dennoch gestaltet sich die Suche 

nach einem geeigneten Spender oft schwierig und kann oft nur durch eine 

internationale, Datenbank gestützte, Suche realisiert werden. 
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Bei der autologen Transplantation sind Spender und Empfänger in einer Person 

vereinigt. Als Transplantat dient das eigene Knochenmark oder aus peripherem 

Blut gewonnene Stammzellen (DICKE et al., 1978). Von entscheidender 

Bedeutung ist hierbei die Tumorfreiheit des Transplantates. Es besteht ein 

vernachlässigbares Risiko für eine GvHD, jedoch fehlt auch der 

wünschenswerte Graft-versus-Leukemia (GvL), respektive Graft-versus-Tumor 

(GvT) Effekt. 

Ende der sechziger Jahre entwickelten E. D. Thomas und R. Storb die Technik 

zur Knochenmark-Gewinnung, welche auch heute noch in abgewandelter Form 

zur Anwendung kommt. Durch Aspiration wird Knochenmark aus hinteren und 

vorderen Anteilen der Os illiacae gewonnen (THOMAS et al. 1970). 

Als Alternative zur Knochenmarktransplantation besteht die Möglichkeit, 

periphere Stammzellen zu transplantieren. Hierbei ist das Sammeln und 

Konzentrieren von im peripheren Blut zirkulierenden hämatopoetischen 

Stammzellen nötig (KESSINGER et al., 1988). Um die Zahl der Stammzellen 

beim Spender zu steigern, werden unterschiedliche Methoden angewendet. 

Neben der Gabe von hämatopoetischen Wachstumsfaktoren (GIANNI et al., 

1989) führt auch eine zytoreduktive Chemotherapie zu einer Steigerung der 

Produktion von Blutstammzellen und deren Ausschwemmung in der 

Erholungsphase (TO et al., 1990). 

Auch im Nabelschnurblut finden sich hämatopoetische Stammzellen 

(BROXMEYER et al., 1989). Gluckman konnte 1989 die erste erfolgreiche 

Stammzelltransplantation mit aus Nabelschnurblut gewonnenen Stammzellen 

durchführen (GLUCKMAN et al., 1989). 
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2.4. Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) 

2.4.1. Pathomechanismus der GvHD 

Die allogene Knochenmark- oder Stammzelltransplantation soll in der Mehrzahl 

der Fälle nicht nur das hämatopoetische System des Transplantierten 

rekonstituieren, sondern auch eine Immunreaktion gegen residuelle 

Tumorzellen induzieren. Diese, als Graft-versus-Tumor (GvT) oder Graft-

versus-Leukemia (GvL) bezeichnete, allogene Immunantwort wird preferentiell 

durch CD4 positive und CD8 positive T-Zellen vermittelt. 

Jedoch werden nach Transplantation nicht nur Tumorzellen, sondern auch 

körpereigene Zellen des Empfängers als fremd erkannt. Die Graft-versus-Host 

Erkrankung (GvHD) ist eine typische Komplikation der allogenen Knochenmark- 

beziehungsweise Blut-Stammzelltransplantation. Es ist eine komplexe 

Erkrankung die in Inzidenz und Verlauf von vielen Faktoren beeinflusst wird. 

Bevorzugte Manifestationsorte der GvHD sind die Haut, der 

Gastrointestinaltrakt, die Lunge und die Leber. Andere Organe, wie zum 

Beispiel die Nieren, bleiben zumeist verschont (THOMAS et al., 1975). 

Das Phänomen einer GvHD wurde bereits 1916 beobachtet (MURPHY, 1916). 

Man begann jedoch gegen Ende der 50er Jahre des letzten Jahrhunderts die 

Pathomechanismen zu verstehen (BILLINGHAM et al., 1959). 
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Im Jahre 1966 wurden von Billingham drei Bedingungen für die Entstehung 

einer GvHD formuliert: 

1. Das Transplantat muss immunkompetente Zellen enthalten. 

Bereits vor über 35 Jahren erkannte man, dass Lymphozyten für die 

Entstehung einer GvHD verantwortlich sind (GOWANS, 1962). Heute weiß 

man, dass pathogenetisch vor allem die T-Zellen eine Rolle spielen. Je mehr 

T-Zellen das Transplantat enthält, desto schwerer verläuft die GvHD (KERNAN 

et al., 1986). 

2. Das Gewebe des Empfängers muss Alloantigene exprimieren, welche vom 

Spender nicht exprimiert werden. 

Die immunologische Identität eines Individuums wird durch sein Major 

Histocompatibility Complex (MHC) kodiert. Der MHC des Menschen wird als 

Human Leukocyte Antigen (HLA) bezeichnet. Das HLA, welches auf den 

Zelloberflächen aller kernhaltigen Zellen exprimiert wird, ist essentiell für die 

Aktivierung der T-Zellen und ist damit von entscheidender Bedeutung für das 

menschliche Immunsystem. Es bildet allerdings auch einen starken Stimulus für 

allogene T-Zellen (KRENSKY et al., 1990). 

Eine GvHD entsteht, wenn transplantierte Spender T-Zellen MHC oder miHC 

auf Antigen-präsentierenden-Zellen (APC) des Empfängers erkennen. 

Unterschiede im MHC von Spender und Empfänger sind die bedeutendsten 

Risikofaktoren bei der Entstehung einer GvHD. Jedoch kann es auch bei 

alleiniger minor Histocompatibility Complex (miHC) Inkompatibilität zu einer 

GvHD kommen (MATHE et al., 1979). Eine GvHD wurde auch bei syngenen 

Knochenmarktransplantationen beschrieben (HESS et al., 1989). 
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3. Der Empfänger darf nicht in der Lage sein, die transplantierten Zellen effektiv 

zu zerstören. 

Das nicht beeinträchtigte Immunsystem eines Gesunden würde die T-Zellen 

eines immunkompetenten Spenders unausweichlich als fremd erkennen und 

zerstören. In diesem Fall käme auch keine GvHD zustande. Anders ist es 

jedoch, wenn das Immunsystem des Empfängers geschädigt ist. Diese 

Situation entsteht zum Beispiel durch eine vor der Transplantation 

durchgeführte Konditionierung mittels Chemotherapie, Immuntherapie und/oder 

Bestrahlung. 
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2.4.2. Akute GvHD 

Die akute GvHD ist eine lebensbedrohliche Erkrankung für den Empfänger von 

Knochenmark oder Blutstammzellen. Sie kann alle Organe befallen, 

präferentiell aber den Gastrointestinaltrakt, die Leber und die Haut. Infektionen 

steigern das Risiko einer GvHD-Entwicklung. Die akute GvHD entwickelt sich 

innerhalb von Tagen, kann aber auch erst Monate nach der Transplantation 

auftreten. Die Inzidenz ist abhängig vom Grad der Histokompatibilität, der Zahl 

transplantierter Stammzellen und möglicherweise stattgehabter Infektionen. Art 

und Dosierung der durchgeführten Prophylaxe beeinflussen die Entstehung der 

GvHD (PRZEPIORKA et al., 1999). 

Die Diagnose bleibt weiterhin eine klinische, obwohl histologische Daten zur 

Verfügun stehen (SALE, 2005). 

Der Schweregrad einer GvHD ist klinisch jedoch oft nur schwierig 

einzuschätzen, entscheidet jedoch über die Prognose der Erkrankung. Sie wird 

unterteilt in Grad 0 - IV. Grad 0 entspricht dabei fehlender GvHD.  Grad I als 

milde Ausprägung geht mit lokalen Hautveränderungen einher. Der moderate 

Grad II ist gekennzeichnet durch generalisierte Hautveränderungen, oder lokale 

mit Darm- oder Leberbeteiligung. Die Grade I und II sind durch eine nur geringe 

Morbidität und fast keine Mortalität gekennzeichnet. Grad III entspricht einer 

schweren GvHD mit Haut-, Darm- und Leberbeteiligung. Grad IV ist 

lebensbedrohlich. Bei den ausgeprägten Symptomen der Grade III und IV sinkt 

die Überlebensrate stetig (DEEG et al., 1984). 
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Pathophysiologisch fasst man die GvHD im Allgemeinen in drei Phasen (zwei 

afferente, eine efferente) zusammen (DEVETTEN et al., 2004): 

1. Konditionierung 

Durch die Konditionierung mittels Chemotherapie und/oder Bestrahlung kommt 

es zu Aktivierung und Schädigung des Empfängergewebes, sowie zur Induktion 

von inflammatorischen Zytokinen, wie Tumor Nekrose Faktor TNF-α und 

Interleukin (IL)-1. Größere Proteine des  Empfängers werden durch APC in 

kleinere Fragmente gespalten. Diese antigenen Peptide binden an Klasse I 

oder Klasse II HLA-Moleküle und werden an der Oberfläche der APC als 

Peptid/HLA Komplexe (Alloantigene) präsentiert.  Duch die vermehrte 

Expression von MHC Antigenen kommt es zu einer verstärkten Erkennung von 

Empfänger MHC und/oder miHC Antigenen durch reife Spender T-Zellen 

(JAKSCH et al., 2005). 

Moleküle wie CD4, CD8, CD44 und Adhäsionsmoleküle modulieren die 

Interaktionen zwischen Effektor- und Zielzellen, indem sie den zellulären 

Kontakt und die Signalgebung verstärken (WEISS et al.,1987). 

Gleichzeitig kommt es durch die APC zu einer Freisetzung von Zytokinen, vor 

allem Interleukin-1, welches das Aktivierungssignal für CD4 positive Helfer 

T-Zellen des Spenders darstellt (RINGDEN 2005). 

2. Spender T-Zell Aktivierung 

Der Phase der Antigen Präsentation folgt die Aktivierung der T-Zellen. Hierzu ist 

ein zweites, kostimulatorisches, Signal nötig (JAKSCH et al., 2005). Mehrere 

kostimulatorische Moleküle, die bei der GvHD eine Rolle spielen, sind 

mittlerweise bekannt (YU et a., 1998; SAYEGH et al., 1998; DENTON et al., 
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1999; SALAMA et al., 2001). Im Rahmen der Aktivierung kommt es zu 

komplexen, rasch ablaufenden, intrazellulären Vorgängen, welche unter 

anderem zu einem Anstieg des freien zytoplasmatischen Calciums und zu einer 

Aktivierung der Protein Kinase C führen (NISHIZUKA et al., 1986; LUB et al., 

1995; VAN KOOYK et al., 2000).  

Auf die Aktivierung folgt die Phase der klonalen Expansion. Die aktivierten 

T-Zellen setzen große Mengen an Zytokinen, vor allem IL-2, frei, was zur 

Aktivierung von CD8-positiven zytotoxischen Zellen und zum Recruitment von 

Makrophagen und „Natural Killer“ (NK)-Zellen führt (KRENGER et al., 1997; 

SERODY et al., 1999). Ein Teil der aktivierten CD4-positiven T-Zellen 

produziert zusätzlich Interferon (IFN)-γ , welches die Expression von Klasse II 

MHC auf der Zelloberfläche von Epithelzellen und Makrophagen fördert. 

Dadurch kommt es zu einer weiteren Stimulation der T-Zellen und Aktivierung 

der NK-Zellen. Möglicherweise spielen auch humorale Immunmechanismen 

eine Rolle (RINGDEN 2005). 

3. Zelluläre und inflammatorische Effektor Phase 

Am Ende steht die Effektorphase. Die aktivierten Zellen greifen das Gewebe 

des Empfänger an und zerstören es durch zytotoxische T-Zellen und NK-Zellen. 

Hierfür stehen zwei Wege zur Verfügung: Perforin-Granzym vermittelte Zytolyse  

und FAS-FASL vermittelte Apoptose (LOWIN et al., 1994; VIA et al., 1996). 

Lipopolysaccharide (LPS), die durch die bei der Konditionierung geschädigte 

Darmmukosa, lecken stimulieren zusätzlich die Makrophagen, welche IL-1, 

TNF-α und NO freisetzen (JAKSCH et al., 2005). 

Zytokine treiben die immunologischen Reaktionen an, können sie aber auch 

hemmen. Sie spielen eine herausragende Rolle während aller Phasen der 

GvHD. Im Allgemeinen geht man davon aus, dass Th1-Zytokine (IL-2, IL-12 und 
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IFN-γ) die GvHD fördern, während Th2-Zytokine (IL-4 und IL-10) eher einen 

suppressiven Effekt haben (KRENGER et al., 1997). Allerdings gibt es auch 

Hinweise für eine protektive Wirkung der Th1-Zytokine (MURPHY et al., 1998). 

Daneben spielen verschiedene Chemokine und ihre Rezeptoren (MIP-1α, 

MIP-2, Mig, MCP-1, MCP-3, CCR1, CCR2, CCR5 und CXCR3) eine 

wesentliche Rolle (MURAI et al., 1999; SERODY et al., 2000; NEW et al., 2002; 

DUFFNER et al., 2003; JAKSCH et al., 2005). 

Abblidung 4: Drei-Phasen Modell der akuten GvHD: IL=Interleukin, TNF-α=Tumor Nekrose 
Faktor-α, LPS=Lipopolysaccharide, APC=Antigen präsentierende Zelle, IFN-γ=Interferon-γ, 
CTL=Zytotoxische T-Lymphozyten, NO=Stickoxid, GvHD=Graft-versus-Host Disease 
(modifiziert nach JAKSCH et al., 2005) 
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Die Migration der Spenderzellen während der GvHD konnte vor kurzem in 

einem Mausmodell untersucht werden. Innerhalb weniger Stunden nach der 

Transplantation wandern die Spender T-Zellen in die lymphatischen Gewebe, in 

denen allogene T-Zellen in den nächsten zwei bis drei Tagen expandieren. 

Zwischen drei und sieben Tage nach Transplantation steigt die Zahl der 

allogenen T-Zellen sowohl in den Zielgeweben der GvHD, wie 

Gastrointestinaltrakt, Leber, Lunge, Haut und Knochenmark, als auch in 

Geweben die nicht als klassiche GvHD Zielorgane angesehen werden, das 

heißt zentrales Nervensystem, Zahnfleisch und Nasenschleimhaut 

(PANOSKALTSIS-MORTARI et al., 2004). 

Klinisch manifestiert sich die akute GvHD meist zuerst an der Haut in Form 

eines juckenden makulo-papulösen Exanthems. Prädilektionsstellen sind die 

Handflächen, die Fußsohlen und die Ohren. Oft folgt eine Erythrodermie des 

ganzen Körpers mit Blasenbildung und Schuppung. Es kommt zu einer 

schweren, manchmal irreversiblen, Schädigung der Epidermis und der 

Haarfollikel. Häufig kommt es zu gastrointestinalen Symptomen mit Übelkeit, 

blutigem Durchfall, Bauchschmerzen und paralytischem Ileus. Auch eine 

Störung der Leberfunktion mit Hyperbilirubinämie, erhöhten Transaminasen und  

alkalischer Posphatase im Serum, pathologischen Gerinnungswerten und 

Ausbildung einer Enzephalopathie ist möglich. In schweren Fällen kann es zum 

Leberausfallskoma kommen. 
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2.4.3. Chronische GvHD 

Die chronische GvHD ist gekennzeichnet durch eine, trotz moderner 

Therapieansätze, körperweite Organschädigung und eine hohe Morbidität. 

Ursprünglich wurde die chronische GvHD als eine über den hundertsten Tag 

nach Knochenmarkstransplantation hinaus bestehende GvHD definiert. 

Zwischen Fortführung einer akuten GvHD, nach einem krankheitsfreien 

Intervall, und de novo Entstehung wurde nicht unterschieden (SULLIVAN et al., 

1981). Die für die chronische GvHD typischen Veränderungen können jedoch 

bereits vierzig bis fünfzig Tage nach der Transplantation auftreten. Die 

jeweiligen Zeitrahmen für die akute und die chronische Form der GvHD 

überlappen sich also. Dies macht eine Einteilung nach klinischen, 

histologischen und immunologischen Kriterien sinnvoller als nach der willkürlich 

gewählten Hundert-Tage-Grenze. 

Die akute GvHD ist ein wichtiger Prediktor für die Entstehung der chronischen 

Form. 70-80% der Patienten mit akuter Grad II-IV GvHD entwickeln eine 

chronische GvHD (OCHS et al., 1996). Hierfür gibt es mehrere 

Erklärungsmodelle: Die chronische GvHD ist die späte Erscheinungsform der 

alloreaktiven akuten GvHD, Folge von Gewebszerstörung durch die akute 

GvHD, Folge der Behandlung der akuten GvHD oder ein Epiphenomen, 

welches nicht ätiologisch mit der GvHD zusammenhängt (WAGNER et al., 

1998; WEINBERG et al., 2001; LEE, 2005). 

Der Übergang aus der akuten Form der Erkrankung, lichenoide 

Hautveränderungen sowie erhöhte Serum-Bilirubinwerte gelten als prognostisch 

ungünstig (WINGARD et al., 1989). Ein Großteil aller Patienten zeigt papulo-

squamöse Hautveränderungen ähnlich dem Lichen planus. Es finden sich 

Plaques, Schuppung, Depigmentation und Vitiligo. Die Zerstörung der 

Hautanhangsgebilde führt zu Alopezie und Nagelanomalien. Die schwere 
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chronische GvHD ähnelt dem Bild einer Sklerodermie. Gehäuft findet sich eine 

cholestatische Lebererkrankung, welche in einer Leberzirrhose gipfeln kann. 

Die schwere Mukositis des Mundes und der Speiseröhre führt nicht selten zu 

Strikturen, Malabsorption und Gewichtsverlust. Häufig findet man auch ein 

Sicca-Syndrom mit Atrophie und Trockenheit der Mucosa der Augen, des 

Mundes, der Atemwege und der Speiseröhre. Zusätzlich findet man pulmonale 

Insuffizienz, Bronchiolitis obliterans, Myositis und Neuropathien. Das 

Immunsystem ist fast immer mit betroffen, so dass die Patienten sehr anfällig 

für opportunistische Infektionen durch Bakterien, Viren und Pilze sind 

(RINGDEN, 2005). 

Auf der anderen Seite ist gerade bei der chronischen GvHD der GvL-Effekt am 

ausgeprägtesten (WEIDEN et al., 1981). 
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2.4.4. Prophylaxe der GvHD 

Eine ideale Prophylaxe erfüllt zwei wichtige Voraussetzungen: 

1. Selektive Anergie oder Toleranz der T-Zellen des Spenders gegenüber dem 

Empfänger nach Transplantation immunkompetenter Knochenmark- oder 

peripherer Blutstammzellen 

2. Vermittlung von Graft-versus-Tumor oder Graft-versus-Leukemia (GvL) 

Effekten durch die T-Zellen des Spenders 

Man geht davon aus, dass die Schädigung des Spendergewebes durch die 

Konditionierung mit für die Entsehung der GvHD verantwortlich ist. Hierfür 

spricht, dass eine nicht myeloablative Konditionierung zu einer Reduktion in der 

Inzidenz der GvHD führt (COURIEL et al., 2004). 

Die am häufigsten prophylaktisch angewendeten Maßnahmen sind jedoch die 

Anwendung pharmakologischer Substanzen sowie die ex vivo T-Zell Depletion 

der Spenderzellen (BRUNNER et al., 2003). 

Die Behandlung mit Cyclosporin A (CsA) und Methotrexat ist die derzeit 

wirkungsvollste medikamentöse Prophylaxe (RINGDEN et al., 1992). Eine 

zusätzliche prophylaktische Gabe von Glucocorticoiden scheint keinen 

prognostischen Vorteil zu bieten (CHAO et al., 1999). Ergänzend werden 

antiproliferative Substanzen wie Tacrolimus, Azathioprin, Mycophenolat Mofetil 

(MMF) oder Rapamycin (Sirolimus), die die klonale Expansion der aktivierten 

T-Zellen verhindern, mehr oder weniger erfolgreich eingesetzt (JOLIVET et al., 

1983; MEISER et al., 1991; MORRIS et al., 1991; WATSON et al., 1999; 

KAHAN et al., 1999; MCALISTER et al., 2000; NASH et al., 2000; KIEHL al., 

2002; MCSWEENEY et al., 2003; NASH et al., 2003). Die Kombinationen 
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mehrerer Substanzen zeigt möglicherweise eine besseren Wirkungsgrad als die 

Therapie mit einer einzigen Substanz allein, steigert jedoch auch die 

Gesamttoxizität. Der Langzeiteffekt ist zum Teil nur unzureichend klinisch 

untersucht. 

Neben der klassischen in-vitro T-Zell Depletion (MITSUYASU et al., 1986; DE 

WITTE et al., 1986) stehen heute auch die ex-vivo Selektion CD34 positiver 

Veto-Zellen (RACHAMIN et al., 1998; AVERSA et al., 2002) sowie die gezielte 

Nutzung einer Inkompatibilität zwichen inhibitorischen NK-Zell Rezeptoren und 

Spender NK-Zellen (RUGGERI et al., 1999; RUGGERI et al., 2002). Eventuell 

sind bei letztgenannten Vefahren unerwünschte Nebenwirkung, wie EBV-

induzierte lymphoproliferative Erkrankungen und fehlende GvL, weniger 

ausgeprägt (DEVETTEN et al., 2004). 

Zur in-vivo T-Zell Depletion wurde bisher am häufigsten das polyklonale 

Antithymozyten Globulin (ATG) angewandt (REMBERGER et al., 2002; 

DUGGAN et al., 2002, MEIJER et al., 2003). 

Die prophylaktische Anwendung monoklaner Antikörper scheint eine 

vielversprechende Option hierzu zu sein (HOWS et al., 1993; CHAKRABATI et 

al., 2003). Einen neuen Ansatz in dieser Richtung bietet der Einsatz von 

monoklonalen Campath-1H Antikörpern (Alemtzumab) gegen CD52 (HALE et 

al., 1998; PEREZ-SIMON et al., 2002). Dieser Antikörper scheint zusätzlich 

Spender-APC zu depletieren (BUGGINS et al., 2002). Dies ist interessant, da 

auch die Inaktivierung von Empfänger APC zu einer GvHD-Prävention 

beitragen kann (SHLOMCHIK et al., 1999). 

Weitere Wege Empfänger APC auszuschalten bestehen in der extrakorporalen 

Photophorese (MILLER et al., 2004) und der Blockierung kostimulatorischer 

Signale (GRIBBEN et al., 1996; GUINAN et al., 1999). Gut untersucht ist hier 
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vor allem der CD28/B7 Komplex (SCHWARTZ et al., 1992; LENSCHOW et al., 

1992; BLUESTONE et al., 1996). Ein Großteil der Untersuchungen zu dieser 

Einheit wurde anhand monoklonaler Antikörper durchgeführt. Mäuse, welche 

Spenderzellen von CD28 Knockout Mäusen erhielten, entwickelten, trotz 

Proteindefizienz und verminderter ex vivo Proliferation in Gegenwart von 

allogenen Zellen in der „mixed lymphocyte reaction“ (MLR), eine GvHD 

(SHAHINIAN et al., 1993; BLAZAR et al., 1999; MAIER et al., 2001). Die 

systemische in vivo Blockierung der CD28/B7 Interaktionen führte zu einer 

Verminderung der GvL Reaktion (KAWAI et al., 1996; BLAZAR et al., 1997; 

SPEISER et al., 1997). 

Zum Anwendungsspektrum der monoklonalen Antikörper gehört auch die 

Blockierung kostimulatorischer Signale (MURPHY et al., 1999; OGAWA et al., 

2001) durch Infusion von CTLA-4-Ig (GUINAN et al., 1999) oder monoklonale 

anti-CD40L (CD154) Antikörper (BLAZAR et al., 1997; SEUNG et al., 2000). 

Eine weitere oft angewandte prophylaktische Maßnahme ist die in vitro 

T-Zellen-Depletierung des Spenderknochenmarks durch anti-CD2, anti-CD3, 

anti-CD5 und anti-CD8 (FILIPPOVITCH AH, 1982; MITSUYASU RT et al., 

1986; ANTIN JH et al., 1991). Diese führt zwar zu einer Verminderung der 

Inzidenz der GvHD aber auch zu einer erhöhten Rate an Graftverlusten und zu 

einer erhöhten Rezidivrate maligner Grunderkrankungen durch Fehlen einer 

GvT/GvL Reaktion (HOROWITZ et al., 1990). Durch die verzögerte, 

fraktionierte Gabe der T-Zellen des Spenders nach Konditionierung und 

Transplantation von T-Zell depletiertem Knochenmark versucht man eine 

Abschwächung der GvHD zu erreichen, ohne dabei auf eine GvT/GvL Reaktion 

verzichten zu müssen (BARRETT et al., 1997). Neuere Daten zeigen für dieses 

Verfahren eine verzögerte GvHD bei allerdings weiterhin beträchtlicher 

Morbidität und Mortalität.  
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Ein weiterer Ansatz liegt in der Blockierung inflammatorischer Zytokine mittels 

IL-1 Rezeptor Antagonisten (MCCARTHY et al., 1991), monoklonaler 

anti-TNF-α Antikörpern, wie Infliximab oder Adalimumab, löslicher TNF 

Rezeptoren, wie Etanercept (HOLLER et al., 1995), sowie IL-2 Rezeptor 

Antagonisten (BLAISE et al., 1991; ANASETTI et al., 1991). 

IL-18 ist ein erst vor einigen Jahren entdecktes Zytokin, welches bei der akuten 

GvHD erhöht ist. Erstaunlicherweise führte die Blockade diese Interleukins im 

Tierversuch allerdings zu einer Steigerung der GvHD bedingten Mortalität 

(REDDY et al., 2001). Die Gabe von IL-18 an Stammzellspender vor der 

Transplantation scheint hingegen einen protektiven Effekt zu haben (JAKSCH 

et al., 2005). Die Gabe von IL-18 erhöhte die Überlebensrate bei der 

CD4+-vermittelten GvHD, erniedrigte sie jedoch bei der CD8+-vermittelten Form 

(MIN et al., 2004). 

Bei Mäusen konnte ferner gezeigt werden, dass CD4+/CD25+ regulatorische 

T-Zellen (Treg) wichtige Regulatoren der GvHD sind, die Expansion 

alloreaktiver T-Zellen supprimieren, und damit eine letale GvHD verhindern 

können (TAYLOR et al., 2002). Der Stellenwert beim Menschen ist noch unklar; 

die positiven Effekte scheinen sich aber auch hier zu bestätigen (MARTIN et al., 

2004; STANZANI et al., 2004, BLAZAR et al., 2005). 

Keratinozyten Wachstumsfaktor (Keratinocyte Growth Factor, KGF) scheint 

ebenfalls eine protektive Wirkung zu zeigen (PANOSKALTSIS-MORTARI et al., 

1998). 

Einen weiteren Ansatz bietet die Blockade des MHC durch Verhinderung der 

Bindung an den T-Zell-Rezeptor (SCHLEGEL et al., 1996). 
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Auch die Infusion von Spender NK-Zellen klingt vielverprechend. Im Mausmodel 

führt sie zu einer Reduktion der GvHD. Erfahrungen beim Menschen fehlen. 

Hierzu werden derzeit klinische Studien durchgeführt (RUGGERI et al., 2002). 

Desweiteren stehen bei Mäusen Substanzen zur Antagonisierung von 

Lypopolysacchariden (LPS) (COOKE et al., 2001) und speziellen Zytokine (IL-2, 

IL-11 und IL-12) zur Bevorzugung der Th2 Antwort (WANG MG et al., 1999; 

HILL et al., 1998; SYKES et al., 1995) zur Verfügung. 

Zur Prophylaxe der chronischen GvHD konnte an einem kleinen Kollektiv ein 

positiver Effekt durch extrakorporale Photoporese erreicht werden (CHAN et al., 

2003). Bisher konnte für andere Therapien keine präventive Wirkung gezeigt 

werden (LEE, 2005). 
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2.4.5. Therapie der GvHD 

Die Basistherapie der akuten GvHD besteht in der Behandlung mit 

Corticosteroiden. Die zusätzliche Gabe von monoklonalen anti-CD5 Antikörpern 

(CAHN et al., 1995) oder anti-CD5 Immunotoxin (MARTIN et al., 1996) scheint 

keine prognostischen Vorteil zu bringen. 

Bei steroid-resistenter akuter GvHD gibt es derzeit keine allgemeingültigen 

Standards zum weiteren Vorgehen. Bisher wurde am häufigsten ATG mit 

wechselndem Erfolg eingesetzt (ARAI et al., 2002; MACMILLAN et al., 2002). 

Anderere therapeutische Ansätze sind die Gabe von Pentostatin (BOLANOS-

MEADE et al., 2002),  Rapamycin (BENITO et al., 2001), sowie IL-1 Rezeptor 

Antagonisten (ANTIN et al., 1994; MCCARTHY et al., 1996). 

Zu den monoklonalen Antikörpern gehören monoklonale anti-TNF-α Antikörper 

(Infliximab) (COURIEL et al., 2004) und lösliche TNF Rezeptoren Etanercept 

(ANDOLINA et al., 2000; UBERTI et al., 2003).  

Zusätzlich untersucht werden IL-2, anti-CD3 und anti-CD7 Immunotoxine (HO 

et al., 2002; VAN OOSTERHOUT et al., 2000), sowie cA2, ein weiterer anti-

TNFα Antikörper (URRA et al., 2001). 

Eine andere Möglichkeit die GvHD zu kontrollieren sieht man in der in vivo 

Depletion der T-Zellen nach der Effektorphase. Erreicht wird dies durch 

Implementierung von Suizid-Vektoren in die T-Zellen des Spenders und 

Ganciclovir Gabe bei Ausbruch der Erkrankung (BONINI et al., 1997). Diese 

Methode ist jedoch sehr aufwendig und wenig praktikabel. 
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Weitere therapeutischen Optionen bieten die Verwendung von monoklonalen 

Antikörper gegen IL-2 Rezeptor Untereinheiten (HERVE et al., 1990), sowie 

anti-FasL Antikörper (MIWA et al., 1999). Monoklonale anti-FasL vermindern 

signifikant die Ausprägung einer GvHD im Mausmodell (HATTORI et al., 1998). 

Hierzu steht bei Menschen Daclizumab zur Verfügung  (PRZEPIORKA et al., 

2000). Eine neuer Studie zeigte hier allerdings eine schlechtere 100-Tage 

Überlebensrate, die zum Abbruch der Studie führte (LEE et al., 2004). 

Ebenfalls möglich ist das Ausschalten von Adhäsionsmolekülen durch 

monoklonale anti-LFA-1 Antikörper (STOPPA et al., 1991). Diese konnten in 

mehreren Untersuchungen eine GvHD verhindern oder zumindest 

abschwächen (HARNING et al., 1991). Untersuchungen zur Transplantation 

solider Organe legen nahe, dass die beobachteten Effekte, auf die fehlende 

oder verzögerte Adhäsion der alloreaktiven Lymphozyten zurückzuführen ist. 

Ein entsprechender humaner Antikörper steht mit Efalizumab zur Vefügung 

(CRAIG, 2003). Weiter sind der monoklonale anti-CD3 Antikörper Visilizumab  

und der monoklonale anti-CD147 Antikörper ABX-CBL mit Wirkung gegen 

aktivierte T-Zellen verfügbar (DEEG et al., 2001; CARPENTER et al., 2002). 

Letztgenannte Substanzen konnten ihre Wirkung bei der Behandlung der 

akuten Steroid-resistenten GvHD bereits unter Beweis stellen (BRUNER et al., 

2003). Auch ein monoklonaler anti-CD2 Antikörper steht zur Vefügung 

(PRZEPIORKA et al., 1998). 

Ein weiteres Verfahren zur Therapie der akuten GvHD stellt die extrakorporale 

Photopharese dar (GREINIX et al., 2000; DALL’AMICO et al., 2002). 

Ein Fallbericht zeigte positive Effekte durch Infusion mütterlicher 

mesenchymaler Stammzellen (LE BLANC et al., 2004). 
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Zur Behandlung der chronischen GvHD stehen im wesentlichen ähnliche 

Verfahren zur Verfügung, wie sie zur Prävention und Behandlung der akuten 

Form eingesetzt werden. Im Einzelnen sind das Steroide (SULLIVAN et al., 

1981), Pentostatin (JACOBSON et al., 2001; GOLDBERG et al., 2003), 

Hydroxychloroquin (LEE, 2005), Mycophenolat Mofetil (WOOD et al., 2003), 

Rapamycin (Sirolimus) (JOHNSTON et al., 2005), Daclizumab 

(WILLENBACHER et al., 2001), Alemtuzumab (LEE, 2005), Etanercept 

(CHIANG et al., 2002), Rituximab, ein chimärer murin-humaner CD20 

Antikörper (RATANATHARATHORN et al., 2003; CANNINGA-VAN DIJK et al., 

2004), sowie die Empfänger-Depletion mit Treg-Zellen (ANDERSON et al., 

2004). Viele Verfahren werden zur Zeit erst untersucht, und ihre Wirksamkeit ist 

noch unklar. 
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2.5. Fragestellung 

Zahlreiche Untersuchung zur Bedeutung von LFA-1 für die in vivo Modulation 

der Immunantwort liegen vor. Verwendet wurden in den meisten Fällen gegen 

LFA-1 gerichtete monoklonale Antikörper. Die Ergebnisse der einzelnen 

Untersuchungen sind divergent, zum Teil sogar widersprüchlich. Zusätzlich 

bergen die verwendeten Antikörper die Gefahr, Zellen unspezifisch zu 

aktivieren oder zu depletieren. 

Die Verwendung von Knockout Mäusen ermöglicht uns, gezielt die in vivo 

Funktion von LFA-1 und die Auswirkungen seines Fehlens zu untersuchen. 

Mögliche Störeinflüsse, wie sie bei der Gabe von monoklonalen Antikörpern 

auftreten können, werden so weitgehend vermieden. Als Modell wurde die 

Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) im Rahmen einer Knochenmark-

/Stammzelltransplantation gewählt. Untersucht werden soll die Entwicklung 

einer GvHD bei LFA-1-defizienten/CD11a-genmutierten Mäusen im Vergleich 

zu Wildtyp Mäusen im Hinblick auf eine mögliche kostimulatorische Funktion 

von LFA-1. Folgende Punkte wurden im einzelnen überprüft: 

1. Bedeutung von LFA-1 auf Spenderzellen des Knochenmarks mit wenig 

T-Zellen. 

2. Bedeutung von LFA-1 auf Spenderzellen der Milz mit sehr hohem T-Zell-

Anteil. 

3. Bedeutung von LFA-1 auf Spenderzellen bei MHC-identischen, miHC-

divergenten Empfängertiere. 

4. Bedeutung von LFA-1 auf Empfängerzellen bei MHC-divergenter 

Transplantation von Milzzellen. 
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3. Material und Methodik 

3.1. Mäuse 

Die verwendeten CD11a-genmutierten/LFA-1-defizienten und Wildtyp C57BL/6 

(beide MHC-Genotyp H-2b) Mäuse stammten aus der eigenen Nachzucht, der 

von Rudolf Schmits etablierten CD11a-genmutierten Mauslinie (SCHMITS et 

al., 1996). Die CD11a-genmutierten Mäuse wurden aus der ES-Zelllinie E14K 

aus 129J-Mäusen (H-2b) erstellt. Bei Übernahme der Mauslinien waren die 

CD11a-genmutierten Mäuse 6-8 mal in C57BL/6 (H-2b) zurückgekreutzt. CD11a 

homozygot-genmutierte Mäuse zeigen keine CD11a Expression. Die CD18 

Expression ist auf das für die anderen β2-Integrine zu erwartende Niveau 

vermindert. Die Expression von Mac-1 ist nicht beeinträchtigt. LFA-1-defiziente 

Mäuse sind lebensfähig, fertil, entwickeln sich normal und sind nicht besonders 

anfällig gegenüber Infektionskrankheiten. Als Hinweis auf einen Lymphozyen 

Homing Defekt weisen LFA-1-defiziente Mäuse jedoch nur sehr kleine 

periphere Lymphknoten und eine Splenomegalie auf (SCHMITS et al., 1996) 

Die BALB/c (MHC-Genotyp H-2d) und BALB.B (MHC-Genotyp H-2b) Mäuse 

wurden von der Firma Harlam Winckelmann, Borchen mindestens eine Woche 

vor der Transplantation bezogen. 

Die für die Transplantation benötigten Tiere aus der normalen Tierhaltung 

wurden eine Woche vor dem geplanten Transplantationstermin aussortiert und 

in autoklavierten Käfigen mit sterilem Streu, Futter und Trinkwasser gehalten. 

Dem Trinkwasser wurde Ciprobay® (Ciprofloxacin, Bayer, Leverkusen) in einer 

Dosierung von 0,1 mg/ml zugesetzt. 



3. Material und Methodik 

38 

3.2. Durchflusszytometrische Phänotypisierung 

Eine der Schwanzvenen wurde mit Hilfe einer Skalpellklinge angeschnitten und 

20 µl Blut in eine heparinisierte Glaskapillare aufgenommen. Für die 

phänotypische Charakterisierung der Mäuse wurde das Schwanzvenenblut 

nach Antikörperfärbung durchflusszytometrisch untersucht. 

Hierzu wurde das Blut in einem 5 ml FACS-Röhrchen mit 100 µl FACS Puffer 

vermischt. Zur Herstellung des FACS Puffers wurden 500 ml PBS, Calcium und 

Magnesium frei, mit: 

- 20 ml einer 0,5-molaren EDTA-Lösung, pH 8,0 (Sigma, St. Louis, MO, USA) 
- 5 ml einer 1,5-molaren NaN3-Lösung (Merck, Darmstadt) 
- 5 g Rinderalbumin (Merck, Darmstadt) 

versetzt. 

Das verdünnte periphere Blut wurde nachfolgendend mit 4 µl der anti-CD11a 

Antikörperlösung inkubiert. Verwendet wurden monoklonale Fluorescein 

Isothiocyanat (FITC) konjugierte Ratten anti-Maus CD11a (Integrin αL Kette, 

LFA-1 α Kette) Antikörper (PharMingen, San Diego, CA, USA): 

- Katalognummer: 01844D, 0.5 mg 
- Klon: M17/4 
- immunogen: sekundär zytotoxische T-Zellen aus der Milz von C57BL/6 Mäusen 
- Isotyp: Ratte (Wistar/Furth) IgG2a,κ 
- Inhalt: FITC-konjugiertes Immunglobulin in 50 mM Tris-Puffer, pH 8,0 mit 150 mM NaCl und 
0,09% (w/v) Natriumazid. 

Nach gutem Mischen kam das Gemisch für zwanzig Minuten auf Eis. Nach 

dieser Inkubationszeit wurden 2 ml des 1:10 verdünnten FACSTM Lysis 

Konzentrates (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ USA) zur Erythrozytolyse 

hinzugegeben. Nach einer fünfminütigen Inkubationszeit wurden die FACS-

Röhrchen mit 3 ml FACS Puffer aufgefüllt und dann bei 1100 U/min während 



3. Material und Methodik 

39 

zehn Minuten zentrifugiert. Der resultierende Überstand wurde verworfen, und 

nach Auffüllen mit 5 ml FACS Puffer folgte ein erneutes Zentrifugieren der 

Zellsuspension bei 1100 U/min über zehn Minuten. Erneut wurde der Überstand 

verworfen. 

In einem letzten Schritt wurden die Zellen mit 100 µl zweiprozentigem 

Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt) fixiert. 

Zur durchflusszytometrischen Untersuchung wurde das Gerät FACScanTM 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ USA) verwendet. Auf der Softwareseite 

kamen das Programm Lysis II Version 1.1 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, 

NJ, USA) unter dem HP Pascal 3.22 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA, USA) 

Betriebssystem und das Programm Cellquest Version 3.1 (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ, USA) unter dem Betriebssystem Macintosh System 

Software 7.6.1 (Apple, Cupertino, CA, USA) zum Einsatz. 

In einem Probedurchlauf wurden einige zehntausend Zellen eingelesen. Es 

folgte die Eingrenzung der Lymphozytenpopulation (Region R1). Innerhalb der 

Lymphozytenpopulation wurden anschließend jeweils 10.000 Zellen pro Ansatz 

ausgewertet. 
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Abbildung 5: Durchflusszytometrische Analyse CD11a-genmutierter Mäuse: Eingrenzung 
der Lymphozytenpopulation nach SSC/FSC-Profil zur weiteren Analyse 

Die Differenzierung zwischen CD11a-genmutierten und Wildtyp Mäusen 

erfolgte anhand der in Form von Histogrammen (Abszisse: FL1-H Fluoreszenz-

intensität, Ordinate: Zellzahl) dargestellten Daten. 
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 Positivkontrolle Negativkontrolle 
 Wildtyp Maus CD11a-/- genotypisierte Maus 

  

 C57BL/6 CD11a+/- C57BL/6 CD11a-/- 
 heterozygot CD11a-genmutierte homozygot CD11a-genmutierte 
 CD11a exprimierende Maus CD11a exprimierende Maus 

  

Abbildung 6: Durchflusszytometrische Analyse peripherer Blutlymphozyten: FACS-
Darstellung zur Untersuchung der CD11a Expression auf Lymphozyten aus CD11a+/+, CD11a+/- 
und CD11a-/- Mäusen. Lebende Lymphozyten wurden nach SSC und FSC gegated. CD11a 
wurde mit FITC-konjugierten monoklonalen anti-CD11a Antikörpern dargestellt. Es fand sich 
kein Nachweis einer CD11a Expression auf Lymphozyten homozygot CD11a-genmutierter 
Mäuse.
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3.3. Zelltransplantation 

Zur Untersuchung der Bedeutung von LFA-1 in der allogenen Knochenmark- 

und Stammzelltransplantation wurden mehrere Versuchsansätze gewählt. 

Während die BALB/c Mäuse sich in ihrem Major Histocompatibility Complex 

(MHC) von den C57BL/6 Mäusen unterscheiden, besteht zwischen C57BL/6 

und BALB.B Mäusen nur ein Unterschied im minor Histocompatibility Complex 

(miHC). 

a) Major Histocompatibility (MHC) Inkompatibilität: 

 Bedeutung von LFA-1 auf Spenderzellen: 
  C57BL/6 nach BALB/c 
   Transplantation von Milzzellen 
      Knochenmarkzellen 
       Milz- und Knochenmarkzellen 

 Bedeutung von LFA-1 auf Empfängerzellen: 
  BALB/c nach C57 BL/6 
   Transplantation von Milz- und Knochenmarkzellen 

b) minor Histocompatibility (miHC) Inkompatibilität: 

 Bedeutung von LFA-1 auf Spenderzellen: 
  C57BL/6 nach BALB.B 
   Transplantation von  Milzzellen 

Etwa 5 Stunden vor der Transplantation wurden die Empfängertiere letal 

bestrahlt um ein nachfolgendes Engraftment der Spenderzellen zu 

gewährleisten. Die Bestrahlung wurde in einem Blutbestrahlungsgerät Irradiator 

OB 29/4 mit einer Cs-137 Strahlenquelle durchgeführt. Die Mäuse befanden 

sich dabei auf einer 40 mm dicken Styropor-Platte innerhalb des 

Bestrahlungsbehälters. Anhand des zum Zeitpunkt der Bestrahlung gültigen 

Dosimetrie-Protokolls ergab sich eine mittlere Dosis von 27,58 Gy bei einer 

Bestrahlungszeit von 490 Sekunden unter der Annahme einer Mausdicke von 

18,5 mm, entsprechend 56,2 mGy/s. 
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Mausstamm Strahlendosis Bestrahlungszeit 
BALB/c 6,5 Gy 115,5 sec. 
BALB.B 8,25 Gy 146,6 sec. 
C57BL/6 9,25 Gy 164,3 sec. 

Tabelle 4: Letale Strahlendosis: Aufschlüsselung der für die einzelnen Mausstämme 
verwendeten Strahlendosen und Bestrahlungszeiten 

Als Medium für die zu transplantierenden Zellen wurde Hanks balancierte Salz 

Lösung (modifiziert, Sigma, St. Louis, MO, USA) mit einprozentig ACD-A 

Stabilisator (Fresenius, Bad Homburg) verwendet. 

Ein Liter Hanks balancierte Salz Lösung enthält: 

- 0,4 g KCl 
- 0,06 g KH2PO4 

- 0,35 g NaHCO3 

- 8,0 g NaCl 
- 0,04788 g Na2HPO4 

- 1,0 g D-Glucose 
- 0,011 g Phenol Rot⋅Na 

Ein Liter ACD-A Stabilisator nach USOP Form A zur Herstellung von 

Blutkonserven und Blutzellkonzentraten sowie zur Verwendung als 

Antikoagulanzlösung enthält: 

- 22,0 g Natriumcitrat H2O 
- 7,3 g Zitronensäure 
- 24,5 g Glucose H2O 

Zur Gewinnung von Knochenmark- und Milzzellen wurde die Spendermaus 

durch zervikale Dislokation getötet. 

Nach Desinfektion der Bauchhaut mit 70 prozentigem Äthanol wurde die Milz 

herauspräpariert. Das explantierte Organ wurde in eiskaltes Medium überführt. 

Nach Anstechen der Milzkapsel mit einer 19G Kanüle wurden die Zellen durch 
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die entstandene Öffnung vorsichtig mit zwei abgeknickten 19G Kanülen aus der 

Milzkapsel ausgestrichen. 

Zur Gewinnung der Knochenmarksuspension wurden die langen 

Röhrenknochen der vorderen und hinteren Oberschenkel herauspräpariert und 

in eiskaltes Medium überführt. Mit Hilfe eines sterilen Skalpells wurden beide 

Enden der Knochen entfernt, der freiliegende Knochenmarkkanal mit einer 23G 

Kanüle sondiert und mehrfach mit Medium durchspült. 

Die so gewonnenen Zellen aus Milz und Knochenmark wurden jeweils getrennt 

mit Hilfe einer Mikropipette in Suspension gebracht und zur Eliminierung von 

Zellagragaten und knöchernen Bestandteilen durch einen Cell Strainer (70 µm 

Nylon, steril, gamma bestrahlt, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 

filtriert. Die Zellen wurden zweimal in Hanks/ACD-A gewaschen und auf Eis 

gelagert. 

Zur Bestimmung der Leukozytenzahl wurden in einem Testansatz die 

Erythrozyten lysiert. Hierzu wurden einige Mikroliter Zellsuspension im 

Verhältnis 1:10 mit 0,3 prozentiger Essigsäure vermischt. Die Zellen wurden  

lichtmikroskopisch in der Neubauer Kammer ausgezählt. Die Milzpräparate 

enthielten zwischen 0,23 ⋅ 108 und 4,77 ⋅ 108, die Knochenmarkpräparate 

zwischen 0,18 ⋅ 108 und 1,62 ⋅ 108 Leukozyten. Es folgte die Einstellung der für 

die Transplantation gewünschten Zellkonzentration. Hierzu wurde die pro Maus 

zu injizierende Zahl nichterythrozytärer Zellen in 300 µl Hanks resuspendiert. 

Auf eine Eythrozytenlyse oder Abtrennung der Erythrozyten aus den 

Transplantaten wurde verzichtet. 
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Transplantation Zellart Einzustellende Zellzahl in 300 µµµµl 
MHC-Inkompatibilität   

Milz 1,6 - 3,0 ⋅ 107 Zellen 
Knochenmark 4,2 ⋅ 106 Zellen C57BL/6 nach BALB/c 

Milz und Knochenmark 
Milz: 1,8 ⋅ 106 Zellen 
KM: 4,2 ⋅ 106 Zellen 

BALB/c nach C57BL/6 Milz und Knochenmark 
Milz: 1,8 ⋅ 106 Zellen 
KM: 4,2 ⋅ 106 Zellen 

miHC-Inkompatibilität   
C57BL/6 nach BALB.B Milz 3,0 ⋅ 107 Zellen 

Tabelle 5: Transplantierte Zellzahlen: Abhängig vom jeweiligen Protokoll einzustellende 
Zellzahl in 300 µl, aufgeschlüsselt nach Zellart (Milzzellen oder Knochenmarkzellen) 

Der Schwanz der bestrahlten Empfängermäuse wurde mit Äthanol desinfiziert. 

In eine geeignete Schwanzvene wurden dann die 300 µl der eingestellten 

Zellsuspension gespritzt. Die Kontrollmäuse wurden nur bestrahlt; ihnen wurden 

keine Zellen implantiert. 

Die transplantierten Empfängermäuse kamen erneut in autoklavierte Käfige mit 

sterilem Streu und Wasser mit Ciprobay® (Bayer, Leverkusen). Sie wurden 

anfangs täglich, in der Folgezeit dann weiter engmaschig überwacht. Erfasst 

wurden Gewicht, Stuhlverhalten, Fell- und Hautveränderungen sowie der 

Allgemeinzustand. Streu, Wasser und Käfige wurden regelmäßig gewechselt. 

Am Todestag wurden Lunge, Leber, Milz, Darm und Zunge zur 

histopathologischen Begutachtung entnommen. 
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3.4. Durchflusszytometrische Kontrolle des Engraftments 

Frühstens 8 Tage nach Transplantation erfolgte die Entnahme von 20 µl 

Schwanzvenenblut zur durchflusszytometrischen Engraftment-Kontrolle. Als 

Antikörper dienten anti-H-2Kb (C57BL/6) und anti-H-2Kd (BALB/c) Antikörper. 

a) Monoklonale R-Phycoerythrin (R-PE) konjugierte Maus anti-Maus H-2Kb 

Antikörper (PharMingen, San Diego, CA, USA): 

- Katalognummer: 06105A, 0.1 mg 
- Klon: AF6-88.5 
- immunogen: C57BL Maus Milzzellen 
- Isotyp: Maus (BALB/c) IgG2a,κ 
- Inhalt: R-PE-konjugiertes Immunglobulin in 10 mM Phosphat Puffer, pH 7,2 mit 150 mM NaCl 
und 0,09% (w/v) Natriumazid. 

b) Monoklonale Fluorescein Isothiocyanat (FITC) konjugierte Maus anti-Maus 

H-2Kd Antikörper (PharMingen, San Diego, CA, USA): 

- Katalognummer: 06094D, 0.5 mg 
- Klon: SF1-1.1 
- immunogen: BALB/c Maus Zellen 
- Isotyp: Maus (SJL) IgG2a,κ 
- Inhalt: FITC-konjugiertes Immunglobulin in 50 mM Tris Puffer, pH 8,0 mit 150 mM NaCl und 
0,09% (w/v) Natriumazid. 
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Die Zellen wurden mit gereinigten monoklonalen Ratten anti-Maus CD16/CD32 

(FCγIII/II Rezeptor) Antikörpern (Fc Block®, PharMingen, San Diego, CA, USA ) 

vorinkubiert. Diese verhinderten eine nicht antigenspezifische Bindung von 

Immunglobulinen an die FcγIII und FcγII Rezeptoren (CD16/CD32) der 

Mausleukozyten. 

Fc Block® (PharMingen, San Diego, CA, USA): 
- Katalognummer: 01241A, 0.1 mg; 01241D, 0.5 mg 
- Klon: 2.4G2 
- immunogen: BALB/c Maus Makrophagen Zellinie J774 
- Isotyp: Ratte (Sprague-Dawley) IgG2b,κ 
- Inhalt: gereinigtes Immunglobulin in 10 mM Phosphat Puffer, pH 7,2 mit 150 mM NaCl und 
0,09% (w/v) Natriumazid. 
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Die Ergebnisse wurden anhand von Dot-Plots (Abszisse: anti-H-2d 

R-Phycoerythrin, Ordinate: anti-H-2b Fluorescein Isothiocyanat) dargestellt. 

 C57BL/6 Kontrolle (H-2b) BALB/c Kontrolle (H-2d) 

  

 C57BL/6 (BALB/c transplantiert) BALB/c (C57BL/6 transplantiert) 

  

Abbildung 7: Durchflusszytometrische Engraftment-Kontrolle an peripheren Blut-
lymphozyten: Die Lymphozyten von C57BL/6 Mäusen zeigten nach Transplantation von 
BALB/c-Zellen eine H-2d-Expression und waren negativ für H-2b. Umgekehrt waren die BALB/c 
Mäuse nach Transplantation mit C57BL/6 Spenderzellen erwartungsgemäß positiv für H-2b und 
negativ für H-2d. 
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3.5. Statistische Analyse 

Die statistische Analyse der Überlebenszeiten erfolgte mit SPSS® (SPSS, 

Chicago, IL, USA) unter Verwendung des Log-Rank Tests. Es wurde eine 

Kaplan-Meier Überlebensanalyse der einzelnen Datensätze durchgeführt. 

Durchschnitte, Mediane, 95 % Konfidenzintervalle und Signifikanz wurden von 

SPSS errechnet. 

Die grafische Darstellung der Gewichtsverläufe erfolgte mit Microsoft Excel 

(Microsoft, Redmond, WA, USA). 
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4. Ergebnisse 

4.1. Bedeutung der LFA-1 Expression auf Spenderzellen: 

Major Histocompatibility (MHC) Inkompatibilität 

Untersucht wurde die Bedeutung der LFA-1 Expression auf Spenderzellen bei 

der Entstehung und Ausprägung einer GvHD nach allogener Knochenmark- 

und Milzzelltransplantation. Hierzu wurden letal bestrahlte BALB/c Mäuse (H-2d) 

mit Zellen von C57BL/6 CD11a-/- und CD11a+/- Mäusen H-2b transplantiert. Es 

wurden entweder Milzzellen, Knochenmarkzellen oder eine Gemisch aus 

Knochenmark- und wenigen Milzzellen transplantiert. 
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4.1.1. Transplantation von Milzzellen 

Standardmäßig werden zur Untersuchung einer GvHD relativ hohe 

Milzzellzahlen mit hohem Anteil an T-Zellen transplantiert. Hierdurch kommt es 

zu einem sicheren Engraftment, jedoch auch zur raschen Entwicklung einer 

GvHD. Es wurden Milzzellen von LFA-1-defizienten und -exprimierenden 

C57BL6 (H-2b) Mäusen in letal bestrahlte BALB/c (H-2d) Mäuse transplantiert. 

Es konnte für Mäuse, die von LFA-1-defizienten Tieren transplantiert wurden, 

kein Vorteil bezüglich mitllerer Überlebenszeit und –anzahl gegenüber denen, 

die durch Wildtypzellen rekonstituiert wurden, gefunden werden. Die 

Gewichtsverläufe der Empfängertiere zeigten nach der Transplantation eine 

rasche irreversible Gewichtsabnahme. 

Spender: - 8 x C57BL/6 CD11a-/- (H-2b) 
  - 8 x C57BL/6 CD11a+/- (H-2b) 
Empfänger: - 16 x BALB/c (H-2d) 
Kontrollen: - 4 x BALB/c (H-2d) 

Um individualspezifische Merkmale zum Beispiel durch Infektion zu minimieren wurde jeweils 
ein Empfängertier von einer Spendermaus transplantiert. 

Empfängerkonditionierung: Einmalige unfraktionierte Bestrahlung mit 6,5 Gy 

Anzahl transplantierter Leukozyten: - 1,6 ⋅ 107 Milzzellen pro Empfängermaus (4 Tiere) 
- 3 ⋅ 107 Milzzellen pro Empfängermaus (4 Tiere) 
 - Kontrollmäuse nur bestrahlt 

Engraftment: - Untersuchung an Tag 8 nach Transplantation und postmortal 
  - 4 der 4 getesteten Empfängermäusen zeigten 8 Tage nach Transplantation 
  einen 100-prozentigen Spenderchimärismus mit ausschließlich H-2b-Expression 
  - Davon 3 Mäuse C57BL/6 CD11a-/- transplantiert 
    1 Maus C57BL/6 CD11a+/- transplantiert 



4. Ergebnisse 

52 

0

5

10

15

20

25

0 5 10 15 20 25 30 35

Zeit nach Transplantation (d)

G
ew

ic
h

t 
(g

)

 
 
 
 
 
 
   C57BL/6 CD11a-/- (n = 8) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 8) 
   Kontrollen (nur bestrahlt) (n = 4) 

Abbildung 8: Gewichtsverlauf der Milzzelltransplantierten Mäuse: Transplantation von 
1,6 – 3 ⋅ 107 Milzzellen von jeweils 8 CD11a-/- und CD11a+/- C57BL/6 Mäusen (H-2b) in letal 
bestrahlte BALB/c Mäuse (H-2d). Bestrahlte, aber nicht rekonstituierte, Mäuse dienten als 
Kontrolle für die Effizienz der Konditionierung. Verstorbene Mäuse wurden für den Zeitpunkt der 
letzten Gewichtskontrolle zensiert. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
   C57BL/6 CD11a-/- (n = 8) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 8) 
   Kontrollen (nur bestrahlt) (n = 4) 

 
Abbildung 9: Kaplan-Meier Überlebenskurven der Milzzelltransplantierten Mäuse: 
Transplantation von 1,6 – 3 ⋅ 107 Milzzellen von jeweils 8 CD11a-/- und CD11a+/- C57BL/6 
Mäusen (H-2b) in letal bestrahlte BALB/c Mäuse (H-2d). Bestrahlte, aber nicht rekonstituierte, 
Mäuse dienten als Kontrolle für die Effizienz der Konditionierung. 
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 Anzahl (n) Mean (d) 95% CI Median (d) 95% CI 
C57BL/6 CD11a-/- 8 12,1 4,2 – 20,0 9 8,2 – 9,8 
C57BL/6 CD11a+/- 8 11,3 6,1 – 16,4 9 7,4 – 10,6 

Kontrollen (nur bestrahlt) 4 13,0 9,0 – 17,0 11 9,0 – 13,0 

Tabelle 6: Mittlere (Mean) und mediane (Median) Überlebenszeit nach 
Knochenmarktransplantation: Angabe der Anzahl der Tiere und 95% Konfidenzintervalle (CI). 

 C57BL/6 CD11a-/- C57BL/6 CD11a+/- 

C57BL/6 CD11a+/- 
0,01 

(0,9370) 
 

Kontrollen (nur bestrahlt) 
0,93 

(0,3349) 
0,38 

(0,5370) 

Tabelle 7: Log-Rank Statistik mit Signifikanzangabe (p-Werte in Klammern) der 
Überlebensanalyse. Zwischen den transplantierten Gruppen fand sich kein signifikanter 
Unterschied im Überleben. Zwischen transplantierten und nicht-transplantierten Tieren fand sich 
ebenfalls kein Unterschied im Überleben. 
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4.1.2. Transplantation von Knochenmarkzellen 

Die Ergebnisse der Transplantation mit 4,2 ⋅ 106 allogenen Knochenmarkzellen 

in letal bestrahlte BALB/c Mäuse zeigte keinen statistischen Unterschied 

zwischen den verschiedenen Gruppen. Der Gewichtsverlauf der einzelnen 

Gruppen zeigte eine rasche anfängliche Gewichtsabnahme mit anschließender 

Normalisierung. Alle Langzeitüberlebenden zeigten eine Sklerose der Haut und 

eine Kataraktbildung. Die nur bestrahlten Mäuse, die nicht transplantiert 

wurden, verstarben innerhalb weniger Tage. 

Spender: - 8 x C57BL/6 CD11a-/- (H-2b) 
  - 8 x C57BL/6 CD11a+/- (H-2b) 
Empfänger:  - 17 x BALB/c (H-2d) 
Kontrolle: - 1 x BALB/c (H-2d) 

Um individualspezifische Merkmale zum Beispiel durch Infektion zu minimieren wurde jeweils 
ein Empfängertier von einer Spendermaus transplantiert. 

Empfängerkonditionierung: Einmalige unfraktionierte Bestrahlung mit 6,5 Gy 

Anzahl transplantierter Leukozyten: - 4,2 ⋅ 106 Knochenmarkzellen pro Empfängermaus 
     - Kontrollmaus nur bestrahlt 

Engraftment: - Untersuchung an Tag 14, 184 + 216 nach Transplantation 
  - 8 der 8 getesteten Empfängermäusen zeigten 8 Tage nach Transplantation 
  einen 100-prozentigen Spenderchimärismus mit ausschließlich H-2b-Expression 
  - Davon 4 Mäuse C57BL/6 CD11a-/- transplantiert 
    4 Mäuse C57BL/6 CD11a+/- transplantiert 
  - Bei jeweils 2 von 2 Mäusen jeder Gruppe, die zu diesem Zweck an Tag 14 
  getötet wurden, war ein erfolgreiches 100-prozentiges Engraftment auch in Milz 
  und Knochenmark nachweisbar. 
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   C57BL/6 CD11a-/- (n = 6) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 6) 
   Kontrollen (nur bestrahlt) (n = 1) 

Abbildung 10: Gewichtsverlauf der Knochenmarktransplantierten Mäuse: Transplantation 
von 4,2 ⋅ 106 Knochenmarkzellen von jeweils 6 CD11a-/- und CD11a+/- C57BL/6 Mäusen (H-2b) in 
letal bestrahlte BALB/c Mäuse (H-2d). Bestrahlte, aber nicht rekonstituierte, Mäuse dienten als 
Kontrolle für die Effizienz der Konditionierung. Verstorbene Mäuse wurden für den Zeitpunkt der 
letzten Gewichtskontrolle zensiert. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
   C57BL/6 CD11a-/- (n = 6) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 6) 
   Kontrolle (nur bestrahlt) (n = 1) 

Abbildung 11: Kaplan-Meier Überlebenskurven der Knochenmarktransplantierten Mäuse: 
Transplantation von 4,2 ⋅ 106 Knochenmarkzellen von jeweils 6 CD11a-/- und CD11a+/- C57BL/6 
Mäusen (H-2b) in letal bestrahlte BALB/c Mäuse (H-2d). Bestrahlte, aber nicht rekonstituierte, 
Mäuse dienten als Kontrolle für die Effizienz der Konditionierung. 
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 Anzahl (n) Mean (d) 95% CI Median (d) 95% CI 
C57BL/6 CD11a-/- 6 158 73,1 – 242,9 96 0 – 200,4 
C57BL/6 CD11a+/- 6 111 37,8 – 184,2 47 5,4 – 88,6 

Kontrolle (nur bestrahlt) 1 12 12 – 12 12  

Tabelle 8: Mittlere (Mean) und mediane (Median) Überlebenszeit nach 
Knochenmarktransplantation: Angabe der Anzahl der Tiere und 95% Konfidenzintervalle (CI). 

 C57BL/6 CD11a-/- C57BL/6 CD11a+/- 

C57BL/6 CD11a+/- 
1,12 

(0,2902) 
 

Kontrolle (nur bestrahlt) 
6,00 

(0,0143)* 
6,00 

(0,0143)* 

Tabelle 9: Log-Rank Statistik mit Signifikanzangabe (p-Werte in Klammern) der 
Überlebensanalyse. Signifikante Unterschiede zwischen transplantierten Gruppen sind 
mit * gekennzeichnet. Eine signifikante Lebensverlängerung zeigten alle transplantierten Tiere 
gegenüber den nur bestrahlten Mäusen. Zwischen den transplantierten Gruppen fand sich kein 
signifikanter Unterschied im Überleben. 
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4.1.3. Transplantation von Knochenmark- und Milzzellen 

Transplantiert wurden jeweils 4,2 ⋅ 106 allogene Knochenmarkzellen und 

1,8 ⋅ 106 Milzzellen einer Spendermaus. Bei der Mehrzahl der Tiere kam es zur 

raschen Manifestation einer letal verlaufenden GvHD, ohne erkennbaren 

Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen. In beiden transplantierten 

Gruppen gab es einzelne Langzeitüberlebende mit Zeichen einer Sklerosierung 

der Haut und Kataraktbildung. Das Gewicht normalisierte sich im Verlauf nicht 

vollständig. 

Spender: - 14 x C57BL/6 CD11a-/- (H-2b) 
  - 14 x C57BL/6 CD11a+/- (H-2b) 
Empfänger: - 32 x BALB/c (H-2d) 
Kontrollen: - 4 x BALB/c (H-2d) 

Um individualspezifische Merkmale zum Beispiel durch Infektion zu minimieren wurde jeweils 
ein Empfängertier von einer Spendermaus transplantiert. 

Empfängerkonditionierung: Einmalige unfraktionierte Bestrahlung mit 6,5 Gy 

Anzahl transplantierter Leukozyten: - 4,2 ⋅ 106 Knochenmarkzellen und 1,8 ⋅ 106  
     Milzzellen pro Empfängermaus 
     - Kontrollmäuse nur bestrahlt 

Engraftment: - Untersuchung an Tag 16, 18, 31 + 111 nach Transplantation 
  - 17 der 17 getesteten Empfängermäusen zeigten nach Transplantation einen 
  100-prozentigen Spenderchimärismus mit ausschließlich H-2b-Expression 
  - Davon 10 Mäuse C57BL/6 CD11a-/- transplantiert 
    7 Mäuse C57BL/6 CD11a+/- transplantiert 
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   C57BL/6 CD11a-/- (n = 14) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 14) 
   Kontrollen (nur bestrahlt) (n = 4) 

Abbildung 12: Gewichtsverlauf der Knochenmark- und Milzzelltransplantierten Mäuse: 
Transplantation von 4,2 ⋅ 106 Knochenmark- und 1,8 ⋅ 106 Milzzellen von jeweils 14 CD11a-/- und 
CD11a+/- C57BL/6 Mäusen (H-2b) in letal bestrahlte BALB/c Mäuse (H-2d). Bestrahlte, aber nicht 
rekonstituierte, Mäuse dienten als Kontrolle für die Effizienz der Konditionierung. Verstorbene 
Mäuse wurden für den Zeitpunkt der letzten Gewichtskontrolle zensiert. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
   C57BL/6 CD11a-/- (n = 14) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 14) 
   Kontrollen (nur bestrahlt) (n = 4) 

Abbildung 13: Kaplan-Meier Überlebenskurven der Knochenmark- und Milzzell-
transplantierten Mäuse: Transplantation von 4,2 ⋅ 106 Knochenmark- und 1, 8 ⋅ 106 Milzzellen 
von jeweils 14 CD11a-/- und CD11a+/- C57BL/6 Mäusen (H-2b) in letal bestrahlte BALB/c Mäuse 
(H-2d). Bestrahlte, aber nicht rekonstituierte, Mäuse dienten als Kontrolle für die Effizienz der 
Konditionierung. 
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 Anzahl (n) Mean (d) 95% CI Median (d) 95% CI 
C57BL/6 CD11a-/- 14 43,6 27,1 – 60,1 33 31,2 – 60,1 
C57BL/6 CD11a+/- 14 39,1 10,6 – 67,7 29 0 – 58,3 

Kontrollen (nur bestrahlt) 4 11,8 10,8 – 12,7 11  

Tabelle 10: Mittlere (Mean) und mediane (Median) Überlebenszeit nach Knochenmark- 
und Milzelltransplantation: Angabe der Anzahl der Tiere und 95% Konfidenzintervalle (CI). 

 C57BL/6 CD11a-/- C57BL/6 CD11a+/- 

C57BL/6 CD11a+/- 
0,47 

(0,4938) 
 

Kontrollen (nur bestrahlt) 
8,89 

(0,0029)* 
5,11 

(0,0238)* 

Tabelle 11: Log-Rank Statistik mit Signifikanzangabe (p-Werte in Klammern) der 
Überlebensanalyse. Signifikante Unterschiede zwischen transplantierten Gruppen sind 
mit * gekennzeichnet. Eine signifikante Lebensverlängerung zeigten alle transplantierten Tiere 
gegenüber den nur bestrahlten Mäusen. Zwischen den transplantierten Gruppen fand sich kein 
signifikanter Unterschied im Überleben. 
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4.1.4. Syngene Kontrolltransplantation 

Es wurde zusätzlich zu den bereits erwähnten Transplantationen eine syngene 

Kontrolltransplantation (BALB/c nach BALB/c) durchgeführt, um die 

Sterblichkeit aufgrund von Bestrahlung und Umwelteinflüssen, wie Infektionen, 

zu erfassen. Es wurden 8 Mäuse in einer Versuchsreihe syngen mit 

Knochenmark- und Milzzellen transplantiert. Zwei Kontrollmäuse wurden nur 

bestrahlt, ohne im Anschluß transplantiert zu werden. Alle transplantierten Tiere 

überlebten länger als 50 Tage nach Transplantation. Die beiden nicht 

transplantierten Tiere starben jeweils an Tag 15 und an Tag 20. 

Spender: - 8 x BALB/c (H-2d) 
Empfänger: - 8 x BALB/c (H-2d) 
Kontrollen: - 2 x BALB/c (H-2d) 

Um individualspezifische Merkmale zum Beispiel durch Infektion zu minimieren wurde jeweils 
ein Empfängertier von einer Spendermaus transplantiert. 

Empfängerkonditionierung: Einmalige unfraktionierte Bestrahlung mit 6,5 Gy 

Anzahl transplantierter Leukozyten: - 4,2 ⋅ 106 Knochenmarkzellen und 1,8 ⋅ 106  
     Milzzellen pro Empfängermaus 
     - Kontrollmäuse nur bestrahlt 
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4.2. Bedeutung der LFA-1 Expression auf Spenderzellen: 

minor Histocompatibility (miHC) Inkompatibilität 

Transplantation von Milzzellen 

Die bisherigen Versuche basierten auf einer Transplantation zwischen 

Mausstämmen mit unterschiedlichem MHC-Komplex. In diesem 

Versuchsansatz zeigten Spender und Empfänger den gleichen MHC, jedoch 

einen unterschiedlichen miHC. Auch hier fand sich kein Hinweis auf eine 

Beeinflussung der GvHD Entwicklung durch fehlende Expression von LFA-1 auf 

den Spenderzellen. In beiden Gruppen kam es zu einer raschen irreversiblen 

Gewichtsabnahme. 

Spender: - 8 x C57BL/6 CD11a-/- (H-2b) 
  - 8 x C57BL/6 CD11a+/- (H-2b) 
Empfänger: - 20 x BALB.B (H-2b) 
Kontrollen: - 4 x BALB.B (H-2b) 

Um individualspezifische Merkmale zum Beispiel durch Infektion zu minimieren wurde jeweils 
ein Empfängertier von einer Spendermaus transplantiert. 

Empfängerkonditionierung: Einmalige unfraktionierte Bestrahlung mit 8,25 Gy 

Anzahl transplantierter Leukozyten: - 3 ⋅ 107 Milzzellen pro Empfängermaus 
     - Kontrollmäuse nur bestrahlt 
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   C57BL/6 CD11a-/- (n = 8) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 8) 
   Kontrollen (nur bestrahlt) (n = 4) 

Abbildung 14: Gewichtsverlauf der Milzzelltransplantierten Mäuse: Transplantation von 3 ⋅ 
107 Milzzellen von jeweils 8 CD11a-/- und CD11a+/- C57BL/6 Mäusen (H-2b) in letal bestrahlte 
BALB.B Mäuse (H-2b). Bestrahlte, aber nicht rekonstituierte, Mäuse dienten als Kontrolle für die 
Effizienz der Konditionierung. Verstorbene Mäuse wurden für den Zeitpunkt der letzten 
Gewichtskontrolle zensiert. 

 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
   C57BL/6 CD11a-/- (n = 8) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 8) 
   Kontrollen (nur bestrahlt) (n = 4) 

Abbildung 15: Kaplan-Meier Überlebenskurven der Milzzelltransplantierten Mäuse: 
Transplantation von 3 ⋅ 107 Milzzellen von jeweils 8 CD11a-/- und CD11a+/- C57BL/6 Mäusen 

(H-2b) in letal bestrahlte BALB.B Mäuse (H-2b). Bestrahlte, aber nicht rekonstituierte, Mäuse 
dienten als Kontrolle für die Effizienz der Konditionierung. 
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 Anzahl (n) Mean (d) 95% CI Median (d) 95% CI 
C57BL/6 CD11a-/- 8 7,9 7,4 – 8,3 8 7,6 – 8,4 
C57BL/6 CD11a+/- 8 8,3 4,2 – 12,3 6 3,2 – 8,8 

Kontrollen (nur bestrahlt) 4 8,3 6,4 – 10,1 7  

Tabelle 12: Mittlere (Mean) und mediane (Median) Überlebenszeit nach Knochenmark- 
und Milzelltransplantation: Angabe der Anzahl der Tiere und 95% Konfidenzintervalle (CI). 

 C57BL/6 CD11a-/- C57BL/6 CD11a+/- 

C57BL/6 CD11a+/- 
0,32 

(0,5686) 
 

Kontrollen (nur bestrahlt) 
0,09 

(0,7626) 
0,18 

(0,6707) 

Tabelle 13: Log-Rank Statistik mit Signifikanzangabe (p-Werte in Klammern) der 
Überlebensanalyse. Zwischen den transplantierten Gruppen fand sich kein signifikanter 
Unterschied im Überleben. Zwischen transplantierten und nicht-transplantierten Tieren fand sich 
ebenfalls kein Unterschied im Überleben. 
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4.3. Bedeutung der LFA-1 Expression auf Empfängerzellen: 

Major Histocompatibility (MHC) Inkompatibilität 

Transplantation von Knochenmark- und Milzzellen 

LFA-1 wird nicht nur auf Lymphozyten, sondern auch auf Antigen-

präsentierenden-Zellen exprimiert. Um die Bedeutung der LFA-1 Expression auf 

Empfängerzellen im Rahmen einer GvHD zu untersuchen, transplantierten wir 

4,2 ⋅ 106 Knochenmark- und 1,8 ⋅ 106 Milzzellen von BALB/c (H-2d) Mäusen in 

LFA-1 Exprimierende- und LFA-1-defiziente C57BL/6 Mäuse. Auch hier fand 

sich kein Überlebensvorteil für eine der beiden Gruppen. 

Spender: - 12 x BALB/C (H-2d) 
Empfänger: - 6 x C57BL/6 CD11a-/- (H-2b) 
  - 6 x C57BL/6 CD11a+/- (H-2b) 
Kontrollen: - 1 x C57BL/6 CD11a-/- (H-2b) 
  - 1 x C57BL/6 CD11a+/- (H-2b) 

Um individualspezifische Merkmale zum Beispiel durch Infektion zu minimieren wurde jeweils 
ein Empfängertier von einer Spendermaus transplantiert. 

Empfängerkonditionierung: Einmalige unfraktionierte Bestrahlung mit 9,25 Gy 

Anzahl transplantierter Leukozyten: - 4,2 ⋅ 106 Knochenmarkzellen und 1,8 ⋅ 106  
     Milzzellen pro Empfängermaus 
     - Kontrollmäuse nur bestrahlt 

Engraftment: - Untersuchung an Tag 18, 22 + 50 nach Transplantation 
  - 6 der 6 getesteten Empfängermäusen zeigten nach Transplantation einen 
  100-prozentigen Spenderchimärismus mit ausschließlich H-2d-Expression 
  - Davon 5 Mäuse nach C57BL/6 CD11a-/- transplantiert 
    2 Mäuse nach C57BL/6 CD11a+/- transplantiert 



4. Ergebnisse 

65 

0

5

10

15

20

25

30

0 50 100 150

Zeit nach Transplantation (d)

G
ew

ic
h

t 
(g

)

 
 
 
 
 
 
   C57BL/6 CD11a-/- (n = 6) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 6) 
   Kontrollen (nur bestrahlt) (n = 2) 

Abbildung 16: Gewichtsverlauf der Knochenmark- und Milzzelltransplantierten Mäuse: 
Transplantation von 4,2 ⋅ 106 Knochenmark- und 1,8 ⋅ 106 Milzzellen von 12 BALB/c Mäusen 
(H-2d) in jeweils 6 letal bestrahlte CD11a-/- und CD11a+/- C57BL/6 Mäuse (H-2b). Bestrahlte, aber 
nicht rekonstituierte, Mäuse dienten als Kontrolle für die Effizienz der Konditionierung. 
Verstorbene Mäuse wurden für den Zeitpunkt der letzten Gewichtskontrolle zensiert. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
   C57BL/6 CD11a-/- (n = 6) 
   C57BL/6 CD11a+/- (n = 6) 
   Kontrollen (nur bestrahlt) (n = 2)

Abbildung 17: Kaplan-Meier Überlebenskurven der Knochenmark- und Milzzell-
transplantierten Mäuse: Transplantation von 4,2 ⋅ 106 Knochenmark- und 1, 8 ⋅ 106 Milzzellen 
von 12 BALB/c Mäusen (H-2d) in jeweils 6 letal bestrahlte CD11a-/- und CD11a+/- C57BL/6 
Mäuse (H-2b). Bestrahlte, aber nicht rekonstituierte, Mäuse dienten als Kontrolle für die Effizienz 
der Konditionierung. 
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 Anzahl (n) Mean (d) 95% CI Median (d) 95% CI 
C57BL/6 CD11a-/- 6 50,5 6,7 – 94,3 23 14,6 – 31,4 
C57BL/6 CD11a+/- 6 63,8 0 – 134,0 8 6,9 – 9,1 

Kontrollen (nur bestrahlt) 2 10,0 10,0 – 10,0 10  

Tabelle 14: Mittlere (Mean) und mediane (Median) Überlebenszeit nach Knochenmark- 
und Milzelltransplantation: Angabe der Anzahl der Tiere und 95% Konfidenzintervalle (CI). 

 

 C57BL/6 CD11a-/- C57BL/6 CD11a+/- 

C57BL/6 CD11a+/- 
0,10 

(0,7480) 
 

Kontrollen (nur bestrahlt) 
2,63 

(0,1047) 
0,04 

(0,8456) 

Tabelle 15: Log-Rank Statistik mit Signifikanzangabe (p-Werte in Klammern) der 
Überlebensanalyse. Zwischen den transplantierten Gruppen fand sich kein signifikanter 
Unterschied im Überleben. Zwischen transplantierten und nicht-transplantierten Tieren fand sich 
ebenfalls kein Unterschied im Überleben. 
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5. Diskussion 

LFA-1 ist bei einer Vielzahl immunlogischer Prozesse involviert. Am besten 

untersucht ist hierbei die Rolle bei Leukozytenmigration und T-Zell Aktivierung. 

Zahlreiche Untersuchungen, mit teils widersprüchlichen Aussagen, zur 

Bedeutung von LFA-1, sowohl zur Adhäsion als auch zur Kostimulation liegen 

vor. Eine eindeutige Trennung beider Funktionen war bisher nicht möglich. 

Erste Hinweise auf eine herausragende Bedeutung von LFA-1 in der 

Immunabwehr ergaben sich aus Untersuchungen an LAD-1 Patienten, die, 

aufgrund einer Mutationen in der β2-Integrinkette, LFA-1, Mac-1, p150,95 und 

αDβ2 nicht exprimieren. Diese Patienten leiden häufig an bakteriellen und 

fungalen Infekten (ANDERSON et al., 1985; FISCHER et al., 1988). Auch bei 

CD11a homozygot genmutierten Mäusen kommt es bei Fehlen von LFA-1 zu 

einer verzögerten oder abgeschwächten allogenen T-Zell-Proliferation und 

Immunantwort (SCHMITS et al., 1996). 

Die Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD) bleibt eine der häufigsten 

Komplikation nach allogener Knochenmarktransplantation. „Natural Killer“ (NK) 

Zellen und Spender-T-Zellen scheinen die wichtigsten Effektorzellen der GvHD 

zu sein. Beide Zellreihen tragen auf ihrer Oberfläche das „Leukocyte Function 

Associated Antigen-1“ (LFA-1). Sehr früh während der GvHD kommt es, 

zumindest im Mausmodell, zur Hochregulation von ICAM-1 auf Endothelzellen 

und im Folgenden zu einem Anstieg von LFA-1 exprimierenden Zellen 

(SCHILTZ et al., 1994). 

Multiple Substanzen können die Expression und Funktion von LFA-1 

beeinflussen. 
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Antiinflamatorische Substanzen wie Glucocorticoide oder Salicylate inhibieren 

zusätzlich zu ihrer antientzündlichen Wirkung auf verschiedensten Wegen die 

Expression von Adhäsionsmolekülen, insbesondere die von ICAM-1, dem 

dominierenden Liganden von LFA-1 auf aktivierten Endothelzellen (KOPP et al., 

1994; PIERCE et al., 1996; GERLI et al., 1998; MORI et al., 1999). 

Auch Statine und ihre Derivate scheinen, indem sie an die I-Domaine von 

LFA-1 binden, die Interaktion von LFA-1 und seinen Liganden zu beeinflussen 

(WEITZ-SCHMIDT et al., 2001; FRENETTE et al., 2001; MCCAREY et al., 

2001; NISHIBORI et al., 2003). Einzelne Studien zur Herz- oder 

Nierentransplantation konnten einen positiven Effekt von Pravastatin zeigen 

(KOBASHIGAWA et al., 1995; KATZNELSON et al., 1996; MAGGARD et al., 

1998). Weitere Arbeitsgruppen hingegen konnten keine Protektion durch 

andere Statin nachweisen (WENKE et al., 1997; KASISKE et al., 2001; 

HOLDAAS et al., 2001). Möglicherweise besteht ein Unterschied zwischen den 

einzelnen verwendeten Statinen. 

Die Haut ist eines der am häufigsten betroffenen Organe der GvHD. Die 

Hautläsionen ähneln sowohl auf klinischer wie auch auf histologischer Ebene 

denen, die man beim Lichen planus, dem Lupus erythematodes und der 

Sklerodermie findet. LFA-1 scheint bei der epidermalen Invasion der T-Zellen 

eine entscheidende Rolle zu spielen. In einer Studie konnte an Mäusen die 

Entwicklung einer kutanen GvHD durch die lokale Gabe von monoklonalen 

anti-CD4 (L3T4) oder anti-LFA-1 Antikörpern verhindert werden (SHIOHARA et 

al., 1988). 

Harning nutzte ein allogenes Model der akuten letalen GvHD mit C57BL/6 

Mäusen als Spender und haploidentischen subletal bestrahlten BDF1 Mäusen 

als Empfänger. Die Behandlung der Empfängermäuse mit monoklonalen 

anti-LFA-1α (M17/4.2) und anti-Murine Lymphocyte Activation Antigen 
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(MALA)-2 (YN1/1.7) Antikörpern führte zu einer signifikanten Reduktion der 

GvHD und einer verlängerten Überlebenszeit. Diese Therapie verminderte das 

Homing von T-Zellen in die Leber. Damit kam es in ihr zu einer verminderten 

IL-2 und IL-12 Produktion (HARNING et al., 1991). 

Demgegenüber kann jedoch interessanterweise eine Inflammationsreaktion in 

der Leber im Rahmen der GvHD bei der MHC-inkompatiblem Transplantation in 

letal bestrahlte ICAM-1-/- Empfänger stattfinden. ICAM-1 scheint hierfür also, im 

Gegensatz zu LFA-1, nicht zwingend notwendig zu sein. Möglicherweise sind 

hier ICAM-2 und -3 entscheident. Obwohl das Homing in die Leber in den 

Experimenten von Panoskaltsis-Mortari nicht beeinträchtigt war und auch die 

Inzidenz der GvHD nicht beeinflusst wurde, kam es dennoch zu einer 

deutlichen Reduktion des idiopatischen Pneumonie Syndroms in den ICAM-1 

defizienten Empfängern. Die Produktion von inflammatorischen Zytokinen in der 

Lunge, war hier im Gegensatz zu jenen die systemisch gemessen wurden, stark 

reduziert  (PANOSKALTSIS-MORTARI et al., 2001). 

Zur Untersuchung des Einflusses von LFA-1 auf die GvHD steht auch ein 

humanisierter Antikörper zur Verfügung (WERTHER et al., 1996). Erste mit 

diesen Antikörpern am Menschen durchgeführte Studien zeigten positive 

Ergebnisse. In einer Reihe von zehn Patienten mit einer Steroid-resistenten 

akuten GvHD Grad III - IV untersuchten Stoppa et al. die Wichtigkeit von LFA-1 

bei bestehnder GvHD. Die Patienten erhielten nicht T-Zell depletiertes 

allogenes Knochenmark. Zwei der Patienten litten an einer aplastischen 

Anämie, acht weitere an malignen hämatologischen Erkrankungen. Fünf 

Transplantate waren voll kompatibel, in drei Fällen stimmte ein HLA-Antigen, in 

zwei Spender/Empfänger Konstellationen zwei HLA-Antigene nicht überein. 

Obschon eine GvHD Prophylaxe mit Cyclosporin A und kurzfristig 

Methotrexattherapie durchgeführt wurde, kam es zu einer akuten GvHD die 

unter Prednison deutlich fortschritt. Nach Gabe des monoklonalen 
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Antikörpers 25.3 kam es zu einer Abschwächung der GvHD, jedoch erfuhren 

sieben von acht Patienten einen Rückfall (STOPPA et al., 1991). 

Die in vitro Depletion aller T-Zellen im Spenderknochenmark ist eine effektive 

Maßnahme um eine GvHD zu verhindern oder deren Schweregrad zu 

vermindern. Dieses Verfahren geht jedoch auch mit einer höheren 

Graftverlustrate und einer fehlenden Graft-versus-Tumor Reaktion einher. Da 

Antikörper gegen CD11a die lytische Aktivität und die Proliferation der T-Zellen 

sowie die Zytotoxizität der NK-Zellen senken, untersuchte die Arbeitsgruppe um 

Blazar die Effekte einer selektiven in vitro Depletion LFA-1 positiver 

zytolytischer T-Zellen, Natural Killer (NK) Zellen und Monozyten während der 

afferenten Phase der GvHD. Die zweistündige Präinkubation der C57BL/6 

Spender Knochenmark- und Milzzellen mit anti-LFA-1-Ricin Toxin A (RTA) in 

Gegenwart von Ammonium Chlorid führte zu einer signifikanten Verminderung 

der CTL- und NK-Aktivität und schützte die B10.BR Empfängermäuse vor der 

Entwicklung einer GvHD. Demgegenüber profitierten C57BL/6 Empfänger von 

C3H Knochenmark- und Milzzelltransplantaten nur teilweise von einer 

anti-LFA-1-RTA Präinkubation der Spenderzellen. Zurückgeführt wurde dies auf 

eine möglicherweise unterschiedlich starke LFA-1 Expression auf den Zellen 

der einzelnen Mausstämme (BLAZAR et al., 1991). 

Auch im Rahmen von Transplantationen solider Organe, wie Herzen, Leber, 

Haut oder Inselzellen wurden Antikörper gegen LFA-1 erfolgreich eingesetzt 

(HARIHARA et al., 1996; GROCHOWIECKI et al., 2000). 

So konnte Isobe zeigen, dass die 6-wöchige Behandlung mit Antikörpern gegen 

LFA-1 und ICAM-1 bei Mäusen zu einer langfristigen Tolerierung allogen 

transplantierter Herzen führt. Die Antikörperbehandlung führte zu keiner 

Leukozytendepletion. Bemerkenswerterweise tolerierten die herztransplan-
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tierten Mäuse im Folgenden auch Hauttransplantate des Spenderstammes 

(ISOBE at al., 1992). 

Sowohl Dosis als auch Dauer der Behandlung mit monoklonalen Antikörpern 

beeinflussen die Überlebenszeit des Transplantates. So konnte Nakakura auch 

am Mausmodel eine deutlich verlängerte Herztransplantatüberlebenszeit nach 

14-tägiger LFA-1 Antikörperbehandlung beobachten. Eine Leukozytendepletion 

durch die Antikörperbehandlung wurde nicht beschrieben (NAKAKURA et al., 

1993; NAKAKURA et al., 1996). 

In einer Arbeit an Ratten wurde die 7-11 tägige Behandlung mit Antikörpern 

gegen LFA-1 und ICAM-1 untersucht. Eine Wirksamkeit der Antikörper 

bezüglich Langzeitüberleben allogener Herztransplantate konnte nur in 

Kombination mit Cyclosporin A beobachtet werden. Auch hier ließ sich im 

Anschluss eine erfolgreiche Hauttransplantation durchführen (KOMORI et al., 

1993). Nicht nur Cyclosporin A sondern auch Mycophenolate Mofetil (MMF, 

RS-61443) scheinen die Wirkung von LFA-1 Antikörpern zu steigern 

(TAKAZAWA et al., 1996). 

Auch Versuche an Primaten lieferten bereits erfolgsversprechende Ergebnisse. 

Herztransplantierte Rhesus-Affen, die einen humanisierten-anti-CD11a 

Antikörper erhielten, zeigten eine deutlich verlängertes Transplantatüberleben 

(POSTON et al., 2000). 

Der neu entwickelte humanisierte anti-CD11a Antikörper hu1124 Efalizumab 

wurde erfolgreich bei Patienten mit Psoriasis angewendet und wird gegenwärtig 

in großen Studien getestet (GOTTLIEB et al., 2000; PAPP et al., 2001; 

LEONARDI, 2003). 
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Bei den bisher hier vorgestellten Studien wurden monoklonale Antikörper 

verwendet. Zur Durchführung unserer Versuche standen uns CD11a-

genmutierte, LFA-1-defiziente, Mäuse zur Verfügung. Auf monoklonale 

Antikörper konnte so verzichtet werden. Der mögliche Nachteil bei der 

Verwendung von Knockout Mäusen liegt darin, dass sich bei Fehlen eines 

Moleküls andere Regelmechanismen ausbilden können, die die Funktion des 

deletierten Moleküls ganz oder teilweise kompensieren. Dies wäre allerdings 

auch bei langfristiger Behandlung mit Antikörpern zu erwarten. Andererseits 

werden aber durch Antikörper vermittelte Nebeneffekte wie Antigen capping, 

Zellaktivierung in Abwesenheit eines spezifischen Counterparts oder sogar 

Depletion von Zielzellen durch Apoptose, Komplement oder zellvermittelte Lyse 

vermieden. Im Hinblick auf die Funktion eines zellulären Moleküls liefern 

Versuche an Knockout Mäusen wesentlich verlässlichere Daten. Die LFA-1-

defizienten Mäuse zeigen in der konventionellen Tierhaltung im Gegensatz zu 

Patienten mit LAD-Syndrom keine gehäuften bakteriellen Infektionen. 

Unsere Untersuchungen mit vollständig MHC-divergenten Spender/Empfänger-

konstellationenen an Knockout Mäusen erlaubten uns grundlegende 

Mechanismen der GvHD-Entstehung und Ausprägung zu untersuchen. 

Das Standardverfahren der allogenen Transplantation hämatopoetischer 

Stammzellen im Mausmodell besteht in der Rekonstitution des Empfängers mit 

Milzzellen des Spenders. Bei diesem Verfahren kommt es rasch zu einer 

ausgeprägten letalen GvHD. Dieses Vorgehen erschien uns wenig praxisnah. 

Damit unsere Ergebnisse trotzdem, auch aufgrund der Nähe des murinen 

Systems zum humanen, Schlussfolgerungen bezüglich der 

Stammzelltransplantation am Menschen erlauben, erstellten wir neue 

veränderte Protokolle. Da im Knochenmark nur relativ wenig T-Zellen zu finden 

sind, führt die MHC-divergente Transplantation von ausschließlich 

Knochenmarkzellen meist nur zu einer sehr verzögerten und milden GvHD in 
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Mäusen. Als optimalen Kompromiss sahen wir daher die kombinierte 

Transplantation von Knochenmark- und wenig Milzzellen an. 

In unseren Versuchen wurden einzeln, oder kombiniert Milz- und 

Knochenmarkzellen von CD11a homozygot und heterozygot genmutierten 

C57BL/6 Mäusen (MHC-Genotyp H-2b) in letal bestrahlte BALB/c 

(MHC-Genotyp H-2d) und BALB.B (MHC-Genotyp H-2b) Mäuse transplantiert. 

Untersucht wurde damit sowohl eine Major Histocompatibility Complex (MHC) 

als auch eine minor Histocompatibility Complex (miHC) vermittelte 

Immunaantwort. Unabhängig davon, ob die Spender-Leukozyten LFA-1 

exprimierten oder nicht, kam es bei hundertprozentigem Engraftment zur 

Ausbildung einer GvHD. Es zeigte sich in keiner Versuchsreihe ein signifikanter 

Unterschied bezüglich der Überlebenszeit zwischen Wildtyp und 

LFA-1-defizienten Mäusen. 

Insbesondere die Ergebnisse der allogenen Milzzelltransplantation sind im 

Einklang mit den Antikörperstudien von Blazer. Blazar fand jedoch einen 

synergistischen Effekt von LFA-1 und B7 bei der Entstehung und Ausprägung 

einer GvHD. Er verwendete mit der Kombination aus anti-CD11a Antikörpern 

und CTLA-4-Ig eine Therapie welche zu einem guten Langzeitüberleben der 

über MHC-Grenzen transplantierten Tiere führte (BLAZAR et al., 1995). 

Auch Antigen präsentierende Zellen des Empfängers (APC) exprimieren LFA-1. 

Um das Fehlen von LFA-1 auf den Zellen des Empfängerorganismus zu 

untersuchen wurden daher CD11a-genmutierte oder Wildtyp C57BL/6 Mäuse 

als Empfänger und BALB/c Mäuse als Spender herangezogen. Auch hier 

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Entwicklung einer GvHD 

und der Überlebenszeit. Das Engraftment war in allen Fällen vollständig.  
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Die von uns durchgeführten in vivo Versuche konnten damit keine Unterschiede 

zwischen LFA-1-defizienten/CD11a-genmutierten und Wildtyp Mäusen 

bezüglich Überlebenszeit oder Schweregrad der GvHD aufzeigen. Die 

systemische T-Zellaktivierung scheint damit unabhängig von LFA-1 

stattzufinden. Das Ergebnis, dass sich eine GvHD auch ohne Vorhandensein 

von LFA-1 entwickeln kann, heißt nicht unbedingt, dass LFA-1 keine Rolle bei 

der Entstehung der akuten GvHD spielt. Möglicherweise wird das Fehlen von 

LFA-1 durch andere kostimulatorische Moleküle kompensiert. Alternativ sind 

auch überlappende Funktionen mehrerer beteiligter Moleküle möglich. Obschon 

in vivo gezeigt werden konnte, dass nach Stimulation mit TNF-α die Adhäsion 

der Leukozyten an der Endothelwand deutlich vermindert ist, scheint 

insbesondere die Adhäsion naiver T-Zellen in der Milz unabhängig von 

Adhäsionsmolekülen zu geschehen (THORLACIUS et al., 2000) Effektive Zell-

Zellinteraktionen finden somit auch in Abwesenheit von LFA-1 statt. Es gibt 

desweiteren Hinweise, dass sich Art und Ausmaß der Integrinexpression nach 

der Transplantation im Verlauf ändern und ihre Rolle zu verschiedenen 

Zeitpunkten unterschiedlich ist (WYSOCKI et al., 2005). 

LFA-1 wurde als Adhäsionsmolekül auch bezüglich seiner Bedeutung im 

Rahmen eines erfolgreichen Engraftments diskutiert (GUNJI et al., 1992; 

MOHLE et al., 1997; SCHMITS et al., 1997; PELED et al., 2000; KOLLET et al., 

2001) Unsere Versuche gaben uns die Möglichkeit eventuelle 

Engraftmentdefekte in den genmutierten Mäusen aufzudecken. Die 

durchflusszytometrischen Untersuchungen zeigten bei allen untersuchten 

Tieren ein komplettes Engraftment mit hundertprozentigem Spender-

chimerismus. 

Zusammenfassend sind weitere Studien, welche den Einfluss von LFA-1 in 

Kombination mit anderen Adhäsionsmolekülen oder potentiellen 

kostimulatorischen Molekülen untersuchen, nötig. Wahrscheinlich werden 
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zukünftige effektive therapeutische Ansätze zur Vermeidung oder 

Verminderung einer GvHD darauf zurückgreifen wenigstens initial mehrere 

kostimulatorische Wege gleichzeitig zu blockieren. Daneben sollte es aber zu 

keiner Zunahme der Infektanfälligkeit oder Rate von Virenreaktivierungen 

kommen. Unsere Beobachtungen erlauben keinen Rückschluss auf eine 

Verminderung der natürlichen Immunantwort in LFA-1-defizienten Mäusen. 

Gleiches sollte für die Anwendung von monoklonalen LFA-1 Antikörpern oder 

LFA-1 spezifischen kostimulatorischen Molekülen gelten. Somit bleibt LFA-1 ein 

interessanter Kandidat zur Immunmodulation im Rahmen allogener 

Transplantationen. 
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