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ORIGINALARBEIT

Das Rekruitment immun-
kompetenter Zellen in eine
transplantierte Lunge ist trotz
inkompletter Reinnervierung
nicht behindert

Zusammenfassung: Hintergrund: Es ist unklar, ob der chirur-
gische Eingriff der Transplantation mit Durchtrennung sowohl
der vegetativen Innervation als auch der LymphgefiRe und
Bronchialarterien zu einer Veranderung von Immunreaktionen
fuhrt. Im Tierversuch sollte geklart werden, ob eine induzierte
Immmunreaktion nach einer Lungentransplantation uneinge-
schrankt ablaufen kann. Das Rekruitment von Immunzellen und
der Innervierungszustand der Lungen sollte beurteilt werden.
Methode: Die Untersuchungen erfolgten im syngenen Ratten-
modell vier Monate nach einer orthotopen, linksseitigen Lun-
gentransplantation ohne AbstoBungsreaktion und ohne im-
munsuppressive Behandlung. Bei einem Teil der Tiere wurden
Leukozyten des Spenders und Empfangers differenziert. Nach
Induktion einer pulmonalen Immunreaktion durch Ovalbumin
(OVA) wurden die Zellen der Bronchoalveoldren Lavage (BAL)
und des Lungeninterstitiums fiir die Quantifizierung und Typi-
sierung von Zellpopulationen immunzytologisch markiert und
mittels Durchflusszytometer bzw. im Lichtmikroskop ausgewer-
tet. Dabei wurde die rechte Kontrolllunge mit der linken trans-
plantierten Lunge verglichen. Die Beurteilung des Innervie-
rungszustandes erfolgte durch indirekte Immunfluoreszenz auf
Gefrierschnitten. Ergebnisse: Die Gesamtzellzahl der Leukozy-
ten in der transplantierten Lunge ist nicht vermindert. Die Po-
pulation der CD4* T-Zellen in der BAL der Transplantatlunge ist
gegeniiber der Kontrollseite signifikant erhoht. Die Lunge ist
partiell reinnerviert und beinhaltet in der BAL vereinzelt orts-
standige, spenderspezifische Leukozyten. Schlussfolgerungen:
Das Rekruitment von Abwehrzellen in die transplantierte Lunge
nach induzierter Immunreaktion ist nicht eingeschrankt. Eine
unvollstindige Reinnervierung hat keinen Einfluss auf eine zel-
luldre Entziindungsreaktion.

The Recruitment of Immune Cells into a Grafted Lung is
not Impaired in Spite of Incomplete Reinnervation: Back-
ground: It is not clear whether surgical intervention during
lung transplantation which includes cutting vegetative nerves,
lymphatic vessels and bronchial arteries, leads to alterations in
immune responses. Thus, it was studied in an animal model
whether an induced pulmonary immune reaction after synge-
nic lung transplantation was impaired without the influence of
immunosuppression and rejection. The recruitment of leuko-
cytes and the status of reinnervation was examined. Methods:
Syngenic transplantation of the left lung was performed in Le-
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wis rats without rejection and therefore without immunosup-
pressive therapy. In a subgroup of animals host and donor leu-
kocytes were distinguished. An ovalbumin (OVA)-specific pul-
monary immune response was induced four months after
transplantation. Bronchoalveolar lavage (BAL) and interstitial
leukocytes were examined using flow cytometry and immuno-
cytology, comparing the right lung and the grafted left lung.
Immunohistology was performed to detect nerve fibers on
cryostat sections. Results: An induced cellular inflammation
was observed in the right host lung as well as in the grafted left
lung. However, the CD4 T cell numbers in the BAL were increas-
ed in the left lung. Single donor-type leukocytes could still be
observed four months after transplantation. A partial reinner-
vation was found. Conclusions: The recruitment of immune
cells into the lung interstitium and bronchoalveolar space of
grafted lungs is not impaired. The incomplete reinnervation
has no influence on leukocyte recruitment.

Einleitung

Der chirurgische Eingriff der Transplantation ist verbunden
mit der Durchtrennung der LymphgefiRRe, der Bronchialarte-
rien und der Unterbrechung der vegetativen Innervation. Nur
wenig ist bekannt, inwieweit die entstandene Gewebeschddi-
gung nach Ischdmie und Reperfusion oder die komplette
Denervierung Einfluss auf den Ablauf einer Immunreaktion in
der transplantierten Lunge haben. Das Immunsystem steht in
enger Verbindung zum Nervensystem. In den Luftwegen sind
an der Interaktion die Nervenfasern und die Zellen des
Immunsystems, z.B. Makrophagen, Mastzellen und Granulo-
zyten, beteiligt [1]. Eine transplantationsbedingte Denervie-
rung konnte die zelluldre Immunreaktion in der Lunge beein-
trachtigen. Im vorliegenden Versuch wurde vier Monate nach
einer syngenen Lungentransplantation eine pulmonale Im-
munreaktion durch OVA induziert. Mit einer seitengetrennten
Analyse konnte zwischen der transplantierten, linken Lunge
und der rechten Lunge unterschieden werden. Zur Differen-
zierung zwischen Empfanger- und Transplantatzellen wurden
zum Teil Rattenstamme verwendet, die sich im CD45-Molekiil
(RT7-System) unterscheiden, ohne eine Abstoffung herbeizu-
fithren [2,3]. Zur Erkennung des Innervationszustandes wur-
de durch indirekte Immunfluoreszenz das Neuropeptid Calci-
tonin Gene Related Peptide (CGRP) nachgewiesen.

Die Arbeit stellte folgende Fragen: Ist das Rekruitment von
Abwehrzellen in die transplantierte Lunge nach induzierter
Immunreaktion eingeschrankt? In welchem Umfang sind die
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Leukozyten des Empfdngers in die transplantierte Lunge
eingewandert? Wie ist der Innervationszustand vier Monate
nach Transplantation?

Material und Methoden

Fiir die Versuche wurden sechs 10-12 Wochen alte mann-
liche Lewis-Ratten vom Stamm RT7a und RT7b verwendet.
Lewis-Ratten wurden linke Lungen orthotop transplantiert.
Ausfiihrlich wurde dies von Prop et al. [4] beschrieben. Hier in
Kiirze: Nach linksseitiger Thorakotomie wurde die linke
Lunge des Spendertieres (RT7a: n=3; RT7b: n=3) entnom-
men, die [schdamiezeit lag bei etwa einer halben Stunde. Nach
Entfernung der Lunge im Empfdngertier (RT7a: n=6), wurde
durch Anastomosen der Arteria und Vena pulmonalis und des
Bronchus die Spenderlunge eingesetzt.

Nach vier Monaten wurden den Versuchstieren zur Sensibili-
sierung (genaue Beschreibung durch Schuster et al. [5]) je
1 mg OVA subkutan injiziert. Gleichzeitig erfolgte eine intra-
peritoneale Verabreichung von 5 x 10° hitzeget6teten Borde-
tella pertussis Bakterien. Nach 7 -8 Tagen wurde der Vorgang
wiederholt. Nach weiteren 6-7 Tagen inhalierten die Tiere
fiir 15 min eine 5%ige OVA/Kochsalz-Losung. 22 +2 Stunden
nach der Provokation erfolgte die Totung der Tiere durch
Aortenpunktion in Narkose. Fiir die sich anschlief3ende seiten-
getrennte BAL wurde nach Kaniilierung der Trachea mittels
Knopfkaniile und Praparation des Lungenhilus zundchst der
rechte Hauptbronchus abgeklemmt und linksseitig mit
10 x 2 ml NaCl 0,9% gespiilt. Danach erfolgte die Spiilung des
rechten Lungenfliigels mit 10 x 3 ml. Die seitengleichen Frak-
tionen wurden vereinigt. Fiir die Kryokonservierung wurden
Teile der Lunge mit OCT gefiillt und in fliissigem Stickstoff
eingefroren [5]. Durch mechanische Behandlung konnte die
restliche Lunge zu einer Einzelzellsuspension aufgearbeitet
werden. Aus den Zellsuspensionen von BAL und Lungenhomo-
genat wurde mittels einer Zytozentrifuge Zytospinpraparate
hergestellt. Zelldifferenzierung erfolgte nach Firbung mit
May-Griinwald/Giemsa-Reagenz. RT7b-positive und -negative
Zellen wurden auf Zytospotprdparaten der BAL nach Anti-
korperfirbung im Lichtmikroskop unterschieden [6]. Die
Detektion von CD4+, CD8* T-Zellen und NK-Zellen erfolgte im
Durchflusszytometer (ausfiihrlich bei Fliegert et al. [7]). Da
rechte und linke Lunge unterschiedlich groR sind, wurden die
Zellen aus der BAL und des Lungeninterstitiums von rechter
Kontrollseite und dem Spenderorgan in relativen Anteilen
angegeben. Wenn die Zellzahlen der linken Lunge auf das
Volumen der rechten Lunge hochgerechnet werden, ergeben
sich die gleichen Ergebnisse wie fiir den Vergleich der
prozentualen Werte.

Fiir den Neuropeptidnachweis (ausfiihrlich bei Haberberger
et al. [8]) wurde an einem Kryostaten von den Lungen
Sagittalschnitte einer Dicke von 12 um angefertigt, fixiert und
mit CRGP-spezifischem Antiserum immunhistologisch ge-
farbt. Die Schnitte wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop
(Anregungsfilter 525-560 nm, Sperrfilter 570-650 nm) ana-
lysiert. Die semiquantitative Auswertung erfolgte an drei
Schnitten (Mindestabstand 120 um) pro transplantierter und
nicht-transplantierter Lunge durch zwei Untersucher. Fiir die
Kontrolle wurde die Innervation an Gewebe von Tieren 14
Tage nach Transplantation bestimmt, die aus vorangegange-
nen Versuchen zur Verfiigung standen.
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Zur statistischen Auswertung wurde das Programm SPSS fiir
Windows 6.0.1. verwendet. Ermittelt wurden Mittelwerte und
Standardfehler der Versuchsgruppen. Zum Nachweis von
signifikanten Unterschieden wurden die einzelnen Gruppen
gegeneinander mit Hilfe des Wilcoxon-Testes fiir zwei ver-
bundene Stichproben verglichen. Ein p<0.05 wurde als
statistisch signifikant angesehen.

Ergebnisse

Nach Transplantation, Sensibilisierung und pulmonaler Anti-
genprovokation konnten bei den Versuchstieren keine sicht-
bare Krankheitszeichen festgestellt werden. Das Gewebe der
rechten und linken, transplantierten Lunge zeigte sich bei der
Praparation makroskopisch unauffillig.

Der Einstrom der Leukozyten in die transplantierte Lunge war
nicht vermindert. Bei den CD4* T-Zellen gab es einen signifi-
kanten Anstieg in der BAL des Transplantats. Die Anteile der
Alveolarmakrophagen, der neutrophilen Granulozyten, der
Lymphozyten insgesamt und der CD8* T-Zellen waren zwi-
schen rechter und linker Lunge nicht signifikant verdndert
(Abb.1). Der Vergleich der Zellen im Lungeninterstitium von
beiden Lungen ergab keine Abweichungen bei der Unter-
suchung der NK-Zellen, der Lymphozytenpopulation insge-
samt, der CD4* und CD8* T-Zellen (Abb. 2).
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Abb.1 Die transplantierte Lunge zeigte eine normale Entziindungs-
reaktion. Beim Vergleich von Kontrolllunge (links) und Spenderlunge
(rechts) zeigte sich in der BAL ein signifikanter Unterschied der CD4*
T-Zell-Population. Die Symbole kennzeichnen verschiedene Tiere.
Signifikante Unterschiede sind mit * gekennzeichnet (*p<0,05;
Wilcoxon-Test).

=0

Durch immunzytologische Farbung der BAL konnten Leukozy-
ten vom Empfinger- und Spendertyp differenziert werden.
Einzelne ortsstindige Zellen vom Spendertyp waren noch
nach vier Monaten nachweisbar (Abb. 3).

Fiir die Darstellung der nervalen Innervationssituation wurde
das Neuropeptid CGRP nachgewiesen. Postoperativ sind nach
14 Tagen keine CGRP-haltigen Nervenfasern im Gewebe zu
sehen (Abb.4a). Nach vier Monaten ist eine partielle Rein-
nervierung zu erkennen (Abb. 4b).
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Abb. 2 Der Vergleich Kontrolllunge (links) und transplantierte Lunge
(rechts) im Interstitium ergab in keiner untersuchten Zellpopulation
einen signifikanten Unterschied. Die Symbole kennzeichnen verschie-
dene Tiere.
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Abb. 3 Mikroskopische Aufnahmen von Zytospinprdparaten mit
Zellen der BAL nach Farbung mit einem spenderspezifischen Anti-
kérper. Vier Monate nach Transplantation (Abb. A) besitzen nur noch
vereinzelte Zellen die Spezifitdt des Spendertieres (blau), wdhrend
diese Zellen 14 Tage nach Transplantation deutlich haufiger vor-
kommen (rot) (Abb. C). Die Kontrolllunge zeigt keine positiven Zellen
(Abb. B).

Diskussion

Durch eine aktive Sensibilisierung kommt es nach der Provo-
kation mit OVA zundchst zu einer Ag-Ak-Komplexbildung in
der Lunge. Das Komplementsystem wird aktiviert und fiihrt
zur chemotaktischen Anlockung von Immunzellen wie z.B.
Granulozyten und Makrophagen [9]. Dieses bestdtigte sich
durch die vorliegende Untersuchung. Der Anstieg der Lym-
phozytenzahl entspricht anderen Ergebnissen nach OVA-
Provokationen [5].

Lihrmann A et al

Abb. 4 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme (400fache VergroRe-
rung) von Gewebeschnitten nach Kryokonservierung und immun-
histochemischer Farbung mit einem CGRP-spezifischen Antikorper. (a)
Lungengewebe 14 Tage nach Transplantation zeigt keine positive
Farbung; die Lunge ist denerviert. (b) Lungengewebe vier Monate
nach Transplantation zeigt eine Reinnervierung (Pfeil). (c) Inner-
vierungszustand (Pfeil) der rechten Kontrolllunge vier Monate nach
Transplantation.
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Die Transplantation hat die Reaktion auf OVA nur in einem
der untersuchten Parameter beeinflusst. Der Vergleich von
Lymphozytenzahlen der rechten und der transplantierten
Lunge zeigte einen Anstieg der CD4* T-Zellen in der BAL.
Curtis et al. [10] zeigten im Mausmodell, dass es nach einer
Sensibilisierung und Provokation mit Schaferythrozyten zu
einem starken Influx von CD4* T-Zellen kommt. Welchen
Einfluss die Transplantation auch noch vier Monate spéter auf
eine Immunantwort hat, kann nicht abschlieBend geklart
werden. An der Migration von Lymphozyten und deren
Regulation ist eine Vielzahl von Chemokinen beteiligt [11].

Dass die Leukozyten in der BAL 4 Monate nach Transplanta-
tion zum grofSten Teil die Spezifitit des Empfangertieres
besitzen, erginzt frithere Untersuchungen. Schon 14 Tage
nach Transplantation waren noch 30% urspriingliche Lym-
phozyten [12] zu finden, nach weiteren 14 Tagen waren bei
jedem Tier nur noch einzelne Spenderzellen nachweisbar [6].

Inwieweit die Reinnervierung bei der Regulation einer
Immunantwort eine Rolle spielt ist noch ungeklart. Im Bereich
der sensorischen, afferenten Nerven sind die marklosen C-
Fasern zu finden. Sie liegen innerhalb des Lungenepitheliums
und enthalten mit Neuropeptiden gefiillte Vesikel. Die Neu-
ropeptide beinhalten verschiedene Tachykine, wie z.B. Sub-
stanz P, CGRP und Neurokinin A [1]. Die tachykinhaltigen C-
Fasern konnten im Bereich der humanen Bronchien, der
Bronchiolen und den distalen Bereichen der Atemwege iden-
tifiziert werden. Inwieweit die Tachykine in den Alveolen
vorhanden sind, konnte dagegen noch nicht abschlieRend
gekldrt werden [13,14]. Histologische Studien zeigten, dass
Nervenfasern durch Tachykine z.B. Substanz P und CGRP
vermittelt, mit verschiedenen Zellen des Immunsystems in
Kontakt treten [15]. Mastzellen gelten als ,Informationswand-
ler* zwischen nervalen Reizen und immunologischen Ereig-
nissen [16]. Zusammen mit den Makrophagen kleiden sie die
Muskelschicht des Respirationstraktes aus und sind in rdum-
licher Ndhe zu Substanz P- und CGRP-haltigen Nervenfasern
anzutreffen [17]. Neuropeptide und neurotrophe Faktoren
(z.B. NGF) sind in der Lage, die Freisetzung von Mediatoren in
den Mastzellen zu induzieren [18,19].

Durch die Transplantation war eine vollstindige Denervation
der Lunge gewdhrleistet. Erst nach acht Monaten kommt es
bei der Ratte laut Kawaguchi et al. [20] zu einer Wiederher-
stellung der nervalen Versorgung. Buvry et al. [21] konnten
eine partielle Reinnervation der Rattenlunge nach 5 Monaten
durch den Nachweis von neugebildeten CGRP-haltigen Ner-
venfasern zeigen. Informationen iiber eine mogliche Rein-
nervierung und deren zeitlichen Ablauf in menschlichen
Lungentransplantaten gibt es bisher nicht. Im vorliegenden
Versuch konnte durch den immunhistologischen Nachweis
des Neuropeptides CGRP gezeigt werden, dass zumindest eine
partielle Reinnervierung erfolgt ist. Es muss dabei beachtet
werden, dass sich diese qualitativ und quantitativ von der
urspriinglichen Innervation unterscheidet. Die unvollstindige
Reinnervierung und damit verbundene Unterbrechung der
Wechselwirkungen von Immun- und Nervensystem, konnte
die Ursache dafiir sein, dass es zu unterschiedlich starken
Reaktionen auf ein Antigen kommt. Ein direkter Zusammen-
hang zwischen dem Immun- und Nervensystem kann aller-
dings nicht hergestellt werden.

Das Rekruitment von Abwehrzellen in die transplantierte
Lunge nach induzierter Immunreaktion ist nicht einge-
schrankt. Eine unvollstindige Reinnervierung hat keinen Ein-
fluss auf eine Entziindungsreaktion.
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»Forschungsstipendium Lungenfibrose* der
Deutschen Lungenstiftung & Stiftung zur
Erforschung der Lungenfibrose Waldhof Elgerhausen

Diagnostik, Klassifizierung und Therapie der Lungen-
fibrose sind aus wissenschaftlicher und klinischer Sicht
unbefriedigend. Selbst die histologische Diagnose ist
selten hilfreich fiir eine weiter erfolgreiche Therapie. Wir
planen eine mehrjdhrige Analyse von Krankheitsverldu-
fen an einem grofBen Krankengut mehrerer Kliniken unter
Beriicksichtigung der histologischen Diagnose, der Be-
handlung mit Immunsuppressiva und der Sauerstoff-
Langzeit-Therapie. Fiir das Projekt stehen zundchst
50 000 DM zur Verfiigung.

Gesucht wird eine jiingere klinische Forscherin/klinischer
Forscher als zentrale Koordinatorin/zentraler Koordina-
tor.

Einzelheiten zum Projekt und zur Bewerbung sind zu
erfragen bei Prof. Dr. Helmut Fabel, Hannover, Tel.: 0511/
9063347 oder Prof. Dr. Harald Morr, Greifenstein, Tel.:
06449/927261.
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