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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei einer Transplantation von porzinen Geweben foddr Organen in den Menschen muss
mit Immunantworten gerechnet werden, die deutlieftigper und komplexer sind als bei der
Allotransplantation. Dennoch existieren in der Xahetion Madoglichkeiten zur
Immunmodulation, die bei der Transplantation vombtéh-auf-Mensch nicht umsetzbar sind.
Hierzu zahlt z.B. die gentechnische VeranderungStdsveins als potentiellen Organspender
mit dem Ziel, die Immunantworten des Empfangersseumindern. In dieser Arbeit wurde
untersucht, ob die Uberexpression der humanen imdgatimulatorischen Molekiile PD-L1
oder PD-L2 auf porzinen Antigen-prasentierendereiglAPC) eine Inhibition der humanen
anti-porzinen T-Zellaktivierung bewirkt, sowie obDR1 auf porzinen Zellen auch
Auswirkungen auf die Aktivitat humaner Effektoraail(CD8 T-Zellen und NK-Zellen) hat.
Zudem wurde in einem Ratten-Transplantationsmadetrsucht, ob die Uberexpression von

PD-L1 auf porzinen Zellen diese Zellen vor einestifung schitzt.

Um diese Konzepte zu prufen, wurden zunachst pexirC (B-Zelllinie L23), die entweder
humanes PD-L1 oder humanes PD-L2 stark exprimigiit23-PD-L1-, L23-PD-L2-Zellen)
und Leervektor-Transfektanten (L23-GFP-Zellen) gieme Bei der Aktivierung humaner
CD4" T-Zellen mit den PD-L-Transfektanten zeigte sidass die PD-L1/2 Expression zu
einer verminderten Proliferation der CD#-Zellen sowie zu einer geringeren Synthese von
proliferationsfordernden Zytokinen (z.B. IL-2) i CD4 T-Zellen fiihrte. Die Synthese des
immunsupprimierenden Zytokins IL-10 hingegen warglachsweise hoch in CDA4T-
Zellen, die PD-L1/2 Signale erhielten. In Langzeitkren von CD2 T-Zellen mit PD-L-
Transfektanten tauchten vermehrt CDB25"%Foxp3 T.egs auf, die eine starke
supprimierende Wirkung auf die Aktivierung von CD4&-Zellen hatten. Auch die
zytotoxische Aktivitat humaner Effektorzellen wurdlirch PD-L1 auf porzinen Zellen
beeinflusst. Die Lyse porziner PD-L1-Transfektantmrch humane CD8zytotoxische
Effektorzellen und durch NK-Zellen war gegeniber tgse porziner Kontroll-Zellen um
etwa 50% vermindert. Nach der Transplantation v28-GFP- und L23-PD-L1-Zellen unter
die Nierenkapsel von Ratten waren sowohl die L2BRGkie auch die L23-PD-L1-Zellen an
Tag 7 nach Transplantation nicht mehr unter derrddieapsel nachzuweisen. In den
transplantierten Nieren wurden T-Zell- und NK-Zdfilitrate nachgewiesen, wobei die T-
Zellinfiltrate und NK-Zellinfiltrate in Nieren, diemit L23-PD-L1-Zellen transplantiert
wurden, schwacher ausfielen als in Nieren, die lBB-GFP-Zellen transplantiert wurden.



Zusammenfassung

Weiterhin wurden an Tag 7 nach Transplantation aaahi-L23-Antikérper im Blut
transplantierter Ratten detektiert. Ein Vergleien bhtensitaten der Antikdrperbildung zeigte,
dass die Antikorperantworten in Tieren, die L23-PDZellen erhielten, im Schnitt geringer

ausfiel als in Tieren, die L23-GFP-Zellen erhielten

Aus diesen Daten wird der Schluss gezogen, dafdiie-Uberexpression auf porzinen APC
die humane CD4T-Zellaktivierung in der Induktionsphase effekti@rmindern kann. Zudem
deuten die Daten darauf hin, dass auch die Aktimgr von humanen zytotoxischen
Effektorzellen durch die Uberexpression von PD-uf @orzinen Zellen unterdriickt werden
kann. Die bisherigen Befunde aus dem Ratten-Trantsgionsmodell weisen darauf hin, dass
die Expression von PD-L1 auf L23-Zellen keinen gelen Schutz vor Abstol3ung vermitteln
kann. Die geringen zellularen Infiltrate nach L2B-P1-Transplantation und die verminderte
anti-L23-Antikorperbildung machen es jedoch wahesalch, dass PD-L1 aucim vivo die
Kapazitat hat, Immunantworten zu dampfen. Somiesen die Molekile PD-L1 und PD-L2
interessante Zielstrukturen fur die Erstellung siganer Schweine zur Modulation humaner

zellularer Immunantworten gegen Xenotransplantateen.

Schlagworte: PD-1/PD-Liganden, negative KostimolatiXenotransplantation



Abstract

Abstract

The transplantation of porcine tissues and/or agamumans will lead to immune responses
that are expected to be stronger and more compleyared to allotransplantation. However
one advantage of xenotransplantation is the pdsgitn generate genetically modified pigs
as potential organ donors with the aim to downragulmmune responses of the recipient.
We asked whether overexpression of humane negadstenulatory molecule PD-L1 or PD-
L2 on pig antigen presenting cells (APC) has thaciy to modulate human anti-pig CDR
cell responses and whether overexpression of huPahl on pig cells has also inhibitory
effects on human cytotoxic CD&ffector cells or NK cells. Furthermore we askeukether
overexpression of PD-L1 on pig cells protects thesdls from rejection in a rat

transplantation model.

To test these concepts we generated pig APC (IBhoelL23) overexpressing human PD-L1
or PD-L2 (L23-PD-L1, L23-PD-L2 cells) as well asntm! cells (L23-GFP cells). CD4T
cells responded with significantly reduced probfesn to PD-L1/2 transfected pig cells and
produced less cytokines that enhance proliferaf@g. IL-2) than cells stimulated with pig
control cells. The immunosuppressive cytokine IL-hOwever, was increased in CDZ
cells responding to stimulation with PD-L1/2 traecthnts. In longterm cultures of CD#
cells stimulated with PD-L1 transfectants, we obedrthat a CDACD25"9""Foxp3 cell
population showed up, that effectively suppresseivation of conventional human CD&
cells. Furthermore, PD-L1 overexpression on pidscalso affected cytotoxicity of human
effector cells. Porcine PD-L1 transfectants weretqguted to about 50% from the lysis by
human cytotoxic CD8 T cells and NK cells compared to pig control cellsfter
transplantation of L23-GFP or L23-PD-L1-transfetsannder the kidney capsule of rats, on
day seven after transplantation neither L23-GFPL2&-PD-L1 cells were found under the
kidney capsules. Immunohistological analysis rex@ahat rat T cells and NK cell infiltrated
in the kidneys transplanted with L23-GFP and L23H{PDcells. However less T cell and NK
cell infiltrates were observed in kidneys transpanwith L23-PD-L1 cells compared to
kidneys transplanted with L23-GFP cells. Furthemnanti-L23-antibodies were detected in
rats transplanted with L23-GFP or L23-PD-L1 cells day seven after transplantation. A
comparison of the intensities of the antibody reses in recipient animals of L23-GFP or
L23-PD-L1 cells indicated slightly diminished ardtty responses of animals transplanted
with PD-L1 expressing cells.



Abstract

Our data indicate that PD-L overexpression on prfcAcan efficiently downregulate human
anti-pig CD4 T cell responses in the induction phase. Furthezmour data suggest that
strong PD-L1 signaling on pig cells also inhibhe factivity of human cytotoxic effector cells.
The first results from the rat transplantation moslgygest, that PD-L1 expression on L23
cells can not avoid the rejection of the porcinkscélowever the reduced infiltrates and the
lower antibody responses after L23-PD-L1 transpléon indicate that PD-L1 has also
vivo the capacity to dampen immune responses. Thus ?Ddeem to be interesting target
molecules for the generation of transgenic pigataulate human anti-pig cellular responses

after xenotransplantation.

Key words: PD-1/PD-ligands, negative costimulatixenotransplantation
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Problemstellung

Der anhaltende Organmangel stellt in der klinischeansplantation ein grof3es Problem dar.
Dieses Problem koénnte durch den Ersatz von hum&mganen durch porzine Organe
Uberwunden werden. Bei der Transplantation voniperzOrganen in den Menschen ist mit
starken Abstof3ungsreaktionen zu rechnen. Die Ewrgugyansgener Tiere und hiermit die
Moglichkeit  Spender-Organe  gentechnisch so zu dendm dass humane

AbstoRungsreaktionen gegen diese Organe minimieetdem, ist ein Vorteil der

Xenotransplantation. Durch molekularbiologische héeten und den Einsatz neuer
Klonierungstechniken bei der Erzeugung transgecamwsine konnten in den letzten Jahren
gro3e Fortschritte bei den Strategien zur Vermeadwon AbstoRungsreaktionen nach

Xenotransplantation erzielt werden.

So stellt die transgene Expression von humanen Keamgntregulatoren wie CD55 oder
CD59 auf Schweineorganen eine Mdglichkeit dar, um Komplementaktivierung zu
verhindern, die fur die hyperakuten Abstol3ungsieakn verantwortlich ist [1]. Mittlerweile
stehen auch alphal,3-Galaktosyltransfekasmek-outSchweine zur Verfugung [2], welche
eine weitere Maoglichkeit bieten, um die durch préafeerte Antikdrper vermittelte
Komplementaktivierung zu unterbinden. Somit gibt \@slversprechende Konzepte zur
Vermeidung der hyperakuten Abstof3ung und fur digtene Entwicklung der klinischen
Xenotransplantation sind nun zunehmend Kenntnisber Udie zellular-vermittelten

AbstoRungsmechanismen und deren Vermeidung erfmfuer

Naturliche Killer (NK)-Zellen gehdren zu den erstgellen, die ein fremdes Transplantat
erkennen und attackieren. Da humane NK-Zellen mLdge sind, porzine Endothelzellen

vitro zu lysieren, [3] ist davon auszugehen, dass NHKeBebei der akut vaskularen
AbstoRung nach Xenotransplantation eine Rolle spieDie Expression des HLA-E-Proteins
auf porzinen Zellen fuhrt zu einem inhibitorisch8ignal in humanen NK-Zellen [4] und
stellt eine Maoglichkeit dar, die NK-Zell-vermittelt akute vaskulare AbstoRung zu

kontrollieren.

Nach einer Xenotransplantation muss auch mit starkd-Zell-vermittelten

AbstoRungsreaktionen gerechnet werden. Porzingg@&mprasentierende Zellen (APC) sind

1
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trotz der Speziesbarriere in der Lage humane Tedelbllstandig zu aktivieren [5, 6]. Die
vollstandige T-Zellaktivierung deutet darauf himsd Interaktionen zwischen dem humanen
T-Zellrezeptor und den porzinen MHC-Molekulen, sewilnteraktionen zwischen
kostimulatorischen Molekilen auf porzinen APC (z80/86, CD40) und ihren Liganden

auf humanen T-Zellen, funktionell sind.

Ein Konzept zur Vermeidung der humanen anti-porzineZellaktivierung stellt die

Inhibition von kostimulatorischen Signalen durch o&tade der Rezeptor-Ligand-
Interaktionen zwischen humanen T-Zellen und porzinAPC dar. Die Blockade

kostimulatorischer ~ Signale brachte in Allo- und Xeanplantationsmodellen
vielversprechende Ergebnisse. So konnte zum Béidpreh die Kombination der Blockade
von CD28:CD80/86- und CD154 (CD40L):CD40-Interakén das Uberleben von porzinen
Inselzellen in Primaten deutlich verlangert werfién Bei der Transplantation von porzinen
Herzen in Primaten wurde durch die Kombination @&154-Blockade mit gleichzeitiger
Gabe von Immunsuppressiva ein Transplantattiberleber2-6 Monaten erreicht [8]. Somit
fuhrt die Blockade der positiven kostimulatorischierneraktionen zwar zu verminderten
AbstoRungsreaktionen, wird aber alleine vermutlisitht ausreichend sein, um eine

langanhaltende Toleranz nach Xenotransplantatierzelen.

Eine weitere Mdoglichkeit, die humane anti-porzin&Zdllantwort zu inhibieren, ergibt sich
aus dem neuem Konzept der negativen Kostimuladaosatzlich zu den klassischen positiv-
kostimulatorischen Molekilen CD80/86 der B7 Famdiad in den letzten Jahren neue B7
Familien-Mitglieder bekannt geworden, die keineifpasn, sondern negative Signale in T-
Zellen vermitteln [9, 10]. Ein Beispiel fir Rezepidgand-Interaktionen, die negative
Signale in T-Zellen auslésen, sind der RezeptorlPProgrammed death)lund seine
Liganden PD-L1 und PD-L2 [11].

Ziel dieser Arbeit war es zu prufen, ob das Vek&dmegativ-kostimulatorischer Signale auf
porzinen Zellen durch transgene Expression hum&izil- bzw. PD-L2-Moleklle ein
wirksames Konzept darstellt, um humane zellulate@orzine Immunantworten nach einer
Transplantation von porzinen Zellen oder Gewebeatteim Menschen zu unterdriicken. Hierzu
wurden folgende Teilziele bzw. Fragestellungen beitet:
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1. Erzeugung von porzinen APC, die humanes PD-L1/Rilsiiderexprimieren. Hierzu
wurden die humanen PD-L1- und PD-L2-Gensequenzezinen Expressionsvektor
kloniert und es erfolgte die Transfektion von L28H&n (porzine B-Zelllinie) mit dem
humanen PD-L1- bzw. dem humanem PD-L2-KonstruktRe&dem wurden L23-
Zellen mit dem Leervektor transfiziert (L23-GFP)ngkhlielend wurden Zelllinien,
die die Transgene stabil Uberexprimieren (L23-PD-ILP3-PD-L2, L23-GFP),

generiert.

2. Welche Auswirkungen hat die PD-L1/2-Uberexpressami die humane CD4T-
Zellaktivierung? Hierzu wurde die stimulatorischapfzitat von L23-PD-L1- oder
L23-PD-L2-Transfektanten gegeniiber humanen TDZ-Zellen mit der
stimulatorischen Kapazitat von Leervektor-Transdekén (L23-GFP) verglichen.
Zusatzlich wurden die Effekte von PD-L1 oder PD-&Bnalen auf die Entstehung
von CD4CD25"" regulatorischen T-Zellen analysiert.

3. Hat PD-L1 auf porzinen Zellen einen protektivenektf gegentber der Lyse durch
humane zytotoxische Effektorzellen? Es wurde gepirif welchem Umfang L23-
GFP- bzw. L23-PD-L1-Zellen durch humane CDBZellen und NK-Zellen zerstort

werden.

4. Kann die PD-L1-Uberexpression auf porzinen Zeliervivo anti-porzine zellulare
Immunantworten unterdriicken? Nach Transplantation 23-PD-L1- und L23-
GFP-Zellen unter die Nierenkapsel von Ratten wurdke Infiltrate in den
transplantierten Nieren und die Antikorper-Titergge L23-Zellen in den Ratten

untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind in kumulativerrk@nhand von zwei Manuskripten sowie
einem weiteren Einzelkapitel zusammengefasst. Digelihisse zur Generierung von
porzinen APC, die humanes PD-L1 oder PD-L2 expriemge und die Ergebnisse zu den
Wirkungen der Transgene PD-L1/2 auf die humane ‘CD4Zellaktivierung sind im

Manuskript ,Suppression of Human T-cell Activation and ExpamsibRegulatory T cells by
Pig Cells Overexpressing PD-Ligands‘{Anhang A) dargestellt. Im Manuskript
,Overexpression of human PD-Ligand-1 protects piljs deom lysis by human cytotoxic

effector cells*(Anhang B) sind die Untersuchungen zum protektizfiekt von PD-L1 auf
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porzinen Zellen gegentber der Lyse durch humaneotayische Effektorzellen
zusammengefasst. Die Ergebnisseiawivo-Wirkung von PD-L1, die mithilfe eines Ratten-
Modells generiert wurden, sind in einem zusatziché&inzelkapitel mit noch

unveroffentlichten Daten zusammengestellt (Anhaphg C

1.2 Ubersicht zu AbstoRungsreaktionen nach Xenotraplantation

Die  Abstol3ungreaktionen in der Xenotransplantatiolassen sich in die

AbstolBungsmechanismen, die durch Antikdrper und lement vermittelt werden, und die
zellularen Abstol3ungsmechanismen unterteilen. Ingdralen werden die verschiedenen
Mechanismen erlautert, wobei besonders auf die ITFvBemittelten AbstoRungsreaktionen

eingegangen wird.

1.2.1 Antikorper- und Komplement-vermittelte Abstofung

Die erste Barriere, die es fir eine erfolgreichendteansplantation zu tberwinden gilt, stellt
die hyperakute AbstoRung dar. Diese wird durchqgordierte Antikérper, die an vaskulare
porzine Endothelzellen binden und eine Komplemdigkung bewirken, vermittelt. Viele
dieser praformierten Antikorper sind gegen Galadkids3-Galaktose (Gal)-Epitope
gerichtet. Gal-Epitope entstehen durch die Umwarglkon Galaktose-31,4-Galaktose durch
das Enzynmul,3-Galaktosyltransferase. Das Gen furaie3-Galaktosyltransferase liegt beim
Menschen und bei Alt-Welt-Affen nur noch als Psegatovor [12], ist aber in allen anderen
Saugetieren funktional. Daher exprimieren Mensalmaeh Alt-Welt-Affen keine Gal-Epitope
[13], weisen aber praformierte Antikdrper gegensdieStrukturen auf. Dies ist darauf
zurtckzufiihren, dass auch viele Mikrorganismen,daiten Menschen oder Alt-Welt-Affen
in Kontakt kommen Gal-Epitope exprimieren [14]. &M o6glichkeit die durch diese anti-Gal-
Antikdrper ausgeloste hyperakute AbstoRung zu mamen, besteht in der Generierung von
al,3-Galaktosyltransferaderock-outSchweinen. Diese Schweine stehen mittlerweile zur
Verfigung [2] und es konnte auch gezeigt werdess diee hyperakute Abstol3ung, die durch
Gal-Expression auf porzinen vaskularem Endothelirgaicht wird, durch den Einsatz von
Galknock-ouwtOrganen unterdriickt werden kann, was zu langerbarlebenszeiten der
Transplantate in Primaten fuhrte [8, 15]. Zusalelizu den praformierten anti-Gal-
Antikdrpern tragen auch sogenannte non-Gal-Anti&brpur Komplementaktivierung und

damit zur Abstof3ung bei [16]. Ein Ansatz auch di€senplementaktivierung zu inhibieren,
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besteht in der Generierung von Schweinen, die herkamplementregulatorische Molekile
wie CD55 oder CD59 exprimieren [17, 18]. Die Wirkdeeit dieses Konzeptes konnte bereits
in vivo und in vitro nachgewiesen werden. So wurde gezeigt, dass poEzidethelzellen

durch die Expression von humanem CD59 vor der Lgsech humanes Komplement
geschuitzt sind [19]. Des Weiteren wurde bei dem3péantation von CD55/59-transgenen
Nieren in Primaten verlangerte Uberlebenszeiterb&elatet [20]. Auch die Expression des
humanen Komplementregulators CD46 hat sich als saik erwiesen, um humane
Komplementaktivierung durch porzine Zellen zu inéibn [21, 22]. Es gibt also

vielversprechende Konzepte zur Vermeidung der lajpgen AbtoBung nach einer

Xenotransplantation.

1.2.2 Zell-vermittelte Abstol3ungsreaktionen

Zu den Zellen, die eine angeborene Immunantwort mitexin, zadhlen
Monozyten/Makrophagen, neutrophile Zellen und NHKlete Nach einer Xenotransplantation
wird damit gerechnet, dass Monozyten/Makrophagesh ngutrophile Zellen zu den ersten
Zellen zéhlen, die zum Transplantatsort rekrutigerden und dort durch Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine einen Entzindungsheristehen lassen [23, 24]. Die
Ausbildung des Entzindungsherdes fuhrt zur Rekuurige weiterer Immunzellen wie den
NK-Zellen. Dain vitro gezeigt werden konnte, dass humane NK-Zellen mLdge sind,
porzine Endothelzellen effizient zu lysieren [3]irdvvon einer wichtigen Rolle der NK-
Zellen bei der AbstoRung von porzinen Organen inmddben ausgegangen. Die Regulation
von NK-Zell-Aktivitat erfolgt durch inhibitorischend aktivierende Rezeptoren. Die Bindung
von Selbst-MHC-Klasse-I-Molekulen fuhrt zu einenarken inhibitorischen Signal in NK-
Zellen. Daher konnte die zytotoxische Aktivitat vddK-Zellen gegeniiber porzinen
Endothelzellen dadurch erklart werden, dass dasv@oke-Leukozyten-Antigen-Klasse-I
nicht in der Lage ist, humanen NK- Zellen ein intabsches Signal zu vermitteln. Die
Expression des Humanen-Leukozyten-Antigen-E (HLAa&) porzinem Endothel fuhrte in
vitro-Versuchen zu einem Schutz des Endothels vor dee dyrch humane NK-Zellen [25],
was darauf hin deutet, dass die transgene Expressio HLA-E auf porzinem Endothel
negative Signale in humanen NK-Zellen auslost. Brstellung von HLA-E transgenen
Schweinen koénnte in Kombination mit anderen Stiate@z. B.knock-outvon aktivierenden
Liganden fur humane NK-Zellen in Schweinen) einéziginte Methode darstellen, um
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Schweinezellen und Schweinegewebe vor der Zerggodurch humane NK-Zellen zu

schutzen.

Durch die sehr frih auftretenden durch anti-Galditper-vermittelte hyperakuten
AbstoRungsreaktionen gegen porzines vaskularisi€t@wvebe war es lange schwierig, die
adaptiven zellularen AbstoRungsmechanismen in RPemaach einer porzinen Zell- oder
Gewebstransplantation zu untersuchen. Da Insetnediplantate nicht vaskularisiert sind und
somit keiner hyperakuten AbstoRung unterliegen]lestediese ein gutes Modell fir
Untersuchungen der T-Zell-vermittelten AbstoRungktienen dar. Hier konnte gezeigt
werden, dass die Transplantation porziner Insgjeelebe in diabetische Rhesus-Makaken
ohne Immunsuppression zu einer akut-zellularen dthstg fiihrte, an der CD4CDS8' T-
Zellen und Makrophagen beteiligt waren [26]. Beil @leansplantation von CD46-transgenen
porzinen Herzen in Primaten und der Gabe von B-dafiletierenden Antikérpern, sowie
einem al,3Gal-Polymer zur Depletion von anti,3Gal-Antikdrpern, wurden die
Transplantate nach 5-7 Tagen abgestof3en. Immuldgstche Farbungen von Infiltraten
zeigten, dass CD4T-Zellen an dieser AbstoRung stark beteiligt waf@7]. Auch
Untersuchungen von vaskularisierten porzinen Kaakk-outOrganen deuten auf eine
wichtige Rolle der T-Zellaktivierung im Rahmen d&pstol3ung hin. So konnten Kuwai

al. nach der Transplantation von porzinen &abck-outHerzen in Primaten durch eine T-
Zellsuppression deutlich verlangertes Transplabttében bewirken [8]. Somit stellen die
T-Zell-vermittelten Abstol3ungsreaktionen eine déchsten Barrieren auf dem Weg zur

erfolgreichen Xenotransplantation dar.

Die Aktivierung einer T-Zelle erfordert mindesteavgei Signale [28, 29]. Signal 1 wird durch
die Interaktion zwischen MHC-Klasse Il und dem THézeptor und Signal 2 durch die
Interaktion von kostimulatorischen Molekilen undgamden (z.B. CD80/86 und CD28)
vermittelt. Nach einer Transplantation kann es edwv Giber den direkten Weg oder tber den

indirekten Weg zu einer Aktivierung der EmpfangeZdllen kommen.

Der direkte Weg der T-Zellaktivierung erfolgt durdintigen-prasentierende Zellen des
Spenders, die mit dem Transplantat in den Empfaegegebracht werden. Diese APCs
wandern in die peripheren Lymphknoten und fuhrert dor Aktivierung der Empfanger-T-

Zellen. Der direkte Weg wurde in Allotransplantasmodellen gut untersucht und es wird
davon ausgegangen, dass dieser Weg vor allem iRrdlaphase nach einer Transplantation

wichtig ist [30]. In Bezug auf die Xenotransplamat stellte sich zunachst die Frage, ob
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porzine APC Uberhaupt in der Lage sind, Uber diezigsbarriere hinweg humane T-Zellen
zu aktivierenln vitro konnte gezeigt werden, dass porzine APCs einkestarmane T-Zell-
Antwort auslosen konnen [31]. Dies impliziert, daf§iziente funktionelle Interaktionen
zwischen den porzinen MHC-Molekilen und dem humahetellrezeptor sowie zwischen
den kostimulatorischen Molekilen (CD80/86, CD40) éen APC und den entsprechenden
Liganden auf den humanen T-Zellen stattfinden. kesnte durch die Generierung von
Transfektanten, die auschlie3lich porzines CD408Cmder CD86 in Kombination mit
porzinem MHC-II exprimierten, und eine deutlichentane T-Zellaktivierung hervorriefen,
bestétigt werden [32]. Der Vergleich der humamewitro-T-Zellantwort gegentber porzinem
Antigen und Alloantigen zeigte, dass Xenoantigame estarkere Aktivierung hervorruft als
Alloantigen [31], was eine wichtige Rolle des diexk Weges der T-Zellaktivierung nach
Xenotransplantation impliziert. Nach Transplantatieon porzinen Inselzellen in Mause
fuhrte die Blockade von porzinem CD80/86 in derhfptiase nach Transplantation zusammen
mit der Blockade von murinem CD80/86 im spéatererald zu einem Langzeitiberleben der
Transplantate [33]. Dies deutet darauf hin, das$ & derin vivo-Situation der direkte Weg
der Antigenprasentation zumindest in der Frihpnasé Transplantation eine wichtige Rolle
spielt. Im spéateren Verlauf nach Transplantationesd hingegen die indirekte Route der
Antigenprasentation wichtiger zu sein, was sichudeld erklaren lasst, dass die porzinen APC
im Transplantat nach und nach von Empfanger-AP€starwerden. Porzine Endothelzellen
exprimieren nach Aktivierung CD80/86 und sind eldiafin der Lage T-Zellen zu aktivieren
[34]. Da porzine Endothelzellen des Transplantaieht gegen Empfanger-Endothelzellen
ausgetauscht werden, konnte der direkte Weg deell@kivierung durch Endothel nach
einer Xenotransplantation eine persistente Roliele.

Bei dem indirekten Weg der T-Zellaktivierung wirdoehder-Antigen von APCs des
Empfangers prozessiert und auf Empfanger-MHC-KHisbolekulen présentiert. Diese
Empfanger-APCs aktivieren dann Empfanger-CD4&ellen. Nach Xenotransplantation steht
aufgrund der Vielzahl inkompatibler Molekiile decilimehr Fremd-Antigen zur Verfiigung,
welches prozessiert und Uber die Selbst-MHC-Kldks4olekile prasentiert wird als nach
Allotransplantation. Deshalb werden nach einer Xemsplantation porziner Organe in den
Menschen deutlich starkere T-Zellantworten Uberidigrekte Antigenprasentation erwartet
als nach einer Allotransplantation [35]. Dorlieg al. konntenin vitro nachweisen, dass die
humane indirekte T-Zellantwort gegen porzines Aettigleutlich starker ausfallt, als gegen

Alloantigen [31]. Verschiedene Maus-Xenotransplaotemodelle, die zur Untersuchung der
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direkten und der indirekten T-Zellaktivierung eisgezt wurden, deuten aughvivo auf eine
wichtige Rolle der indirekten T-Zellaktivierung bder AbstoRung von Xenotransplantaten
hin [36-38]. Somit ist in der Xenotransplantatiomsétzlich zur Aktivierung von T-Zellen
Uber die direkte Route eine starke T-Zellaktivigrudurch die indirekte Route der

Antigenprasentation zu erwarten.

Da beim indirekten Weg der T-Zellaktivierung dietiyenpréasentation tber MHC-Klasse-II-
Molekiile erfolgt, ist hier in erster Linie mit déwusbildung von CD2 T-Effektorzellen zu
rechnen. Beim direkten Weg der T-Zellaktivierundséehen hingegen CD4ind CDS T-
Effektorzellen, da die CD8T-Zellen hier durch das fremde MHC-Klasse | aufi &pender-
APCs aktiviert werden kénnen. CD&£&ffektorzellen zeichnen sich durch Proliferatiomdu
Zytokinproduktion aus und sind in der Lage B-Zelnaktivieren, die dann wiederum eine
spezifische Antikdrper-Antwort vermitteln. CD&ffektor-T-Zellen hingegen besitzen nach
Aktivierung ein zytotoxisches Potential und konngslen mit fremden MHC-Klasse | bzw.
Zellen mit fremden Peptiden auf dem MHC-Klasse ézsfisch erkennen und durch die
Ausschittung von Perforin/Granzymen oder Fas-Ligaastinteraktionen téten. Somit ist es
in der Transplantation wichtig sowohl die CD4ls auch die CD8T-Zellaktivierung zu

unterdriicken, um eine Transplantat-Abstof3ung zhindern.

1.3 Mdglichkeiten zur Modulation von T-Zell-Antworten

Im Falle der Allotransplantation hat sich die Gab®n immunsupprimierenden
Medikamenten, um T-Zell-vemittelte Abstol3ungsreaiin zu vermeiden als sehr erfolgreich
herausgestellt. Allerdings ist eine Langzeitthezapnit toxischen Nebenwirkungen
verbunden. Da T-Zellantworten gegen Xenoantigentlidbustarker ausfallen als gegen
Alloantigen, ist die unspezifische Immunsuppressiolirch Medikamente in der
Xenotransplantation fir den langanhaltenden SctieszTransplantates wahrscheinlich nicht
ausreichend [39-41]. AuRRerdem sind die ndtigen Dosen eine xenogene T-Zellantwort
zumindest teilweise zu unterdriicken, mit starkexistthen Nebenwirkungen verbunden [42].
Daher sind fur die Xenotransplantation weitere T-E&dulationswege wiinschenswert. Das
Ziel hierbei ist mdglichst eine spezifische T-Z&bleranz gegeniber dem Transplantat zu
induzieren. Als Toleranz wird eine fehlende Immumamt gegen einzelne Antigene bei
ansonsten normaler Immunkompetenz bezeichnet. lE<segfige vielversprechende Ansatze
fur die Modulation von T-Zellantworten mit dem Zielner Toleranzinduktion gegeniber
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einem Transplantat. Auf die Deletion von reaktivEiZellen im Thymus, die Rolle von
regulatorischen T-Zellen (&9 sowie die Bedeutung von Kostimulationswegen bef d
Modulation von T-Zellantworten soll im Folgenderheédeingegangen werden.

1.3.1 Deletion von reaktiven T-Zellen im Thymus

Im Thymus kommt es wéhrend der Reifung der T-Zelkem Induktion von Toleranz
gegeniber korpereigenen Antigenen. Es werden dielfKlone selektioniert, die eine
schwache Affinitat gegentber dem korpereigenen MadBveisen, solche Klone, die eine
hohe Affinitat oder gar keine Affinitat gegenibeend eigenem MHC besitzen, werden
eliminiert. Damit soll sichergestellt sein, dasZdl-Klone, die aus dem Thymus in die
peripheren lymphatische Gewebe gelangen, fremdetidee@uf eigenem MHC von
korpereigenen Peptiden auf eigenem MHC unterschdi@enen. Der Prozess der Deletion
von Klonen, die gegen eigenes MHC reaktiv sind,dgufir die Induktion von Toleranz

gegen ein Transplantat in verschiedenen Modellsgenutzt.

Ein Ansatz um Toleranz gegen ein Transplantat zaiakren, ist die Verabreichung des
Antigens, gegen das Toleranz erzeugt werden soljen Thymus. In Kleintiermodellen
konnte dieses Konzept erfolgreich angewendet werbém Gabe von Alloantigen in den
Thymus bewirkte die Deletion von alloreaktiven THZe [43]. Der Nachteil dieser Form der
Toleranzinduktion ist die Tatsache, dass das veiatte Antigen im Thymus nur fir einen
begrenzten Zeitraum verbleibt, und man somit méseir Methode keine langanhaltende
Deletion alloreaktiver T-Zellen erreichen wird.der Xenotransplantation konnte diese Form
der Toleranzinduktion nicht erfolgreich eingesetzrden [44], weil vermutlich die T-
Zellantworten gegen Xenoantigen starker ausfallet somit schwieriger zu unterdriicken

sind als in einem Allomodell [45].

Eine weitere Moglichkeit zur Toleranzinduktion idie Generierung stabiler Chiméaren. In
Kleintiermodellen war dieses Konzept bei Allo- upei konkordanten Xenotransplantationen
erfolgreich. So haben Sacksal zunachst Mause bestrahlt und anschlieRend dM&esen
eine Mischung aus T-Zell-depletierten Empfanged ans Donor-Knochenmark verabreicht,
um die Mause zu rekonstituieren und konnten aref8bhd eine spezifische Toleranz gegen
allo- und xenogene Donor-Hauttransplantate beobachd6]. Mittels NOD-(onobese

diabetic mousg/SCID- (severe combined immunodeficientansgenen Mausen konnte auch
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gezeigt werden, dass die Generierung stabiler Gleiméine humane T-Zelltoleranz gegen
porzine Xenoantigene induzieren kann [47, 48]. Rtimaten war es noch nicht mdglich das
Konzept erfolgreich umzusetzen, da in Primaten deit bisher verfiigbaren Mitteln keine

komplette T-Zelldepletion moglich ist .

1.3.2 Rolle von regulatorischen T-Zellen

Nicht alle autoreaktiven T-Zellen werden im Thymidisrch Selektionsprozesse eliminiert.
Daher gibt es auch in der Peripherie Mechanismerautoreaktive T-Zellen, welche aus dem
Thymus hinaus gelangen, in ihrer Aktivitat zu udtécken. Eine Moglichkeit autoreaktive T-
Zellen in der Peripherie zu supprimieren stellenb@fypulationen der T-Zellen mit
regulatorischer Funktion dar. Die bekannteste Rujmul dieser regulatorischen T-Zellen
(Treg ist durch CD4-Expression sowie starke CD25-Exqioes gekennzeichnet. Fir diese
CD4'CD25"" Population konnten vitro eine starke supprimierende Wirkung auf die T-
Zellaktivierung nachgewiesen werden [49, 50]. Weite Untersuchungen dieser
Zellpopulation in M&usen zeigten, dass der Trapsimsfaktor Foxp3 eine wichtige Rolle
fur die Entwicklung und die Funktion der regulasochien T-Zellen spielt [51]. Es wird
unterschieden zwischen natiirlich vorkommenden ‘C25""Foxp3 T,y und Zellen mit
gleichem Phanotyp, die durch Konversion aus GIBR5 T-Zellen entstehen. Die durch
Konversion entstandenen sogenannten induziertgjd Konnen sich in einem von TGFR
dominierten Zytokinmilieu entwickeln [52] bzw. kéam auch durch nattrlich vorkommende
CD4'CD25"9" Foxp3 Tieqinduziert werden [53].

Wie genau die Suppression konventioneller CD4Zellen durch Tegs vermittelt wird, ist
bisher nicht vollstandig geklart. Es gibt Hinweisass immunmodulatorische Zytokine wie
IL-10 bei der Suppression durchegleine Rolle spielen [54]. Weiterhin gibt es abectau
Untersuchungen, die zeigen, dass fur Suppressiankeaventionellen T-Zellen durchyef
ein direkter Zell-Zell-Kontakt notwendig ist [556F wobei hier nicht geklart ist welche

Rezeptor-Ligand-Interaktionen fir die Suppressieramtwortlich sind.

Einige Untersuchungen in Allotransplantationsmaatell deuten auf eine Rolle der
CD4'CD25"" Treq bei der Regulation von Immunantworten gegentbéoaftigen hin. So
fiihrte die Depletion von CD&D25"9%"Foxp3T., durch anti-CD25-Antikérper in

Mausmodellen zu einer chronischen AbstoRung vomsplantaten, wo sonst Toleranz
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beobachtet wurde [57, 58]. Bei einigen Toleranaimédrenden Protokollen wurde zudem
beschrieben, dass die Generierung von T25"" T, wichtig fir die Induktion oder die
Aufrechterhaltung von Transplantat-Toleranz ist,[60]. Solch eine induzierte Toleranz ist
unter den meisten Bedingungen durch einen Tradsie€D4CD25"" TregPOpulation sogar
auf naive Empfanger tbertragbar [59, 60]. Auchdarh Gebiet der Xenotransplantation gibt
es erste Untersuchungen zu regulatorischen T-Zeerkonnte fir regulatorische T-Zellen
aus Primaten und aus dem Menscimevitro gezeigt werden, dass diese auch nach Expansion
ein hohes immunsupprimierendes Potential gegendéerktivierung von CD24 T-Zellen
durch porzines Antigen besitzen [61, 62]. Dies nbhadie Toleranzinduktion durch den
Transfer vonex vivo expandierten regulatorischen T-Zellen in den Emgé# nach
Xenotransplantation denkbar.

1.3.3 Beeinflussung von Kostimulationswegen

Durch die Manipulation von kostimulatorischen Sigmnaist es ebenfalls mdglich T-
Zellantworten zu regulieren. Wird einer T-Zelle dasZellrezeptorsignal (Signal 1) ohne
positive kostimulatorische Signale (Signal 2) vdtefi, so geht diese T-Zelle in einen
anergen Zustand Uber [63]. Die Blockade von kodaouschen Signalen durch Antikorper
oder durch Fusionsproteine hat sich als ein eréodges Konzept herausgestellt, um Toleranz
gegeniber Allotransplantaten zu erzeugen. So kotumteh die gleichzeitige Blockade der
Kostimulatoren CD80/86 und LIGHT ein Langzeitibbda von Inselzellen nach
Allotransplantation erreicht werden [64]. Auch duidie kombinierte Blockade des CD80/86
Signalweges und des CD40 Signalweges konnte innt@emodellen Toleranz gegen
Allotransplantate erzielt werden [65]. Die gleichim® Hemmung des CD80/86 und CD40-
Signalweges war ebenfalls in Xenotransplantatiolesriermodellen vielversprechend. Hier
wurden deutlich verlangerte Uberlebenszeiten voran3plantaten ohne zusétzliche
Immunsuppression erreicht [66]. Bei der Transpl@mtavon porzinen Herzen in Primaten
fuhrte die Kombination der CD154-Blockade mit ghegeitiger Gabe von Immunsuppressiva
zu einem Transplantatiberleben von 2-6 Monaten $8mit kann durch die Blockade der
positiven kostimulatorischen Interaktionen zwareeugrminderte AbstoRungsreaktion gegen
Xenotransplantate erreicht werden, aber alleined wilieser Ansatz vermutlich nicht
ausreichend sein, um eine langanhaltende T-Zel#f&ak nach Xenotransplantation zu

erzielen.
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Zusatzlich zur Inhibition von positiven kostimulaszhen Signalen durch Blockade ergibt
sich aus dem neuem Konzept der negativen Kostimoolatine weitere Mdoglichkeit T-

Zellantworten zu modulieren. Da die Balance zwischmositiv-kostimulatorischen und
negativ-kostimulatorischen Signalen zusammen rmmerai Signal Gber den T-Zellrezeptor
dariiber entscheidet, ob eine T-Zellaktivierung oelee Toleranz ausgeldst wird, stellt die
Verstarkung von negativ-kostimulatorischen Signadémen weiteren Ansatz zur Inhibition
von T-Zellantworten dar. Die Molekile PD-L1 und RR-gehoren zu der Gruppe der
Negativ-Kostimulatoren. Im Folgenden  wird ein Ubdmlo  Uber  die

Modulationsmaoglichkeiten der T-Zellaktivierung neit dieser beiden Molekile gegeben.

Der Rezeptor PD-1pfogrammed dea)hund seine Liganden PD-L1 und PD-L2 kdnnen
negativ-kostimulatorische Signale in T-Zellen assla PD-1 wird auf aktivierten CD4
CD8' T-Zellen, B-Zellen und myeloiden Zellen exprimi¢#7-69]. Die Expression von PD-
L1 ist hingegen verbreiteter. PD-L1 wird auf velisdenen hamatopoetischen und nicht-
hamatopoetischen Zellen exprimiert [11, 70, 71 Bxpression des zweiten Liganden PD-
L2 wurde hauptsachlich auf dendritischen Zellen anfl Makrophagen nachgewiesen [72].
Der Rezeptor PD-1 ist ein Monomer und enthélt inloghasmatischen Teil eine ITSM-
(immunoreceptor tyrosine based switched md@dmane, die negative Signale in T-Zellen
weiterleiten kann [10]. Bindet PD-L1 oder PD-L2 den Rezeptor PD-1 auf T-Zellen, so
kommt es bei gleichzeitigem Signal durch den T+Zekptor durch die ITSM-Doméane zur
Rekrutierung von Phosphatasen (SHP-1 und SHP-8)diéi T-Zellrezeptor-Signalkaskade
abschwachen [73] und somit eine verminderte T-K#elleerung nach sich ziehen. Die
inhibitorische Funktion von PD-1 geht verloren, weatie ITSM-Doméane mutiert wird, was
auf eine wichtige Rolle dieses Motivs bei der infwibschen Funktion von PD-1 hinweist
[74]. In Abbildung 1 ist die Bindung von PD-L1 a@htigen-prasentierenden Zellen an PD-1
auf T-Zellen und die daraus resultierende Wirkun§ die Signaltransduktion der T-Zellen

dargestellt.
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Abbildung 1: PD-1-PD-L1-Interaktionen vermindern T-Zellrezeptorsignale.(nach: Keir

et al, Annual Reviews of Immunolgg®008) Die Bindung von PD-1 durch PD-L1 flihrt zu
einer verstarkten Assoziation des ITSM von PD-1 wén Phosphatasen SHP2. Die
Rekrutierung von SHP-2 zieht die Dephosphorylierway Signalmolekilen des PI3K-

Signalweges nach sich. Hierdurch wird die Indukttom IFNy und IL-2 und von Proteinen,

die fur das Uberleben von Zellen notwendig sind3.(zBcl-xL), vermindert. Kommt es

gleichzeitig zur T-Zellrezeptor- und PD-1-Bindung zinem Signal durch den CD28-
Rezeptor, so konnen diese Signale der PD-1-velteitténhibition entgegenwirken.

Urspriunglich wurde der Rezeptor PD-1 in Zellen enkd, die apoptotisch waren [75]. Einige
Untersuchungen weisen auch darauf hin, dass ddeaktion von PD-1 mit PD-L1 Zelltod in
T-Zellen auslosen kann [76]. Die Bindung von PD-41d den PD-1-Rezeptor scheint also
unterschiedliche Wirkungen auf T-Zellen auszutlm#a, entweder zu einer Inhibition oder
sogar zum Zelltod der T-Zellen fihren kénnen. White wurde beschrieben, dass PD-L1
auch an CD80 binden kann [77]. Bei der Bindung ®iiL1 auf APC’s an CD80 auf T-
Zellen wird eine Inhibition in T-Zellen ausgelt8¥eiterhin kann aber auch die Bindung von
CD80 auf APC’s an PD-L1 auf T-Zellen inhibitoriscBegnale in T-Zellen bewirken. Unter
bestimmten Bedingungen scheint PD-L1 auch als igdsistimulatorisches Molekil zu
wirken. So wurde bei CD4T-Zellen, die mit anti-CD3-Antikdrper stimuliertusden, eine
erhohte Proliferation der T-Zellen durch die Zugaben PD-L1-lg Fusionsproteinen
beobachtet [78, 79]. Die Grunde fir diese widersipiiihen Ergebnisse sind noch nicht klar.

Eine Mdoglichkeit ist, dass es einen weiteren nocbekannten Rezeptor zusatzlich zu PD-1
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gibt, der PD-L1 und PD-L2 binden kann und posit8ignale in T-Zellen auslést. Weiterhin
ist es moglich, dass PD-1 abhéngig vom Aktivierstagsis der T-Zellen unterschiedliche
Signale in T-Zellen auslésen kann. Die Wirkmechaweis von PD-L1 und PD-L2 sind also

noch nicht vollstandig geklart.

Die negativ-kostimulatorischen Signale durch PDelder PD-L2 spielen eine wichtige Rolle
fur die Immunregulation von T-Zellaktivierung undrfdas Aufrechterhalten von peripherer
Toleranz [80]. Bei PD-knockeut-Mausen wurden Autoimmunkrankheiten beobact@#f [
82]. Auch T-Zellantworten gegen Infektionen schaime PD-1knock-outMausen verstarkt
abzulaufen [83]. Untersuchungen in Allotransplantegmodellen deuten darauf hin, das PD-
L1/2 Signale auch fiur die Akzeptanz eines Trangptes von Bedeutung sind und somit
interessante Zielstrukturen fur die Immunmodulatimech Transplantation darstellen. So
konnte gezeigt werden, dass eine Blockade dieggsalBieges zu einer beschleunigten T-
Zell-vermittelten Abstol3ung von HerztransplantatemMausen fihrt [84]. Eine Verstarkung
des PD-1 Signalweges durch den Gen-Transfer voriL P+ M&ausen fihrte hingegen zu
einem verlangertem Transplantattiberleben von Hel@8h Auch bei Verstarken des PD-1
Signalweges durch die Injektion von PD-L1-lg wurdesin verbessertes
Allotransplantatiberleben in Mausen beobachtet. [GHem konnten Wangt al. kirzlich
zeigen, dass auch die Uberexpression von PD-L1lmsdlzellen das Uberleben dieser
Inselzellen nach Allotransplantation in Mausen  aegerte [87]. In
Xenotransplantationsmodellen wurden noch keine tdothungen zu den PD-1:PD-L-
Signalwegen durchgefihrt, aber die oben beschr@abenUntersuchungen in
Allotransplantationsmodellen deuten darauf hinsd#ie Verstarkung des PD-1-Signalweges
fur die Aufrechterhaltung einer Transplantattoleraauch in der Xenotransplantation von
Vorteil sein kdnnte. Daher wurde in dieser Arbeitarsucht inwiefern humane anti-porzine
zellulare Immunantworten durch die transgene Exgioesder humanen Molekile PD-L1 und
PD-L2 auf porzinen Zellen moduliert werden kénnen.
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2. Diskussion

In Primaten kommt es nach Transplantation von perziOrganen zu einer hyperakuten
Abstol3ung, die durch praformierte Antikorper, deggn Zuckerstrukturen (Gal-Epitope) auf
den porzinen Organen gerichtet sind, vermitteldwiDie Bindung dieser Antikdrper flhrt zu

einer Komplementaktivierung, die wiederum die Zémshg des Transplantates nach sich
zieht. Die Generierung von Spendertieren, die kdBsd-Epitope exprimieren sowie die

Erzeugung von Tieren, die humane Komplementreg@atdransgen exprimieren, bieten
vielverprechende Ansatze um die hyperakute AbstgRoach Xenotransplantation zu

Uberwinden. Fur eine erfolgreiche klinische Xenasgantation werden nun Strategien zur
effektiven Verminderung von zellularen Immunantwortzunehmend wichtiger. Derartige
Konzepte mussten einerseits die Aktivitdt von NKlete Monozyten und andererseits auch

die T-Zellaktivierung vermindern.

Eine vollstandige T-Zellaktivierung erfordert eirigal Gber den T-Zellrezeptor sowie
zusatzlich ein positiv-kostimulatorisches Signadlatnes zum Beispiel durch die Bindung von
CD80/86 an CD28 vermittelt wird. Zusatzlich zu deositiv-kostimulatorischen Signalen
spielen sogenannte negativ-kostimulatorische Segnbkei der Regulation einer T-
Zellaktivierung eine wichtige Rolle. Negativ-kostitatorische Signale kdnnen zum Beispiel
durch die Molekille PD-L1 und PD-L2 und deren Inkéicm mit PD-1 vermittelt werden. Die
Balance zwischen den stimulierenden und den infg@baen Signalen entscheidet dartber, ob
es zu einer T-Zellaktivierung oder zu einer Tolemaduktion kommt. In einigenn vivo
Maus-Modellen konnte gezeigt werden, dass die PPDA1 Interaktion auch fur die
Aufrechterhaltung von Transplantattoleranz einehtige Rolle spielt. So fiihrte die Blockade
des PD-1 Signalweges durch AntikOrper zu einer Hdesaigten Allotransplantatabstof3ung
[88]. Eine Verstarkung des PD-1 Signalweges dugdnetische Fusionsproteine hingegen

bewirkte ein verlangertes Transplantatiiberlebeh Adlotransplantation [85].

Bei der Xenotransplantation von porzinen Organerden Menschen hat man durch die
Erstellung transgener Tiere die Moglichkeit porzigpenderorgane gentechnisch zu
verandern. Somit ist es vorstellbar, porzine Gewelbd Zelltransplantate zu generieren, die
durch transgene Expression entsprechender Moleliilstarkes negativ-kostimulatorisches
Potential aufweisen. Ziel dieser Arbeit war zu prifob die Verstarkung negativer Signale
durch die Uberexpression von humanem PD-L1/2 ardipen Zellen ein wirksames Konzept

darstellt, um humane zellulare Immunantworten geg@mine Transplantate zu unterdriicken.
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Die Ergebnisse der Arbeit zeigen, dass die Ubeession von humanem PD-L1/2 auf
porzinen APC in der Induktionsphase einer CO4Zellaktivierung zur Abschwachung der
T-Zellaktivierung und sogar zur Induktion vonegE flhrte. Des Weiteren flhrte die
Uberexpression von humanem PD-L1 auf porzinen @eHech zu einer Inhibition der
zytotoxischen Aktivitat von humanen CD&ffektorzellen und NK-Zellen. Erste Daten in
einem Ratten-Transplantationsmodell zeigen, das3@insplantation von L23-PD-L1-Zellen
im Vergleich zu L23-GFP-Zellen verminderte T-Zellund NK-Zellinfiltrate am
Transplantationsort hervorruft. Zudem wurden vedeitte Antikbrperantworten in Ratten,
die mit PD-L1-Transfektanten transplantiert wurdbapbachtet. Somit scheint PD-L1 auch
in vivo zur Abschwachung einer xenogenen Immunantwort zuefii In der folgenden
Diskussion wird zunéachst auf die Wirkung von PDZA.1h der Induktionsphase einer T-
Zellantwort gegen Transplantate eingegangen. Aresdéhd wird die Wirkung von PD-L1
auf die Aktivitdt humaner Effektorzellen diskutieAnhand der erstem vivo-Befunde im
Ratten-Modell folgt dann eine Diskussion Uber di#elde von PD-L1in vivo und
abschlie3end wird ein Ausblick auf mdgliche thetdisehe Effekte der PD-L1/2-Expression

auf porzinen Organen in der Xenotransplantatioregeg.

2.1 Wirkungen von PD-L1/2 auf die Induktionsphase iaer T-
Zellaktivierung

Fur die Untersuchung der Frage, ob eine Uberexpres®n humanem PD-L1 oder PD-L2
auf porzinen APC eine Auswirkung auf die humane-pmtzine CD4 T-Zellaktivierung hat,
wurde als Modellzelle die B-Zelllinie L23 gew&hRiese exprimiert MHC- Klasse |, MHC-
Klasse Il sowie die positiv-kostimulatorischen Malee CD80/86 und CD40 (Anhang A,
Abb. 1) und Iéste in humanen CDZ%-Zellen eine starke Proliferation aus (AnhangMp.
2). L23-Zellen hingegen, die humanes PD-L1 oderlRDiberexprimierten (L23-PD-L1/2),
induzierten eine deutlich geringere ProliferatioonvCD4 T-Zellen (Anhang A, Abb. 2).
Zytokinmessungen in Kulturiiberstainden von CD#-Zellen und L23-Transfektanten
ergaben, dass auch die Zytokinkonzentrationen B, IIFNy, TNFa, IL-4 und IL-5 in
Ansétzen, in denen PD-L1 oder PD-L2 Transfektameiegesetzt wurden, bereits nach 48 h,
im Vergleich zu Ansatzen mit L23-Kontroll-Zellenewtlich vermindert waren (Anhang A,
Abb. 4).
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Stellt man die Frage nach den zugrunde liegendech®desmen der verminderten T-
Zellreaktivitat, so muss zunadchst darauf hingewieserden, dass der Rezeptor PD-1 nur auf
aktivierten T-Zellen exprimiert wird [89]. Somit tisdavon auszugehen, dass bei der
Stimulation humaner T-Zellen mit L23-Zellen der R[CRezeptor auf den xenoreaktiven T-
Zellen hochreguliert wird. Werden L23-Kontroll-Zei zur Stimulation eingesetzt, bleibt dies
ohne Wirkung. Werden allerdings L23-PD-L1/2 Trakth@ten eingesetzt, so kommt es zur
Bindung von PD-L1/2 an PD-1. PD-1 enthalt eine pldematische Domane mit ITSM
Motiv. Es ist beschrieben, dass die Bindung vonlRI[2 an PD-1 zu einer Rekrutierung der
Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 an das ITSM Motiu.f@HP-1 und SHP-2 bewirken
hierbei eine Dephosphorylierung von weiteren Sigradékilen, was eine verminderte T-
Zellrezeptor-Signalkaskade zur Folge hat [73]. Digsmnte die geringere Aktivierung
humaner CD4T-Zellen durch die Stimulation mit PD-L1/2-Trankff@nten erklaren.

Geht man davon aus, dass die reduzierte Zytokihegetund die schwache Proliferation der
CD4" T-Zellen nach Stimulation mit L23-PD-L1/2-Transfekten auf eine Abschwéchung
der T-Zellrezeptor-Signalkaskade durch PD-1 zurufikaren ist, so stellt sich die Frage,
warum die Synthese des immunsupprimierenden IL-H0 den mit L23-PD-L1/2-
Transfektanten stimulierten CDZ-Zellen unvermindert bzw. leicht erhtht war (AngaA,
Abb. 4). Eine mogliche Erklarung hierfir konntersedass die IL-10-Synthese bestimmte T-
Zellrezeptor-Signale bendtigt, die unabhéngig venModulation durch PD-L1-Signale sind.
Eine andere Mdglichkeit ist, dass bestimmte Zelipagionen, die eine starke IL-10-Synthese
aufweisen, nicht empfanglich fur PD-L1-Signale siBa es einige Hinweise gibt, dass PD-1
auch positiv-kostimulatorische Signale vermitteémk [78, 79, 90], ist es sogar denkbar, dass
bestimmte Zellpopulationen ein PD-L1/2-Signal alesipiv-kostimulatorisches Signal
interpretieren und darauf hin vermehrt IL-10 ses¥an. Andere publizierte Daten deuten
ebenfalls auf eine besondere Rolle des PD-L-Wegeddy Kontrolle der IL-10-Synthese hin
[79, 91, 92]. Auch wenn nicht endgultig geklart dem konnte, wie es zu der relativ hohen
IL-10-Konzentration in den Kulturtiberstdnden komsat,ist es doch wahrscheinlich, dass das

die IL-10-Dominanz in den Kulturen mit verantwacHifur die verminderte T-Zellantwort ist.

In Langzeitkulturen von CD4T-Zellen mit L23-PD-L1/2-Transfektanten tauchtesrmehrt
CD4'CD25"" Zellen auf, die in Kulturen mit L23-Kontroll-Zelkenicht vorhanden waren
(Anhang A, Abb. 5A). Eine Untersuchung dieser Zatiplation ergab, dass die Zellen FoxP3
exprimierten (Anhang A, Abb. 5B) und eine stark mumpierende Wirkung gegenuber einer
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CD4" T-Zellaktivierung aufwiesen (Anhang A, Abb. 6). rBib scheinen sich
CD4'CD25""FoxP3 Teqin den L23-PD-L1/2-Kokulturen anzureichern. Didsweicherung
kann entweder durch vermehrten Zelltod unter dewvé&otionellen T-Zellen, oder durch eine
aktive Expansion der dygs zustande kommen. Moglicherweise spielt hierfiir dad0-
dominierte Zytokinmilieu eine Rolle, da fur IL-1Gkannt ist, dass es die Generierung von
Treginduzieren kann [93]. Da auf dergsin den Kokulturen eine starke Expression von PD-1
nachgewiesen wurde (Anhang A, Abb. 5A), ist es auwsgnkbar, dass die PD-L1-
exprimierenden Transfektanten mit deg,din Wechselwirkung stehen und durch PD-L1:PD-
1-Interaktionen fur deren Aufrechterhaltung odempéxsion sorgen. Unterstitzt wird diese
Hypothese durch Daten aus einem Maus-Modell, digere dass PD-L1-Signale fur die
Entstehung adaptiverclserforderlich sind [94].

Die Beobachtung der Expansion voggdinnerhalb von CD4T-Zellen, die mit L23-PD-L1/2
stimuliert wurden, fuhrte zu der Frage nach denplinsg der expandierteneds Die Zellen
konnten sich aus naturlich vorkommendergysT entwickeln oder sie konnten durch
Konversion aus COLD25' T-Zellen (sogenannte adaptive.g) entstehen. Um dies zu
untersuchen, wurden CBH@D25"" Zellen mittels Durchflusszytometrie aus einer ¢4
Zellpopulation depletiert. Die so entstandene GIER25™? Population wurde mit L23-PD-
L2-Transfektanten kokultiviert. In diesen Ansatzesr nach Langzeitkultur keine Entstehung
von CD4CD258"9" T-Zellen zu beobachten (Daten nicht gezeigt). Bliestet darauf hin, dass
igh

sich die Tegs in den hier durchgefuhrten Experimenten aus dert'CD25"" natiirlich

vorkommenden [Egsentwickeln.

Zusammengefasst wurde gezeigt, dass die T-Zellahtgegeniber porzinen APC, die
humanes PD-L1/2 Uberexprimieren, durch eine vereriedProliferation und eine relativ
hohe IL-10-Konzentration in der Frihphase der Tlagevort sowie durch die Expansion von
CD4'CD25""FoxP3 Tq im spateren Verlauf der T-Zellantwort gekennzegthist. Nach
einer Xenotransplantation konnte daher die Verstiggkdes PD-1/PD-L1-Signalweges zum
einen fir die Regulation von anti-porzinen T-Zeiaorten direkt nach Transplantation
bedeutsam sein und zum anderen kénnte die Versigudtess PD-1-Signalweges auch flr die

Aufrechterhaltung von Langzeittoleranz durch digulktion von Tegseine Rolle spielen.
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2.2 Wirkung von PD-L1 in der Effektorphase

Die typische Immunsuppression durch Cyclosporinafirkdurch die Herunterregulation von
IL-2 die Induktion einer T-Zellantwort unterdriickeadlerdings wirkt Cyclosporin A nicht in
der Effektorphase und ist daher nicht in der Lade, zytotoxische Aktivitdt von T-
Effektorzellen zu unterdricken. Hieraus ergibt sdie Frage ob eine Verstarkung von
negativ-kostimulatorischen Signalen das T-Zell-Réaevermittelte Freisetzen von

Effektormolekilen verhindern kann.

Um dieses Konzept zu prifen, wurde zunéchst untbtswb starke PD-L1-Signale eine
Auswirkung auf die humane CD&-Zellaktivierung haben. Die Stimulation von hurean
CD8' T-Zellen mit L23-Kontroll-Zellen fiihrte zu einetasken Proliferation (Anhang B, Abb.
2). L23-PD-L1 Transfektanten induzierten hingegéere eleutlich verminderte Proliferation
(Anhang B, Abb. 2). Auch die zytotoxische Aktivitzan CD8 T-Zellen war gegeniiber L23-
PD-L1-Transfektanten herabgesetzt (Anhang B, Abk). ®Diese Ergebnisse stimmen mit
denen anderer Publikationen Uberein, die zeigess dde Hochregulation der PD-L1-
Expression auf Endothelzellen eine inhibierendekWig auf die CD8T-Zellaktivierung hat
[95, 96]. Anhand der beobachteten Wirkungen ssathh die Frage nach den Mechanismen,
die der verminderten CD8T-Zellantwort gegeniiber PD-L1-exprimierenden Zelieigrunde
liegen. Da auf aktivierten CD8I-Zellen eine PD-1 Expression nachweisbar war érhB,
Abb. 4A), ist davon auszugehen, dass eine Intenaktwischen dem ektopisch exprimierten
PD-L1 auf den porzinen Zellen und PD-1 auf den memaZellen eine Rolle spielt. Hierbei
kommt es vermutlich, wie auch fiir die CDZ-Zellen beschrieben, zur Rekrutierung von
SHP-Phosphatasen, die eine Abschwachung der TeZefitor-Signaltransduktion bewirken.
Kommt es nach Bindung von PD-1 durch PD-L1 zu eAeschwachung des T-Zellrezeptor-
Signals, so geht dies vermutlich wie bei den CD#Zellen mit einer verminderten
Zytokinsynthese der T-Zellen einher, was die veduite Proliferation von CD8T-Zellen
nach Stimulation mit L23-PD-L1-Transfektanten er&ta kbnnte. Da das T-Zellrezeptor-
Signal auch einen Einfluss auf die Freisetzung zgtotoxischen Effektormolekilen hat, ist
es auch wahrscheinlich, dass die schwachere zysotux Aktivitat von CD8 T-Zellen
gegenuber PD-L1-Transfektanten auf die Hemmung Tdgellrezeptor-Signaltransduktion
durch die PD-1:PD-L1-Interaktion zurtickzufuhren ist
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Urspringlich wurde der PD-1-Rezeptor als ein Remepéschrieben, der auf apoptotischen
Zellen exprimiert wird [75]. Es gibt auch einigendieise, dass der PD-1-Rezeptor auf T-
Zellen nach Bindung von PD-L1 Apoptose in den Titelauslosen kann [97]. Um zu
untersuchen, ob die Apoptose von CDBZellen in den Experimenten dieser Arbeit eine
Rolle spielt, wurden voraktivierte CD&-Zellen mit L23-PD-L1 Zellen bzw. mit Kontroll-
L23-Zellen kultiviert und der Anteil apoptotisch@D8" T-Zellen bestimmt. Es wurden
vermehrt apoptotische CDg-Zellen in Kulturen mit L23-PD-L1 Zellen detektig Anhang

B, Abb. 6). Die L23-PD-L1-Zellen scheinen also inen Teil von CD8 T-Zellen Apoptose
auszuldsen. Die gleichen Experimente mit CD4Zellen zeigten hingegen, dass L23-PD-L1-
Zellen in CD4 T-Zellen keine erhohte Apoptose auslosten (Anhangbb. 3B). Dies weist
darauf hin, dass das PD-L1-Signal unterschiedlighGD4" und CD8 T-Zellen wirkt. Eine
mogliche Erkarung hierfiir konnte sein, dass CO8Zellen eine groRere Abhangigkeit
gegeniiber IL-2 aufweisen als CD#-Zellen [98]. Dies konnte bedeuten, dass ein AB-L
Signal, das eine verminderte IL-2 Synthese nachh sizieht, eine erhohte
Apoptoseempfindlichkeit in CD8T-Zellen bewirkt. Die Auslésung von Apoptose in €D
T-Zellen und damit die Verringerung reaktionsfahigéellen stellt also einen weiteren
Wirkmechanismus von PD-L1 dar, der die vermind®raliferation der CD8T-Zellen nach
Stimulation mit L23-PD-L1 erklaren kdnnte. Auch lakr verminderten Lyse von L23-PD-
L1-Zellen durch humane zytotoxische CDB-Zellen kénnte die Auslésung von Apoptose
eine Rolle spielen. Hierbei ist es denkbar, dassHfiektorzelle nach einem Kontakt mit der
PD-L1-exprimierenden Zielzelle ein apoptotischegndl vermittelt bekommt. Dies bedeutet,
dass diese Effektorzelle keine weiteren Zielzefteshr umbringen kann, was die verminderte
Lyse der PD-L1-Transfektanten erklaren kénnte.

Der Befund, dass auch humane NK-Zellen eine verentedzytotoxische Aktivitat gegentber
L23-PD-L1-Zellen aufweisen (Anhang B, Abb. 3B), tetudarauf hin, dass PD-L1-Signale
auch in NK-Zellen eine inhibierende Wirkung vermiitt Bisher ist nicht viel tber die
Bedeutung des PD-1:PD-L1-Weges fir NK-Zellen bekariine kurzlich erschienene
Publikation beschreibt, dass PD-1 auf humanen NKke@ebei Patienten mit chronischer
Hepatitis vermehrt exprimiert wird [99], was auheifunktionelle Rolle des PD-1-Rezeptors
auf NK-Zellen hinweist. Die Mechanismen, tUber di2-P1:PD-1-Interaktionen in NK-Zellen
eine verminderte zytotoxische Aktivitat bewirkemadsunklar. Es ist denkbar, dass PD-1, wie

fur T-Zellen beschrieben, durch die Rekrutierungh V®H-Phosphatasen an seine ITSM-
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Domane die NK-Zellaktivierung hemmt, da anderehitbrische Rezeptoren auf NK-Zellen
ahnlich wirken [100].

Die Beobachtung, dass die zytotoxische Aktivitdh vb-Zellen von NK-Zellen durch die
Uberexpression des humanen PD-L1-Molekiils auf perziZellen vermindert werden kann
zusammen mit dem Befund, dass die Induktion defif@ration von humanen CD4und

CD8" T-Zellen durch die PD-L1-Expression auf porzineR@s gehemmt werden kann,
deuten darauf hin, dass die Verstarkung negatitirkosatorischer Signale auf porzinen
Zellen sowohl die Induktions- wie auch die Effeioase humaner anti-porziner

Immunantworten abschwachen kann.

2.3 Schutzt die PD-L1-Expression porzine Transplastte vor einer
Abstol3ungin vivo?

Die in vitro Befunde dieser Arbeit zeigen, dass PD-L1 eine dénge Wirkung auf die T-
Zellreaktivitat in der Induktions- und Effektorpleakat. Zur Bewertung dieses Ansatzes flr
die Xenotransplantation ist eine wesentliche FrapePD-L1 auch porzine Transplantate
vivo vor einer Abstol3ung schiitzen kann. Um dies zueprtfvurde ein Tiermodell etabliert,
bei dem die L23-GFP- oder L23-PD-L1-Zellen untere dNierenkapsel von Ratten
transplantiert wurden. Zunachst wurde die Frageersaotht, ob die L23-PD-L1-
Transfektanten eine verlangerte Uberlebenszeitrhalse die L23-GFP-Zellen. Wahrend an
Tag 3 noch L23-Zellen immunhistologisch unter deerBhkapsel nachgewiesen werden
konnten, fanden sich an Tag 7 weder L23-GFP- no@3-RD-L1-Zellen unter den
Nierenkapseln (Daten nicht gezeigt). Dies konnterseits bedeuten, dass die L23-Zellen als
lymphatische Zellen durch Migration den Transplaatesort verlassen haben, oder dass sie
abgestol3en worden sind. Obwohl die Migration delleBenicht vollig ausgeschlossen
werden kann, scheint eine Absto3ung wahrscheinlid@die transplantierten Nieren an Tag
7 deutliche zellulare Infiltrate von Ratten-T-Zellaufwiesen (Anhang C, Abb.4 ) und eine
Antikdrperantwort gegen L23-Zellen in transplarteer Ratten nachgewiesen werden konnte
(Anhang C, Abb.2).

Ratten, die mit L23-Kontroll-Zellen transplantievbrden waren, zeigten tendenziell héhere
anti-L23-Antikorpertiter als Ratten, die L23-PD-IZEllen erhalten hatten (Anhang C, Abb.

2). Auch bei einem Vergleich der immunhistologisthBarbungen von Infiltraten in

21



Diskussion

transplantierten Nieren an Tag 7 wurden Untersehimdischen Nieren mit L23-Kontroll-
bzw. L23-PD-L1-Zellen ausgemacht. Die Transplaatatron L23-Kontroll-Zellen unter die
Nierenkapsel bewirkte eine deutliche InfiltrationrvNK-Zellen und von T-Zellen in die
transplantierten Nieren (Anhang C, Abb. 4). In Nier die mit L23-PD-L1-Zellen
transplantiert wurden, waren hingegen nur schwadkeund T-Zellinfiltrate zu beobachten
(Anhang C, Abb. 4). Zusammengefasst deuten alsdidleer erhobenem vivo Daten auf
eine inhibierende Wirkung des humanen PD-L1-Molslauf Ratten-Immunzellen hin, auch
wenn diese Inhibition offensichtlich nicht ausrdjalm die Abstol3ung der L23-PD-L1-Zellen
zu verhindernln vitro konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung vottddéymphozyten
mit L23-PD-L1 verglichen zu L23-Kontroll-Zellen einverminderte Proliferation der
Rattenlymphozyten auslost (Anhang C, Abb. 1). Dakeranzunehmen, dass funktionelle
Interaktionen zwischen dem PD-1 Rezeptor auf Ragiéen und dem humanem PD-L1 auf
den porzinen Transfektanten mdoglich sind und dased inhibitorische Signale in

Rattenlymphozyten vermitteln.

In der Xenotransplantation wird von einer wichtigd&tolle der indirekten Antigen-
Prasentation bei der T-Zellaktivierung ausgegangennach Xenotransplantation deutlich
mehr fremde Peptide vorhanden sind als nach Allspkntation. Dien vitro-Analysen zu
PD-L1/2 geben keine Hinweise, ob der PD-L-Ansatzhabmmunantworten beeinflusst, die
auf der indirekten Route ausgeldst worden sind.irinvivo Modell ergaben sich jedoch
Hinweise auf eine Rolle von PD-L1 bei der indirekieoute der Antigenprasentation. Die
Beobachtung, dass L23-Zellen eine porzin-speziéisehtikbperantwort auslosten, zeigt dass
Ratten-B-Zellen L23-Antigen prozessiert und auemrMHC prasentiert haben. Die an der
Antikdrperproduktion beteiligten CD4Helfer-T-Zellen sind somit auf der indirekten Reut
aktiviert. Geht man davon aus, dass die tendengaivachere Antikdrperproduktion in
Ratten, die L23-PD-L1-Zellen erhalten haben, dup@L1l vermittelt wird, so ergibt sich
hieraus die Frage uUber welche Wege das PD-L1-Mblekii porzinen APCs die auf
indirektem Weg aktivierten CD4 Helfer-T-Zellen und damit die B-Zellaktivierung

beeinflussen kann.

Bei der Transplantation von L23-Zellen unter diefdnkapsel ist davon auszugehen, dass
einige L23-PD-L1-Transfektanten in die Lymphkno&inwandern und dort CD4T-Zellen
Uber die direkte Route der Antigenprasentationvakien. Auf diesem Wege aktivierte

Empfanger-T-Zellen sollten laut dem vitro Daten einen anergen Phanotyp, der mit einem
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immunoregulatorischen Zytokinmilieu und der Expansivon regulatorischen T-Zellen
einhergeht, aufweisen. Es ist denkbar, dass di&geginmilieu und die regulatorischen T-
Zellen auch zu einer Inhibition von CD#lelfer-T-Zellen, die auf der indirekten Route durc
Ratten-APCs aktiviert wurden, fiihren. Da nur aktité CD4 Helfer-T-Zellen B-Zellen
durch Ausschittung von Zytokinen wie IL-4 und duuie Interaktion von CD40L:CD40
vollstandig aktivieren konnen, wirde die Hemmungr deD4" Helfer-T-Zellen eine
verminderte B-Zellaktivierung und Antikdrpersynteesrklaren.

Die verminderten T-Zellinfiltrate in Nieren, die mi23-PD-L1-Zellen transplantiert wurden,
deuten auf eine geringere Ausbildung von T-Effeldelien, die ins Transplantat einwandern,
hin. Dies lasst sich, wie oben beschrieben, durehviigration von L23-PD-L1-Zellen in die
Lymphknoten und der damit verbundenen Unterdrickuiey direkten Route der T-
Zellaktivierung bzw. den hemmenden Wirkungen aef ididirekte T-Zellaktivierung durch
Zytokine oder regulatorische T-Zellen erklaren. CO4Effektorzellen sind in der Lage,
inflammatorische Zytokine zu produzieren und dadureeitere Immunzellen zum
Entztndungsort zu rekrutieren. Die Beobachtungs dadNieren, die mit L23-PD-L1-Zellen
transplantiert wurden, nur geringe NK-Zellinfilteazu sehen waren, kénnte also durch die
geringere Zytokinauschuttung der T-Zellen vor Qrtl Wler damit verbundenen verminderten
Rekrutierung von NK-Zellen erklart werden. Es iserso denkbar, dass die verminderte NK-
Zellinfiltration auf eine direkte Interaktion derkdNZellen mit den L23-PD-L1 Zellen in den
Nieren zurickzufuhren ist. Die in dieser Arbeit atbnenin vitro Daten zeigen, dass die
zytotoxische Aktivitat von NK-Zellen durch PD-L1-dmsfektanten inhibiert wurde. Es bleibt
zu untersuchen, ob auch die Zytokinsynthese derZHlken durch PD-L1-Signale reduziert
wird. Geht man hiervon aus, so konnte auch die wetente Auschttung inflammatorischer
Zytokine durch NK-Zellen die geringere Anzahl vangewanderten NK-Zellen in den mit

PD-L1-Transfektanten transplantierten Nieren esdar

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass gieegsion von PD-L1 auf L23-Zellen dre
vivo-AbstoBung dieser Zellen in Ratten nicht verhinddtonnte. Allerdings wurde
beobachtet, dass das PD-L1-Molekil zu leicht vedaiten Immunantworten fihrte. Die
Beobachtung, dass PD-L1 einen Einfluss auf die kdnpierproduktion zu haben scheint,
deutet darauf hin, dass durch die PD-L1-Expresaidmporzinen APCs auch Reaktionen, die
auf der indirekten Route ausgeldst werden, reduzierden kdnnen. Die L23-Zelllinie besitzt
aufgrund der hohen Expression positiv-kostimulatdrer Molekile ein starkes
stimulatorisches Potential. Es bleibt zu untersnobie die Expression von humanem PD-L1
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auf einem Zelltransplantat mit geringerem immunageRotential, z. B. porzinen Inselzellen,

eine Protektion vor Abstol3ung vermitteln kann.

2.4 Ausblick: PD-L1 transgene Schweine als Organspéer fur die klinische
Xenotransplantation

Die erhobeneiin vitro Daten deuten darauf hin, dass die Uberexpressiarhumanem PD-
L1/2 auf porzinen Zellen eine effiziente Modulatider humanen anti-porzinen zelluléaren
Immunantworten bewirkt. Dien vivo-Befunde zeigen, dass PD-L1 zwar keinen Schutz vor
AbstoRung vermittelt, aber dampfend auf das Emmamgnunsystem einwirkt. Somit
scheint das Molekil PD-L1 fur die Xenotransplamtatiein interessantes Zielmolekdl
darzustellen. Im folgenden Abschnitt wird zunéchst die Erstellung PD-L1/2 transgener
Schweine eingegangen und anschlie3end wird anhanth dlieser Arbeit erhobenen Daten
diskutiert, was die Expression von humanem PD-L&(# porzinen Organen in der

Xenotransplantation bewirken kénnte.

In Maus-Modellen konnte durch das Verstarken deslFEignalweges durch Gabe von PD-
L1-Ig verlangertes Transplantatiiberleben nach pdiggplantation erreicht werden [86, 101].
Allerdings war es nicht moglich, mittels PD-L2-Igineverlangertes Uberleben von
Transplantaten zu erreichen [86, 88]. Dies deuteeme unterschiedliche Rolle der murinen
PD-L1 und PD-L2 Molekile bei der Toleranzinduktioach Transplantation hin. Die in
dieser Arbeit beschrieben@mvitro Daten zur humanen CDZ -Zellaktivierung (Anhang A)

haben hingegen keine unterschiedlichen Wirkungen hdemanen PD-L1- oder PD-L2-
Molekile auf die humane T-Zellaktivierung aufgezei§lr die Erstellung transgener
Schweine mit dem Ziel humane Immunantworten nacho¥ansplantation zu unterdrticken,
ist somit davon auszugehen, dass die humanen MeldkD-L1 und PD-L2 gleich gut

geeignet sind.

Es wurde gezeigt, dass auch porzines PD-L1 an hesnBD-1 binden und inhibitorische
Signale in humanen T-Zellen auslésen kann [102Hdn Experimenten dieser Arbeit sollte
das keine Rolle spielen, da mittels semiquanteatRCR gezeigt werden konnte, dass L23-
Zellen weder porzines PD-L1 noch PD-L2 in signifilen Mengen exprimieren (Daten nicht
gezeigt). In Hinblick auf die Generierung transgeBehweine ergibt sich aus der Tatsache,

dass porzines PD-L1 funktionell mit humanem PD-eregiert [102], die Moglichkeit der
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Manipulation der endogenen PD-L1-Expression in Sghen, um humane T-Zellantworten
gegen porzine Transplantate zu unterdriicken. Bsiedn Ansatz ist allerdings zu beflirchten,
dass die erhohte endogene Expression von porzindbaL1P zu einer starken

Immunsuppression der Tiere und womdglich sogarizer eingeschrankten Lebensfahigkeit
durch die inhibitorischen Signale fuhrt. Um zu ustehen, ob die Uberexpression von
humanem PD-L1 in Schweinen zu &hnlichen Problenigmeh kann, wurden porzine T-
Zellantworten auf L23-PD-L1-Transfektanten untelgudiierbei zeigte sich, dass die L23-
PD-L1-Transfektanten keine verminderte Prolifematader porzinen Zellen bewirkte (Daten
nicht gezeigt). Dies deutet darauf hin, dass dasame PD-L1 auf den L23-Zellen nicht
funktionell mit dem porzinem PD-1 interagiert. Eghaint also unwahrscheinlich, dass die
transgene Expression von humanem PD-L1 in Schweizen schwerwiegender

Immunsuppression in den Tieren fuhrt.

Bei der transgenen Expression des humanen PD-Ldl2Kils in Schweinen sollte die
Expression der regulatorischen Molekile insbesandef porzinen APCs, da diese eine T-
Zellaktivierung hervorrufen kénnen sowie auf poezin Endothelzellen, da diese bei
vaskularisierten Organen besonders den AngriffenEhlapfanger-Immunsystems ausgesetzt
sind, verfolgt werden. In Abbildung 2 sind die mégen Wirkungen der Transgene PD-L1/2
bei Expression auf APCs und Endothelzellen nackrexenotransplantation von porzinen
Organen in den Menschen zusammengefasst. Es iseraarten, dass die mit dem
Transplantat in den Empfanger eingebrachten APCslién lymphatischen Gewebe des
Empfangers einwandern. Hier treffen die porzinerCARuUf humane T-Zellen, welche durch
Interaktionen zwischen dem porzinen MHC mit Peptitd dem humanen T-Zellrezeptor
sowie Interaktionen zwischen kostimulatorischen @ékélen und Liganden aktiviert werden.
Exprimiert die porzine APC humanes PD-L1/2, so teoltlies eine verminderte T-
Zellproliferation und IL-2 Synthese, sowie eined@rte IL-10-Synthese der T-Zellen und die
Expansion von regulatorischen CID25"" T-Zellen bewirken. Das hierbei entstehende
Zytokinmilieu zusammen mit den regulatorischen Tiefe kénnte wiederum eine
inhibierende Wirkung auf humane CD4-Zellen, die durch die indirekte Route der
Antigenprasentation zu CD4Helfer-T-Zellen aktiviert wurden, ausiiben. Die Heang der
CD4" Helfer-T-Zellen wiirde dann eine verminderte Kag#zidieser Zellen zur B-
Zellaktivierung nach sich ziehen. Dartber hinaukiesalie Expression von humanem PD-
L1/2 auf porzinem Endothel zu einem Schutz des Bed® vor der Lyse durch humane CD8

und NK-Zellen fuhren, indem die zytotoxische Aktiti dieser Zellen z. B. durch eine
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verminderte Freisetzung von zytotoxischen Granulaterdriickt wird, wenn die

Effektorzellen ein PD-L1-Signal erhalten.

Lymphatisches Gewebe, Empfanger Transplantat

Endothel \
oi ]
@ [5)

Zytotoxische Aktivitat von

\\ CD8* T- und NK Zellen l/

[ Human @PD-L1/2 " MHC mit eg Zytotoxische
o Peptid ® Granula

3 Porcin ?PD-1 T-Zell- Y Antikrper
rezeptor

B-Zell-Aktivierung { /

Abbildung 2: Wirkung von PD-L1/2-Expression auf APCs und Endothelzellen nach
Xenotransplantation. Porzine PD-L1/2 exprimierende APCs wandern ins lyatigsche
Gewebe des Transplantatempfangers, filhren hier iner everminderten CD4 T-
Zellproliferation, zur Expansion regulatorischerZ&len und bewirken indirekt durch die
Inhibition der CD4 Helfer-T-Zellen auch eine verminderte B-Zellakéining. Die
Expression von PD-L1/2 auf porzinem Endothel imnB@antat sollte zusatzlich zu einer
verminderten Lyse der transgenen Endothelzellenhdmytotoxische T-Zellen (wie im Bild
dargestellt) sowie zytotoxischen NK-Zellen fuhren.

Die Verstarkung negativer kostimulatorischer Sigrstellt ein Konzept zur Vermeidung von
zellularen Immunantworten gegen ein porzines Trhamégt im Menschen dar. Wie
beschrieben, dirfte dieser Ansatz auf mehreren dtbenhibitorische Wirkung zeigen.
Allerdings deuten die Daten dieser Arbeit auch dfrhin, dass durch die PD-L1/2
Expression auf porzinen Zellen keine komplettebittin der humanen anti-porzinen T-Zell-

oder NK-Zellaktivierung erreicht werden wird.

Eine andere Strategie zur Minimierung von T-Zelldktung nach Transplantation ist die

Blockade positiver kostimulatorischer Signale. [@e&onzept ist gut etabliert und wurde mit
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Erfolg zur Verlangerung des Transplantatiberlelengrschiedenen Modellen der Allo- und
Xenotransplantation eingesetzt [103]. So fuhrte d&ckade von CD80/86:CD28-

Interaktionen oder die Blockade von CD40:CD154+mtdonen in Kombination mit weiterer
Immunsuppression zu einem Langzeit-Uberleben vazipen Inselzellen in Primaten [7,
104]. In vitro Untersuchungen dieser Arbeit, bei denen humanelBZ mit L23-PD-L1-

Transfektanten stimuliert wurden und gleichzeitigl34-1g zur Blockade von CD80/86 auf
den L23-Zellen eingesetzt wurde, zeigten, dassVeistarkung negativer Signale und die
Blockade positiver Signale synergistische Effeldbdn und zur kompletten Inhibition der T-
Zellproliferation fihren kdonnen (Daten nicht gezgigDaher scheint fur eine effiziente
Inhibition von humanen anti-porzinen T-Zellantwortenach Xenotransplantation eine
Kombination der Verstarkung negativer kostimuletonier Signale zusammen mit der

Blockade positiver kostimulatorischer Signale aglwerprechender Ansatz zu sein.

Auch fur die Inhibition von NK-Zell-vermittelten Adtol3ungsreaktionen nach einer
Transplantation von porzinen Organen in den Mensdila es bereits eine vielversprechende
Strategie. Die Uberexpression von HLA-E auf pormimdothelzellen fuhrta vitro zu einer
partiellen Inhibition von NK-Zellen [4, 105] und s&ehen bereits HLA-E transgene Schweine
zur Verfigung [106]. Ob auch die HLA-E-vermittel'emmung und die PD-L1-vermittelte
Hemmung auf humane NK-Zellen synergistische Effdlidben, bleibt zu testen. Sollte dies

der Fall sein wére auch hier eine Kombination hre&teategien sinnvoll.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass #Hinerge langanhaltende Unterdriickung
von humanen anti-porzinen zellularen Immunantwortanh einer Xenotransplantation am
ehesten durch die Kombination verschiedener Sietegzur Hemmung einzelner
Immunzellen erreicht werden wird. Diese StrategsshlieRen die transgene Expression
regulatorischer Molekiile, den kpock-out aktivierender Molekile und auch die
Verabreichung immunmodulatorischer Reagenzien, wie B. Fusionsproteine zur

Kostimulationsblockade, mit ein.
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Abstract:

Background: The recent generation afl,3galactosyltransferase deficient pigs was an
important step to overcome hyperacute rejectiorr ghig-to-primate xenotransplantation.
However, cellular rejection still remains a hurétbe successful xenograft survival. We have
shown previously that the induction of a human-aigiT cell responsar( vitro activation of
CD4" T cells) can be suppressed by overexpressionmahunegative costimulatory ligands
(e.g. PD-L1) on pig antigen presenting cells. Hexme, asked whether PD-L1 mediated
enhancement of negative signalling might also Geieft during the effector phase of human
anti-pig cellular immune responses.

Methods: Pig cell lines stably overexpressing human PD-LR3dPD-L1 cells) and
appropriate controls (L23-GFP cells) were generaldte effect of PD-L1 expression on
cellular cytotoxicity was tested ByCr-release assays using L23-PD-L1 and L23-GFP aslls
targets and IL-2-activated human CDBcells and NK cells as effectors.

Results: CD8" T cells and NK cells acquired cytolytic potentadd up-regulated the PD-1
receptor during cultivation with IL-2. Both cellggs lysed L23-GFP cells very effectively but
were less potent on L23-PD-L1 targets (reducedtoytoty of about 50%). When cytotoxic
effector cells were used that do not express PPOB-Q5L cells), L23-GFP and L23-PD-L1
cells were lysed with similar intensity suggestthgt PD-1/PD-L1 interactions are required
for PD-L1 mediated protection. Flow cytometric sasd revealed that a proportion of
activated CD8PD-1" T cells underwent apoptosis when exposed to PRxdressing L23
cells.

Conclusions: These data suggest that cytotoxicity of PD-1 esging effector populations
can be suppressed by overexpression of PD-L1 gettaells. Binding of PD-L1 to PD-1
may (a) trigger negative signals that prevent sseazf cytolytic effector molecules and/or (b)

induce apoptosis in the attacking effector celiseby protecting targets from destruction.
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Introduction

Enormous progress has been made in recent yeargetcome the barrier of hyperacute
rejection after pig-to-primate xenotransplantatiéimr example, transgenic expression of
human complement regulatory molecules in pigs le&s lshown to be an effective strategy to
prevent hyperacute rejection in preclinical modefisxenotransplantationl]. Furthermore,

alphal,3-galactosyltransferase deficient pigs aosv ravailable and represent another
approach to avoid hyperacute rejection mediategdrbyexisting antibodie<?]. Thus, for the

further development of clinical xenotransplantatimmunological concepts are now required

facilitating the control of human anti-pig cellulanmune responses.

One approach for the downregulation of human agti-p cell responses by genetic
modification of pigs may derive from the new cortcep“negative costimulation”d]. It is
well established that T cells need more than tgeasithrough the antigen receptor (“signal
1”) to get fully activated. Classical costimulatonyolecules like the B7 family members
CD80 or CD86 deliver a positive signal (“signal 29)T cells which — in concert with “signal
1" — leads to their complete activation. The B7 grof T cell costimulatory molecules has
recently acquired several new members. Interestimgime of them do not deliver a positive
costimulatory “signal 2" to T cells but generateggagve signals4]. The PD-1 pathway has

already been described in some detail.

The PD-1 (programmed death-1) receptor was ingtiéddlund in cell lines undergoing
programmed cell death and was thought to be indblire this process. Later it was
demonstrated that PD-1 is induced by T and B atiVation and plays a role in the regulation
of the activation proces$]f PD-1 contains a cytoplasmatic immunoreceptoodire-based

switch motif [6]. Binding of the ligands PD-L1 or PD-L2 to PD-latés to recruitment of
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SHP-phosphatases which downregulate T cell recegoalling accompanied by reduced T

cell proliferation and cytokine production]]

The efficiency of PD-1/PD-Ligand targeting to maahel immune responses to an allograft
has been shown in various models. For exampleopgakion of allograft survival could be
obtained by transfer of PD-L1.lg gene to donor tsear a rat transplantation moded].[
Furthermore, an enhancement of PD-1-mediated nvegadistimulation by the application of
PD-L1.lg prolonged graft survival in mouse modef. [Recent data also show that

overexpression of PD-L1 on islet grafts in mice partially prolong islet graft survivalp].

In pig-to-human xenotransplantation there is thancle to create grafts exhibiting a strong
negative costimulatory potential. We have previpushown that human CDA4T cells
respond with reduced proliferation, a cytokine @attwhich is dominated by IL-10, and an
expansion of CD4CD25""Foxp3 T, to stimulation with pig cells ectopically exprassi
human PD-Ligands 1[1]. These findings suggested that an enhancemenhegftive
costimulatory signals counteracts with the indutiod a human-anti-pig T cell response. Here
we investigated the effects of PD-1/PD-L1-mediatezhative costimulation during the
effector phase of the response. The data suggasthin augmentation of PD-1 signalling in

human CD8 effector T cells and NK cells decreases their cip#o lyse pig target cells.
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Materials and methods

Cells

The porcine peripheral blood B cell line L2B] was obtained from the European Collection
of Cell Cultures (London, U.K.). L23-PD-L1 transfants and L23-GFP controls were
generated as describedl]. Human peripheral blood mononuclear cells (PBM@re
isolated from leukotrap filters obtained from theedartment of Transfusion Medicine
(Hannover Medical School) by Ficoll gradient cefngation. CD8 and CD4 T cell subsets
were negatively isolated by MACS (Miltenyi Biote®urity of CD8 T cells or CD4 T cells
was usually>90%. To purify NK cells, PBMC were stained by molooal antibodies
directed to CD56 and subsequently CD86lls were isolated by electronic cell sorting [Ce
Sorting Core Facility, Hannover Medical School).rkan embryonic kidney cell lines 293
transfected with pcDNA3 containing human CD95-Lvath pcDNA3 empty vector were

generated as describeld].

Immunofluorescence staining and flow cytometry

The following mAb were used: anti-pig MHC class74¢11-10), anti-pig MHC class-II
(MSA3) both provided by A. Saalmduller, Wien, Auatrianti-human CD8 (AICDS8.1,
provided by S.C. Meuer, Heidelberg, Germany); aothan PD-L1-PE (MIH1, eBioscience)
and anti-human PD-1-PE (MIH4, BD Biosciences). Bagdof unlabeled primary reagents
was visualized using FITC-conjugated goat anti-neolggG plus IgM (Dianova) or PE-
conjugated rat anti-mouse IgG (BD Biosciences). #iptic cells were stained by using
Annexin-FITC (BD-Biosciences). Cells were analyzmad a FACSCalibur flow cytometer

(BD Biosciences) and data processed by using Winbtfitivare.
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Activation of human CD8" T cells by pig L23 cells

Amounts of 1 x 10 CD4', CD8 T cells or human peripheral blood mononuclearscell
(PBMC) were stimulated with 4 x 310L23 transfectants (irradiated with 30 Gray) in
microtiter plates in a total volume of 200 pl cu#tumedium (RPMI 1640 medium

supplemented with 10% FCS, 50 U/ml penicillin, 4 nhMglutamin, 50 pg/ml streptomycin,

1 mM sodium pyruvate and 0.05 mM R-mercaptoethaidter 6 days*H-TdR was added

and cultures were harvested after an additiond ib@ubation period.

Analysis of Apoptosis

Amounts of 4 x 1® human CD8 T cells were incubated with 5 x A@radiated L23-GFP
transfectants for 6 days in a total volume of 10cmiture medium. Subsequently, CD8
cells were purified by Ficoll gradient centrifugatiand cultured for additional 24 h without
stimulus. Afterwards 1 x POCD8" T cells were co-cultured with 2 x 1023-GFP or L23-
PD-L1 cells in microtiter plates in 200 pl cultumreedium for 4 h and apoptotic cells were
stained by anti-CD8 mAb and Annexin-FITC. Frequeacof Annexin-positive cells were

determined within CD8 positive cells.

Cytotoxicity assays

The cytotoxic activity of human effector cells wassessed by/Cr-release assays. L23-GFP
or L23-PD-L1 cells (3 x 1) were labeled with 100 pCi of sodiumi*¢r]-chromate
(Amersham Biosciences) and plated at 1 %ddls / well in microtiter plates as target cells.
To generate NK cells and CD&ffector cells with cytotoxic potential purifiedD8" or
CD56 cell subsets were cultured with 100 U/ml IL-2 #86 days. Effector cells were added
at the indicated effector:target ratios to the eétuegells in microtiter plates in a total volume of

200 pl. The plates were incubated for 4 h at 37Pk >'Cr released from dead cells was
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measured in the supernatants. The percentage dfismell lysis mediated by effector cells

was calculated as described previoudl§] [

Statistical analysis

Frequencies of apoptotic cells in activated CD8cells cultured with L23-GFP or L23-PD-

L1 cells were compared by using the Studetgst.
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Results

Pig cells overexpressing human PD-L1 trigger dimirshed proliferative responses of
human T cells

Promoting receptor/ligand interactions which getesraegative costimulatory signals might
prevent T cell activation during anti-graft immuresponses. To assess the potential of this
approach for pig-to-primate xenotransplantationwanted to create pig cells that enhance
negative costimulatory signals in human T cellsug;ithe pig B cell line L23 was transfected
with the human negative costimulatory molecule PD-Btable transfectants (L23-PD-L1
cells) strongly expressed human PD-L1 whereas miagisfected controls (L23-GFP cells)
were PD-L1-negative (Fig. 1). There was no diffeeem the expression of MHC class-I and
—Il molecules between L23-PD-L1 or L23-GFP cellsrtRermore, as previously reported
[11] PD-L1 transfectants and control cells expressedilas amounts of the positive

costimulatory molecules CD80/86 and CD40 (datashotvn).

To assess the effects of PD-L1 expression on tthection of human T cell activation L23-
PD-L1 cells and L23-GFP controls were used as s$#itors for the entire PBMC population
as well as isolated CD4and CD8 T cells. These studies revealed that the protifexa

responses of all three cell populations were maykesluced when L23-PD-L1 cells were
used for stimulation (Fig. 2) and thus extendedvipies data demonstrating an inhibitory

effect of PD-L1 only in purified CD4T cells [L1].
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PD-L1 protects pig cells from lysis mediated by hum n cytotoxic effector cells

The data described above suggested that the induatia human anti-pig T cell response can
be suppressed by an enhancement of negative cdetiimusignals. We next asked whether
PD-L1 mediated negative signalling might also bécieint during the effector phase of
human anti-pig cellular immune responses. To addifEis question purified human CD3
cells were cultivated with high concentrations bf2l and used as effectors THChromium-
release assays. IL-2-induced CDBcells exhibited a strong cytotoxic potential li28-GFP
targets (Fig. 3A). However, when PD-L1 expressenget cells were used, specific lysis was
considerably reduced. At an effector:target rafi@® lysis of L23-PD-L1 cells was usually

reduced by about 50% compared to lysis of L23-Gifget cells.

In addition to CD8 T cells human NK cells have the capacity to lysecime target cellsl].
Therefore we asked whether PD-L1 expression orgllg might also protect against lysis by
NK cells. As expected, IL-2-activated NK cells Igsgorcine L23 cells very efficiently, even
at low effector:target ratios (Fig. 3B). Again, iy®f L23-PD-L1 cells was reduced by about
50% compared to L23 control cells. It should beedpthat complete protection of L23-PD-
L1 cells was never observed, irrespective whetlgvated CD8 T cells or NK cells were
used as effectors. Thus, PD-L1 expression seempsotect pig cells only partially from lysis

by human effector cells.

Protection by PD-L1 requires PD-1 expression on cgtoxic effector cells

The observed protection of PD-L1 expressing trantafgs might be mediated by binding of
transgenic PD-L1 to PD-1 on human effector celiseby inhibiting T cell /NK cell-receptor
signalling which is required for the release ofatgkic granules and/or the involvement of
CD95L/fasL-mediated killing mechanisms. To apprdhés assumption we analyzed the

expression of PD-1 receptors on CDB8cells and assessed the effects of antibody-rtestiia
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blocking of PD-1/PD-L1 interactions. Resting CDB cells did not express PD-1 (Fig. 4A).
During cultivation in IL-2 containing medium PD-law upregulated and was found after 4
days with low but readily detectable amounts on sheface of CD8 T cells (Fig. 4A).
Similarly, IL-2 activated NK cells weakly expresse®-1 (data not shown). The polyclonal
anti-PD1 Ab (R&D) and anti-PD-L1 mAb (MIH1, eBiosrice) were used to block the
interaction between the molecules. However, tha datained were not conclusive, showing

borderline effects of the antibodies in some expenits but not in others (data not shown).

Another approach to assess the relevance of PD-LAPihteractions for the observed
protective effects is the usage of killer cells ethcan lyse L23 cells but do not express PD-1.
If the interaction of PD-1 and PD-L is requiredpieevent lysis PD-1-negative killers should
lyse L23 and L23-PD-L1 cells with similar intensit93 cells genetically engineered to
overexpress the human apoptosis-inducing molec®5as)L [L3] fulfill these criteria.
They do not express the PD-1 receptor (Fig. 4B)eadubit significant cytotoxic potential on
L23 cells (Fig. 5). The observation that 293-95lsclysed L23-GFP and L23-PD-L1 targets
to a same extent, supports the assumption thatidmat interaction of PD-L1 and PD-1 on

effector cells is required for the protective effeCPD-L1 molecules.

PD-L1 expressing cells induce apoptosis in activateCD8" effector cells

Engagement of PD-L1 by PD-1 induces negative sgghat can also result in apoptosis of
activated T cells in some experimental settirig$. [To assess whether activated COBcells
undergo cell death when exposed to L23-PD-L1 temtahts co-culture experiments were
performed and the frequency of apoptotic CD8cells was determined by Annexin-FITC
staining. Among activated CD8T cells only a small proportion of cells (1 to 2%re
stained by Annexin (Fig. 6A). This frequency inced when CD8cells were co-cultured

with L23-GFP cells and was further augmented by phesence of L23-PD-L1 cells. In a

a7



Anhang B

series of three experiments, 11 + 3% Annexin-pasi€DE8 cells were found in co-cultures
containing L23-GFP cells but 21 + 4% in L23-PD-Ldltares (Fig. 6B). Thus, in addition to
switching off the effector potential of PD-1 exsig cells PD-L-1 might protect target cells

by inducing apoptosis in the attacking effectorydapon.
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Discussion

Triggering of PD-1-mediated negative costimulatimnthe application of PD-L1.lg fusion
proteins has been described to prolong allograftigal in various mouse transplantation
models P]. Furthermore, we have recently shown that humBa'd cells responéh vitro to
PD-L1 expressing porcine transfectants with redysretiferation, a cytokine pattern which is
dominated by IL-10, and an expansion of COB25"%"Foxp3 Ty [11]. Thus, an
enhancement of negative costimulatory signals aells seems to be a promising concept to
diminish T cell responses to allo- and xenogrdftere, we addressed the question as to
whether negative costimulatory signals might beab#g of controlling cellular cytotoxicity
during the effector phase of an anti-graft respolée found that PD-L1 expressing porcine
target cells are partially protected from lysis Ihy2-activated CD8 T cells as well as NK

cells.

Unseparated PBMC, and purified CDdand CD8 T cells responded in xenogeneic MLRs
with reduced proliferation to stimulation by L23-RD cells (Fig. 2). PD-1 is not expressed
on resting T cells but is upregulated during T eelivation [f] (Fig. 4). Stimulation of PD-1
by PD-Ligand binding leads to phosphorylation os fitvo intracellular tyrosines and
recruitment of phosphatases (SHP-1/SHP-2) whichndegulate TcR signaling through
direct dephosphorylation of signaling intermedig#§]. Thus, diminished proliferation of
human T cells to stimulation with L23-PD-L1 cellBid. 2) in all likelihood results from
dampening of TcR signals by PD-1-induced negatostimulation. On the cellular level,
decreased production of IL-2 and enhanced syntrefsis-10 by L23-PD-L1 stimulated
CD4" T cells 1] might be key elements for the capacity of PD-Ildl dounteract the

induction of human anti-pig T cell responses.
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Activation of naive/resting T cells requires sidimg via the TcR (signal 1) as well as signals
generated by triggering of positive costimulatoegaptors like CD28 (signal 2). In contrast,
in activated CD8 effector T cells TcR-signalling alone is sufficign deliver “death signals”
to target cells. Destruction of targets can be atedi by the release of cytotoxic granules or
may involve CD95(fas)/CD95L-pathways to induce dpsjs. IL-2-activated CD8T cells
exhibited reduced cytotoxicity on PD-L1 expressiaggets (Fig. 3A). Thus, PD-1-mediated
negative signalling may not only interfere with Tcfgnals inducing cytokine gene
transcription during the induction of immune resgpes but may also dampen TcR signals
required for the administration of effector molezsuto target cells during the effector phase
of a response. This assumption is also supportethéyfinding that mouse CDS8T cells

exhibit reduced cytolytic activity to endothelialls expressing PD-L11[, 1§].

Cytotoxicity of human NK cells was also reducedRiy-L1 expression on target cells (Fig
3B). This is, to our knowledge, the first evidenbat PD-L1 may not only control T cell but
also NK cell activity. The observation that the RDeceptor is upregulated on NK cells in
patients with chronic hepatitis C infectiold], supports the assumption of a functional role of
this molecule on NK cells. The mechanisms undeglytime suppressive effect of PD-L1 on
NK cell cytotoxicity remains to be determined. PDright recruit SHP phosphatases to its
immunoreceptor tyrosine-based switch motif in NKHlscas described for T cells since other
inhibitory receptors on NK cells act in similar nmems R0]. Thus it is conceivable that PD-1-
mediated negative signals interfere with signatenfractivating NK receptors (e.g. NKG2D)

thereby diminishing the release of effector molesul

Interaction of the PD-1 receptor with PD-Ligandssioot only result in the generation of
negative costimulatory signals but can also indajgeptosis in some experimental settings

[21]. Indeed, we found more Annexin-positive CDB cells in cocultures containing PD-L1

50



Anhang B

transfectants than in control cultures suggestiray & portion of activated CDST cells
undergoes apoptosis in response to PD-1 triggeffing. 6). Thus, it is likely that two
different mechanisms are responsible for reducetif@ration of CD8 T cells to stimulation
with L23-PD-L1 cells (Fig. 2). First, as discussabove, PD-1-mediated signalling may
downregulate TcR signals which are required forsyr@hesis of growth promoting cytokines
(e.g. IL-2), and second, PD-L1-induced apoptosisictcodecrease the number of cells
responding to L23 xenoantigen. It is worth mentignithat we did not observe PD-L1-
induced apoptosis in CD4T cells [L1] suggesting that the mechanisms leading to reduced
proliferation of CD4 and CD8 T cells to stimulation by L23-PD-L1 cells may no¢
identical. The pronounced susceptibility of actaatCD8 T cells to PD-L1-induced
apoptosis may also contribute to protection of BI3L1 cells against lysis by CD8
effectors. Thus, PD-1 expressing effector cellsl¢cachieve a death signal during first
contact with PD-L1 expressing targets and die leefoey can kill further target cells. In this

scenario, cell destruction will not proceed but esrto a standstill at low level.

It is well established that blockade of positivesttmulatory signals (e.g. inhibition of
CD80/86-CD28 interactions) can prolong allograftvetal in mice R2]. However, this
concept is limited by the fact that CDB cells seem to be somehow resistant to costimnylat
blockade which can result in CDF cell-mediated graft rejectior2d, 24. As discussed
above, our own observations and those of oth@rs2f] suggest that CD8T cells are
particularly sensitive to PD-1-mediated negativsticoulatory signals. Thus, enhancing these
signals could be a strategy to suppress the acfitCD8 T cells which are resistant to

costimulatory blockade.

In summary, we show that cytotoxicity of human CDB cells and NK cells can be

suppressedn vitro by overexpression of human PD-L1 on pig cells. éibgr with our
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previous observation that the induction of CDR cell proliferation is inhibited by an
enhancement of negative signalling this approach imarfere with both, the induction and
the effector phase of human anti-pig cellular immuwesponses. It should be noted, however,
that complete inhibition of cellular cytotoxicityas not achieved. Thus, for an effective
control of cytotoxic responses genetically engiadasverexpression of human PD-L1 in pigs
might be combined with transgenic expression of &urkLA-E to further prevent NK

activity [26] and/or human TRAILZ7] which is expected to downregulate T cell reatyivi

Acknowledgments:We would like to thank Dr. J. Hundrieser for catetading of the

manuscript. This work was supported by the Deutsdrechungsgemeinschaft (FOR 535).

52



Anhang B

References
1. BYRNE GW, MCCURRY KR, MARTIN MJ, et al. Transgerpigs expressing
human CD59 and decay-accelerating factor produgetansic barrier to

complement-mediated damage. Transplantation 1927149-155.

2. PHELPS CJ, KOIKE C, VAUGHT TD, et al. Productiohalpha 1,3-

galactosyltransferase-deficient pigs. Science 2009: 411-414.

3. RIETZ C, CHEN L. New B7 family members with pipg and negative

costimulatory function. Am J Transplant 2004: 4t 8-

4. GREENWALD RJ, FREEMAN GJ, SHARPE AH. The B7 féymevisited. Annu

Rev Immunol 2005: 23: 515-548.

5. KEIR ME, FRANCISCO LM, SHARPE AH. PD-1 and itgdnds in T-cell immunity.

Curr Opin Immunol 2007: 19: 309-314.

6. OKAZAKI T, MAEDA A, NISHIMURA H, KUROSAKI T, HONJO T. PD-1
immunoreceptor inhibits B cell receptor-mediateghaiing by recruiting src
homology 2-domain-containing tyrosine phosphatasepghosphotyrosine. Proc Natl

Acad Sci U S A 2001: 98: 13866-13871.

7. SHARPE AH, FREEMAN GJ. The B7-CD28 superfamiyat Rev Immunol 2002: 2:

116-126.

53



Anhang B

8.

10.

11.

12.

13.

14.

DUDLER J, LI J, PAGNOTTA M, et al. Gene transtémprogrammed death ligand-

1.1g prolongs cardiac allograft survival. Transpéion 2006: 82: 1733-1737.

OZKAYNAK E, WANG L, GOODEARL A, et al. Programmdedeath-1 targeting can

promote allograft survival. J Immunol 2002: 169465553.

WANG CJ, CHOU FC, CHU CH, et al. Protectivesrof programmed death 1 ligand
1 (PD-L1)in nonobese diabetic mice: the paradaxansgenic models. Diabetes

2008: 57: 1861-1869.

PLEGE A, BORNS K, BAARS W, SCHWINZER R. Supmies of Human T-Cell
Activation and Expansion of Regulatory T Cells by Bells Overexpressing PD-

Ligands. Transplantation 2009: 87: 975-982.

KAEFFER B, BOTTREAU E, PHAN THANH L, OLIVIER MSALMON H.
Histocompatible miniature, boar model: selectiotrafsformed cell lines of B and T

lineages producing retrovirus. Int J Cancer 19%0:481-488.

DULAT HJ, VON GRUMBKOW C, BAARS W, et al. Dowmregulation of human
alloimmune responses by genetically engineeredessmpn of CD95 ligand on

stimulatory and target cells. Eur J Immunol 2001L: 217-2226.

LILIENFELD BG, GARCIA-BORGES C, CREW MD, SEEBACJID. Porcine

UL16-binding protein 1 expressed on the surfacenaothelial cells triggers human

NK cytotoxicity through NKG2D. J Immunol 2006: 177146-2152.

54



Anhang B

15. DONG H, STROME SE, SALOMAO DR, et al. Tumor-@ssated B7-H1 promotes

T-cell apoptosis: a potential mechanism of immuwes®sn. Nat Med 2002: 8: 793-

800.

16. CHEMNITZ JM, PARRY RV, NICHOLS KE, JUNE CH, RAY JL. SHP-1 and

SHP-2 associate with immunoreceptor tyrosine-basetth motif of programmed

death 1 upon primary human T cell stimulation, dmily receptor ligation prevents T

cell activation. J Immunol 2004: 173: 945-954.

17. RODIG N, RYAN T, ALLEN JA, et al. Endotheliakpression of PD-L1 and PD-L2

down-regulates CD8+ T cell activation and cytoly&ar J Immunol 2003: 33: 3117-

3126.

18. MAZANET MM, HUGHES CC. B7-H1 is expressed bynman endothelial cells and

suppresses T cell cytokine synthesis. J Immuno22069: 3581-3588.

19. GOLDEN-MASON L, KLARQUIST J, WAHED AS, ROSEN HRutting edge:

programmed death-1 expression is increased on imaytes in chronic hepatitis C

virus and predicts failure of response to antiviin@rapy: race-dependent differences.

J Immunol 2008: 180: 3637-3641.

20. LONG EO. Negative signaling by inhibitory retas: the NK cell paradigm.

Immunol Rev 2008: 224: 70-84.

21. HORI J, WANG M, MIYASHITA M, et al. B7-H1-indwexd apoptosis as a mechanism

of immune privilege of corneal allografts. J Immug606: 177: 5928-5935.

55



Anhang B

22.

23.

24,

25.

26.

27.

LARSEN CP, ELWOOD ET, ALEXANDER DZ, et al. Loxigrm acceptance of skin
and cardiac allografts after blocking CD40 and Cpaghways. Nature 1996: 381:

434-438.

TRAMBLEY J, BINGAMAN AW, LIN A, et al. Asialo ®11(+) CD8(+) T cells play
a critical role in costimulation blockade-resistatibgraft rejection. J Clin Invest

1999: 104: 1715-1722.

NEWELL KA, HE G, GUO Z, et al. Cutting edgeobkade of the CD28/B7
costimulatory pathway inhibits intestinal allogredfection mediated by CD4+ but not

CDS8+ T cells. J Immunol 1999: 163: 2358-2362.

CARTER L, FOUSER LA, JUSSIF J, et al. PD-1:Pnhibitory pathway affects
both CD4(+) and CD8(+) T cells and is overcomelbl Eur J Immunol 2002: 32:

634-643.

WEISS EH, LILIENFELD BG, MULLER S, et al. HLA/Buman beta2-

microglobulin transgenic pigs: protection againstageneic human anti-pig natural

killer cell cytotoxicity. Transplantation 2009: 835-43.

KLOSE R, KEMTER E, BEDKE T, et al. Expressidrbelogically active human

TRAIL in transgenic pigs. Transplantation 2005: 822-230.

56



Anhang B
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Fig. 1. Phenotypic characterization of L23 transfectant®3 lcells transfected with the
pPIRES2-AcGFP1 vector containing human PD-L1 (L23HPDcells) or with empty vector
(L23-GFP cells) were stained with mAbs directedhtionan PD-L1, porcine MHC class-Il or
porcine MHC class-I. Light histograms representngtg of L23-GFP cells by the mAbs,
dark histograms represent staining of L23-PD-L1scel
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Fig. 2. Suppression of human T cell activation after statioh with L23-PD-L1
transfectants. 1x fohuman peripheral blood mononuclear cells, purif@d4” T cells or
purified human CDBT cells were stimulated with irradiated L23-PD-a1L23-GFP cells (4

x 10%well). Cells were cultured for 6 days, pulsed withl-TdR] and harvested after 16
hours. Results are expressed as mean cpm + Siplafate cultures. Data are representative
for at least three independent experiments.
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Fig. 3. Influence of PD-L1 expression on T- and NK-cell-riz¢eld lysis of L23 cells. 1 x 0
*ICr-labelled L23-GFP or L23-PD-L1 cells were usedaagets and cultured with increasing
numbers of effector cells. The amount of radiodistiveleased into the supernatant was
determined after 4 hours by measuring an aliqud@5ofil. The percentage of specific lysis
(mean_+SD from triplicate cultures) was calculated ascdbsd in Materials and Methods.
(A) Cytotoxicity of CD8 T cells. Effector cells were generated by cultgnurified CD8 T
cells for 4-5 days in medium containing 100 U/mi2LA representative experiment out of a
series of four is shown. (B) Cytotoxicity of IL-Zctivated NK cells. CD56 cells were
purified by electronic cell sorting, cultured foi54days in medium containing 100 U/ml IL-2

and used as effector cells. Similar patterns oftreity were observed using NK cells from
three different blood donors.
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Fig. 4. Flow cytometric analysis of PD-1 expression. Daidtdgrams represent fluorescence
intensity obtained after staining of the cells wathti-PD-1-PE mAb, light histograms were
obtained with staining buffer alone. (A) PD-1 exgsien on resting COST cells and cells
which had been activated by culturing for 4 daysnedium containing 100 U/ml IL-2. (B)
Analysis of 293-95L cells.
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Fig. 5.PD-L1 expression does not influence cytotoxicitydmmeed by PD-1-negative 293-95L
cells. 1 x 16 293-95L cells were coincubated with 1 X' *&Cr-labeled L23-GFP or L23-PD-
L1 cells. 293 cells transfected with empty vecB93-pcDNA) were used as negative controls
showing no cytotoxicity on L23 targets. The amowftradioactivity released into the
supernatant was determined after 4 hours by mewsan aliquot of 25 pl. The percentage of
specific lysis (mean_+SD from triplicate cultures) was calculated. Saniresults were
observed in two additional experiments.
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Fig. 6. L23-PD-L1 cells induce apoptosis in activated hur@®8" T cells. Purified CD8T
cells were activated by stimulation for 6 days witladiated L23-GFP cells. The cells were
rested for 24 h and restimulated for 4 h with medialone @), L23-GFP, or L23-PD-L1
cells. Apoptotic CD8 T cells were detected by Annexin-FITC binding. (B)pical Annexin
binding patterns obtained in a single experimeatsisown. Numbers represent frequency (%)
of Annexin-positive cells. (B) Determination of gyotic cells from three independent
experiments is presented. The mean frequency (%naexin-positive cells 5D found in
CDS8 cultures is shown. * p< 0.05
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C) Zusatzliche unveroffentlichte Daten

PD-Ligand-1 exprimierende porzine zellulare Xeno$r@antate |6sen eine verminderte
Immunantwort in der Ratte aus

Zur Veroffentlichung in einem weiteren Manuskript vorgesehen
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Wie in Anhang A und Anhang B beschrieben, fiihrtdierexpression von humanem PD-L1
auf porzinen Zellen zu einer vermindertenvitro-Reaktivitat humaner T-Zellen. Ziel der
weiteren Untersuchungen war es, diesen Ansatz muefvo zu prifen. Hierzu wurde ein
Modell fur die Untersuchung von Ratten-Immunanteortgegen porzine zellulare
Transplantate etabliert und es wurde untersuchfd 1 auf L23-Zellen einen Schutz vor
einer Abstol3ung nach Transplantation vermittelnnkeda die L23-PD-L1-Transfektanten
humanes PD-L1 uberexprimierten, musste zunachstigekerden, ob das humane PD-L1
funktionell mit dem PD-1-Rezeptor der Ratte integagn kann. Dazu wurden
Rattenlymphozytenin vitro mit L23-Kontroll-Zellen (L23-GFP) oder L23-PD-LleHen
stimuliert und die Proliferation der Rattenzellerurde als Mald fur deren Aktivierung
bestimmt. L23-GFP-Zellen induzierten eine starke olifarative  Antwort in
Rattenlymphozyten (Abb. 1). Die proliferative Antwoder Rattenlymphozyten nach
Stimulation mit L23-PD-L1-Zellen fiel hingegen dbci geringer aus (Abb. 1). Dies deutet
darauf hin, dass das humane PD-L1 Molekil an derldfR@zeptor der Ratte binden kann

und auch in der Lage ist, inhibitorische Signaldém Ratten-Lymphozyten zu vermitteln.
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Abbildung 1: Proliferation von Ratten-Lymphozyten nach Stimulation durch L23-GFP-
oder L23-PD-L1-Transfektanten. 2x10° Ratten-Lymphknoten-Zellen wurden mit den
angegebenen Zellzahlen von L23-GFP- und L23-PD-elled fir 5 Tage inkubiert. Die
Proliferation der Ratten-Lymphknoten-Zellen wurdadand des Einbaus voﬁ-[]-Thymidin
wahrend weiterer 16 h bestimmt. Dargestellt siredMittelwerte + Standardabweichung aus
Dreifachansatzen. Vergleichbare Reaktionsmusterd&murin zwei weiteren Experimenten
beobachtet.
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Zur Analyse dein vivo-Wirkungen einer PD-L1-Expression wurden die L23FGkEnd L23-
PD-L1-Zellen unter die Nierenkapsel von Ratten gpdantiert. Die hierfir durchgefuhrten
Tierversuche sind von der niedersachsischen Laediesung laut Tierversuchsantrag
Nr.08/1485 gemal (88) des deutschen Tierschutzgesaegenehmigt worden. Die L23-GFP
und L23-PD-L1-Transfektanten wurden Lewis-Ratteteurnlie Nierenkapsel transplantiert.
An Tag 3 nach Transplantation konnten L23-Zellenteunder Nierenkapsel mittels
immunhistologischer Farbungen nachgewiesen werdierdings wurden an Tag 7 weder
L23-GFP noch L23-PD-L1-Zellen unter der Nierenkd&psen transplantierten Ratten
gefunden (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise assén die porzinen Zellen den
Transplantationsort durch Migration oder es kommemer immunologischen Abstof3ung der
porzinen Zellen. Um zu untersuchen ob eine Abstg8uaktion stattfindet, wurden Seren
der Ratten nach Transplantation mittels Durchflygsnetrie auf Antikorper-Titer gegen
L23-Zellen analysiert. Hierzu wurden L23-Zellen rdgn Seren von transplantierten Ratten
inkubiert und die Bindung von Antikorpern wurde dur einen markierten
Sekundarantikdrper nachgewiesen. An Tag 7 nachspltantation mit L23-Transfektanten
konnten anti-L23-Antikorper detektiert werden, wadegen keine Antikdrper in Seren der
PBS-Kontrollgruppe nachgewiesen wurden (Abb. 2AjpeEweitere Analyse dieser Seren
ergab, dass die Antikdrper spezifisch gegen digipen Zellen gerichtet waren, da sie nur
schwach mit humanen Zellen reagierten (Daten mebeigt). Um eine erste Abschatzung der
Konzentrationen der anti-L23-Antikorper in den $er®n Ratten, die mit L23-GFP oder
L23-PD-L1-Transfektanten transplantiert wurden, ewhalten, wurden die mittleren
Fluoreszenzintensitaten der einzelnen Farbungeglicleen (Abb. 2B). Hierbei zeigte sich
die Tendenz, dass die Konzentration von anti-L2&k&npern in Seren von Ratten, die mit
L23-GFP-Zellen transplantiert wurden, héher austil bei Tieren, die L23-PD-L1-Zellen
erhielten (Abb. 2B).
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Abbildung 2: Induktion von Antikérpern gegen L23-Zellen in Ratten nach
Transplantation von L23-Transfektanten unter die Nierenkapsel der Ratten3x1(f L23-
GFP-, L23-PD-L1-Transfektanten wurden Lewis-Ratiater die Nierenkapsel transplantiert.
Als Kontrolle wurde PBS ohne Zellen unter die Nia@psel injiziert. Nach 7 Tagen wurden
die Tiere getotet und das Serum dieser Tiere wdudehflusszytometrisch untersucht. Hierzu
wurde das Serum (1:50 verdinnt) mit L23-Zellen ikd. Bindung von im Serum
enthaltenen  Antikbrpern an L23-Zellen wurde durchinee PE-gekoppelten
Sekundarantikérper, der gegen Ratten-lg gerichtat machgewieserd) Dargestellt ist ein
Einzelexperiment. Die Negativkontrolle stellt diedrbung von L23-Zellen mit dem
Sekundarantikorper alleine darB) In dieser Darstellung sind die mittleren
Fluoreszenzintensitaten, die bei der Austestungdezn von 14 Ratten (3 x PBS Kontrolle, 6
x L23-GFP, 5 x L23-PD-L1) gemessen wurden, aufgef(iicht ausgeflllte Symbole). Die
in den jeweiligen Gruppen berechneten Mittelwentel @ls ausgefillte Symbole mit Strich
dargestellt.
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Die Kinetik der Antikérper-Bildung wurde nach inperitonealer Applikation von L23-GFP-
Zellen und L23-PD-L1-Zellen bei Ratten verfolgt.efanti-L23-Antikorpertiter in den Tieren
wurde wie oben beschrieben mittels Durchflusszytameverglichen. Auch bei diesen
Experimenten, die bisher nur mit einer geringen ppamzahl von Ratten durchgefihrt
wurden, war zu beobachteten, dass die L23-GFP+zZeite Verlauf von 13 Tagen nach
Applikation des Antigens eine starkere Antikorpitbng gegen L23-Zellen bewirkten als
L23-PD-L1-Zellen (Abb. 3). Zusammengefasst deutéso assowohl die Daten aus den
Transplantationen der L23-Transfektanten unterNierenkapsel, wie auch die Daten der
intraperitonealen Verabreichung der L23-Transfeigarauf eine inhibierende Wirkung von

PD-L1 auf die Antikbrperantwort in Ratten hin.
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Abbildung 3: Induktion von Antikérpern gegen L23-Zellen in Ratten nach
intraperitonealer Applikation von L23-Transfektanten. 1x10' L23-GFP- oder L23-PD-
L1-Transfektanten wurden jeweils zwei Lewis-Rattetraperitoneal injiziert. Die Seren
dieser Tiere wurde an Tag 1, 4, 6 und 13 nach kaptn der Zellen durchflusszytometrisch
untersucht. Hierzu wurde das Serum (1:10 verdimiit) 23-Zellen inkubiert. Die Bindung
von im Serum enthaltenen Antikérpern an L23-ZelNemrde durch einen PE-gekoppelten
Sekundarantikdrper, der gegen Ratten-lg gerichtet wachgewiesen. Dargestellt sind die
mittleren Fluoreszenzintensitaten der einzelnebudiégen.

Zur Analyse der zellularen Immunantworten gegenXBeotransplantate, wurde untersucht
in welchem Umfang es nach der Transplantation dezipen Zellen unter die Nierenkapsel
zur Infiltration von Ratten-T-Zellen und —NK-Zellen den Nierengeweben kommt. Hierzu
wurden immunhistologische Farbungen zum Nachweis WK-Zellen und T-Zellen

durchgefuhrt. An Tag 7 wurden in Nieren, die mit3k@FP-Transfektanten transplantiert
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wurden, Infiltrate von NK-Zellen sowie starke Itfdte von T-Zellen beobachtet (Abb. 4). In
Nieren, die mit L23-PD-L1-Transfektanten transplamtwurden, waren hingegen nur sehr
schwache Infiltrate von NK-Zellen zu sehen und adh Infiltrate der T-Zellen schienen
vermindert (Abb. 4). Unterstitzt werden die Datem vmmunhistologischen Farbungen der
Nieren an Tag 3. Hier wurden zwei Nieren von Rattka mit L23-GFP-Zellen transplantiert
wurden, sowie die Niere einer Ratte, die mit L23-PDZellen transplantiert wurde,
analysiert. In den Nieren, die mit L23-GFP-Zelleamsplantiert wurden, waren deutliche NK-
und T-Zellinfiltrate zu sehen, wohingegen die Nieng L23-PD-L1-Zellen weder Infiltrate
von NK- noch von T-Zellen aufwies (Daten nicht dggke Somit deuten die
immunhistologischen Daten auf eine inhibierendekbhg des PD-L1-Molekils auf die T-
Zell- bzw. NK-Zellaktivierung der Ratten hin.
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Abbildung 4: Infiltrate in Ratten-Nieren, bei denen L23-Transfektanten unter die
Nierenkapsel transplantiert wurden. 3x1(° L23-GFP- oder L23-PD-L1-Transfektanten
wurden Lewis-Ratten unter die Nierenkapsel tramgpe. Als Kontrolle wurde PBS ohne
Zellen unter die Nierenkapsel injiziert. Nach 7 @agvurden die Tiere getdtet und die Nieren
der Tieren wurden entnommen und schockgefrorenhd&m mittels des Kryostaten 5 pm-
Schnitte der Nieren angefertigt wurden, erfolgteedeFixierung mit Aceton. Fir den
Nachweis der NK-Zellen und T-Zellen in den Nieretgte dann eine Inkubation der Schnitte
mit den Antikdrpern W 3.2.3 (Ratten NK-Zellen) uR¥3 (Ratten T-Zellen). Die Bindung
dieser Primar-Antikbrper wurde durch eine weitemkubation mit einem gam-Peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikorper, sowie der ZugalkeSi#strates AEC, sichtbar gemacht.
Zusatzlich erfolgte eine leichte Gegenfarbung rsittdédmalaun. Gezeigt sind reprasentative
Schnitte aus Experimenten mit insgesamt 3 PBS-kbiltreren, 5 L23-GFP-Tieren sowie 5
L23-PD-L1-Tieren.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass gieegsion von PD-L1 auf L23-Zellen zwar
nicht die AbstoRung der Zellen verhindern kannsdaser sowohl die Antikorperdaten, wie
auch die immunhistologischen Farbungen der Infétradarauf hin deuten, dass die
Immunantwort der Ratten gegen die L23-Zellen dupéhL1l vermindert ist. Es bleibt zu

testen ob Zelltransplantate, die ein weniger staikemunogenes Potential als porzine B-

Zellen aufweisen, wie z. B. Inselzellen, durch Bi@ression von PD-L1 vor einer AbstofRung
nach Xenotransplantation geschitzt werden kdnnen.
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