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Akkumulation von B-Lymphozyten/
Plasmazellen und Expression des B-Zell-

spezifischen Chemokins MIP-30/CCR-6 in
der akuten Leberrejektion™

Obwohl Antikorper-vermittelte Mechanismen eine pathogenetische
Rolle in der Leberrejektion spielen, existieren keine Daten iiber B-
Lymphozyten und Plasmazellen im rejezierten Lebergewebe. Ziel der
vorliegenden Untersuchung war es, in Leberbiopsien der akuten Re-
jektionsphase (VA-Biopsie) zu analysieren ob 1) CD20+ Lympho-
zyten nachweisbar sind, 2) durch Vergleich mit Biopsien vor Im-
plantation (AO-Biopsie) zu iiberpriifen, ob CD20+ B-Lymphozyten
CD38+/CD138+ Plasmazellen durch Immigration oder lokale Prolife-
ration (CD20+/Ki67+) intrahepatisch expandieren und 3) ob das B-
Zell-spezifische Chemokin MIP-3at und dessen Rezeptor CCR-6 im
Leberparenchym exprimiert werden. Leberbiopsien von 20 Patienten
mit akuter Rejektion (RAI-Score: 1-9) wurden mittels immunhisto-
chemischen Einfachfdarbungen (CD20, CD38 und CD138) und im-
munhistochemischen Doppelfarbungen (CD20/Ki67) analysiert. Der
Nachweis des B-Zell-spezifischen Chemokins MIP-300 und seines
Rezeptors CCR-6 erfolgte unter Anwendung der indirekten Immun-
histochemie und mittels RT-PCR. In sdmtlichen VA-Biopsien konn-
ten CD20+ B-Lymphozyten, CD38+/CD138+ Plasmazellen nachge-
wiesen werden, diese waren iiberwiegend in den Portalfeldern, selten
perisinuidal/perizentral lokalisiert. Der Vergleich der AO-Biopsien
mit den VA-Biopsien zeigte einen signifikanten Unterschied in der
Anzahl CD20+ Lymphozyten (p = 0,002) und CD38+/CD138+ Plas-
mazellen (p = 0,022) und keinen signifikanten Unterschied (p =
0,262) zwischen der Anzahl der proliferierenden B-Lymphozyten
(CD20+/Ki67+). MIP-30+ und CCR-6+ Zellen waren in allen VA-
Biopsien in den Portalfeldern (Granulozyten, mononukledren Zellen)
mittels indirekter Immunhistochemie und RT-PCR-Analyse nach-
weisbar. Die signifikante Zunahme von CD20+ B-Lymphozyten
CD38+/CD138+ Plasmazellen in der akuten Rejektion ohne signifi-
kante Zunahme der Zellproliferation legt nahe, dass nicht eine lokale
Proliferation, sondern die Immigration von B-Lymphozyten und
Plasmazellen die entscheidende Rolle fiir die B-Zellexpansion in der
akuten Leberrejektion darstellt. Der Nachweis des B-Zell-spezi-
fischen Chemokins MIP-30 und des dazugehorigen Rezeptors CCR-6
in den inflammatorischen Zellen ldsst den Schluss zu, dass dieses
Chemokin/Rezeptor an der Rekrutierung von B-Lymphozyten und
Plasmazellen beteiligt ist. Diese Daten legen die Bedeutung eines
intrahepatischen, antikdrpervermittelten Pathogenesemechanismus in
der akuten Leberrejektion nahe.

Schliisselworter:
Lebertransplantation, Leberrejektion, B-Lymphozyten, Plasmazellen,
MIP-3a., CCR-6
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B-Lymphocyte/Plasma Cell Accumulation and Expression of the
B-Cell Specific Chemokine MIP-30/CCR-6 in Acute Liver Allograft
Rejection

Although humoral antibody mediated mechanisms play a role in liver
allograft rejection, no data exist concerning B-lymphocytes and
plasma cells. The aim of this study was to analyse whether 1) B-
lymphocytes and plasma cells are present in biopsies of acute graft
rejection. 2) B-lymphocytes and plasma cells are expanded by local
proliferation or immigration and 3) whether the B-cell specific che-
mokine MIP-30/CCR-6 is expressed in liver tissue. Biopsies of 20
patients with acute graft rejection (AR-biopsies) were analysed by
immunohistochemistry (CD20, CD38, CD 138, CD 20/Ki67, MIP-3 ¢,
CCR-6) and by RT-PCR (MIP-30,CCR-6). In all biopsies with acute
graft rejection (RAI-Score 1-9) CD20+ B-lymphocytes and
CD38+/138+ plasma cells could be detected, MIP-30. or CCR-6 ex-
pression could be observed in all AR-biopsies on granulocytes and
mononuclear cells, which was confirmed by RT-PCR. In comparison
of AR-biopsies with AO-biopsies (biopsies taken before transplanta-
tion) there was a significant increase in the quantity of CD20+ B-
lymphocytes (p=0,002) and CD38+/CD138+ plasma cells (p=0,022)
whereas no significant differences could be observed in the quantity
of proliferating B-lymphocytes (p=0,262). These data suggest that lo-
cal B-lymphocyte/plasma cell expansion occurs not by proliferation
but by immigration. The local expression of MIP-30 and CCR-6 indi-
cates that this chemokine is involved in B-cell accumulation during
acute graft rejection and suggests a local, antibody mediated
pathomechanism in acute liver allograft rejection.

Key words:
liver transplantation, transplant rejection, B-lymphocytes, plasma
cells, MIP-3¢,, CCR-6

pervermittelte Mechanismen eine pa-
thogenetische Rolle (17, 18). Antikor-
perproduzierende Zellen konnen zu-
sitzlich durch die Fahigkeit der Anti-
genprisentation an der Aufrechterhal-
tung des Entziindungsgeschehens be-
teiligt sein. Es ist daher verwunderlich,
dass beziiglich der humanen Leberre-
jektion nur sehr wenige Daten tiber

Einleitung

Der akuten Leberrejektion liegt eine
portale entziindliche Infiltration zu-
grunde, welche in einem direkten Zu-
sammenhang mit dem Schweregrad des
klinischen AbstoBungsgeschehens steht
(4). Durch lokale Freisetzung T-Zell-
spezifischer Chemokine (7) erfolgt die

Rekrutierung von T-Lymphozyten. Die
Interaktion von infiltrierenden T-
Lymphozyten mit ortstindigen Zellen
(2) tiihrt durch Aktivierung und Prolife-
ration (5) zur Entstehung eines zelluli-
ren Responses mit Destruktion des Le-
berparenchyms. Obwohl CD3+ T-
Lymphozyten den pridominanten An-
teil des entziindlichen Infiltrates dar-
stellen (13), spielen neben zelluldren
Mechanismen auch humorale, antikor-

intrahepatische B-Lymphozyten (5) und
keine Daten iiber die pathogenetische
Bedeutung  antikorperproduzierender
Plasmazellen vorliegen.

Ziel dieser Untersuchung war es daher
zu kléren, ob in der akuten Rejektion B-
Lymphozyten und Plasmazellen in
Biopsaten nachweisbar sind, ob eine lo-
kale Proliferation von B-Lymphozyten
erfolgt und ob das erst kiirzlich charak-
terisierte B-Zell-spezifische Chemokin
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MIP-3o und sein Rezeptor CCR 6 (11)
im Parenchym der rejezierten Leber ex-
primiert werden.

Material und Methoden

Patienten und Gewebe

Leberbiopsien wurden durch perkutane
Biopsien von 20 Patienten (11 Frauen,
9 Minner, Alter: 1-66 Jahre) im Rah-
men der Leberrejektionsdiagnostik
(VA-Biopsie) gewonnen. Das Zeitinter-
vall zwischen Implantation und VA-
Biopsie betrug 1-2 Wochen (n=17) und
3, 5 und 9 Wochen. Von 15 der Patien-
ten standen zusitzlich Gewebe vor der
Leberimplantation (AO-Biopsien) zur
Verfiigung. In allen Fillen wurde eine
orthotope Lebertransplantation durch-
gefiihrt, die Indikationen fiir die Trans-
plantationen waren: hepatozellulidres
Karzinom, primdre bilidre Zirrhose,
primér sklerosierende Cholangitis, Zys-
tenleber und alkoholische Zirrhose.
Cytomegalie- und Epstein-Barr-Virus-
Infektionen wurden mittels RT-PCR
(aus VA-Biopsie) ausgeschlossen. Un-
mittelbar nach der Punktion wurden die
Biopsien in 4%igem gepufferten For-
malin fixiert, etwa 1/5 der Leberstanzen
wurde fiir RT-PCR-Analyse kryoasser-
viert und bei —80°C gelagert. Die histo-
pathologische Beurteilung der Rejekti-
on erfolgte durch C.R. gemil des RAI-
Scores (4).

Immunhistochemie

Immunhistochemische Einfachfirbung
(CD20, CD38, CD138)

Die immunhistochemischen Firbungen
wurden mittels der Labeled-
Streptavidin-Biotin-Methode gemil
dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt
(LSAB-Kit, DAKO, Dinemark): Freie
Bindungsstellen am enzymgekoppelten
(labeled) Streptavidin (gekoppelt mit
alkalischer Phosphatase oder Peroxida-
se) binden dabei an das Biotin, welches
an den Sekundirantikorper gekoppelt
ist. Als Chromogen fiir die Reaktion
mit alkalischer Phosphatase wurde
Fuchsin (DAKO, Dinemark) verwen-
det, fiir die Reaktion mit Peroxidase
wurde DAB (3,3 Diaminobenzidin)
(DAKO, Diénemark) als Chromogen
eingesetzt. Die Primirantikdrper wur-
den in entsprechender Verdiinnung
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verwendet: CD20 (DAKO, Dinemark)
1:100; CD38 (NOVOCASTRA, UK)
1:100; CD138 (DAKO, Dinemark)
1:100. Eine Hitzedemaskierung im
Druckkochtopf (Citratpuffer, pH 6) er-
folgte fiir alle Antikorper, abschlieend
wurde eine Kernfirbung nach Mayer
durchgefiihrt. In chronisch entziindli-
chen Geweben sowie im Blut wird
CD38 auf B-Lymphozyten (Gedécht-
niszellen, Keimzentrumszellen) und
Plasmazellen, CD138 ausschlieBlich auf
Plasmazellen exprimiert (1).

Immunhistochemische
(Ki67/CD20)

Die Doppelfirbung wurde mit dem
ENVISION-Doublestain-System (DA-
KO, Dinemark) entsprechend dem Her-
stellerprotokoll ~ durchgefiihrt:  Die
Schnitte wurden sequentiell mit anti-
CD20 (monoklonal, DAKO, Dine-
mark) 1:100 und anti-Ki67-Antikdrpern
(polyklonal, DAKO, Dinemark) 1:50
behandelt. Fine Hitzedemaskierung er-
folgte im Druckkochtopf (in Citratpuf-
fer).

Doppelfirbung

RT-PCR

Um aus den kryoasservierten Leber-
stanzen RNA zu gewinnen, wurden die
Proben (n=2) nach Zugabe von Lysis
Puffer (RLT-Puffer; QIAGEN mit (-
Mercaptoethanol) homogenisiert und
anschlieend die Gesamt-RNA isoliert
(RNeasy Mini Kit, QIAGEN). Die
Menge der extrahierten Gesamt-RNA
wurde photometrisch ermittelt. Die Re-
verse Transkription und die PCR wur-
den sequentiell im selben Tube durch-
gefiihrt (OneStep RT-PCR Kit; QIA-
GEN). Als Ausgangsmenge wurden je-
weils 25ng RNA verwendet. Fiir die
Reverse Transkription wurde der An-
satz 30 Minuten bei 50°C inkubiert. Es
folgte eine Inkubation bei 95°C fiir 15
Minuten um die HotStarTaq Polymera-
se zu aktivieren, die Transkriptasen zu
inaktivieren und die cDNA zu denatu-
rieren. Wihrend der Amplifikation
wurden folgende Schritte in 45 Zyklen
wiederholt: 94°C fiir 30 Sekunden (De-
naturierung), 52°C (MIP-3a), 56°C
(CCR6) fiir 30 Sekunden (Annealing)
und 72°C fiir 1 Minute (Extension). Ei-
ne finale Extension erfolgte bei 72°C
fir 10 Minuten. Primer Sequenzen:
MIP-3a: 5°-TTG GAT CCT GCT GCT
ACT CCA CCT CTG-3’ und 5’-TTC
TCG AGT ATA TTT CAC CCA AGT
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CTG TTT T-3’; CCR6: 5°-TTG GAT
CCG TGG GGG CTG TCA GTC ATC
AT-3’ und 5’-TTC TCG AGC TGC
CCA ATA AAA GCG TAG A-3’. B-
Actin wurde als interne Kontrolle ver-
wendet. Die PCR-Produkte wurden in
1,5% Agarosegel elektrophoretisch auf-
getrennt und mit Hilfe von Ethidium-
bromid visualisiert.

Histopathologische Auswertung und
statistische Analyse

Die histopathologische Analyse erfolgte
durch eine fiir die Rejektionsdiagnostik
spezialisierte Pathologin (C.R.). Die
Analyse der immunhistochemisch posi-
tiven Zellen wurde von zwei Beobach-
tern (V.K. und L.M.) durchgefiihrt
(Leitz, DMRBE). Es wurden in samtli-
chen Fillen 5 Portalfelder analysiert,
die immunhistochemisch  positiven
Zellen gezéhlt und das arithmetische
Mittel gebildet. Der t-Test fiir verbun-
dene Stichproben wurde herangezogen,
um die Dichte des Infiltrats in AO- und
VA-Biopsien zu vergleichen. P-Werte
<0,05 wurden als statistisch signifikant
gewertet.

Resultate

CD20+ B-Lymphozyten in AO-Biop-
sien: In sdmtlichen Fillen waren
CD20+ B-Lymphozyten in den AO-
Biopsien nachweisbar (Mittelwert: 5,1
Zellen pro Portalfeld, Abb. 1). CD20+
B-Lymphozyten waren pridominant in
den Portalfeldern lokalisiert und wiesen
eine diffuse Verteilung auf. Ganz ver-
einzelt fanden sich CD20+ B-
Lymphozyten in einer perisinuidalen
sowie perivendsen Lokalisation (Abb.
2a).

CD20+ B-Lymphozyten in VA-Biop-
sien: In sdmtlichen Fillen waren
CD20+ B- Lymphozyten in den Biopsi-
en nachweisbar (Mittelwert: 21,2 Zellen
pro Portalfeld, Abb. 1). CD20+ B-
Lymphozyten zeigten eine pradominant
portale Verteilung mit Ausbildung klei-
ner bis mittelgroBer lymphozytirer Ag-
gregate, follikelartige Strukturen waren
nicht nachweisbar. Vereinzelt stellten
sich iiberwiegend gruppiert gelegene
CD20+ Lymphozytenaggregate in einer
perisinuidalen und perivendsen Lage
dar (Abb. 2b).

CD38+/CD138+ Plasmazellen in AO-
Biopsien: In sdmtlichen Fillen waren
CD38+/CD138+ Plasmazellen in den
Biopsien nachweisbar (Mittelwert: 7,2
Zellen pro Portalfeld, Abb. 1). Diese
waren ebenso wie die CD20+ B- Lym-
phozyten pridominant in den Portalfel-
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Abb. 1: Anzahl CD20+ bzw. CD38+/CD138+ Zellen pro Portalfeld zum Zeitpunkt
der Transplantation (AO-Biopsie) und in der akuten Rejektion (VA-Biopsie). Die
Dichte des B-Zell- / Plasmazell-Infiltrats ist zum Zeitpunkt der Rejektion signifikant
hoher (t-Test fiir verbundene Stichproben: p=0,002 fiir CD20+, p=0,022 fiir

CD38+/CD138+ Zellen)
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Unterschiedliche Infiltrationsquantitit von CD20+ B-Lymphozyten und CD38+/
CD138+ Plasmazellen. a: AO-Biopsie mit einem CD20+ B-Lymphozyten (Pfeil). b:
VA-Biopsie desselben Patienten in der akuten Rejektion, Pfeile zeigen auf zum Teil
gruppiert liegende CD20+ B-Lymphozyten. ¢: AO-Biopsie, Pfeil weist auf isoliert
gelegene CD38+ Plasmazelle. d: VA-Biopsie desselben Patienten in der akuten Re-
Jjektion, Pfeile zeigen CD38+ Plasmazellen, im Hintergrund schwach CD38+ Lym-
phozyten. e: AO-Biopsie, Pfeil weist auf eine im Portalfeld lokalisierte CDI138+
Plasmazelle. f: VA-Biopsie desselben Patienten in der akuten Rejektion, Pfeile wei-
sen auf zahlreiche CD138+ Plasmazellen. (Originalvergrofierung a-f 200x).

dern diffus und einzelzellig verteilt
(Abb. 2c, 2e). Auffillig war eine enge
Lokalisation der CD38+/CD138+
Plasmazellen zu den kleinkalibrigen
GefiBlen und Kapillaren (Abb. 2e).

CD38+/CD138+ Plasmazellen in VA-
Biopsien: In sdmtlichen Fillen waren
CD38+/CD138+ Plasmazellen in den
Biopsien nachweisbar (Mittelwert: 20,3
Zellen pro Portalfeld, Abb. 1). Diese
waren ebenso wie die CD20+ B-Lym-
phozyten pradominant in den Portalfel-
dern in kleinen bis mittelgroBen Aggre-
gaten lokalisiert. Die Identifikation von
CD138+ Plasmazellen in perisinuidaler
und perizentraler Lage war durch die

hohe CD138-Expression von Hepato-
zyten und Gallengangsepithelien in ein-
zelnen Fillen erschwert, gelang aber
doch eindeutig durch die charakteristi-
sche Zytologie der Plasmazellen. Das
Verteilungsmuster der CD38+ Plasma-
zellen entsprach  weitgehend den
CD138+ Plasmazellen, auffillig war je-
doch eine unterschiedliche Expressi-
onsintensitdt von CD38: Es fand sich
eine schwache zytoplasmatische CD38-
Expression auf kleinen bis mittelgrofen
lymphoiden Zellen sowie eine kriftige
zytoplasmatische CD38-Positivitdt in
Zellen mit Plasmazellmorphologie
(Abb. 2d, 2f).
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Quantitativer Unterschied der CD20+
B-Lymphozyten und CD38+/CD138+
Plasmazellen in AO- und VA-Biopsien:
Im Vergleich von 12 bzw. 15 Paaren
der AO- und VA-Biopsien zeigte sich
(bei Auszidhlung von sidmtlichen Zellen
in 5 Portalfeldern) fiir CD20 ein hoch-
signifikanter Unterschied (p = 0.002)
und fiir CD38/CD138 ein signifikanter
Unterschied (p = 0,02, Abb. 1).
Ki674+/CD20+ B-Lymphozyten in AO-
und VA-Biopsien: Ki67+/CD20+ B-
Lymphozyten waren nur ganz verein-
zelt in den AO- und vereinzelt in den
VA-Biopsien nachweisbar (Mittelwert:
0,1 Zellen bzw. 0,8 Zellen pro Portal-
feld, Abb. 3a, 3b). Ein signifikanter
Unterschied zwischen der Quantitit
proliferierender B-Lymphozyten in der
AO- und VA-Biopsie konnte nicht
nachgewiesen werden (p = 0,2, Abb. 4).
MIP-30- und CCR-6-Expression in
VA-Biopsien: MIP-3a+ Zellen waren
ausschlieflich in den Portalfeldern
lokalisiert. Die MIP-3a-Expression war
nahezu ausschlieBlich auf segmentker-
nigen Granulozyten nachweisbar, ver-
einzelt stellte sich eine MIP-30-
Expression auf mononukledren Zellen
mit Lymphozytenmorphologie  dar
(Abb. 3c). Hepatozyten, Gallengangs-
epithelien, von Kupffer’sche Sternzel-
len und Blutgefife zeigten keine Reak-
tivitdt. CCR-6+ Zellen waren ebenfalls
ausschlieBlich in den Portalfeldern lo-
kalisiert. Hier war die Expression aus-
schlieBlich auf mononukledren Zellen
nachweisbar (Abb. 3d). Wie auch fiir
MIP-30c war in den Zellen des hepati-
schen Parenchyms keine spezifische
Expression nachweisbar.

RT-PCR von MIP-30. und CCR-6: In
beiden Fillen von kryoasservierten VA-
Biopsien konnte ein spezifisches Am-
plifikat fiir MIP-30c und CCR-6 er-
bracht werden (Abb. 5). Die Amplifi-
kate fanden sich im erwarteten Groflen-
bereich von 210bp (MIP-30) und 451bp
(CCR-6), die Amplifikate wurden durch
Sequenzierung validiert (Daten nicht
gezeigt).

Diskussion
Antikorpervermittelter ~ Mechanismus
der Leberrejektion

Obwohl eine enge funktionelle Vernet-
zung von T- und B-Lymphozyten in
immunpathologischen Prozessen be-
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Abb. 3: a, b: CD20/Ki67 Doppelfirbung in VA-Biopsien (akute Rejektionen): Die
breiten Pfeile zeigen auf Ki67+/CD20- Zellen, schmale Pfeile zeigen auf Ki67-
/CD20+ Lymphozyten; beide Aufnahmen dokumentieren, dass die Proliferation
(Ki67) nicht mit den CD20+ B-Lymphozyten kolokalisiert ist. c: MIP-3o-Expression
in VA-Biopsie (akute Rejektion), Pfeile zeigen auf MIP-3 0o+ neutrophile Granulo-
zyten. d: CCR-6-Expression in VA-Biopsie (akute Rejektion), Pfeile zeigen auf ein-
zelne CCR-6+ mononukledre Zellen. (Originalvergrifierung a, b 350x, ¢, d 200x).
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Abb. 4: Anzahl CD20/Ki67 doppelt positiver Zellen pro Portalfeld zum Zeitpunkt
der Transplantation (AO-Biopsie) und in der akuten Rejektion (VA-Biopsie). Es gibt
keine signifikante Erhohung des Infiltrats proliferierender B-Lymphozyten zum Zeit-
punkt der Rejektion (t-Test fiir verbundene Stichproben p=0,262).

steht, wurde antikdrpervermittelten Me-
chanismen in der Pathogenese der Le-
berrejektion keine Bedeutung zuge-
sprochen. Dies ist teils dadurch erklir-
bar, dass das portale entziindliche Infil-
trat der akuten Leberrejektion pradomi-

nant aus T-Lymphozyten besteht (13),
und teils durch die Tatsache, dass B-
Lymphozyten erst in den letzten Jahren
als pathogenetisch relevante Zellen in
immunologischen Erkrankungen ak-
zeptiert worden sind (12). Daher exis-
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tieren sehr wenige Daten iiber B-
Lymphozyten (5); einzelne Fallbe-
schreibungen, welche die Bedeutung
von antikdrpervermittelten Rejektions-
mechanismen in der Leberrejektion
hervorheben (17), sowie eine experi-
mentelle Untersuchung an Ratten, wel-
che eine Vermehrung IgG 1 exprimie-
render Plasmazellen in der akuten Le-
berrejektion beschreibt (16): In dieser
experimentellen  Untersuchung  wird
erstmals beschrieben, dass sich die si-
gnifikante Verinderung nicht in der T-
Zell-Zytokinantwort, sondern in der B-
Zell-Antwort ereignet.

Nachweis intrahepatischer
B-Lymphozyten und Plasmazellen in
der akuten Rejektion

Zur Histopathologie der B-Lympho-
zyten und deren Differenzierungsend-
produkten, den Plasmazellen, sowie zur
Frage der Expression B-Zell-spezifi-
scher Chemokine in der akuten huma-
nen Leberrejektion existieren bisher
keine Daten. In der vorliegenden Unter-
suchung konnte gezeigt werden, dass
CD20+ B-Lymphozyten und CD
38+/CD138+ Plasmazellen in sdmtli-
chen Biopsien der akuten Rejektion
nachweisbar waren und dass eine signi-
fikante Zunahme von B-Lymphozyten
und Plasmazellen in der akuten Rejek-
tion erfolgt. Da keine wesentliche Zu-
nahme der CD20-Proliferation nachge-
wiesen werden konnte und Plasmazel-
len keine Teilungsfihigkeit aufweisen,
ist die Zunahme der B-Lymphozyten
und Plasmazellen als Folge einer Immi-
gration zu interpretieren. Dieser Befund
ist interessant, da dieser Mechanismus
bereits fiir andere autoimmun bedingte
Entziindungen postuliert wurde (12)
und experimentell eine Rezirkulations-
fahigkeit von Plasmazellen erst kiirzlich
belegt worden ist (10). Die Immigration
von B-Lymphozyten und Plasmazellen
in die Portalfelder wéihrend der akuten
Leberrejektion legt eine pathogeneti-
sche Funktion dieser Zellen nahe.

MIP-30/CCR-6-Expression in der
akuten Leberrejektion

Die Immigration von B-Lymphozyten,
Plasmazellvorldufern und Plasmazellen
in das Portalfeld setzt die Freisetzung
von B-Zell-spezifischen Chemokinen
voraus. B-Zell-spezifische Chemokine
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Abb. 5: Mittels RT-PCR konnten MIP-3a und CCR-6 in jeweils zwei VA-Biopsien
nachgewiesen werden. Die PCR-Produkte wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt
und mit Ethidiumbromid visualisiert. Die Amplifikate fanden sich im erwarteten
Grofienbereich von 210bp (MIP-3¢) bzw. 451bp (CCR6). Spur 1 Molekularge-
wichtsmarker, Spur 2 und 3 VA-Biopsien.

und deren Rezeptoren stellen eine erst
kiirzlich beschriebene Gruppe von Me-
diatoren dar (6). B-Zell-spezifische
Chemokine wurden erstmalig in lym-
phatischen Organen und im Knochen-
mark beschrieben (9), wobei fiir B-
Lymphozyten und Plasmazellen diver-
gente Chemokine zustindig sein diirften
und die Regulation der Chemotaxis be-
vorzugt iiber das Expressionsniveau der
Rezeptoren moduliert wird (10). Das
Wirkungsspektrum B-Zell-spezifischer
Chemokine ist nicht ausschlieBlich B-
Zell-spezifisch und umfasst auch andere
Leukozyten-Populationen (15). MIP-30
und der entsprechende Rezeptor CCR 6
(8) stellen ein B-Zell-Chemokinsystem
dar (11), welches bevorzugt auf B-
Gedichtniszellen wirkt (11) und zu-
sétzlich eine aktivierende Wirkung auf
eosinophile Granulozyten, T-Lympho-
zyten und dendritische Zellen ausiibt
(15). Die MIP-3a-Expression wurde in
Granulozyten (14) in der synovialen
Deckzellschicht, in Lymphozyten und
dendritischen Zellen nachgewiesen (3),
die Expression von CCR-6 in T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten und
dendritischen Zellen (8). Somit steht
der Nachweis von MIP-3a auf infiltrie-
renden Granulozyten und einzelnen
mononukledren Zellen im Portalfeld
und CCR-6 auf infiltrierenden mononu-
kledren Zellen gut in Einklang mit dem
in der Literatur beschriebenen zelluld-
ren Expressionsmuster.

Pathogenetische Relevanz von
intrahepatischen B-Lymphozyten und
Plasmazellen

Der Nachweis von MIP-30/CCR-6 auf
den pathognomonischen Infiltraten der
akuten Rejektion legt nahe, dass dieser
Mediator/Rezeptor iiber Rekrutierung
von B-Lymphozyten, Plasmazellen und
eosinophilen Granulozyten an der Pa-
thogenese der akuten Leberrejektion
beteiligt ist. MIP-3o konnte fiir die Re-
krutierung der CD20+ B-Lymphozyten,
der CD38+/138+ Plasmazellen sowie
der fiir die Rejektion pathognomoni-
schen eosinophilen Granulozyten ver-
antwortlich sein. Die immigrierten B-
Lymphozyten und Plasmazellen konn-
ten durch Antikérperproduktion und
Antigenprasentation den lokalen ent-
ziindlichen Prozess perpetuieren. Die
lokale MIP-30/CCR-6-Expression kann
somit als ein pathogenetischer Faktor
fir Rekrutierung von B-Lymphozyten
und Plasmazellen angesehen werden.
Zu priifen wire, ob erhohte Serumspie-
gel von MIP-30. oder das Auftreten von
Plasmazellen im peripheren Blut als ein
frithes diagnostisches Indiz fiir eine
akute Leberrejektion zu werten sind.
Der Nachweis einer portalen Infiltration
durch B-Lymphozyten und Plasmazel-
len sowie die Expression des B-Zell-
spezifischen Chemokins MIP-3¢. in der
akuten Leberrejektion legt erstmalig ei-
nen lokalen, antikdrpervermittelten Pa-
thogenesemechanismus der Leberrejek-
tion nahe. Die Abkldrung der B-Zell-
Spezifitit intrahepatischer B-Lympho-
zyten und Plasmazellen kann zur Identi-
fikation rejektionsauslosender Antigene
fiihren und somit die Moglichkeit neuer
diagnostischer und therapeutischer Op-
tionen ergeben.
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